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Bu c¢alismada, probiyotik 6zelligi oldugu bilinen Bacillus coagulans’in
Listeria innocua’nin gelisimi {izerine antilisterial ve antibiyofilm etkisi
arastirilmistir.

Biyofilm olusumunda mikrotiter plak yontemi ve antimikrobiyel
denemelerde agar kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir. Aragtirmada kullanilan L.
innocua biyofilmlerinin %4 kristal viyole ilavesiyle 620 nm’de olgiilen absorbans
degeri 0.285 bulunmustur. Absorbans degerinin >0.1 olmas1 biyofilm olusumunu
gostermistir. L. innocua tarafindan iretilen biyofilmlere karsi probiyotik B.
coagulans’m antibiyofilm 6zelliginin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada ise,
probiyotik

B. coagulans ve %4 kristal viyole ilavesiyle 620 nm’de &lgiilen absorbans
degeri 0.073 bulunmustur.

Calismadan elde edilen sonugta L. innocua iizerine dogrudan probiyotik
ozellikteki B. coagulans inokiilasyonuyla hiicre sayisinda 6.64 log kob/mL
diizeyde azalma meydana gelmistir. Bu azalma, L. innocua gelisimi iizerine
probiyotik B. coagulans bakterisinin inhibe edici etkisinin bulundugunu
gostermektedir.

Antimikrobiyel denemelerde ise probiyotik B. coagulans’in

L. innocua iizerine antilisterial etkisi saptanamamustir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, Probiyotik, Antibakteriyel, Listeria innocua,
Bacillus coagulans
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In this study, antilisterial and antibiofilm effects of Bacillus coagulans
known to have probiotic properties on the development of Listeria innocua were
investigated.

Microtiter plates method was used for biofilm formation and agar well
diffusion method was used in antimicrobial trials. L. innocua used in the study was
determined to synthesize biofilm after 48 hours. The absorbance value of L.
innocua biofilms measured at 620 nm with the addition of 4% crystal violet was
found to be 0.285. Absorbance value >0.1 showed biofilm formation.
In the study conducted to determine the antibiofilm properties of probiotic
B. coagulans against biofilms produced by L. innocua, probiotic B. coagulans and
with the addition of 4% crystal violet absorbance value at 620 nm was found 0.073.

As a result of this study, with direct probiotic B. coagulans inoculation on
L. innocua the number of cells decreased by 6.64 log cfu / mL. This decrease
indicates that the probiotic B. coagulans bacteria have an inhibitory effect on the
development of L. innocua.

In antimicrobial trials, no antilisterial effect of probiotic B. coagulans on
L. innocua could not be determined.

Key words: Biofilm, Probiotic, Antibacterial, Listeria innocua, Bacillus coagulans
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GENISLETILMIS OZET

Probiyotik sozciigii, "yasam i¢in" anlamima gelmektedir ve 6zellikle son
yillarda insan ve hayvanlar i¢in yararli etkileri olan mikroorganizmalar igin
kullanilmaktadir. Gidalarin  {iretiminde en ¢ok kullanilan probiyotikler
Bifidobacterium ve Lactobacillus tlrleridir. Bunlara gore daha az bilinen
Escherichia, Saccharomyces, Enterococcus ve spor olusturan Brevibacillus,
Bacillus ve Sporolactobacillus cinsi bakterilerden de probiyotik 6zellik amaciyla
yararlanilabilmektedir (Sanders ve ark, 2003; Patel ve ark, 2009). Bacillus spp.nin
faydalar1 arasinda, diger probiyotik oOzelligi tasiyan mikroorganizmalarda da
oldugu gibi; bagisiklik sistemini diizenlemesi, antimikrobiyel madde iiretimi ve
bagirsak mikrobiyotasini iyilestirme 6zelligi bulunmaktadir (Cutting, 2002; Tam ve
ark, 2006). Antimikrobiyel madde sentezleyen Bacillus’lar; B. coagulans, B.
cereus, B. subtilis, B. thruringiensis, B. Amyloliquifaciens, B. thermoleovorans ve
B. licheniformis’tir (Lisoba ve ark, 2006; Xie ve ark, 2009). Bacillus’lar antibiyotik
ve bakteriyosin gibi antimikrobiyel maddeler de salgilamaktadirlar. Bu maddeler
genel olarak gida, tip ve biyolojik miicadelede kullanilmaktadir.

L. monocytogenes 6nemli bir patojen bakteri olarak bilinmektedir. Birgok
¢ig, yari islemden gegen, pisirilmis ve kullanima hazir iiriinde genel olarak gramda
10 mikroorganizmanin (kob/g) altinda degerlerde tespit edilen L. monocytogenes’in
kolaylikla iiredigi tirlinlerin g¢ogunlugunda siit, yumusak peynirler, iglenmis
sebzeler, sosis, pisirilmis et ve kanath et, tiitsiillenmis balik, deniz iriinleri yer
almaktadir (Liu, 2008).

Son zamanlarda yapilan farkli ¢aligmalar, basing, pH ve sicaklik gibi farkli
cevresel stres yontemlerine karsi ¢ok dayanikli oldugu bilinen Listeria gesitlerinin
ayrica biyofilm meydana getirme ve ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS)
olusturma kabiliyetinin bulundugunu gostermektedir (Slama ve ark, 2013).
Ozellikle gida isletmelerinde L. monocytogenes tiiriiniin farkli mikrobiyota igeren

biyofilm icinde gelisim gosterdigi ve bunun besin bulasilarinin temel sebebini
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olusturdugu yapilmis ¢aligmalarda bulunmaktadir. Bu sebeple Listeria tiirlerinin
biyofilm meydana getirme kabiliyetleri gida sanayisi agisindan g¢ok oOnemlidir
(Guerrieri ve ark, 2009).

L. innocua ve L. monocytogenes tiirleri arasinda benzerlik oraninin yiiksek
olmasi, ayni ortamlardan izole edilmesi ve L. innocua'mmn insan i¢in patojen
olmamasindan dolayi, laboratuvar giivenligi agisindan L. monocytogenes yerine L.
innocua ¢aligmalarda tercih edilmektedir (Sorrentino ve ark, 2018).

Bu caligmada da, isletmelerde yiizeye yapisan bakterilerin ortamdan
tamamen uzaklagtirilamadig1 kosullarda gidanin kalitesi ve giivenligini tehdit eden
biyofilmlerin olusumunun engellenmesi ve gida bulagilarinin ortadan kaldirilmasi
amactyla L. innocua kullanilarak, probiyotik o6zellikte olan B. coagulans’in
antilisterial ve antibiyofilm 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Arastirmada oncelikle L. innocua’nin biyofilm sentezleme dzellikleri tespit
edilmis, daha sonra probiyotik B. coagulans’in L. innocua tizerine antibiyofilm ve
antilisterial etkisi aragtirilmigtir.

B. coagulans’n, L. innocua tizerine inhibisyon etkisi, hem siipernatant hem
de direk hiicre siispansiyonu kullanilarak, agar kuyu diflizyon yontemi ile
inkiibasyonun 48. saatlerinde incelenmis fakat zon olusumu gézlemlenememistir.

Direng mekanizmasi; mikroorganizma tiirleri, antibiyotik cinsi, insan ve
cevrenin etkilesimi ile sekillenen karmagik bir olgudur. Bu nedenle bazi
bakterilerde dogal ya da sonradan kazanilmis direncin gbéz Oniine alinmasi
gerekmektedir.

Denemelerde kullanilan L. innocua susundan biyofilm elde edilerek
dogrulama testleri yapilmis ve bu testin sonucunda L. innocua susunun biyofilm
iirettigi dogrulanmigtir. Biyofilm elde edildikten sonra tutunan hiicre sayisi
hesaplanmak iizere belirli seyreltmeler yapilarak ekim yapilmis ve 48 saat sonra
biyofilme tutunan hiicrelerin sayimi yapilmustir.

L. innocua biyofilmlerinin %4 kristal viyole ilavesiyle 620 nm’de Slciilen

absorbans degeri 0.285 bulunmustur. Absorbans degerinin >0.1 olmas1 biyofilm
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olusumunu gostermistir. Bu durumda 48 saat sonunda 620 nm’de Sl¢limii yapilan
L. innocua’nin biyofilm olusturdugu tespit edilmistir.

Denemede L. innocua canli hiicre sayist 5.08 log kob/mL olarak tespit
edilmistir.

Denemelerde kullanilan probiyotik 6zellikteki B. coagulans’in L. innocua
biyofilm olugumunu 6nledigi tespit edilmistir.

Calismadan elde edilen sonugta L. innocua hiicre sayisi 11.68 bulunurken;
L. innocua tizerine dogrudan probiyotik 6zellikteki B. coagulans inokiilasyonuyla
hiicre sayis1 5.04’e diismiistiir. Bu azalma, L. innocua gelisimi tizerine probiyotik
B. coagulans bakterisinin inhibe edici etkisinin bulundugunu gostermektedir.

48 saat sonunda 620 nm’ de L. innocua’nin Slgiilen absorbans degerleri
0.285’dir. Absorbans degerinin >0.1 olmas1 biyofilm olusturdugunu gostermistir.
Aym sekilde 48 saat sonunda 620 nm’ de L. innocua iizerine B. coagulans
inokiilasyonu sonucu 6lgiilen absorbans degerleri ise 0.073 olarak tespit edilmistir.
Absorbans degerinin <0.1 olmasi ise L. innocua biyofilmi olusumu iizerine
probiyotik B. coagulans’in  biyofilm olusumunu engelleyici 6zelliginin

bulundugunu gdstermistir.
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1. GIRIS Gozde KOC

1. GIRIS

Probiyotik sozciigii, "yasam i¢in" anlamina gelmektedir ve 6zellikle insan
ve hayvanlar i¢in yararli etkiler saglayan mikroorganizmalar i¢in kullanilmaktadir.
Probiyotikler igin 1960’l1 yillardan bu yana g¢esitli tanimlar yapilmigtir. Fakat
Diinya Saglik Orgiitii/Gida ve Tarim Orgiiti (WHO/FAO) uzmanlarmin yaptig
"yeterli miktarda alindigt zaman saghga yararli etki saglayan canl
mikroorganizmalardir” seklindeki mevcut son tanim ¢ogunlukla kabul gérmektedir
(Makinen ve ark, 2012).

Probiyotiklerin, tiiketici sagligina yararlilik saglamasi i¢in viicuda canli
olarak 10’-10° kob/g olarak alinmasi gerekir (Kiigiikgetin ve ark, 2016; Yildiran ve
ark, 2017). Probiyotiklerin diizenli olarak ve belirli sayida kullanimlarinin yanisira,
kullanilan bakterilerin sindirim sisteminde safra tuzlari, ¢esitli enzimler, mide
asitligi vb. gibi ekstrem ortamlarda da canliligin1 korumasi ve yeterli miktarda
bagirsaklara ulasip, kolonize olmasi gerekmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalarin stabilitesinin ve canliliginin devami, ¢ok farkli iiriinlerde,
iretim asamasinda, depolama ve satiy asamasinda ciddi bir problem
olusturmaktadir. Probiyotik ¢esitlerin se¢iminde, ilgili yeni iiretim teknolojileri ve
formiilasyonlar1 gbzoniinde bulundurularak, fonksiyonel o&zellikleri olanlar
oncelikli olarak tercih edilmektedir (Mattila-Sandholm ve ark, 2002; Ouwehand ve
ark, 2002).

Probiyotikler, destek tedavi olarak kullanima sunulabilecegi gibi tiiketime
sunulmus gidalara da eklenebilir. Gidalarin {iretiminde en ¢ok kullanilan
probiyotikler Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleridir. Bunlara gore daha az
bilinen Escherichia, Saccharomyces, Enterococcus ve spor olusturan Brevibacillus,
Bacillus ve Sporolactobacillus cinsi bakterilerden de probiyotik 6zellik amaciyla
yararlanilabilmektedir (Sanders ve ark, 2003; Patel ve ark, 2009).

Bacillus cinsi bakteriler, cubuk seklinde, genelde aerob (bazi tiirleri

fakdiltatif aerob) ve endospor yapma yeteneginde olan bir Gram pozitif bakteridir
1



1. GIRIS Gozde KOC

(Kaynar ve Beyatli, 2006; Ikeda ve ark, 2017). Bakterinin gelisebildigi optimum
sicaklik 35-50°C arasinda olup optimum pH 5.5-6.5 arasinda degisebilmektedir.
Bacillus spp.nin spor olusturan tiirlerinin, vejetatif hiicrelerine gore bazi farkli
ozellikleri (yliksek sicaklik, antibiyotik ve mide asidi dayaniklilig1) olmasindan
dolay1 son yillarda probiyotik olarak kullanilmasi dikkat ¢ekmektedir. Genis bir pH
araliginda kararli olan sporlar, diisiik pH’ya sahip mideden gegerek ince bagirsaga
cok sayida canli mikroorganizmanm ulasimimi saglar (Asan Oziisaglam, 2010;
Cutting, 2011).

Dogada kesfedilen 100 Bacillus spp. igerisinde patojen 0zellik tasamayan
birkag tiirlinlin (B. subtilis var. natto ve Bacillus coagulans dahil), probiyotik
olarak kullaniminin insanlarin kullanimi i¢in uygun oldugu bildirilmistir (Urdaci ve
ark, 2004; Nithya ve Halami, 2013).

Bacillus spp.'nin faydalar1 arasinda, diger probiyotik oOzelligi tasiyan
mikroorganizmalarda da oldugu gibi; bagisiklik sistemini diizenlemesi,
antimikrobiyel madde {iretimi ve bagirsak mikrobiyotasini iyilestirme 6zelligi
bulunmaktadir (Cutting, 2002; Tam ve ark, 2006). Antimikrobiyel madde
sentezleyen Bacillus’lar; B. coagulans, B. cereus, B. subtilis, B. thruringiensis,

B. Amyloliquifaciens, B. thermoleovorans ve B. licheniformis’tir (Lisoba ve ark,
2006; Xie ve ark, 2009).

Probiyotik olarak Bacillus'lar1 igeren yemler ve gidalar, genel olarak;
hayvanlar i¢in biiyiimeye yardimci, insanlar i¢in gida takviyesi, su {irlinleri i¢in ise
biiylimeyi destekleyici veya hastaliklara karst dayaniklilik saglama gibi amaglarla
kullanilmaktadir (Cutting, 2011).

Horowitz-Wlassowa ve Nowotelnow tarafindan yapilan bir c¢aligmada
Lactobacillus sporogenes, izole edilip tanimlanmis ve sonradan B. coagulans ile
benzeyen nitelikler tasimasindan dolay1 B. coagulans olarak siniflandirilmigtir
(Asan Oziisaglam, 2010). Buchanan ve Gibbons (1974), bakterinin, aerobik ya da
fakiiltatif olan, laktik asit iireten, spor olusturan ve katalaz iireten Bacillus cinsi

icerisinde smiflandirilmasini belirtmislerdir. Fakat bazi ticari {iriinleri yine de
2



1. GIRIS Gozde KOC

L. sporogenes olarak bildirilmektedir ancak bunlarin B. coagulans olarak tekrardan
adlandirilmast gerektigi belirtilmektedir (Vecchi ve Drago, 2006). Diger taraftan

B. coagulans bakterisi, hiicrede endosporun meydana gelis yeri (B. coagulans’da
terminal; diger Bacillus’larda sentral veya subterminal), nitrati nitrite
indirgeyememesi, sitokrom-c oksidazin olmamasi gibi nedenlerden olay1 diger
Bacillus’lardan farklilik gostermektedir.

B. coagulans, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) ve Avrupa Birligi Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan giivenli olarak belirtilmis, GRAS (Generally
Recognized as Safe) ve QPS (Qualified Presumption of Safety) listesindedir
(EFSA, 2013). Yem katki maddesi olarak sindirimi hizlandirma yontemiyle
hayvanlarin biiyiimesini ciddi bir bi¢imde arttirarak bagirsaktaki Staphylococcus ve
Escherichia coli’den  kaynaklanan enfeksiyonlar1 engellemektedir (Asan
Oziisaglam, 2010). B. coagulans 1s1ya dayaniklidir ve probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalarin niteliklerini gostermektedirler (Karri ve ark, 2016).

B. coagulans’m bazi suglarinin, yiliksek sicakliklarda, mide asitliginde ve
safra asitlerinin oldugu yerlerde bile canliliklarin1 devam ettirdikleri bildirilmistir.
Bu niteliklere sahip suslarin sindirim sisteminde canli kalma ihtimalllerinin fazla
oldugu bildirilmistir (Endres ve ark, 2009).

Bacillus’lar antibiyotik ve bakteriyosin gibi antimikrobiyel maddeler de
salgilamaktadirlar. Bu maddeler genel olarak gida, tip ve biyolojik miicadelede
kullanilmaktadir. Giiniimiizde birgok mikroorganizma antibiyotiklere kars1 direng
kazanmustir. Izole edilen yeni mikroorganizmalarin antibiyotik salgilamasi ve genis
antimikrobiyel 6zelliginin olmas1 dnemlidir (Perez ve ark, 1993).

B. coagulans tarafindan olusturulan ve bakteriyosine benzer bir madde olan
koagulinin; Listeria, Leuconostoc, Enterococcus gibi Gram pozitif bazi patojenlere,
B. clausii’nin {rettigi antimikrobiyel salgilarin ise Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus ve Clostridium difficile’e karst inhie edici etki gosterdigi

belirlenmistir (Urdaci ve ark, 2004).
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Listeria cinsi 6 tirden olugmaktadir. Bunlar; Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Listeria grayi, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri ve Listeria
ivanovii’dir (Bell ve Kyriakides, 2005; Wagner ve McLauchlin, 2008). Listeria
cinsi genomundaki diisik G+C oranma bakilarak Gram pozitif bakterilerde
Clostridium cinsinin yan dali olarak belirtilmektedir. Mikroskopta incelendigi
zaman kisa basil yapida (0,5 X 2,0 pum) goriinen mikroorganizmalar spor
olusturmayan ve 20-25°C’de hareketli bir yapiya sahiptirler. Polar kamgilarindan
dolay1 takla hareketi yaparak ilerleyebilmektedirler. Aerobik ve fakiiltatif
anaerobik olacak sekilde gelismektedirler. En iyi gelisme gosterdikleri sicaklik
araligr 30-37°C’dir fakat bircok bakteri ¢esidinin tersine 4-10°C’de ¢ogalabilirler
(Bell ve Kyriakides, 2005; Gasanov ve ark, 2005).

Listeria cinsi bakteriler glikoz fermentasyonu sonunda laktik asit meydana
getirirler fakat H,S iiretmezler. Metil kirmizisi, Voges-Proskauer ve katalaz
reaksiyonlar1 pozitif; iire, oksidaz ve indol eaksiyonlari negatiftir. Esculin ve
sodyum hippurat1 hidrolize edebilirler. Ancak kazein, siit ve jelatini hidrolize etme
yetenekleri bulunmamaktadir (Ekici ve ark, 2004). Uremeleri igin en ideal pH
aralign  7.2-7.6’dir fakat pH’nin 4.1’¢ diistiigli zamanlarda da canliligim
siirdiirebilmesi ve gelisebilmesi virulanst1 bakimindan onemlidir. Ciinkii bu
bakterinin insanlarin midesinden gecerken ekstrem sartlara karsi dayanikli oldugu
saptanmistir (Cotter ve ark, 2000; McLauchlin ve ark, 2004).

Birgok ¢ig, yari islemden gegen, pisirilmis ve yemeye hazir tiriinde genel
olarak gramda 10 mikroorganizmanin (kob/g) altinda degerlerde tespit edilen
L. monocytogenes’in kolaylikla iredigi iriinlerin ¢ogunlugunda siit, yumusak
peynirler, islenmis sebzeler, sosis, pisirilmis et ve kanath et, tiitsiillenmis balik,
deniz tiriinleri yer almaktadir (Liu, 2008).

En riskli besinler yemeye hazir ve sogukta fazla depolanmis, dolayisiyla
L. monocytogenes 'in gelisme gosterdigi gidalar ile 100 kob/g 'dan daha ¢ok
L. monocytogenes igeren gidalardir (Arachchi ve ark, 2013).
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Gidalar, Listeria tiirleri ile direk olarak bulasabilmekte ayrica gidalarin
iretimi, paketlenmesi, depolanmasi, satis1 ve tiiketimi esnasinda personel ya da
enfekte malzemeyle ikincil yolla da bulagabilmektedir. Yapilmis olan ¢alismalarda,
Listeria enfeksiyonlarinin, genellikle gidalarin iiretimi sirasinda veya hayvanlardan
ve cift¢ilerden kaynaklandig: belirtilmektedir (Ekici ve ark, 2004).

Et ve et {iriinlerinin Listeria tiirleriyle bulagsmasina farkli faaliyetler neden
olabilmektedir. Bulagsmada et isletmelerinin ve mezbahalarin ciddi bir yeri
bulunmaktadir. Bu isletmelerde hayvanlarin derileri, ayaklar1 ve diskilarindan,
ayrica isletmede calisanlarin elleri, elbiseleri ile kullanilan ekipmanlardan,
gevreden ve isletmede kullanilan sulardan bulasi olabilmektedir. Et iiriinlerinin
iiretimi ve etin islenmesi sirasinda et isleme ve kesme aletleri de Listeria’larin
bulasi kaynagi olabilmektedir (Sancak ve ark, 2007).

L. monocytogenes énemli bir patojen olarak bilinmektedir. insanlarda deri
ve mukoza lokalizasyonlari, menenjit, septisemi, konjuktivit ve kan tablosunda
monositoza sebep olmaktadir. Hastalik etkeni bulasmis gidalarin kullanimi ile
diisiik miktarda L. monocytogenes kullanilmasi, saglikl yetiskin kisilerde herhangi
bir hastalik belirtisine yol agmaz fakat bebek, yasli, hamile ¢cocuk ya da bagisiklik
sistemi bozulmus olanlarin bu bakteriye karsi daha hassas oldugu bilinmektedir
(Goulet ve ark, 2006). Fakat etkili oldugu hastaliklarin diisiik siklikla saglikli
yetigkin insanlarda da gézlemlendigi belirtilmektedir. Bunun sebebinin kontamine
gida tiketimiyle fazla miktarda mikroorganizmanin  kullanimi ileri
siiriilebilmektedir. Ozellikle hamile kisilerde listeriozis enfeksiyonlari, gribe benzer
belirtiler gostermektedir ve plasenta araciligiyla fetusa gegebildigi i¢in erken sanci,
O0li dogum, yeni dogan bebegin erken Oliimine sebep olabildigi de
gozlemlenmistir. Oliim orani ¢ok yiiksektir, bebeklerde %50 ve diger kisilerde en
az %25’dir (Rhoades ve ark, 2009).

Listeriozis ile ilgili salginlar1 epidemiyolojik olarak pismemis sebzelerin
kullanimi ile iligkilidir. Genel olarak kullanima hazir olan ve buzdolabi

sicakliginda fazla siire saklanan gidalar en riskli olanlaridir (Solmaz ve ark, 2007).
5
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L. monocytogenes enfeksiyonlari ile ABD’de her yil yaklagitk 2500 Kkisi
rahatsizlanmakta ve ortalama 500 kisi 6lmektedir (Yavuz ve Korukluoglu, 2010).
Yillar i¢inde goriilmiis O6nemli listeriozis salginlarina oOrnek; 1966 yilinda
Almanya’da siit iriinlerinin tiiketiminden kaynakli 279 olay ile %39 6liim; 1976’da
ABD’de ¢ig salata tiiketiminden dolay1 20 olay ile %25 6liim; 1980 yilinda Yeni
Zelanda’da midye ve ¢ig baliktan kaynakli 22 olay ile %32 6liim; 1980-1981 yillar1
arasinda Kanada’da lahana salatasinin tiiketiminden kaynakli 41 olay ile %34
6lim; 1983 yilinda Boston-ABD’de pastorize siitten dolay1 49 olay ile %29 6liim;
1985°de Kaliforniya-ABD’de Meksika tipi peynir tiiketimi sebebiyle 142 olay ile
%21 6liim; 1987-1989 yillar1 arasinda ingiltere’de ciger ezmesi kaynakli 355 olay
ile %26 6liim; 1992 yilinda Fransa’da domuz eti tiiketiminden dolay1 279 olay ile
% 3206lim; 1998-1999 yillar1 arasinda ABD’de sosisli sandvi¢ ve sarkiiteri etlerinin
kullanimindan dolay1 101 olay ile %21 6liim; yine ABD’de 2002 yilinda tavuk ve
hindi eti tiikketimi kaynakli 53 olay ile %21 6lim goriilmustiir (McLauchlin ve ark,
2004; Yavuz ve Korukluoglu, 2010).

Biyofilm, cansiz /canli bir yiizeye geri doniisiimlii ya da doniligiimsiiz
olarak yapigmis kendi lirettikleri ekstraseliiler matriks tarafindan ¢evrelenmis ve
salgiladiklar1 sinyal maddeleri ile birbiri ile haberlesebilen mikroorganizma
topluluklar1 olarak tanimlanmaktadir (Kam ve Seckin, 2017; Unal ve Tayfur,
2017). Matriksi olusturan tabakanin, biyofilm katmanlar iginde yer alan
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ag yapisi seklinde jele benzer polisakkarit
bir yap1 oldugu bilinmektedir. Biyofilm tabakasimnin %97’sini su olusturmaktadir.
Geri kalan kisimlarda ise mikroorganizmalar, EPS (ekstraseliiler polimerik
maddeler), proteinler, niikleik asit, lipit ve fosfolipitler yer almaktadir (Giin ve
Ekinci 2009; Unal ve Tayfur, 2017).

Mikroorganizmalar tarafindan biyofilm tabakasinin olusturulma nedenleri

asagidaki gibidir (Jefferson, 2004);
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1. Dais faktorlerden korunmak,
Besin maddelerine erisebilme imkanini artirmak,

Diger mikroorganizmalar ile iletisim halinde olarak, topluca hareket etmek

il

Diger mikroorganizma gruplari ile sinyal molekiilleri ile haberleserek,
ortam kosullarima uygun olacak sekilde yeni ve farkli genetik 6zellik ve

davranis sekilleri sergileyebilmek.

Biyofilmlerin gida iiretim yerlerinde temizlik islemlerine dayaniklilik
gostermeleri en karakteristik Ozelliklerinden biridir. Ekzopolimerik matriks
katmaninin olusturdugu fiziksel engel yiiziinden dezenfektanlarin biyofilm
icerisine gegisi engellenmektedir. Plazmidler {izerine kodlanan dayaniklilik genleri
biyofilm hiicrelerinde yatay gecis yapabilmekte ve bu hiicreleri antimikrobiyellere
kars1 dayanikli hale getirebilmektedir. (Sylla ve ark, 2013).

Son zamanlarda yapilan farkli ¢aligmalar, basmg, pH ve sicaklik gibi farkli
cevresel stres yontemlerine karsi cok dayanikli oldugu bilinen Listeria gesitlerinin
ayrica biyofilm meydana getirme ve ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS)
olusturma kabiliyetinin bulundugunu gostermektedir (Slama ve ark, 2013).
Ozellikle gida isletmelerinde L. monocytogenes tiiriiniin farkli mikrobiyota igeren
biyofilm iginde gelisim gosterdigi ve bunun besin bulagilarinin temel sebebini
olusturdugu yapilmis ¢aligmalarda bulunmaktadir. Bu sebeple Listeria tiirlerinin
biyofilm meydana getirme kabiliyetleri gida sanayisi agisindan ¢ok oOnemlidir
(Guerrieri ve ark, 2009).

L. innocua ve L. monocytogenes tiirleri arasinda benzerlik oraninin yiiksek
olmasi, aynm1 ortamlardan izole edilmesi ve L. innocua'min insan i¢in patojen
olmamasindan dolay1, laboratuvar giivenligi agisindan L. monocytogenes yerine
L. innocua ¢alismalarda tercih edilmektedir (Sorrentino ve ark, 2018).

Bu caligmada da, isletmelerde yiizeye yapisan bakterilerin ortamdan
tamamen uzaklastirilamadigi kosullarda gidanin kalitesi ve giivenligini tehdit eden

biyofilmlerin olusumunun engellenmesi ve gida bulagilarinin ortadan kaldirilmasi
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amaciyla L. innocua kullanilarak, probiyotik ozellikte olan B. coagulans’m

antilisterial ve antibiyofilm 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Biyofilm Olusumu ve Biyofilm Olusumunun Engellenmesi

Biyofilm, mikrobiyel olarak degisiklige ugramis, yiizey veya birbirine
tutunarak, matriks veya hiicre disi polimerik madde (Extracelluler polymeric
substances-EPS) igerisine gomiilii sekilde olan planktonik hiicrelerden ¢ogalma,
genetik yap1 ve protein sentezi bakimindan oldukca farkli 6zellikte olan biyolojik
bir olusumdur (Jenkinson ve Lappin-Scott, 2000; Sutherland, 2001; Donlan, 2002).
Biyofilm meydana gelisi fazla asamali ve saglam bir olusumdur. (Assanta, 2000).
Biyofilmdeki bakteriler, c¢evre sartlarina, serbest halde bulunan planktonik
bakterilere gore daha fazla dayaniklidirlar. Biyofilm yapisi, inhibe edici 6zelligi
olan 1s1, antibiyotik ve dezenfektana kars1 koruyucu nitelik gostermektedir.

Biyofilmi etkileyen ii¢ ana bilesen s6z konusudur. Bunlar; bakteriyel
hiicreler, tutunma yeri ve ¢evresel ortam. Tutunma ortaminin nitelikleri biyofilmin
meydana gelisini etkileyen énemli faktorlerden birisidir. O yilizden gidanin temas
ettigi ylizeyin kullaniminda uygun malzemenin segilmesi ciddi oneme sahiptir.
Yiizey diizgiinliigii veya temizlenme gibi 6zellikleri bakterilerin belli bir ortama
tutunmasini ve malzemenin hijyen durumunu etkileyebilmektedir. Yiizeyler ile
mikroorganizmalarin etkilesimleri laboratuvarlarda analiz edilmektedir fakat
kontrollii ve tanimli olarak degisik deneysel modellerle gida iiretim agsamasindaki
biyofilm gelisiminin standardizasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Ek olarak
gida sanayinde L. monocytogenes biyofilmlerini kontrol altina alabilmek i¢in gida
iiretim makineleri ile mikroorganizma arasindaki iligkinin net bir bigimde
anlasilabilmesi 6nemli olmaktadir (Van Houdt ve Michiels, 2010).

Biyofilmlerin sentezi ve bakterilerin ylizeye baglanma diizeyi, bakteri
cesidi, bakteri hiicre duvari yapisi, hiicre hareketliligi, bakteri miktari, baglandig:
ylizeyin nitelikleri, ortamin pH’s1 ve sicakligi, ortamdaki besin dgelerinin igerigi ve
saylst veya iyon konsantrasyonu gibi bircok faktorle degiskenlik

gosterebilmektedir (Arnold ve Silver, 2000; Lindsay ve ark, 2002). Cizelge 2.1.’de
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biyofilm olusumunu etkileyen i¢ ve dis faktorlere Ornekler goriilmektedir

(Douglas, 2003).

Cizelge 2.1. Biyofilm olusumunu etkileyen i¢ ve dig faktorler (Douglas, 2003)

IC FAKTORLER DIS FAKTORLER
Su aktivitesi (aw) Yiizey materyali
Besin maddelerinden yararlanma Yiizey alani
Antimikrobiyel madde igerigi Yiizey diizgiinligl
pH ve asidite Stvinin akis hizi
Elektriksel degiskenlik ve oksijen Sinirh besin maddesi
degiskeni

Biyofilm yapilanmasi baglica bes evrede meydana gelmektedir (Vuong ve
Otto 2002; Post ve ark, 2004). Biyofilm olusumu, bakterilerin bir yiizeye
tutunmalariyla baslayarak gergeklesen bir olaydir. Tutunma islemi ile birlikte
biyofilm tabakasinin meydana gelmesini saglayan genetik islem baglatilir (Sahin,
2007). Bakterilerin bir yiizeye tutunabilmeleri i¢in Oncelikle, bir yiizey ile ne
zaman temas kurulmasi gerektigini algilayabilmeleri gerekmektedir (Donlan, 2002;
Sahin, 2007). Bakteriler, yiizeye yapisabilmeleri i¢in meydana gelen uyarilari
fenotipik degisikliklere ¢evirebilmek amaciyla diizenleyici bir sisteme sahiptir. Bu
sistem, bir alic1 bir de verici molekiilden olusmaktadir. Tutunma islemini takiben,
biyofilm olusumunu saglamak amaciyla farklilasmanin baslamasi, ‘‘quorum
sensing’’ sistemi denilen bagka bir haberlesme sistemine bagli olarak devam
etmektedir. “Yeterli cogunluk” algilamasi diye de isimlendirilen bu sistem ile
bakteriler ¢evrelerindeki bakteriyel popiilasyonun yogunlugunu belirlerler.

Bir yiizeyde tutunmus olan her bir bakteri, ortama mesaj verici bir molekiil
salgilamaktadir. Yiizeyde tutunan bakterilerin miktarlar artarsa, bu sinyalin yerel

konsantrasyonlar1 ~ da  artmaktadir. Boylece, sinyal ~ molekiillerinin
10
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konsantrasyonundaki artigla beraber biyofilm olusumu baslamaktadir. Biyofilm
igerisindeki bakteriler interselliiler, diisiik molekiil agirliklarina sahip haberciler
araciligi ile iletisim saglamaktadirlar (Sahin, 2007).

Ikinci evre, yapisma olayindan olugsmaktadir. Bu olay, bakterilerin yiizeye
yapisma ya da siddetli bir bicimde tutunma asamasidir. Ugiincii evrede, bakteriler
mikrokoloniler sekline donilismektedirler. Dordiincii evrede ise, mikrokoloniler
biiyliyerek ve karmagik yapilara veya kulelere doniigiirler (Sahin, 2007). En son
olarak da, bakteri ya da bakteri kiimeleri biyofilm katmaninda koparak ortama
yayilmaktadir. Bu ayrilma evresinde gerceklesen olaylar, dis kuvvetlerin etkisiyle
de olabilir, biyofilm olusumunun bir pargasi olarak da tek bir hiicrenin ya da bir¢ok
hiicrenin toplu sekilde kopmasiyla meydana gelebilmektedir (Hall-Stoodley ve
Stoodley, 2005; Sahin, 2007). Sekil 2.1’de biyofilmin olusum asamalari

gosterilmistir.

N ’\ Iy

Yiiziiye
tulunma

, /

‘\' ‘\ (2
}‘n )\
G = R —s '..!\

Tutunma Kolonizasyon ve Biyofilm yapisinin Kopma

mikrokoloni olugumu olgunlagmas

Sekil 2.1. Biyofilm olusum asamalar1 (Gupta ve ark, 2016)

Yapilan ¢aligmalar, biyofilmlerin sadece ylizeye tutunmus halde bulunan
ve icinde mikroorganizmalarin yer aldigi homojen bir katmandan olusmadigini,
bakterilerin belirli bir sisteme sahip ve koordinasyon kabiliyeti olan fonksiyonel
topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu gostermektedir (Davey ve

ark, 2000).

11



2. ONCEKI CALISMALAR Gozde KOC

Biyofilmler bir yiizeye tutunarak kendilerinin salgiladiklar1 polimerik bir
katman igerisinde yasayan mikroorganizmalarin meydana getirdigi topluluk olarak
tanimlanabilmektedirler. In vivo olarak canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz
yiizeylerde olusabilmektedir. Gida maddelerinin ortamda olmasi ve nem miktarinin
fazlalig1 biyofilmin meydana gelisini hizlandimaktadirlar (Akan ve Kinik, 2014).

Biyofilm gida firetim yerlerinde basta c¢alisma yerleri olmak {izere,
kullanilan makineler, ekipmanlar ve gida tiretim yiizeyleri gibi degisik ylizeylerde
bulunabilir. Bakteriyel hiicreler, biyofilmlerden besin maddelerine kolaylikla
gecebilmektedir. Bu yiizden patojen mikroorganizmalarin sentezledikleri biyofilm,
gida sanayisi acisindan olduk¢a oOnemlidir. Ayrica gida iiretim yerlerinde
uygulanan rutin temizlik uygulamalarinin biyofilmi ortadan kaldirmada yetersiz
oldugu belirtilmektedir (Garrett ve ark, 2008).

Yapilan bircok c¢alismada, gida diriinlerinin kalitesini ve gilivenligini
etkileyen, gida ile temas eden ylizeyler ve biyofilmlerde bazi1 gida kaynakl
patojenlerin bulundugu tespit edilmistir. Genellikle biyofilm ile iliskili patojen
salginlarinin L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni ve Salmonella spp., varligi ile ilgili oldugu saptanmistir
(Lapidot ve ark, 2006; Aarnela ve ark, 2007).

Taze ve islenmis, bitkisel ve hayvansal gidalarda  bircok
mikroorganizmanin geligebildigi ve bunlarin bir kisminin insan saglhigima zararh
oldugu bilinmektedir (Jenkinson ve Lappin-Scott, 2000). Gida isletmelerinde;
iretim, depolama, igleme ylizeyleri gibi gida zincirinin énemli ana kontaminasyon
kaynaklarinda biyofilm olusumunun o6nemli bir problem teskil etttigi
bildirilmektedir. Siit igletmelerinde en ideal ¢alisan CIP sisteminin varliginda bile
cihaz ve ekipman yiizeylerinde mikroorganizma canliligi ortaya konmustur. Bu
mikroorganizmalarin kalinti miktarina, sicakliga, bagil neme bagli olarak uzun siire
kiiltiire edilemedigi halde canli halde kalabildigi bildirilmistir (Chechowski, 1990).

Floyd ve ark (2003) yaptig1 bir ¢aligmada kanath eti iiretim yerlerinde,

sogutma tanki ve haglama tankinda olusan biyofilmden E. coli, Salmonella spp.,
12
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S. aureus ve C. jejuni izole etmislerdir. Kanatli karkaslarinin kontaminasyonunda
haslama ve sogutma tanklarinin énemli oldugunu saptamiglardir.

L. monocytogenes ve Salmonella tiirleri, gida iiretim yerlerinde biyofilm
olusumuna ve gidalar araciligiyla kontaminasyona yol acgabilen patojenik
bakterilerdir (Aksu ve ark, 2011).

Yapilan bir ¢alismada et fabrikalarinda temizlik ve dezenfeksiyon
islemlerini takiben gida hatlarinda bulunan konveydrlerden Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Listeria spp., Serratia spp. ve Staphylococcus spp. tiirlerinin
izole edildigi belirlenmis ve biyofilm olusturma kosullar ile dezenfektanlara karsi
direncleri arastirilmistir. Denemede biyofilm olusturma kapasitesi en yiiksek olan
suslarin dezenfeksiyon islemlerinden sonra bile ortamdan izole edilebilen bakteriler
olan Pseudomonas, Acinetobacter ve Listeria cinslerine ait oldugu tespit edilmistir.
Bu durumun ¢apraz kontaminasyona neden olarak, tiiketime hazir et {iriinlerinde
risk olusturacagi ifade edilmektedir (Fagerlund ve ark, 2017).

Mezbahalarda dekontaminasyon i¢in kullanilan trisodyum fosfat

soliisyonlarindan en fazla E. coli O157:H7, daha sonra sirastyla C. jejuni,
S. typhimurium ve L. monocytogenes’in etkilendigi belirtilmistir. Sonugta TSP’ nin;
enterik mikroorganizmalar i¢in kanath isleme tesislerinde oda sicakliginda %8’lik
soliisyonlar halinde 10 dakika uygulanarak, dekontaminasyon i¢in ihtiya¢ duyulan
biosit etkiyi gosterdigi belirtilmistir. Ayni1 derisim ve sicaklikta L. monocytogenes
icin TSP uygulama siiresinin daha fazla oldugu beliritilmistir (Stopforth, 2000;
Kreft ve Wimpenny, 2001). Bu ¢aligmalar, karkastan siiziilen sularda bakteriyel
yapigma i¢in uygun kosullarin saglandigini ve sogutma siiresinde karkas yiizeyinde
biyofilm olusabilecegini gostermektedir.

Biyofilm olusumunun risk olusturdugu alanlardan biri de su aritma
tesisleridir. Tesislerde yapilan mikrobiyel kontrollerde 6zellikle “slam™ olusturan
Pseudomonas ve bazi kiif tiirlerinin izole edildigi belirtilmektedir. Biyofilm
olusumunu engellemek icin etkin dezenfeksiyon sistemlerinin bulunmasi

gerekliligi vurgulanmaktadir (Rao ve ark, 2017).
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Bir diger gida kaynakli patojen bakteri tiirii olan S. aureus ile yapilan bir
caligmada ise bakterinin iirettigi biyofilm gelisimi iizerine bazi bitki esansiyel
yaglarinin etkileri incelenmistir. Ozellikle Cinnamomum cassia ve Salvia
officinalis esansiyel yaglarinin beraber kullanildigi denemede 24 saatlik
inkiibasyon sonunda S. aureus gelisiminin 3 log birimlik azaldig1 ve biyofilm
olusumunun da 90 dakikalilk muamelenin ardindan %68 oraninda azaldigi
belirlenmistir (Campana ve ark, 2017). Tar¢cin ve limon esansiyel yaglar ile
yapilan bir bagka ¢alismada E. coli ve B. cereus suslar1 arasinda meydana gelen
Quorum Sensing mekanizmasi engellenerek biyofilm olusumunun azaldig1
anlasilmistir (Kerekes ve ark, 2013). Biyofilm olusumunu engelleyici yeni dogal
koruyucu ajanlarin tespit edilmesi gida endiistrisi agisindan ¢ok onemlidir. Nostro
ve ark (2016)’ nin yaptig1 calismada Punica granatum L. ve Rhus coriaria L. bitki
ekstraktlarinin gida kaynakli patojenlerden olan E. coli ve P. aeruginosa tarafindan
olusturulan biyofilm tabakalarini siras1 ile %25-40 ve %20-30 arasinda azalttig
belirlenmistir. Biyofilm olusumu 96-kuyucuklu plaka yontemi ile belirlenmistir.
Yapilan bazi ¢aligmalar da ultrasonik ses dalgalarinin P. aureginosa tarafindan
olusturulan biyofilm tabakasini pargalayabildigini gostermektedir (Masak ve ark,
2014).

Yapilan bir c¢alismada et fabrikalarinda temizlik ve dezenfeksiyon
islemlerini takiben gida hatlarinda bulunan konveydrlerden Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Listeria spp., Serratia spp. ve Staphylococcus spp. tiirlerinin
izole edildigi belirlenmis ve biyofilm olusturma kosullari ile dezenfektanlara karsi
direngleri aragtirilmigtir. Denemede biyofilm olusturma kapasitesi en yiiksek olan
suslarin dezenfeksiyon islemlerinden sonra bile ortamdan izole edilebilen bakteriler
olan Pseudomonas, Acinetobacter ve Listeria cinslerine ait oldugu tespit edilmistir.
Bu durumun capraz kontaminasyona neden olarak, tiiketime hazir et iirlinlerinde

risk olusturacag ifade edilmektedir (Fagerlund ve ark, 2017).
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2.2. Listeria monocytogenes ve Biyofilm Sentezleme Ozelligi

Sebze ve meyveler, kirmizi et, et {irlinleri, pigsmis sucuk-sosis, balik, deniz
riinleri, taze ve donmus kiimes hayvanlari, pismis tavuk, hayvan kaynakl
pismemis gidalar, ¢ig ve pastorize edilmis siit, peynir, dondurma, tatli ve tuzlu su,
lagim suyu, toz, toprak, hayvan yemi, giibre ve ¢iirilyen bitkilerden, hayvanlarin
ayaklarindan elde edilebilmektedir. Ayrica insanlarin ve hayvanlarin digkisindan da
elde edilebilmektedir (Berktas ve ark, 2006).

L. monocytogenes'in kanli agarda 48 saat sonra olusturdugu gri, kiiciik,
damla benzeri koloniler beta-hemoliz zonu ile ¢evrili olacak sekilde goriilmektedir
(Kelen ve Lindsay, 1990). Nutrient agarda koloniler saydam, digbiikey; dikey 1sikta
mavimsi gri; egik 1s1kta ise spesifik parlak mavi-yesil goriiniirler. Yapiskan 6zelligi
oldugundan, besiyerlerinden izolasyonlar1 ve adlandirilmalari zordur. Genellike her
besiyerinde kolaylikla tireyebilmektedir fakat baz1 B grubu vitaminlere (6rn. biotin,
tiamin, riboflavin, tioktik asit) ve aminoasitlere (6rn; 16sin, valin, sistein, glutamin,)
ihtiya¢ duymaktadirlar (Telli, 2012).

Besinlerde L. monocytogenes’in tespitinde 25 g numunede var/yok analizi
yapilmaktadir. (Tunail, 2000; Hitchins, 2003). Bu durumda Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’'ne gore gidalarin 25 g’inda
L. monocytogenes bulunmamalidir. L. monocytogenes igin en diisiik enfekte edici
doz tespit edilememistir (Sanlibaba ve Uymaz, 2015).

L. monocytogenes enfeksiyonlarinda c¢ogunlukla beyaz peynirin rol
oynadig1 bildirilmistir. Siit yagimin koruyucu 6zelliginin yaninda, yiiksek sicaklik
kisa zaman (HTST-High Temperature Short Time) uygulamalarinin, kontrolsiiz bir
bigimde olusturulmasi sonucu peynirlerde L. monocytogenes’in canliligini
korudugu bildirilmistir. Petran ve Zottola (1988) laboratuvar kosullarinda
pastdrizatorlerden elde ettikleri L. monocytogenes ile yaptiklari calismada biyofilm
olusturma kabiliyetlerinin fazla oldugunu ortaya koymuslardir.

Yiizeye yapisan bakterilerin tamamen ortamdan uzaklastirilamadigi

durumlarda gida kalitesi ve giivenligini olumsuz etkileyen biyofilm olusturdugu
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disiincesiyle balik iiretim tesisinde biyofilm olusumu arastirilmigtir. Listeria
spp.’nin tiitsiillenmis alabalik triinlerinde ¢apraz bulasi ile bulunabildigi Autio ve
ark (1999) tarafindan belirtilmistir. Balikta bozulmaya neden olan Shewanella
putrefaciens’in  balik  {iretim asamasinda biyofilm olusturma kabiliyeti
gozlemlenmistir. Etken maddenin tahta, ¢elik, karton ve plastik yiizeylere kolayca
yapisip, belirli sicaklik ve nemde, 1-5 giin igerisinde, tek ve ¢cok katmanli biyofilm
meydana getirerek, liretim agsamasinda bulasi kaynagi olarak kaliciligini korudugu
saptanmigtir (Bagge ve Gram, 2000; Wong, 2003).

Bir ¢alismada iiretim ekipmanlarinin yiizeyindeki gida kalintilarinin L.
monocytogenes’in biyofilm olusumuna olan etkisi incelenmistir. Bu kalintilarin
biyofilmin meydana gelmesi icin gerekli miristik, stearik, oleik ve palmitik asitleri
icerdigi tespit edilmistir. Farkli gidalarla yapilan bir ¢alismada, hem sosisli sandvig
hem de etli salatalarin hazirlandig1 ortamlardan izole edilen L. monocytogenes ile
kontamine sular, paslanmaz c¢elik ve plastik yiizeylere birakilarak biyofilm
meydana getirme potansiyelleri incelenmistir. Sonug olarak ylizeye ya da iirline
bagl bir degiskenlik oldugu belirtilmistir (Somers ve Wong, 2001).

Speranza ve ark (2009), starter olmayan laktik asit bakterilerinin, 6zellikle
Lactobacillus spp.’ nin, paslanmaz ¢elik ylizeylere yapisarak biyofilm iiretmeleri
ile, yumusak peynir ¢esitlerinde L. monocytogenes’ in liremesini geciktirebilecegini
belirtmislerdir.

Ammor ve ark (2006), biyofilm iireten bazi laktik asit bakterilerinin
(Enterococcus  spp., Enterococcus faecium, Vagococcus carniphilus ve
Lactobacillus sakei) et iirinlerinde bozulma etkeni olan ve patojen bakteriler
iizerine (Hafnia alvei E1E-25, L. innocua ATCC 33090, Staphylococcus aureus
E1S-5) antibakteriyel 6zelliklerini incelemisler ve sonugta E. faecium ve
V. carniphilus tirlerinin, S. aureus, L. innocua ve H. alvei {lizerine en yliksek
antagonistik etki gosterdikleri belirlemislerdir.

Son zamanlarda tavuk sanayisindeki hizli gelismelere ve tiikketimde artisa

paralel olarak, besin zehirlenmeleri artmistir. Tavuk eti ekonomik ve besleyici
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olmasinin yaninda, iiretimi ve ozellikle kesme asamasinda hijyenik kurallara
uyulmamasi, kontaminasyonlar, az pisirme ve saklama hatalari gibi nedenlerden
dolay1 L. monocytogenes ve ¢ogu patojen mikroorganizmanin énemli bir kaynagini
olusturmustur (Colak ve ark, 2008).

Gidalar Listeria tiirleri ile hem dogrudan bulasabilmekte hem de gidalarin
iiretimi, paketlenmesi, depolanmasi, satis1 ve tiiketimi sirasinda personel veya
enfekte malzemeyle ikincil yolla da bulasabilmektedir. Yapilmis olan ¢aligmalar,
Listeria enfeksiyonlarinin, genellikle gidalarin {iretimi ile ¢iftci ve hayvanlardan
kaynaklandigini gostermektedir (Ekici ve ark, 2004).

Dondurma miksinin depolama ve olgunlagtirma sicakliginda patojen
bakteriler ¢ogalabilirler. Ozellikle bu bakterilerden +4°C’de gelismesini
stirdiirebilen, soguga dayanikli ve bazi durumlarda da pastorizasyon sicakligina
direncli bir mikroorganizma olan L. monocytogenes dondurma tiiketicisi i¢in diger
patojenlerden daha ¢ok 6neme sahiptir. Dondurmanin iiretiminde kontaminasyona
ugramis ¢ig siit kullanimi, yanlis pastorizasyon ya da islem sonrasi bulagilar
L. monocytogenes bulasisinda etken parametreleri olusturmaktadir. Bu nedenle,
dondurmada L. monocytogenes bulunma ihtimali diger patojenlere gore ¢ok daha
yiiksek olmaktadir (Agaoglu ve Alemdar, 2004; Sergelidis ve Abrahim, 2009).

Cig tavukta yiiksek oranda bulunan L. monocytogenes islenmis tavuk
tiriinlerinde canli kalabilmesi ve dolayist ile evde diger gidalara ¢apraz bulasabilme
ihtimali sebebiyle problemler teskil etmektedir (Barbalho ve ark, 2005). Bu durum
6zel kontrol ydntemlerini gerektiren mikrobiyolojik bir risk olusturmaktadir
(Peccio ve ark, 2003).

Menendez ve ark (2001) yaptiklar1 bir ¢calismada, Ispanya'da keci siitiinden
yapilan 24 peynir 6rneginin 2 adetinde L. monocytogenes bulmuslardir.

Listeria ¢esitlerinin pH’nin 4.1°e¢ diistiigii kosullarda da gelismesi ve
canliligi1 devam ettirebilmesi virulanst bakimindan Onemlidir. Ciinkii bu
bakterinin insanin midesinden gegerken ekstrem durumlara direng gosterebildigi

belirlenmistir (Cotter ve ark, 2000; McLauchlin ve ark, 2004). pH, yiiksek veya
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disiik  sicakliklar, besin azalmasi, ozmotik basing, toksik veya inhibitérlerin
bulunmasi, antibiyotikler, bakteriyostatik veya bakterisidaller, L. monocytogenes’in
gelisme oranini azaltan durumlar olarak ifade edilebilir (Walsh ve ark, 2001;
Prazak ve ark, 2002; Chen ve ark, 2009).

L. monocytogenes'in modifiye atmosferde ve vakum altindaki geligimi
incelendiginde vakumlu ortamin ve modifiye atmosferdeki %40 oraninda bulunan
CO;’in gelisimi etkilemedigi, hatta %70 oranindaki CO,’in de, ortamda %5 oksijen
bulunmas1 durumunda, gelisimi engellemedigi tespit edilmistir (Tunail, 2000).

Pismis sigir etinde, karaciger ve Bologna tipi sosislerde sodyum laktat;
hindi eti {iriinlerinde sodyum diasetat; kerevit kuyrugu eti homojenatinda
monolaurin ve laktik asit, dilimlenmis sigir eti dokularinda trisodyum fosfat gibi
bilesikler; L. monocytogenes’e karsi antilisterial etkisi tespit edilmistir (Patel ve
ark, 2009).

Tavuk etinden yapilan burger ornekleri ile bir calismada, bu iiriinlere
sodyum laktat eklenmesinin antilisterial etki gosterdigi ve %2.5 sodyum laktat
ilavesinin L. monocytogenes gelisimini tamamen engelledigi gdzlemlenmistir
(Cubina ve Mascort, 1999).

Nisin ve pediosin gibi bakteriyosinlerin, L. monocytogenes’in gelismesini
inhibasyona ugrattig1 belirtilmektedir (Patel ve ark, 2009). Yapilmig olan bir
caligmada ilk L. monocytogenes miktari1 4.4 log kob/ mL olan siitte 125 IU nisin
kullanilmasinin 6 saat gibi kisa bir siirede patojen miktarinda 4 log birimlik bir
azalma sagladigi ve bu siire sonucunda 0.4 log kob/mL L. monocytogenes
bulundugu saptanmustir (Bhatti ve ark, 2004).

L. monocytogenes tiirii birgok antibiyotige karsi degisik derecelerde
duyarlilik gostermektedir. Agar disk difiizyon yontemine goére in vitro olarak
Listeria izolatlarinin  Ampisilin, Karbenisilin, Sefaloridin, Kloramfenikol,
Eritromisin, Furazolidon, Neomisin, Novobiosin, Oleandomisin, Tikasilin,
Azlosilin’e duyarli;; Klortetrasiklin, Tetrasiklin, Oksitetrasiklin, Gentamisin,

Kanamisin, Penisilin-G ve Streptomisin’e az duyarli olmalarima kasin Kolitsin,
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Sulfat, Nalidiksik asit, Polimiksin-B ve Sulfonamidler’e direngli oldugu
bildirilmistir (Topcu, 2006). Sekil 2.2°de Listeria monocytogenes’in elektron
mikroskobu gériintiisii yer almaktadir (Uney, 2016)

Sekil 2.2. Listeria monocytogenes 'in elektron mikroskobu gériintiisii (Uney, 2016)

2.3. Bacillus coagulans ve Probiyotik Olarak Onemi

Asit iiretebilmesine ragmen rafinoz, manitol, maltoz ve siikrozun
fermentasyonu sonucunda gaz tretememektedir. Asit iiretmesi nedeniyle siit
iriinleri, meyve ve sebzelerde bozulma olaylarina sebebiyet verdigi
belirtilmektedir (De Clerk ve ark, 2004). Fakat bu durumun tersine laktik asit ve
bazi suslarin da termostabil alfa-amilaz gibi diger iiriinleri {iretmesinden dolayi
endiistri agisindan 6nemlidir (Batra ve ark, 2002; Yoon ve ark, 2002).

B. coagulans tarafindan salgilanan ve bakteriyosin benzeri madde olan
koagulinin; Listeria, Enterococcus, Leuconostoc gibi Gram pozitif baz1 patojenlere,
B. clausii’nin irettigi antimikrobiyel maddelerin de S. aureus, E. faecium ve
C. difficile’e karst inhibe edici etki gosterdigi saptanmistir (Schlech, 1983 ve
Schlech ve ark, 1988).

Hyronimus ve ark (2000) yapmis olduklar1 bir ¢calismada, ti¢ B. coagulans
susunun da pH 2.5 ve 3.0’da canliliklarinit devam ettiremediklerini belirlemiglerdir.
Bunun tersine, yapilan bir bagka c¢alismada ise B. coagulans CNCMI-1061
susunun, kanathi hayvanlarda probiyotik olarak kullanildigi zaman, vejetatif
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hiicrelerin canliliklarin1 %50 oraninda korudugu belirlenmistir. Bu yiizden, aside
dayanikliligin degisik B. coagulans suslarinda degiskenlik gosterebilecegi sonucu
¢ikarilmistir (Adami ve Cavazzoni, 1993).

Mikroorganizmalarin spor olusturan yapilari, olumsuz ¢evre kosullarina
vejetatif hiicrelere gore cok fazla direngli oldugu bilinmektedir. Bu o6zellikleri
nedeniyle sporlar c¢ok daha uzun zaman canliliklarini siirdiirebilmektedirler
(Sanders ve ark, 2001). Kanatli hayvanlarda probiyotik olarak kullanilma amaciyla
liyofilize hale getirilen B. coagulans CNCM I-1061 susunun (0.5x10"" kob/g (%50
spor igeren)) 5 yil sonrasinda spor igerigi degismezken vejetatif hiicre sayisinin
%20-30 azaldig1 yapilan bir calisma ile tespit edilmistir (Adami ve Cavazzoni,
1993).

B. coagulans’m spor olusturan yapilarinin dig tabakasi kalindir ve bu
nedenle aside, kimyasallara, sicaga ve radyasyona dayaniklilig1 yiiksektir. Su ya da
yemle beraber kanatlilara verildigi zaman ve ideal sartlarda (viicut sicakligi,
asitligi, safra ve diger salgilarda) spor olusturan yapilar1 aktif vejetatif hiicrelere
doniisebilmektedir. B. coagulans’in spor olusturan yapilart termostabildir.
Peletleme sirasinda ve depolama siiresince canliligimi koruyabilmektedir. Ayrica
spor olusturan yapilari, safra ve mide salgilarindan etkilenmez ve canliligini devam
ettirerek bagirsaga ulastigi zaman hizla biraraya gelmektedirler. Sindirim sistemine
yerlestikten sonra laktik asit ve diger antogonistik maddeler salgilayarak patojen
bakterilerin gelismesini engeller ve bagirsakta L. acidophilus’un gelisimine ortam
saglar. Fakat bagirsagin dogal mikrobiyotasi olmadigi i¢in sporlari (yar1 konakgeil,
semi-resident) viicuttan yavasga atilmaktadir. Bu sebepten dolay1 probiyotik olarak
kullanildigt zaman B. coagulans’in hayvanlara gilinlik olarak verilmesi
gerekmektedir (Anonim, 2007).

Probiyotiklerin mide ve safra asidine dayanikli olmasi, bagirsak epitel
hiicrelerine yapigmasi gibi kriterleri haricinde potansiyel patojenik bakterilere karsi
antimikrobiyel aktivite gostermesi, islenme ve depolanma boyunca canliligini ve

kararliligini  devam  ettirebilmesi de gerekmektedir. Probiyotik  etkili
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mikroorganizmalarca bakteriyosinler, hidrojen peroksit, organik asitler ve yag
asitleri, gibi ¢esitli antimikrobiyel maddeler de sentezlenmektedir. B. coagulans
bakterisi farkli fekal bakteriler {izerine antimikrobiyel aktivite gosteren laktik asit
uretmektedir (Bondi ve ark, 2000; Hyronimus ve ark, 2000). Farelerde, B.
coagulans’m, bagirsakta vankomisin direngli Enterococcus sayilarini azalttigi
belirlenmistir (Donskey ve ark, 2001).

Sigir diskisindan elde edilen B. coagulans 14 sugunun, plazmid iizerinde
kodlanan ve bir¢cok patojen mikroorganizmalara karsi etkili olan coagulin adi
verilen bakteriosin benzeri salgilar iiretmesinden dolay1 bazi1 B. coagulans’larin
antimikrobiyel maddeler salgilamasi susa bagli bir nitelik olarak da goriilmektedir
(Hyronimus ve ark, 1998).

Japonya’ya ait geleneksel bir gida olan, B. subtilis (natto) kullanilarak,
soya fasulyesinin fermantasyonuyla iiretilen Natto’nun potansiyel probiyotik
etkileri oldugu, bakterinin tek basina tiiketilmesine gore soya ve bakterinin birlikte
tiketilmesiyle daha fazla yarar saglandigi bildirilmistir (Hosoi ve ark, 2008;
Cutting, 2011).

Konu ile ilgili yapilan farkli bir ¢alismada, gastrointestinal sistemde de
faydali etkileri oldugu saptanan bir B. subtilis susuna ait sporlar tam bugday
biskiivisi iretiminde kullanilmig ve 235°C’de 8 dakika 1s1l islem sonrasinda spor
sayisinda sadece 1 log diislis oldugu saptanmistir, dolayisiyla bu susa ait sporlarin
cesitli gida riinlerinde probiyotik katki olarak kullanilmasinin - miimkiin

olabilecegi belirtilmistir (Permpoonpattana ve ark, 2012).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Mikroorganizmalar
Arastirmamizda, ticari olarak edilen probiyotik o&zellikteki Bacillus

coagulans (GBI-30, 6086) ve Listeria innocua (ATCC 33090) kullanilmistir.

3.1.2. Besiyerleri, Cozeltiler ve Kimyasallar

Arastirmada kullanilan besiyerlerinin o6zellikleri ve kullanim amagclari
Cizelge 3.1°de verilmistir. Seyreltme sivisi olarak NaCl (8.5 g/L), pepton (1.0 g/L)
¢ozeltisi hazirlanarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlanip sterilize edilmistir. Basit
boyamada %4’liik kristal viyole ve boyalarin ¢oziindiiriilmesi igin %95’lik etanol

ve aseton (80:20) kullanilmgtr.

Cizelge 3.1. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri Ozellik Kullanim Amaci
Nutrient Agar (NA) Merck, Hazir besiyeri | B. coagulans’in sayimi
Nutrient Broth (NB) Merck, Hazir besiyeri | B. coagulans in gelisimi

Tryiptic Soy Agar (TSA) | Merck, Hazir besiyeri | L. innocua’nin sayimi

Tryiptic Soy Broth (TSB) | Merck, Hazir besiyeri | L. innocua’nin gelisimi

Oxford Listeria Selektif | Merck, Hazir besiyeri | L. innocua’nin sayimi

Agar (OLSA)
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3.2.Metod
3.2.1.Stok Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Listeria innocua: Oxford Listeria Selektif Agar (Merck) besiyerinde
geligen kolonilerden 6ze ile koloni alinip, her koloni 10 mL'lik %0.6 yeast ekstrakt
ilaveli, TSB besiyerine inokiile edilmis ve daha sonra bakteri kolonileri 37°C'de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisen bakteri kolonileri
5000 devir/dk'da 10 dk santrifiij edilerek, siipernatant dokiilmiis ve 5 mL'lik
eppendorf tiiplerinde %40 oraninda gliserol igeren TSB besiyerlerine kiiltiirler
alinarak, -18°C'de muhafaza edilmistir (Kogan, 2007; Tatl1, 2009).

Bacillus coagulans : Arastirmada kullanilan B. coagulans NA besiyerine
ekilerek tek koloni olusturacak sekilde her bir koloni 10 mL NB besiyerine ekilerek
40°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 gelisen kiiltiirler santrifij
edilerek (5000 devir/dk’da, 10 dk, 4°C) st faz uzaklastirilmis ve 3 mL’lik
eppendorf tiipleri igerisine 0.5 mL s1v1 besiyeri, 0.5 mL ¢okelti ve 0.5 mL gliserol
ilave edilerek -18°C’de muhafaza edilmistir (Naranjo ve ark, 2013).

3.2.2. Probiyotik Bacillus coagulans’in Antilisterial Ozelliginin Belirlenmesi
Agar kuyu diflizyon yontemi kullamilarak, B. coagulans’in antilisterial
ozelligi belirlenmistir. Stok kiiltiir 6rneklerinden, 6ze ile L. innocua’a ait koloniler,
TSB besiyerine inokiile edilmis ve duyarlilik testi i¢in inokiiliim sayisi, McFarland
0.5 standart degerine ulasana kadar 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve
yogunlugu ayarlanan kiiltiirlerden (10° kob/mL) 0.1 mL almip petrilerdeki steril
TSA besiyerine ekilmistir. Antilisterial etkiyi belirlemek i¢in, NB besiyerinde
40°C’de 24 saat gelistirilen B. coagulans, inkiibasyon sonrasinda 5000 devir/dk’da,
10 dakika santrifiij edilerek elde edilen {ist faz iizerlerine 5’er mL saf su ilave edilip
3 kez yikanarak 10° konsantrasyonda Kkiiltiirler elde edilmistir. Petri kabinda
bulunan L. innocua inokiile edilmis TSA besiyerinden steril delge¢ yardimiyla 1
cm ¢apl diskler ¢ikarilarak her bir kuyucuga 1’er mL B. coagulans saf kiiltiirleri ve

kiiltiiriin santrifiijlenmesi ile elde edilen {ist faz ayr1 ayri olacak sekilde ilave
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edilmistir. Petriler, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon
sonrasinda, kuyucuklarin etrafinda olusan berrak zon g¢ap1 Olglilmils ve

degerlendirme yapilmistir (Facklam ve Sahm, 1995; Bastiirk, 2005).

3.2.3. Listeria innocua’nin Biyofilm Sentezleme Ozelliginin Belirlenmesi

TSA besiyerinde iiretilen ve gelistirilen L. innocua kiiltiiriinden bir koloni
almarak icerisinde 5 mL TSB bulunan tiiplere inokule edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. TSB i¢inde gelisen kiiltiirler (10%) vortex ile karistirildiktan sonra
25’er mL’lik TSB’lere %0.5 (0.125 mL) L. innocua kiiltiri ilave edilmis ve
buradan da 12 kuyucuklu plaklara 3’er mL ilave edilmistir. Plagin bir siitununa
kontrol olarak iginde L. innocua kiiltiirii olmayan TSB eklenmis ve plaklar 37°C’de
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda besiyerleri plaklardan
mikropipet yardimiyla uzaklastirilmigtir. Daha sonra her bir kuyucuk 3’er mL
%0.85" lik NaCl ¢ozeltisi ile 3’er defa dikkatlice yikanmis ve planktonik hiicreler
uzaklastirilmistir (Bondi ve ark, 2008). Sekil 3.1.a ve 3.1.b’de L. innocua’nin

biyofilm sentezleme 6zelliklerinin belirlenmesi gosterilmistir.

TSB’ de gelistirilen L. innocua kiiltiiri (37 °C’ de 24 saat)

!

L. innocua nin 25° er mL’ lik TSB’ ye aktarilmasi (0.125 mL)

|

12’lik mikrotiter plaklara aktarma (her bir kuyucuga 3 mL)

!

Inkiibasyon (37 °C’ de 48 saat)

|

Inkiibasyon sonunda kuyucuklardan besiyeri uzaklastirma

Kuyucuklarin yikanmasi (%0.85 lik NaCl ¢ozeltisi ile 3’er defa)

Sekil 3.1. a. L. innocua biyofilm sentezleme 6zelliginin belirlenmesi (Bondi ve ark,
2008)
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Sekil 3.1.b. L. innocua biyofilm sentezleme 6zelligi

3.2.3.1. Listeria innocua Biyofilmlerinde Tutunan Hiicre Sayilarimn
Belirlenmesi

L. innocua tarafindan 12 kuyucuklu mikrotiter plaklarda biyofilm elde
edilmistir. Plaklardaki besiyerleri bosaltildiktan sonra 3’er mL 9%0.85 lik NaCl
cozeltisi (dilisyon sivisi) ile 3’er kez yikanip bosaltilarak her bir kuyucuga 1’er mL
diliisyon sivist ilave edilmistir. lyice karistirilip biyofilmlerin ¢ozelti iginde iyice
slispanse olmalar1 saglanmis ve daha sonra elde edilen siispansiyonlar igerisinde 9
ml steril diliisyon sivisi olan tiiplere aktarilmis ve gerekli seyreltmeler yapilarak,
TSA besiyerine yayma yontemiyle ekimler yapilarak 37°C’ de 48 saat inkiibe
edilmis ve inkiibasyon sonrasinda sayim islemi gergeklestirilmistir (Bondi ve ark,

2008).

3.2.3.2. Biyofilm Dogrulama Testi

Dogrulama testinde L. innocua’dan 12 kuyucuklu mikrotiter plaklarda
biyofilm elde edilmistir. Biyofilmlerin elde edildigi her bir kuyucuga 3’er mL
%41tk kristal viyole ilave edilip 30 dk oda sicakliginda bekletilmis ve ardindan 3
kez 3’er mL 9%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanip bosaltilarak 2 saat kurumaya
birakilmistir. Kurumus biyofimler iizerine etanol:aseton (80:20) karigimindan 3 mL
ilave edilip karistirilarak 1 saat bekletilip biyofilmlerin ¢dziilmesi saglanmis ve
elde edilen cozeltilerin spektrofotometrede 620 nm’de absorbans dlglimleri

yapilmistir. Sonuglar, absorbans >0.1 ise biyofilm pozitif, absorbans <0.1 ise
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biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir (Kubota ve ark, 2008; Unal Turhan ve
ark, 2017). Sekil 3.2.a ve 3.2.b’de L. innocua tarafindan iiretilen biyofilm

dogrulama testi gdsterilmistir.
Mikrotiter plaklarda biyofilm eldesi

Kuyucuklarin 3 kez yikanmasi (9%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi ile)

!

Her bir kuyucuga 3 mL %4’liik kristal viyole ilavesi
30 dk oda sicakliginda bekletme

Kuyucuklarin bosaltilmasi

!

Kuyucuklarin 3 kez yikanmasi (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi ile) ve kurumaya

|

Boyanin ¢6ziilmesi (3 mL etanol:aseton (80:20) karigimi ilavesi)

|

Steril tiipe aktarma

|

Absorbans 6l¢limii (620 nm’de)

|

Sonuglarin degerlendirilmesi

Degerlendirme: Absorbans >0.1 = (+), Absorbans <0.1 = (-)

birakilmasi (2 saat)

Sekil 3.2. a. L. innocua tarafindan iretilen biyofilm dogrulama testi (Kubota ve
ark, 2008; Unal Turhan ve ark, 2017)
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Sekil 3.2.b. L. innocua tarafindan ﬁfetilen biyofilm grulama testi

3.2.4. Probiyotik Bacillus coagulans’in Antibiyofilm Ozelliginin Belirlenmesi
Antibiyofilm testinde; 37°C’ de 24 saat TSB besiyerinde gelistirilen

L. innocua’dan 2 mL ve 40°C’ de 24 saat NB besiyerinde gelistirilen

B. coagulans’tan 1 mL almarak 12 kuyucuklu mikrotiter plaklara ilave edilerek
biyofilm elde edilmistir. Biyofilmlerin elde edildigi her bir kuyucuga Sekil 3.3.’te
goriildiigli gibi 3’er mL %4’liik kristal viyole ilave edilip 30 dk oda sicakliginda
bekletilmis ve ardindan 3 kez 3’er mL %0.85’lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanip
bosaltilarak 2 saat kurumaya birakilmigtir. Kurumus biyofimler {izerine,
etanol:aseton (80:20) karisimindan 3 mL ilave edilip karistirilarak 1 saat bekletilip
biyofilmlerin ¢6ziilmesi saglanmistir. Elde edilen ¢dzeltilerin spektrofotometrede
620 nm’de absorbans 6l¢iimleri yapilmistir. Sonuglar, absorbans >0.1 ise biyofilm
pozitif, absorbans <0.1 ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir (Kubota ve

ark, 2008).
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- Sl | '

Sekil 3.3. B. coagulds bakterisinin antbiyolm ozelligi

3.2.4.1. Antibiyofilm Denemesinde Plaklara Tutunan L. innocua Canh Hiicre
Sayisinin Belirlenmesi

L. innocua tzerine B. coagulans ilavesiyle 12 kuyucuklu mikrotiter
plaklarda antibiyofilm elde edilmistir. Plaklardaki besiyerleri bosaltildiktan sonra
3’er mL %0.85 lik NaCl ¢ozeltisi (diliisyon sivisi) ile 3’er kez yikanip bosaltilarak
her bir kuyucuga 1’er mL diliisyon sivisi ilave edilmistir. Iyice karistirilip
biyofilmlerin ¢dzelti icinde iyice siispanse olmalar1 saglanmis ve daha sonra elde
edilen siispansiyonlar igerisinde 9 ml steril diliisyon sivisi olan tiiplere aktarilmig
ve gerekli seyreltmeler yapilarak, Oxford Listeria Selektif Agar besiyerine yayma
yontemiyle ekimler yapilarak 37°C’ de 48 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon

sonrasinda sayim iglemi gergeklestirilmistir (Bondi ve ark, 2008).

3.2.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, varyans analiziyle degerlendirilerek 6nemli olan
degisikliklere Duncan c¢oklu karsilagtirma testi uygulanmig ve bu nedenle
“Windows SPSS 20.0 software” programu kullanilmistir (Sentiirk ve Ozdamar,
2011).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Aragtirmada oncelikle L. innocua nin biyofilm sentezleme 6zellikleri tespit
edilmis, daha sonra probiyotik B. coagulans’in L. innocua tlizerine antibiyofilm ve

antilisterial etkisi aragtirilmistir.

4.1. Probiyotik Bacillus coagulans’in Antilisterial Ozelliginin Belirlenmesi

B. coagulans’in, L. innocua iizerine inhibisyon etkisi, hem tist faz hem de
direk hiicre silispansiyonu kullanilarak, agar kuyu difiizyon yontemi ile
inkiibasyonun 48. saatlerinde incelenmis fakat zon olusumu goézlemlenememistir
(Sekil 4.1). Diren¢ mekanizmasi; mikroorganizma tiirleri, antibiyotik cinsi, insan
ve cevrenin etkilesimi ile sekillenen karmasik bir olgu oldugundan dolay1 bazi
bakterilerde dogal ya da sonradan kazanilmis direncin gbéz Oniine alinmasi
gerekmektedir (Gerritsen ve ark, 2011; Gad ve ark, 2014). L. innocua da biyofilm
urettiginde c¢evreye karst direng kazanmaktadir. Bu sebepten dolayr B.
coagulans’m, L. innocua iizerine inhibisyon etkisi gdzlemlenememistir.

Benzer bir ¢aligma olarak Bondi ve ark, (2008), laktik asit bakterileri ile
yapilmig ve laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen biyofilmin 10 giinliik
inkiibasyon sonunda L. monocytogenes’i inhibe ettigini belirlemislerdir.

Douglas (2003), bakterilerin biyofilm firettikleri zaman ¢esitli
antimikrobiyellere, endiistriyel biosit ve antiseptiklere daha dayanikli olduklari,
biyofilm bakterilerinin planktonik yapilarina gore, 10-1000 kat daha dayanikli

olduklarini bildirmiglerdir.
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Sekil 4.1. Bacillus coagulans’in Listeria innocua lizerine inhibisyon etkisi

4.2. Listeria innocua’min Biyofilm Sentezleme Ozelliginin Belirlenmesi ve Canli
Hiicre Sayim

Denemelerde kullanilan L. innocua susundan biyofilm elde edilerek
dogrulama testleri yapilmis ve bu testin sonucunda L. innocua susunun biyofilm
irettigi dogrulanmistir.

L. innocua biyofilmlerinin %4 kristal viyole ilavesiyle 620 nm’de Slciilen
absorbans degeri 0.285+0.2 bulunmustur. Absorbans degerleri arasinda istatistiksel
acgidan onemli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Absorbans degerinin >0.1 olmasi
biyofilm olusumunu gostermektedir. Bu durumda 48 saat sonunda 620 nm’de
dl¢iimii yapilan L. innocua’nm biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle 24.
saatten sonra biyofilm olusumu organizmanin iireme dongiisii ve generasyon
zamani gdz Oniine alindiginda beklenen bir sonugtur.

L. innocua tarafindan 12 kuyucuklu mikrotiter plaklarda biyofilm elde
edildikten sonra tutunan hiicre sayist hesaplanmak {izere belirli seyreltmeler
yapilarak ekim yapilmis ve 48 saat sonra biyofilme tutunan hiicrelerin sayimi
yapilmustir.

Denemede L. innocua canli hiicre sayist 5.08 log kob/mL olarak tespit

edilmistir. Cizelge 4.1.°de Listeria innocua biyofilmlerinde tutunan canli hiicre
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sayis1 goriilmektedir.

Caligmamiza paralel olarak Djordjevic ve ark (2002) yaptiklar1 bir
calismada, L. monocytogenes’in biyofilm olusumunu mikroplak yontemi ile
incelemislerdir. Arastirmacilar, standardize olmus polyvinyl klorid mikroplaklari
(PVC) kullanarak L. monocytogenes suslarmin tutunmalarint kiyaslamiglardir.
Toplam 31 L. monocytogenes susunu plate kuyularinda bulunan Welshimer’s
brothta 32°C’de 20 ve 40 saatte liretmislerdir. PVC mikroplak ile suslarin daha
hizl1 ve basit olarak biyofilm olusturdugu gézlemlemislerdir.

Borucki ve ark (2003) ise, 80 farkli L. monocytogenes sugunun biyofilm
iiretme yeteneklerini arastirmig, biitiin suslarin biyofilm irettigini dogrulamis ve
595 nm’ de dlgiilen absorbans degerlerini 0.1 ile 2.2 arasinda bulmustur.

Dinger ve Tutar (2017), L. ivanovii ATCC 19111, L. innocua 6a 33090, L.
monocytogenes ATCC 7644 ve L. monocytogenes ATCC 19111 suslarinin 6, 12,
24 ve 48 saat sonlarinda biyofilm olusturma yeteneklerini incelemislerdir. Buna
bagl olarak 6. ve 12. saatlerin sonucunda tiim suslarin zayif biyofilm meydana
getirdigi gozlemlenmis, 24. saat sonucunda L. monocytogenes ATCC 19111
susunun orta dereceli, diger suslarin da yine zayif biyofilm meydana getirdigi tespit
edilmistir. Ayrica, 48 saatlik inkiibasyon sonucunda biyofilm yapisinin tim
orneklerde orta diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Caligmamizdan elde edilen sonuglara benzer olarak, Gomez ve ark (2016)’
nin yaptig bir caligsmada ise E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes in hiicrelerinin
laktik asit bakterileri varliginda 24, 48 ve 72 saatte saf kiiltiirlere gore oldukca
azalma tespit etmislerdir. L. lactis’ in bulundugu ortamda 48 saat sonunda L.

monocytogenes canli hiicreleri hig tespit edilmemistir.

Cizelge 4.1. Listeria innocua Biyofilmlerinde Tutunan Canli Hiicre Sayisi

Biyofilm Olusumu Canl1 Hiicre Sayis1
Tutunan hiicre sayisi
(+/-) (log kob/mL)
L. innocua + 5.08
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4.3. Bacillus coagulans’in Antibiyofilm Ozelliginin Belirlenmesi ve Canh
Hiicre Sayim

Denemelerde kullanilan probiyotik 6zellikteki B. coagulans’in L. innocua
biyofilm olusumunu o6nledigi tespit edilmistir. Cizelge 4.2.°de L. innocua ‘nin
biyofilm sentezi ve B. coagulans’in antibiyofilm 6zelligi goriilmektedir.

Calismadan elde edilen sonugta L. innocua hiicre sayisi 11.68+0.07
bulunurken; L. innocua lzerine dogrudan probiyotik oOzellikteki B. coagulans
inokiilasyonuyla hiicre sayisi 5.04+£0.78’e¢ diismiistiir. Bu azalma, L. innocua
gelisimi lizerine probiyotik B. coagulans bakterisinin inhibe edici etkisinin
bulundugunu gostermektedir. Hiicre sayilari arasindaki sapma ve hiicre sayisindaki
azalmadaki sapma istatistiksel agidan dnemli bulunmamaistir (p>0.05).

48 saat sonunda 620 nm’ de L. innocua’nin dlgiilen absorbans degerleri
0.285+0.2’dir. Ayni sekilde 48 saat sonunda 620 nm’ de L. innocua iizerine
B. coagulans inokiilasyonu sonucu Olgililen absorbans degerleri ise 0.073+0.17
olarak tespit edilmistir. Absorbans degerinin >0.1 olmas1 biyofilm olusturdugunu
gostermistir. Diger yandan absorbans degerinin <0.1 olmasi ise L. innocua
biyofilmi olusumu {izerine probiyotik B. coagulans’m biyofilm olusumunu
engelleyici Ozelliginin bulundugunu gdstermistir. Absorbans degerleri arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmamigstir (p>0.05).

Uney (2016) ‘in yaptig1 benzer bir ¢alismada da, probiyotik biyofilmler
tizerine dogrudan %0.5-0.1 oraninda L. monocytogenes inokiilasyonu veya L.
monocytogenes ve probiyotik kiltiir (L. rhamnosus veya L. casei Shirota)
karisiminin inokiilasyonu L. monocytogenes’in biyofilm olusum orani iizerinde 0.4-
1.6 log kob/mL arasinda diislis meydana getirmistir. En diisiik inaktivasyonu ise L.
casei shirota biyofilminin iizerine %0.5 L. monocytogenes ilavesi (0.4 log
kob/mL), en yiiksek inaktivasyonu L. rhamnosus biyofilminin {izerine %0.1 L.

rhamnosus ve %0.1 L. monocytogenes ilavesi (1.6 log kob/mL) gdstermistir.
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Cizelge 4.2. L. innocua ‘nin Biyofilm Sentezi ve B. coagulans’in Antibiyofilm

Ozelligi
L. innocua
Hiicre sayis1 Absorbans Biyofilm
(log kob/mL)
L. innocua 11.68+0.07 0.285+0.2 +
L. innocua + B.
5.04+0.78 0.073+0.17 -

coagulans hiicresi
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5.SONUC VE ONERILER

Yapilan bu g¢alismada, L. innocua’nin 12 kuyucuklu mikrotiter plaklar
kullanilarak biyofilm iiretme Ozellikleri incelenmis ve biyofilm irettikleri tespit
edilmistir. Ayrica, probiyotik o6zellikteki B. coagulans’in L. innocua iizerine
antibiyofilm ve antilisterial etkisi arastirilmis ve denemede kullanilan probiyotik B.
coagulans’m L. innocua iizerine antibiyofilm etki gosterdigi saptanmig fakat
antilisterial etki saptanamamuistir.

Denemede kullanmis oldugumuz B. coagulans’in, L. innocua lizerine
inhibisyon etkisi, hem {ist faz hem de direk hiicre siispansiyonu kullanilarak, agar
kuyu difiizyon yontemi ile inkiibasyonun 48. saatlerinde incelenmis fakat zon
olusumu gozlemlenememistir. Bu durum L. innocua’nin biyofilm yapisinda
bulunduklari zaman antimikrobiyellere kars1 daha direngli olduklari
gostermektedir. L. innocua’nin biyofilm olusumu engellenebildigi zaman direng
mekanizmast ortadan kalkacak ve antimikrobiyel maddelere karsi tepki
verebilecektir.

Denemelerde kullanillan L. innocua susundan biyofilm elde edilerek
dogrulama testleri yapilmig ve bu testin sonucunda L. innocua susunun biyofilm
iirettigi dogrulanmistir. Ozellikle 24. saatten sonra biyofilm olusumu organizmanin
ireme dongiisii ve generasyon zamani g6z Oniine alindiginda beklenen bir
sonuctur. Ortama B. coagulans ilavesiyle elde edilen sonuglara gore L. innocua
biyofilmi negatif olarak degerlendirilmis olup B. coagulans’in antibiyofilm
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonug, gida
isletmelerinde ana ugras haline gelmis olan biyofilm problemine ¢are olabilecek ve
daha hijyenik kosullarda iiretim yapilmasini saglayabilecektir.

Calisma farkli probiyotik bakteriler ve farkli patojenler kullanilarak
genigletilmeli ve biyofilmlerin dogrudan veya dolayli olarak kullanilmasiyla gida

giivenligi agisindan dogal koruyucu olarak katki saglamasi beklenmektedir.
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