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Hatay ilinde yer alan turunggil paketleme tesislerinde meyve ve hava kékenli mikrobiyata
icerisindeki fungal ve bakteriyel tiirler ile yogunluklarinin belirlenmesi

Determination of fungal and bacterial species and their densities in fruit and airborne microbiota in citrus
packing houses located in Hatay province
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Aims: This study aims to determine fungal and bacterial species and their
densities in fruit and airborne microbiota in citrus packing houses located
in Antakya, Dortyol and Erzin districts of Hatay province.

Methods and Results: Investigation were conducted in citrus fruit packing
houses in Hatay province in 2020-2021. In order to determine the airborne
microbiota, the nutrient media were placed in 3 different regions of the
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packing houses (product entrance, fruit processing and product dispatch).
Fruit-borne fungal and bacterial isolates were obtained from the
deliberately selected rotten fruits. Fungal and bacterial isolates were
identified by morphological, biochemical and MALDI-TOF proteomic
analysis. Penicillium italicum, Penicillium digitatum, Aspergillus niger,
Rhizopus oryzae, Mucor circinelloides, Xanthomonas hortorum, Pantoea
eucrina, Leclercia  adecarboxylata, Pseudescherichia  vulneris,
Bacelliotymegatibia vulnerica, Bacelliot, eucrina, Leclercia adecarboxylata
and Pseudescherichia vulnerica were determined as airborne fungal and
bacterial species. Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Fusarium
solani, Geotrichum citri-auranti, Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Phytophthora sp., Colletotrichum gloeosporioides, Geotrichum
candidum, Erwinia herbicola, Xanthomonas hortorum were isolated and
identified as fruit borne fungal and bacterial species on infected fruits.
Conclusions: It has been observed that the airborne microbiota density is
quite higher in the fruit processing section of the packinghouses, while the
microbiota density is low in the product acceptance (entry) and dispatch
(exit) sections because of proper ventilation.

Significance and Impact of the Study: Airborne fungal and bacterial
microbiota in the packinghouses can be easily transported by air
movements and remain suspended in the air for a certain period of time,
causing symptoms such as deterioration and rot in fruits. Since some of
identified airborne bacterial and fungal species are known as allergens or
human pathogens, necessary advices were given about the sanitation
measures which should be taken into consideration in commercial citrus
packinghouses.
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GIRIS

Turuncgiller icerdikleri vitamin, mineral ve lezzet
acisindan insan beslenmesinde dnemli bir yere sahip ve
en ¢ok Uretilen meyve cinslerinden biridir. Bu Grinler,
beslenmede tasidiklari 6nem nedeni ile taze olarak
tiiketilmektedir. Ozellikle son yillarda tiiketilen bu tiir
besinlerin glivenilir olmasi, dogal ve saglik yonlinden risk
tasimamasi aranilan ozelliklerdir (Anonim 2015). Dlinya
genelinde 100'den fazla llkede yetistirilen turuncgiller,
portakal, mandalina, greyfurt, limon ve misket limonu
gibi cesitli tlirden olusmaktadir (Ismail ve Zhang, 2004).
Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO) 2020 yili verilerine gére
diinya genelinde turunggil Gretimi 138 milyon ton olup,
36 milyon ton ile Cin ve 19 milyon ton ile Brezilya ilk
siralarda yer almistir (Anonymous, 2020). Ulkemiz
genelinde 2021 yilinda turunggil iretimi 5.3 milyon ton
olup, bu dUretimin yaklasik 4 milyon tonu Akdeniz
bolgesinde gergeklesmistir (Anonim, 2021).

Diinya yas meyve sebze sektoriinde en ¢ok ihrag edilen
arin grubu %11.8 pay ile kirmizi meyveler (gilek,
ahududu, bogirtlen, siyah-beyaz-kirmizi kus Gzimd,
Bektasi Gzimi vb.) olurken bunu %10.8 ile turuncgiller
takip etmistir. Akdeniz ihracatcilar birligi (AKIB)
tarafindan hazirlanan raporda, tlkemizde 2018 yilinda
Uretilen toplam 22.2 milyon ton yas sebze ve meyvenin
4.5 milyon tonu (%9) birgok llkeye ihrag edilmistir (AKIB,
2018). Turkiye bu rakamla diinya yas meyve ve sebze
ihracatinda 12. sirada yer almistir (AKIB, 2018). Tirkiye
genelinde lretilen yas meyve ve sebze arasinda en fazla
ihra¢ edilen Uriinler arasinda turuncgiller %38 ile ilk
sirada yer almistir.

GUnlmuz kosullarinda, Diinya’da hizla artan nifusun
beslenme ihtiyacini karsilamak, sinirli tarim alanlarinda
yetisen Urlinlerin verimlerindeki artis kadar, alinan

Urinin  korunmasi  ve muhafazasi ile mimkin
olmaktadir. Yapilan arastirmalarda, yas meyve ve
sebzelerde hasat sonrasi ortaya ¢ikan kayiplar

gelismekte olan lilkelerde ortalama %20-30 gibi oldukga
onemli dizeylerdedir. Bu durum, hasat sonrasinda
UrGnlerde kayiplara neden olan abiyotik ve biyotik
etkenlerin yeterince kontrol edilememesinin yaninda,
Uranlerin muhafaza kosullarinin iyi olmamasi ve esas
itibariyle Uretici-tliketici zinciri arasindaki yetistiricilik
hatalardan da kaynaklanmaktadir (Subasi, 2014).

Hatay ilinde soguk hava depo sayisi 27 olup, muhafaza
kapasitesi 44.600 tondur. S6z konusu bu tesisler agirlkli
olarak paketleme evi ile entegre olarak isletilmekte
(Toplam 38.400 ton kapasitede 22 adet), bunun yani sira
sadece soguk hava deposu olarak isletilen tesislerde
(Toplam 6.200 ton kapasitede 5 adet) bulunmaktadir.
Soguk hava depolarinin %92.6’sinda sadece meyve ve
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sebze depolanirken, %3.7’sinde meyve ve sebzelerle
birlikte diger triinlerde depolamamaktadir. isletmelerde
depolanan Uriinler arasinda turuncgiller (portakal,
mandarin, altintop, limon) acik ara ilk sirada gelmektedir
(Yildiz, 2014).

Hasat sonrasi ortaya cikan fungal ve bakteriyel kdkenli
hastaliklar taze meyvelerin, depo 6émriini azaltan baslica
sorunlardan biridir (Prusky 2011). Bu hastaliklar
depolanan {riiniin c¢esidine ve depolama kosullarina
bagh olarak % 30-50 oraninda kayiplara sebep
olmaktadir (Klein ve Lurie, 1991; Gomes ve ark., 2015).
Bu kayiplari en aza indirgemek icin uzun sireden beri
farkh fungisitler yaygin bicimde kullanilmaktadir (Yildiz
ve ark., 2002).

Ulkemizde taze tiiketime sunulan driinlerde hasat
sonrasl hastaliklardan meydana gelen kayiplar hakkinda
kesin veriler bulunmamasina karsin, 06zellikle baz
meyvelerle ilgili ¢alismalardan elde edilen sonuglar,
Ulkemizdeki durum hakkinda bir fikir vermektedir. Yas
meyve ve sebzeler bol miktarda su ve besin maddesi
icerdiklerinden dolayr fungal ve bakteri kokenli
patojenlerin saldirilarina maruz kalirlar. Hasattan sonra,
direnci azalan Urinlerde kayiplar meydana gelir ve bu
dranler, saglam olanlari da etkiledikleri gorulir. Ayrica,
enfekteli Urlnlerde; etilen sentezi, solunum ve isi
Uretimindeki artis olgunlasmayi hizlandirdigi igin Griiniin
direnci azalir ve enfekte olmalari kolaylasir (Benli, 2003).
Ulkemizde ve diinyanin ©nde gelen (ilkelerinde
yetistirilen turuncgil meyvelerinde derim sonrasi hastalik
olusturmak suretiyle ekonomik kayiplar genellikle fungal
kokenli mavi-yesil kaf [Penicillium digitatum (Pers.:Fr.),
Penicilium italicum  (Wehmer)], eksi c¢urikluk
[Geotrichum  citri-aurantii ~ (Ferraris)], sap ucu
curiklukleri [Phomopsis citri H. Fawc. Non (Sacc.) ve
Diplodia  natalensis], antraknoz  [Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. andSacc.)], kahverengi
curikluk [Phytophthora palmivora (Butler) Butler)] ve
siyah curuklik [Alternaria citri Ellisand N.Pierce]
hastaliklari tarafindan olusturulmaktadir (Snowdon,
1990; Palumbo ve ark., 2006; Ladaniya, 2008; McKay ve
ark., 2012; Akhtar ve ark., 2013; Hocking, 2014; Palou,
2014; Berk, 2016; Uysal ve ark., 2016, Khamis ve ark.,
2017; Saito ve Xiao, 2017; Deng ve ark., 2018; Uysal ve
Kurt, 2018; Zaheer ve ark., 2019; Kanashiro ve ark., 2020;
Jayasekara ve ark., 2022). Ozellikle Cladosporium spp.,
Alternaria spp., Stemphylium spp., Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Rhizopus spp., Mucor spp., Botrytis sp.,
Fusarium spp. gibi fungal patojenler hava hareketleri ile
kolayca tasinarak sanitasyon kurallarinin uygulanmadig,
dogru kosullarda depolanmayan paketleme evlerindeki
hasat edilmis sebze ve meyveler (zerinde geliserek
¢lrtklGginin yanisira Urinlerde mikotoksin birikimine
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neden olmaktadir (Maldonado ve ark., 2009; Saito ve
Xiao, 2017; Jayasekara ve ark., 2022). Penicillium
digitatum, tek basina toplam hasat sonrasi kayiplarin
yaklasik %90' indan sorumludur. Bu hastalik etmenleri,
meyvelerin toplama, paketleme, depolama ve nakliye
sirasinda ve hasat sirasinda olusan yaralanmalardan giris
yapmaktadir (Ladaniya, 2008; Palou, 2014; Berk, 2016;
Wang ve ark., 2018; Bazioli ve ark., 2019). Fungal
etmenlerin yanisira, Erwinia, Pectobacterium,
Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus ve Xanthomonas
cinsine ait farkl tirler, hasat sonrasi bircok meyve ve
sebzelerde yumusak clrimelere sebep olan ana veya
firsatgl bakteriyel etmenler olarak bildirilmistir (Coates
ve Johnson, 1989; Carolis ve ark., 2012).

Yas sebze ve meyvelerde hasat sonrasi hastaliklara sebep
olan bakteriyel ve fungal etmenlerin tanilanmalari son
yillarda MALDI-TOF MS gibi yontemle hizli ve giivenilir bir
sekilde yapilmaktadir (Li ve ark. 2017; Uysal ve ark.,
2019; Akkoyun ve Kiraz, 2019). Bu ¢alisma, Hatay ilinin
Antakya, Dortyol ve Erzin ilgelerinde vyer alan yiksek
paketleme ve soguk hava kapasiteli ticari turunggil
paketleme tesislerinde meyve ve hava kokenli
mikrobiyot icerisindeki fungal ve bakteriyel tirleri
tanilamak ve yogunluklarini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Tesislerin farkh bolgelerine konulan fungus
ve bakteri besi yerleri ile tesislerde hastalik belirtileri
gosteren farkli turuncgil meyve Ornekleri (izerinden
yapilan izolasyonlar sonucu gelisen fungal ve bakteriyel
turler morfolojik, biyokimyasal ve MALDI-TOF MS

proteomik yontemleri ile tanilanmislardir.
MATERYAL ve YONTEM

Paketleme evlerinde 6rneklemelerin yapiimasi

Hatay ilinin Antakya, Dortyol ve Erzin ilgelerinde yer alan
3 farkh turuncggil paketleme tesislerinde meyve
paketleme islemlerinin yogun oldugu 2020 yilinin Kasim
ve Aralk aylari ile 2021’'in Ocak ayinda inceleme ve
gozlemler yapilmistir. Meyve kdkenli fungal ve bakteriyel
mikrobiyotanin belirlenmesi icin, paketleme evlerinde
tesadiifi ornekleme yéntemine gore, islenen turuncgil
cesitlerini ve yumusama, clrime vb. farkh hastalik
belirtileri gosteren meyveleri temsil edecek sekilde
gldimli 6rneklemeler yapilmistir (Sekil 1).

Meyve kékenli fungal ve bakteriyel mikrobiyotanin
izolasyonu ve yogunlugunun belirlenmesi

Paketleme tesislerinden gudimli olarak toplanan
yumusama ve cirime belirtileri gosteren meyvelerden
laboratuvar kosullarinda fungal tiirlerin izolasyonu PDA,
bakteriyel etmenlerin izolasyonu ise KB besi yerleri
kullanilarak yapilmistir. Fungal etmenlerin izolasyonu
icin, yumusama ve ¢lriime gozlenen meyvelerden steril
bistiri yardimiyla 5-6 mm capinda kigik pargalar
alinarak %70’'lik etanol ¢ozeltisi ile ylizeyden steril
edilmistir. Daha sonra bu doku pargalari, steril saf su ile
durulanarak steril kurutma kagitlarinda 15 dk. kurumaya
birakilmistir.

o i ] "

Sekil 1. Farkh turuncgil meyve tirlerinde fungal ve bakteriyel mikrobiyotanin neden oldugu hastalik belirtileri
Figure 1. Disease symptoms caused by fruit-borne fungal and bacterial microbiota on different citrus fruits

Doku  parcalari  kuruduktan  sonra  bakteriyel
bulagsmalarini engellemek icin antibiyotik (streptomisin
siilfat, 100 ug ml?) ilave edilmis PDA besi yerleri (izerine
yerlestirilmistir. Petriler 25 C'de 3 glin boyunca inkiibe
edilmis ve bu siire sonunda gelisen fungal kolonilerden
PDA’ya saflastirmalar yapilmistir (Schipper, 1978;
Sutton, 1980; Samson ve Pitt, 2000; Dugan, 2006;
Simmons, 2007). Bakteriyel etmenlerin izolasyonu icin,
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enfekteli oldugundan kuskulanilan meyve 6&rnekleri,
%70’lik etil alkol ile 2 dk. ylizey sterilizasyonu yapildiktan
sonra meyvelerin st kabuk dokusu bistri ile kesildikten
sonra hastalikl i¢ dokulari dogrudan besi yerine temas
ettirilmek (imprint yéntemi) suretiyle gerceklestirilmistir
(Aktan ve Soylu, 2020).

Bakteri izolasyonlarinin yapildigi petriler, 27°C'de 24-48
saat sire ile inklibe edilmis ve besi yerinde gelisen farkli
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morfolojik ozellikteki bakteri kolonilerinden
saflastirmalar yapilmistir.

izolasyon asamasinda her meyve icin 3 petri ve her
petriye 6 doku parcasi gelecek sekilde 18 doku kesiti
kullanilmistir. Petri kaplari, bakteri gelisimi icin 28-30°C
sicaklikta 24-48 saat, fungal gelisimi icin 4-5 gilin slre
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda her bir
petri kabindaki gelisen bakteri ve fungal kolonileri

sayilarak belirlenmistir.

Hava kékenli fungal ve bakteriyel mikrobiyota
yogunlugunun belirlenmesi

Paketleme tesislerindeki hava kokenli mikrobiyotadaki
fungal ve bakteriyel tirlerin belirlenmesi amaciyla
turuncggil paketleme tesislerine meyve islemenin en
yogun oldugu Kasim-Aralik 2020 ile Ocak 2021 aylarinda
dizenli stirveyler yapilmistir. Fungal tirler igin Patates
dekstroz agar (PDA), bakteriyel etmenler igin King’s B
(KB) besi yerleri, 9 mm c¢apinda petri kaplarina
dokuldiikten sonra kapaklari agik bir sekilde paketleme

=

‘ Sekil 2. Paketleme tesislerinin farkli kisimlarina (A: Grin girisi, B: Grdn gikisi, C-D: Grlin isleme)

tesislerinde (i) giris bolim, (ii) isleme bolim [yikama,
ayiklama, mumlama ve paketleme] ve (iii) Grinlerin
paketlenip dagitima hazirlandigi sevkiyat bolimi olmak
lizere 3 farkli bolgede yerden 2-2.5 metre yikseklige
farkli bekleme streleri (5, 15, 30, 60 ve 120 dk olacak
sekilde) dikkate alinarak yerlestirilmistir (Sekil 2). Her
sire icin 10' ar adet petri kaplari kullanilmistir. Bu
surelerin sonunda kapaklari kapatilan petri kaplari
bulundugu yerlerden alindiktan sonra HMKU Bitki Saglig
Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarlarina
getirilerek 25°C inkibatorde gelismeye birakilmistir. 3-5
glnlik inkGibasyonun sonunda gelisen fungal ve bakteri
kolonilerinin led digitron (ISOLAB) go6stergeli koloni
sayacl kullanilarak mikrobiyota yogunluklari

belirlenmistir. Petri kaplarinda gelisim gosteren farkli
morfolojik yapiya sahip fungal ve bakteriyel koloniler
secilip saflastirilarak MALDI TOF MS cihazinda tiir
teshislerinin  yapilmasi
saklanmiglardir.

icin buzdolabinda (+4 °C)

0
=g - -

L= e

yerie§tirilmi§‘r;étri

kaplari (ok)
Figure 2. Petri dishes (arrows) placed in different zones (A: product entry, B: product output C-D: product processing)
of packinghouses

Meyve ve hava koékenli fungal ve bakteriyel
mikrobiyotanin MALDI-TOF MS ile tanilanmasi

Saf ve tek koloni olacak seklinde elde edilen bakteri
izolatlari NA besi yerlerinde 24 saat siireyle inkiibasyonu
saglanmistir. Saf ve tek spor olarak elde edilen fungal
kiltirleri ise, PDA ortaminda 4-5 gin sire ile
gelistirilmistir. Gelisen fungal kiltirlerden alinan 2-3
misel diski (5 mm c¢apinda) ortalama 8 ml Sabouraud
Dextrose Broth besi yeri iceren steril cam tiplere (16x2
cm) aktarilmistir. Tpler 2-3 giin sireyle rotatorde (20
rpm) 25°C gelismeye birakilmistir (Soylu ve ark., 2021).
Gerek fungus gerekse bakteri kiltlirlerden protein
ekstraksiyonu, Uretici firmanin 6nerdigi etanol-formik
asit  ekstraksiyon  protokolu  dikkate  alinarak
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gerceklestirilmistir. Cihazin Flex Kontrol yazihm programi
(Biotyper 3.0; Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) ve kiitiphanesi (version 9.0 ) ile elde
edilen spektrumlar, Maldi Biotyper Real-Time
Classification  (RTC) vyazihmi ile karsilastirilarak
mikrobiyota tirlerinin teshis islemleri yapilmistir (Sekil
3). Analiz sonucunda 2.3-3.0 (yesil renk) arasi skor degeri
yuksek olasi tir teshisi, 2.0-2.29 (yesil renk) arasi skor
glvenilir cins diizeyinde teshis ve muhtemel tir
diizeyinde teshis, 1.7-1.99 (sari renk) arasi skor
muhtemel cins dizeyinde teshis, 0.0-169 (kirmizi renk)
arasi skor ise glivenilmez teshis olarak degerlendirilmistir
(Uysal ve ark., 2019).
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Analyte Name: B11
Analyte Description: ?
Analyte ID: 4

Applied MSP Library(ies):
Applied Taxonomy Tree:

Analyte Creation Date/Time: 2020-11-04T02:50:56.547
Filamentous Fungi

Rank Score NCBI
(Quality) platchec Fattetn Value | Identifier
( +1+ ) Penicillium digitatum DSM 62840 DSM 2.027 36651
( i) Penicillium expansum DSM 1994 DSM 1.985 27334
( i ) Penicillium digitatum D_16_256_6 4 LLH 1914 36651

Sekil 3. Hastalikl turunggil meyvesinden izole edilen P. digitatum izolatinin MALDI-TOF teghis sonucu.
Figure 3. MALDI-TOF identification result of P. digitatum, isolated from the diseased citrus fruit

BULGULAR VE TARTISMA

Meyve kokenli fungal ve bakteriyel tiirler ve
yogunluklarinin belirlenmesi

Paketleme evlerinde, meyve kokenli fungal ve bakteriyel
mikrobiyotanin  belirlenmesi icin tesislerde tipik
yumusama ve clrime seklinde hastalik belirtileri
gosteren meyve tirlerini temsilen toplam 94 adet
mandarin (40), limon (32) ve portakal (22) meyve 6rnegi
alinmis ve bu meyvelerden fungal ve bakteri tirler izole
edilmistir. Yapilan izolasyonlar sonucunda, Penicillium
digitatum (530 koloni petri?) ve Penicillium italicum (343
koloni petri) en yogun belirlenen tirler olup bu tiirleri
sirastyla, Alternaria alternata (206 koloni petri?),
Geotrichum  citri-auranti (116  koloni  petri?),
Cladosporium herbarum (81 koloni petri?), Fusarium
solani (65 koloni petri?), Colletotrichum gloeosporioides

(37 koloni petri) ve Phytophthora sp. (21 koloni petri?)
turleri takip etmistir. Meyve o6rneklerinden ayrica
Xanthomonas hortorum ve Erwinia herbicola olarak
tanimlanan iki farkh bakteri tiirt belirlenmistir. Turuncgil
turleri incelendiginde ise, yumusama ve c¢lriime
belirtileri gosteren meyvelerden en yogun fungal
mikroorganizma yogunlugu mandarin (692 koloni petri?)
ve limon (698 koloni petrit) meyvelerinde, en az ise
portakalda (292 koloni petri?) tespit edilmistir. Fungal
izolatlarin yanisira hastalikli meyvelerden Xanthomonas
hortorum (162 koloni petril) ve Erwinia herbicola (121
koloni petri!) olarak tanimlanan bakteri yogunluguda
tespit edilmistir (Cizelge 1). S6z konusu bakteri tirleri ile
yapilan patojenite testlerinde meyvelerde yumusak
¢lirliklik belirtileri gozlenmemis olmasi, elde edilen
izolatlarin hastalik etmeninden ziyade firsatgi etmen
olabilecegini gbstermistir.

Cizelge 1. Paketleme evlerinde en yaygin olarak tespit edilen meyve kdkenli mikrobiyotada fungal ve bakteriyel tirler

ve yogunluklari ( koloni petri?)

Table 1. Densities of most commonly detected fruit-derived fungal and bacterial microbiota species in packing houses

Hastalikli Turunggil Turleri ve koloni sayisi*

Fungal ve Bakteriyel Tirler Mandarin Limon Portakal Toplam
Penicillium digitatum 210 222 98 530
Penicillium italicum 121 145 77 343
Alternaria alternata 88 91 27 206
Geotrichum citri-auranti 54 62 - 116
Cladosporium herbarum 47 - 34 81
Fusarium solani 23 32 10 65
Colletotrichum gloeosporioides 21 11 5 37
Phytophthora sp. 5 16 - 21
Toplam 569 579 251 1399
Erwinia herbicola 45 55 21 121
Xanthomanas hortorum 78 64 20 162
Toplam 123 119 41 283

*Ornekleme yapilan toplam meyvede petri basina diisen toplam koloni sayisi
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Saito ve Xiao (2017) tarafindan Californiya eyaletindeki 3
farkli  paketleme tesislerine vyapilan siirveylerde
mandarin meyvelerinde sorun baslica hasat sonrasi
hastaliklari belirlemek igin, 2015 ve 2016 yillarinda gerek
islenmek lizere bekletilen gerekse soguk hava
deposunda bekletilen kasalardan c¢ilirik meyveler
toplanmistir.  Tim  ¢lrik  meyvelerden  fungal
izolasyonlar yapildiktan sonra elde edilen fungal
izolatlarla tanilama galismalari yapilmistir. 2015 ve 2016
yillarinda sirasiyla %53.5 ve %83.1 ile 6n ayirma sirasinda
toplanan depolanmamis meyvelerde en yaygin hastalik
Alternaria spp'nin neden oldugu Alternaria ¢lrukligu
oldugu, sogukta muhafaza edilen meyvelerde 2015
yiinda en yaygin olarak Penicillium digitatum'un neden
oldugu yesil kif (%36.3) goraliurken, bunu 2015 yilinda
Mucor piriformis'in neden oldugu Mucor c¢lruklGgi
(%27.7) ve P. italicum'un neden oldugu mavi kif (%23.3)
hastaliklari takip ettigi bildirilmistir. Calismanin 2016
yihindaki strveylerinde Botrytis cinerea'nin neden oldugu
gri kif (%29.7) en yaygin hastalik olurken, bunu Mucor

clrikligu (%27.1) ve Geotrichum citri-aurantiinin
neden oldugu eksi cariklik (%18.7) hastaliklari
izlemistir.

Calismalarimizda tespit edilen bakteriyel tilrlere ait
sonuglari destekler sekilde, yumusak ¢lriklik belirtileri

gosteren bircok meyve ve sebze 6rneklerinden Erwinia,
Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus ve Xanthomonas
cinsine ait firsat¢ (sekonder) bakteriyel tirler izole
edilerek tanilanmistir (Coates ve Johnson, 1989).
Bakteriyel tirlerin yanisira fungal etmen Cladosporium
herbarum nispeten disik Oneme sahip olarak
belirlenmis olmasina ragmen, etmenin g6z ardi
edilmemesi gerektigi daha dnceden turuncgil paketleme
evlerinde yapilmis ¢alismada da 6nerilmistir (Fischer ve
ark., 2009).

Hava kékenli fungal ve bakteriyel mikrobiyota tiir ve
yogunluklarinin belirlenmesi

Hatay’in Antakya, Dortyol ve Erzin ilcelerinde yer alan
paketleme evlerinde Kasim-Aralik 2020 ile Ocak 2021
aylarinda (Turuncgil meyve paketlemenin en yogun
oldugu donemler) paketleme evlerinin 3 farkh bolimiine
(Urtinlerin paketleme evine giris bolimu, Grindn isleme
bolimu [yikama, secilme, mumlama ve paketleme] ve
drinlerin paketlenip dagitima hazirlandigi [¢ikis] bolim)
olmak lzere U¢ bolgeye yerlestirilen petrilerde farkli cins
ve tirlere ait bakteri ve fungus tirleri gozlenmistir (Sekil
4).

fungus (B) kolonileri
Figure 4. Airborne bacterial (A) and fungal (B) cultures growing on petri dishes placed in different regions of packing
houses

Paketleme tesislerindeki hava kokenli mikrobiyotanin
belirlenmesi icin tesislerin farkli bolgelerine kapagi acik
olarak birakilan PDA ve KB besi yerlerin lizerinde gelisen
fungus ve bakteri kolonilerinden MALDI-TOF MS ile
yapilan analizler sonucunda 3 cinse ait 4 farkh fungal tir
ile 10 farkli bakteri tirl tanilanmistir. Paketleme
tesislerinin Gg¢ farkli bolimlerinde (lUrdn girisi, UGrdn
isleme, Grin ¢ikist) hava kokenli mikrobiyotanin
belirlenmesine yonelik yapilan galismalari sonucunda, en
fazla toplam fungal ve bakteriyel mikrobiyal yogunluk
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(24.454 koloni petril) meyvelerin yikanip, secilme,
siniflandirma, mumlama ve paketleme islemlerin
gerceklestigi Grlin isleme boliminde tespit edilmistir.
Uriin isleme boliminde bakteriyel mikrobiyota
yogunlugu (21.480 koloni petrit) fungal biyota
yogunlugundan (2.974 koloni petri?) daha fazla oldugu
gozlenmistir. Paketleme tesislerinin diger béliimleri olan
uriin girisi (5.416 koloni petri?) ve cikislarinda (2.284
koloni petrit) mikrobiyota yogunlugunun oldukgca diistik
miktarda oldugu belirlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Turuncggil paketleme tesislerinin farkli bolimlerinde belirlenen hava kékenli fungal ve bakteriyel mikrobiyota
yogunluklari
Figure 5. Airborne fungal and bacterial microbiota densities determined in different zones of citrus packing houses
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Sekil 6. Paketleme evlerinin 3 farkh alaninda farkli stirelerde belirlenen hava kdkenli fungal etmenlerin yogunluklari
(Her sire igin 10 petri toplami)
Figure 6. Airborne fungal densities determined at different times in different zones of packinghouses
(10 petri dishes for each period)

Hava kokenli fungus yogunlugu, paketleme evlerinin
farkl bolimlerine (Grln girisi, Grin isleme ve Gran gikisi)
gore degisiklik  gostermistir.  Yapilan izolasyon
¢alismalarinda fungus yogunlugunun Grlin isleme
boliminde olduk¢a fazla oldugu goézlenmistir. Hava
kokenli olarak belirlenen fungus tirleri arasinda en
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yogun olarak tespit edilen tiir Penicillium digitatum
(4.345 koloni) olurken bu tirl sirasiyla, Penicillium
italicum (264 koloni), Rhizopus oryzae (264 koloni), ve
Cladosporium herbarum (196 koloni) takip etmistir.
Petrilerin, paketleme evlerinde acik kalma sureleri
incelendiginde kapak aciklik stiresi arttikca petri
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Sekil 7. Paketleme evlerinin farkli bélimlerinde, farkli siirelerde belirlenen hava kékenli bakteri yogunluklari (Her sire igin 10 petri toplami)

Figure 7. Airborne bacteria densities determined at different times in different zones of packaging houses (10 petri dishes for each period)
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kutularindaki fungus yogunlugunda da artis gézlenmistir
(Sekil 6).

Hava kokenli fungal tiirlerde gézlenen durumun benzeri
bakteri tirleri icinde godzlenmistir. Bakteri yogunlugu
paketleme evlerinin farkh bolimlerine (lrin girisi, Griin
isleme ve Urln ¢ikisl) gbre degisim gostermistir. Bakteri
yogunlugunun Urin isleme boéliminde fungus
yogunluguna benzer sekilde olduk¢a fazla oldugu
gbzlenmistir. Yogunluklarina gore en yaygin karsilasilan
bakteriyel tiir Bacillus megaterium (3.810 koloni) olup bu
tlrd sirasiyla, Leclercia adecarboxylata (3.800 koloni),
Xanthomonas hortorum (3.624 koloni), Lelliottia
amnigena (3.593 koloni), Pantoea eucrina (3.440 koloni),
Pseudescherichia vulneris (3.436 koloni), Raoultella
ornithinolytica (1.076 koloni), Klebsiella oxytoca (1. 825
koloni), Bacillus subtilis (2.105 koloni) ve Erwinia
herbicola (317 koloni) tirleri takip etmistir (Sekil 6).
Yapilan inceleme ve tanilama sonuglarina gore,
tesislerden Uriin sevkiyatinin yapildigi ¢ikis kisimlarinda
bakteri yogunlugunun distk oldugu belirlenmistir (Sekil
6ve 7).

Brezilya’nin Sao Paulo Eyaletinde 2004 ve 2005 yillarinda
2 farkh turuncgil paketleme tesisinde yer alan alet ve
ekipmanlar ile tesislerinin c¢evresel ve ylizeysel
mikroflorasinin karakterizasyonuna yoénelik yapilan bir
calismada en yaygin fungus tirlerinin Cladosporium ve
Penicillium cinslerine dahil izolatlar olarak belirlenmistir.
Tesis icinde temiz olarak bilinen alanlarin (meyvelerin
yikandigi havuzlar, paketleme masasi, karton ve plastik
kutular) kirli olarak bilinen alanlar (meyvelerin alinmasi
ve ilk seleksiyon) arasinda bulasiklik dizeyi arasinda bir
farkin olmadigi bildirilmistir (Fischer ve ark., 2009).

Turunggil meyve vyizeyi mikrobiyal popitlasyonlari,
Florida'daki yedi ticari paketleme tesisinin farkl
paketleme ve isleme hattlarinda takip edilerek
degerlendirilmistir. Tesislerde vyapilan izolasyonlar

sonucunda Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
E.coli ve Citrobacter freundii yaygin bakteriyel tirler
olarak belirlenmistir. Bakteriyel turlerden Klebsiella ve
Enterobacter spp. genellikle tarimsal Grlnlerle yumusak
clirtiklik belirtileri ile iligkili mikroorganizmalar olarak
bildirilmistir. Calisma sonucunda bu bakteri tirlerinin
tesislerde  calisanlar  Uzerinde olumsuz etkileri
olabilecegine dikkat cekilmistir (Pao ve Brown, 1998).

Bursa ilinde vyer alan gida (retim tesisleri ve
depolarindaki ic mekan hava kaynakli fungal
kontaminantlarinin  izolasyonu ve tanimlanmasi
calismasinda, calismalarimizda elde edilen sonuglara
benzer sekilde Cladosporium (%35.41), Penicillium
(%28.74), Alternaria (%12.06) ve Aspergillus (%7.46) en
yaygin siklikta elde edilen fungal tirler oldugunu
belirlenmistir (Simsekli ve ark., 1999). Calismalarimizda
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tanimlanan fungal tirlerinin bazilarinin alerjen 6zellige
sahip oldugu, bu tirlerin sporlarina maruz kalan duyarl
kisilerde alerjik rinit, bronsiyal astim veya digsal alerjik
alveolit gibi olumsuzluklarin ortaya cikabilecegi yapilan
onceki calismalarla bildirilmistir (Lugauskas ve ark.,
2004).

Sonug olarak, bu calismada Hatay ilinde bulunan farkh
paketleme tesislerinde islenen meyvelerde ve isletmenin
havasindaki mikrobiota icerisindeki fungal ve bakteriyel
turleri  ve vyogunluklari belirlenmistir. Paketleme
evlerindeki mikrobiyal hava kirliliginin her zaman goz
ardi ediliyor olmasi drinlerde ciddi kalite ve verim
kayiplarina, tesis calisanlarinda ise saglik sorunlarina yol
acabilmektedir. Bu calisma ile paketleme tesislerinin
farkli bolimlerinde (lrln giris, Grln isleme, Grin ¢ikisi)
havanin  mikrobiyal kirlilik durumu belirlenmistir.
Ozellikle, Penicillium Cladosporium, Alternaria, Botrytis,
Fusarium, Stemphylium, Aspergillus, Rhizopus ve Mucor
gibi funguslar hava hareketleri ile kolayca tasinabilmesi,
havada belli sire askida kalmalari sonucunda
meyvelerde doku yumusamasi ve clriime gibi hastalik
belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
funguslarin sporlarina maruz kalan meyvelerde ihracat
edildikleri yerlere ulasincaya kadar buyik kayiplar ortaya
cikabilmektedir. Meyvelerde en biyik kayiplar fungal ve
bakteriyel  kaynakli  organizmalarin  olusturdugu
¢lriimelerle oldugu igin kayiplar neredeyse %30-40 lara
ulasmaktadir (AKiB, 2018). Bu durum ciddi maddi
kayiplara yol agmaktadir. S6z konusu tespit edilen
bakteriyel ve fungal tirler, paketleme ekipmanlarini,
sarartma ve depolama odalarini yagmurlama ve sabun
tanklarini kirletme potansiyeline sahiplerdir. Enfekteli
meyvelerin Urettigi sporlar, saghkli meyvenin yizeyini
kirletir ve bu dongl paketleme evinde ve depolarda
tekrarlanmaktadir. Bulasma risklerini azaltmak ve
hijyenik meyve perakende satislarini saglamak igin iyi
sthhi kosullar ve temizlik uygulamalarina uyulmahdir (El-
Otmani ve ark., 2011). Ayrica paketleme tesislerinde
ytkama ve mumlama islemleri meyveler lzerinde biriken
maya ve funguslar gibi asidik mikroorganizmalarin
uzaklastiriimasinda faydal olmaktadir (Pao ve Brown,
1998).

Calisma sonucunda paketleme tesislerinin havasinda

bulunan bakteri tilrleri (Xanthomonas hortorum,
Pantoea eucrina, Leclercia adecarboxylata,
Pseudescherichia  vulneris,  Bacillus  megaterium,

Lelliottia amnigena, Raoultella ornithinolytica, Klebsiella
oxytoca) ile funguslar (Penicillium italicum, Penicillium
digitatum, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Mucor
circinelloide) uranler kadar insan saghgl acisindanda
blyuk tehlike olusturdugu bilinmektedir. Tespit edilen
fungus ve bakterilerin, personel tarafindan sirekli
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solunmasi ileride ciddi solunum yolu hastaliklarina yol
acabilecegi  beklenmektedir  (Strom,  Blomquist,
1986;Lugauskasve ark., 2004). Bu nedenle paketleme
evlerinde slrekli havalandirmanin yapilmasi oldukca
onemlidir. Nitekim c¢alismalardan elde edilen sonuglara
gore, paketleme evlerinin giris ve ¢ikislarina yerlestirilen
petri kaplarindaki bakteri ve fungus yogunlugu daha az,
insan sirkilasyonunun ¢ok oldugu ve havalandirmanin
olmadigl drin isleme boéliminde ise olduk¢a yogun
oldugu gorulmustdr.

S6z konusu calismada bakteri ve fungal tiirlerin MALDI-
TOF MS cihaziyla oldukga glvenilir ve hizli bir sekilde
tanilarinin yapilmasi ile bu alanda ¢alisan arastiricilara
onemli bir veri saglayacagi gibi, paketleme tesislerinde
calisanlarin  saghginin  olumsuz  etkilenebilecegi
konusunda dikkat cekebilecek bir ¢alisma olmustur.
Ayrica, diger bolgelerde yiritilecek projelere bolgesel
destek verilerek, ulusal capta arastirma ve gelistirme
faaliyetlerine Oncelik verilmesi saglanmistir. Bilimsel
arastirma ve gelisme noktasinda g¢ok disiplinli bir
yaklasimla  bitki patolojisi, gida mikrobiyolojisi,
biyoinformatik, klinik ve c¢evre bilimleri konularinda
uzman arastirmacilarin bir araya gelmesi 6nem arz
etmektedir. Ote yandan calismanin farkli sektorlerde
karsihk bulmasi ile tiniversite-sanayi ve kamu isbirligine
doniik o6nemli bir vyaygin etki olusturmasi da
beklenmektedir.

OzZET

Amag: Bu calismanin amaci, Hatay ilinin Antakya, Dortyol
ve Erzin ilgelerinde bulunan turunggil meyve paketleme
tesislerinde meyve ve hava kokenli mikrobiyata
icerisinde yer alan fungal ve bakteriyel mikrobiyota
turlerini ve yogunluklarini belirlemektir.

Yéntem ve Bulgular: Hatay ilinde bulunan turuncgil
meyve paketleme tesislerinde 2020-2021 aylarinda
incelemeler yapilmigtir. Hava kokenli mikrobiyotanin
belirlenmesi icin besi yerleri paketleme tesislerinin 3
farkli boliimiine (GirGin kabul, Grin isleme ve Grin cikisi)
yerlestirilmistir. Tesislerdeki meyve kokenli
mikrobiyotanin belirlenmesi icin, glidimli olarak secilen
meyvelerden (bozulma, yumusama, cirime vb.
gbzlenen) ayrica fungal ve bakteriyel izolatlar elde
edilmistir. Elde edilen fungal ve bakteriyel izolatlarin
morfolojik, biyokimyasal ve MALDI-TOF proteomik
yontemler ile tanilanmislardir. Yapilan izolasyonlar ve
tanilamalar sonucunda Penicillium italicum, Penicillium
digitatum, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Mucor
circinelloides, Xanthomonas hortorum, Pantoea eucrina,
Leclercia adecarboxylata, Pseudescherichia vulneris,
Bacillus megaterium, Lelliottia amnigena, Raoultella
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ornithinolytica, Klebsiella oxytoca, Bacillus subtilis,
Erwinia herbicola hava kokenli fungal ve bakteriyel tirler
olarak belirlenmistir. Penicillium digitatum, Penicillium
italicum, Fusarium solani, Geotrichum citri-auranti,
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum,
Phytophthora sp., Colletotrichum gloeosporioides,
Geotrichum candidum, Erwinia herbicola, Xanthomonas
hortorum ise enfekteli meyve kokenli fungal ve
bakteriyel tlrler olarak belirlenmistir.

Genel Yorum: Hava kokenli mikrobiyotanin paketleme
tesislerinin Urin isleme boéliminde olduk¢a yogun
oldugu, Urin kabul (giris) ve sevk (cikis) alanlarinda ise
uygun hava sirkiilasyonundan dolayr yogunlugun az
oldugu gozlenmistir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Paketleme tesislerindeki
hava kokenli fungal ve bakteriyel mikrobiyotanin hava
hareketleri ile kolayca tasinabilmesi ve havada belli siire
askida kalmasi nedeniyle meyvelerde bozulma ve
clirime gibi belirtilerin ¢ikmasina neden olmaktadir.
Tanilamasi yapilan hava kokenli bazi bakteri tirlerinin
alerjen veya insan patojeni olmalari nedeniyle
paketleme evlerine alinmasi gereken sanitasyon
onlemleri hususunda gerekli bilgilendirmeler yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Turuncgil, paketleme tesi, hasat
sonu hastaliklar, MALDI-TOF, hava/meyve kokenli
mikrobiyota.
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