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OZET

Bu ¢alismada, Ankara’da tiiketime sunulan 80 ¢ig siit ve 80 peynir drneginde
Listeria tiirlerinin varhg: arastirilmistir. Bu amacla steril kosullar altinda alinan
ornekler kisa siirede laboratuvara getirilmis ve aymi giin isleme alinmstir.
Orneklerden Listeria tiirlerinin izolasyonu ISO 11290-1/A1-2004’de 6nerilen
yonteme gore yapilmistir. Arastirmada incelenen 80 c¢ig siit ve 80 peynir
orneginden 15 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin 11°i Listeria innocua, 3’ii

Listeria grayi ve 1’i Listeria welshimeri olarak tanimlanmstir.

Biyofilm caliyma yontemi olarak sikhkla kullanilan stardart mikroplate (96
kuyucuklu plastik mikroplate) metodu ile cahsilmistir. Bu yontemle yapilan
calismada Listeria spp. inokiile edilmis triptic soy broth (TSB), TSB+%1 NaCl
ve TSB+%1 glikoz besiyerleri 30°C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona

birakilmistir.

Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen 15 Listeria izolatimn TSB’de 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda 9’unun, 48 saat sonra 5’inin, 72 saat sonra ise
1’nin iyi olarak tutundugu tespit edilmistir. Aym izolatlar 30°C’de TSB+%]1
NaCl’de 24 saat sonra 5 izolatin, 48 saat sonra 4 izolatin ve 72 saat sonra ise 2

izolatin iyi tutundugu bulunmustur. TSB+%1 glikoz’lu ortamda ise 30°C’de 24



saat sonra 3 izolatin, 48 saat sonra 6 izolatin ve 72 saat sonra ise 1 izolatin iyi

tutundugu tespit edilmistir.

30°C’de TSB’de inkiibasyon sonrasi ¢ig siit orneklerinden izole edilen 5 no’lu L.
innocua’da 24 saat sonra tutunma 1,016 bulunurken; peynir 6rneklerinden izole

edilen 15 no’lu L. grayi’de ise 1,101 ile en yiiksek tutunma tespit edilmistir.

30°C’de TSB+%1 NaCl’de inkiibasyon sonrasi c¢ig siit orneklerinden izole
edilen 7 no’lu L. innocua’da 24 saat sonra tutunma 0,459 bulunurken; peynir
orneklerinden izole edilen 15 no’lu L. grayi’de ise 0,617 ile en yiiksek tutunma

tespit edilmistir.

30°C’de TSB+%1 glikoz’da inkiibasyon sonrasi c¢ig siit orneklerinden izole
edilen 7 no’lu L. innocua’da 24 saat sonra tutunma 0,253 bulunurken; peynir
orneklerinden izole edilen 11 no’lu L. grayi’de ise 0,420 ile en yiiksek tutunma

tespit edilmistir.

Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen 15 Listeria izolatinin 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda kuvvetli derecede biyofilm olusturdugu gozlenmistir. 48
saatlik inkiibasyon sonrasi tutunmada TSB+%1 glikoz en iyi besi ortam olarak
tespit edilmistir. Bunun nedeninin biyofilm olusumunda bakteri hiicreleri

tarafindan polisakkarit bazh ekzopolisakkarit matriks iiretiminin oldugu

diisiiniilmiistiir.

Bilim Kodu :203.1.010

Anahtar Kelimeler : Listeria tiirleri, Biyofilm olusumu, Cig siit, Peynir
Sayfa Adeti : 107

Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Nihal YUCEL
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ABSTRACT

In this study, existence of Listeria species was investigated in 80 raw milk and 80
cheese samples which were presented to consumption in Ankara. For this
purpose, samples were collected at sterile conditions, brought to the laborotary
immediately and analysed at same day. Listeria species were isolated from the
samples according to ISO 11290-1/A1-2004 method. 15 Listeria isolates obtained
from collected 80 raw milk and 80 cheese samples. 11 of these isolates were
identified as Listeria innocua, 3 of them were identified as Listeria grayi and 1 of

them was identified as Listeria welshimeri.

At biofilm study, widely used standard microplate (96-welled plastic microplate)
technique was used. In this study; tyriptic soya broth (TSB), TSB+1% NaCl,
TSB+1% glucose media were inoculated with Listeria spp. and incubated at

30°C for 24, 48 and 72 hours.

Out of 15 Listeria isolates 9 isolates from raw milk and cheese samples were
determined to show tight attachment after 24 hours 5 isolates after 48 hours, 1
isolate after 72 hours at 30°C. S isolates were determined to show tight
attachment after 24 hours, 4 isolates after 48 hours, 2 isolates after 72 hours at

30°C in TSB+1% NaCl medium. 3 isolates were determined to show tight
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attachment after 24 hours, 6 isolates after 48 hours and 1 isolate after 72 hours

at 30°C in TSB+1% glucose medium.

In TSB medium, isolate number 5 L. innocua’s attachment isolated from raw
milk samples were evaluated 1.016 while isolate number 15 L. grayi’s
attachment isolated from cheese samples were evaluated at maximum value of

1.101 at 30°C after 24 hours.

In TSB+1% NaCl medium, isolate number 7 L. innocua’s attachment isolated
from raw milk samples were evaluated 0.459 while isolate number 15 L. grayi’s
attachment isolated from cheese samples were evaluated at maximum value of

0.617 at 30°C after 24 hours.

In TSB+1% glucose medium, isolate number 7 L. innocua’s attachment isolated
from raw milk samples were evaluated 0.253 while isolate number 11 L. grayi’s
attachment isolated from cheese samples were evaluated at maximum value of

0.420 at 30°C after 24 hours.

After 48 hours of incubation, the 15 Listeria isolates which were isolated from
raw milk aand cheese showed a strong attachment to microtiter. After 48
hours of incubation the TSB+1% glucose medium was the best medium for
attachment. This is because of the exopolysaccharide which is produced by

bacteria during biofilm formation.

Science Code :203.1.010
Key Words : Listeria spp., Biofilm formation, Raw milk, Cheese
Page Number : 107

Adviser : Prof. Dr. Nihal YUCEL
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1. GIRIS

Biyofilmler bir yilizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka
icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanir. Bu jelsi
tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen ekzopolisakkarit ya da EPS adi verilen
polisakkarit bazli bir ag yapisidir. Bakterilerin kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit
matriks icerisinde bulunmalari sonucu fagosite edilmeleri giiglesir ve hiimoral
immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagmalar1 engellenmis olur [Leone ve ark.,

2006; Fujishige ve ark., 2006; Ciftei, 2005].

Biyofilmler inert veya canli yilizeylerde olusabilirler. Klinik, ¢evresel ve endiistriyel
alanlarda bulunan bakteriler siklikla biyofilm olusumuna yol agarlar. Bu yiizeyler
arasinda canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya i¢gme suyu sistemlerinin
borular1 veya dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm matrikslerinin igerisinde
hiicresel olmayan mineral kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya camur pargalari

ya da kan bilesenleri bulunabilir [Donlan, 2002].

Biyofilmler hem endiistriyel, hem de saglik {izerine olan bu etkileri nedeniyle gida
sanayinde olduk¢ca Onemlidir. Mikrobiyal biyofilmlerin; aletlerin {izerinde
olusturduklar1 hasarlar, iiriin kontaminasyonlari, enerji kayiplar1 ve neden olduklari
enfeksiyon hastaliklar1 6nemli maddi kayiplarin olusmasina neden olmaktadir.
Infeksiyon hastaliklar ile biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda kuvvetli bir
iliski vardir. Bu mikroorganizmalar 6zellikle kalp i¢ zar iltihabi, periodontit, kistik
fibrioz gibi hastaliklara neden olur [Fujishige ve ark., 2006; Donlan ve Costerton,
2002].

Biyofilm tabakasi, endiistriyel ve evsel su sistemlerinde, su ileten borularda, su
aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde Onemli derecede ekonomik
kayiplara yol agmaktadir. Siit ve diger gida sanayilerinde biyofilm, 1sinin yiizeyden
akisin1 geciktirmesi, yiizeydeki sivinin siirtiinme direncinin artmasi ve ylizeydeki

kimyasal siirtlinme oraninin artmasi gibi ciddi sorunlar yaratmaktadir [Halam ve ark.,

2001; Kumar ve Anand, 1998].



Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin ¢ok iyi organize edilmis bir gelisim prosesi
sonucu olusturduklar1 kompleks organizma topluluklar1 olarak goriilebilir.
Biyofilmlerin olusumunda ¢ogu mikroorganizma i¢in genel mekanizma ayni olsa da,
tirlere  spesifik davramiglar her bir mikroorganizmanin  kendine  Gzel
degerlendirilmesi gerektigini de vurgulamaktadir. Saf kiiltiirlerin yan1 sira, biyofilm
olusumu farkl bir¢ok tiiriin kombinasyonlarindan da kaynaklanabilecegi i¢in bunlar

arasindaki iliskilerin iyi anlasilmasi da sarttir [Giin ve Ekinci, 2009].

Bu calismada, Listeria’larin etkili yiizey kolonizerleri olmalarinin yani sira, su aritma
ve gida igletim sistemlerinde biyofilm olusumunda énemli olmalar1 nedeniyle ¢ig siit
ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria’larin cins ve tlir ayrimi yapildiktan
sonra biyofilm olusumu incelenmis ve sonuglarin ileriki yillarda yapilan ¢alismalara

151k tutmas1 amacglanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Listeria

2.1.1. Listeria’ larin siiflandirilmasi

Listeria’lar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de diizgiin spor
olusturmayan, Gram pozitif comakgiklar olarak tarif edilmektedir. Bu grup iginde 7
cins (Lactobacillus, Listeria, Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia,

Caryophanon) yer almaktadir [Ludwig ve ark., 2009].

Taksonomik olarak onceleri Coryneform grup bakteriler iginde yer almis olmakla
beraber, 1986 yilindan bu yana Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Brochothrix cinsleri ile beraber Clostridium alt dalinda (subbranch) yer alir. Bu
filogenetik yer DNA’ daki diisiik (%36-42) G+C orani, lipoteikoik asit varligi ve
mikolik asit yoklugu ile iligkilidir. DNA-DNA hibridizasyonu multilokus enzim
analizleri ve 16S rRNA dizilisine gore Listeria cinsi 2 grupta 6 tiire ayrilir. Bu tiirler;
birinci grupta Listeria monocytogenes ve yakin iligkili tiirler olan Listeria innocua,
Listeria ivanovii (alt tiir ivanovii ve alt tir londoniensis), Listeria welshimeri,
Listeria seeligeri ile ikinci grupta Listeria grayi tirleridir. Son taksonomik
calismalara gore Listeria murrayi adh tir Listeria grayi’ye dahil edilmistir. Gida
mikrobiyolojisinde Listeria ivanovii 'nin alt tiirleri cogu defa 6nemsenmez ve sadece

Listeria ivanovii olarak degerlendirilir [Dogan, 2000].

2.1.2. Listeria’ larin genel ozellikleri

Listeria, fakiiltatif anaerob ve mikroaerofil, basit boyamada ¢ubuk ve kokobasil,
bazen Cin alfabesi harfleri gibi goriilen Gram pozitif, spor olusturmayan psikrotrof
bir bakteridir. 6 adede kadar peritrik flagellasi bulunmakla beraber, bakterinin
hareketliligi gelisme sicakligina baghdir. 30°C’nin iizerindeki sicakliklarda
hareketsizdir. Kolay gelisen bakteriler icinde yer alirlar. Basit besiyerlerinde ve 3-

45°C gibi genis bir inkiibasyon sicaklik sinirinda aerobik veya mikroaerofilik
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kosullarda gelisebilirler. Katalaz pozitif olmalarina karsin oksidaz negatiftir

[mikrobiyoloji, 2011].

Listeria tirleri dogada c¢ok yaygindir. Ciirliyen sebzeler, toprak, su, lagim, silaj,
hayvan yemi, taze dondurulmus kanatli etleri, taze ve islenmis et {iriinleri, ¢ig siit,
ozellikle yumusak peynirler, mezbaha artiklar1 gibi Orneklerde Listeria’ya
rastlanabilir. Bununla beraber Listeria’lar toprak, ¢liriiyen sebzeler ve boceklerden de
izole edilmistir. Dolayisiyla bitkisel ve hayvansal gidalarda Listeria bulunmasi bir

anlamda kag¢iilmazdir [Orlab, 2012].

Listeria tiirleri i¢inde sadece L. monocytogenes insanlar i¢in patojen ise de nadiren L.
seeligeri ve L. ivanovii de insanlarda patojenite gostermektedir. Listeriosis etmeni
olan L. monocytogenes son yiizyilin en énemli gida kaynakli patojenleri arasindadir.
B-listeriolysin adi1 verilen bir hemolisin iiretimine bagli olarak patojenite gosterir. Bu
hemolisinin iiretimi ile lipaz iiretimi arasinda bir iligki oldugu ve sadece virulant
suslarin lipolitik oldugu gosterilmistir. Olusturdugu hastaligin genel klinik goriintiisti
menenjit ve/veya septisemiye benzemektedir. Saglikli kisilerde nadiren goriiliir iken,
dogmamis ve yeni dogmus bebeklerde, gebelerde, 6zellikle bagisiklik hastalarinda ve
yaslilarda 6liime kadar giden hastaliklara neden olmaktadir. Hastaligin inkiibasyon
siiresi birka¢ giinden 2-3 aya kadar degisebilir. ilk kez Birinci Diinya Savasi
sirasinda menenjit sikayeti olan bir askerde belirlenmistir. 1950°1i yillarda yilda
birka¢ vaka goriiliirken giliniimiizde bu say1r yilda yiizlerce vakaya ulagmustir.
Listeriosis, halk saghgini yakindan ilgilendirir. Hastalik, diger gida kaynakh
patojenlerin neden oldugu hastaliklardan farkli olarak ishal seklinde degil menenjit,
ensefalitis, septisemi ile 6lii veya erken dogum gibi atipik sekillerde goriiliir. Saglikli
eriskinlerde oldukca nadir ve genel niifusa oranlandiginda olduk¢a az vaka ile
goriilmekle beraber, merkezi sinir sistemine ulastiginda %20-50’ye varan 6liim orani
nedeni ile oldukg¢a ciddi bir hastaliktir. Gebelerde hastalik grip benzeri bakteriyel
hastalik seklinde goriiliir. Tedavi edilmez ise fetusa ulasir ve Olii veya erken
dogumlara neden olur. Yaslilar ve 6zellikle bagisiklik hastalar1 listeriosisden daha
fazla etkilenirler. Ergin hastalarin %30 kadarimin bagisiklik hastast oldugu
belirlenmistir. 1985 yilinda ABD ve Isvicre 'de L. monocytogenes bulasmis yumusak



peynir trlnlerinin tiiketilmesine bagli o6liimlerin goriilmesi bu bakteriye Onem

verilmesini saglamistir [Orlab, 2012].

L. monocytogenes %30 NaCl ve gidalarda bulunmasina izin verilen diizeylerde nitrit
konsantrasyonunda canligin siirdiirebilir, pH 4,5’e kadar olan ortamlarda gelisebilir.
-18°C’de dondurma ile ardisik donma ve ¢ozilindiirme uygulamasinda az hasar gortir.
Psikrotrof 6zelligi nedeni ile buzdolab1 sicakliginda geligebilir. Buna karsin, diisiik
dozdaki radyasyon uygulamalarma duyarlidir. Gida korumadaki yeni egilim olan
biyoprezervatiflere duyarlidir. Bunlardan nisin, Pediococcus pentosaseus ve P.
acidilactici tarafindan tretilen pediosin, Lactobacillus bavaricus ve Carnobacterium
piscicola tarafindan {retilen bakteriyosinlerin L. monocytogenes 'in gelisimini

engelledigi gosterilmistir [Ekici ve ark., 2004].

Bu bakterinin spor olusturmamasina ragmen cesitli cevresel olumsuz kosullara uzun
siire dayanabilme ve psikrotrof 6zellikleri nedeni ile gidalar sadece hammadde ile
degil iiretim zincirinin ¢esitli asamalarinda da L. monocytogenes ile kontamine

olurlar [Orlab, 2012].

L. monocytogenes agisindan en riskli gidalar tiiketime hazir ve sogukta uzun siire
depolanmuis, dolayisi ile L. monocytogenes 'in gelisebildigi gidalar ile 100 kob/g 'dan
fazla sayida L. monocytogenes igeren gidalardir [Gida dernegi, 2012].

1926°’da Listeria monocytogenes’in dogada mevcudiyeti belirlendikten sonra
organizmanin biiytik ol¢iitli yayildig1 gosterilmis ve L. monocytogenes balik, sebze
plantasyonlari, nehir sulari, pis su kaynaklari, vahsi hayvanlar, bocekler ve gidalarin
bliyiik cogunlugu ile gida iiretim bolgelerinden izole edilmistir. Ayrica organizmanin
saglikli bireylerden de %77’yi asan oranlarda izole edildigi kaydedilmektedir
[Kampelmacher ve ark., 1972].

Organizmanin siit endiistrisindeki Onemi, siit ve mamiilleri bazli gida
zehirlenmelerine neden olarak sik sik karsilagilmast ve giinliimiizde siit ve

mamiillerinin L. monocytogenes igermemesinin saglanmasinin bir kalite kriteri kabul



edilmesine gerek duyulmasindan kaynaklanmaktadir. L. monocytogenes 'in izolasyon
ve identifikasyon yontemleri, 6nemi, karsilasilan vakalar ile iliskili ¢ok sayida

calisma bulunmaktadir [Kinik ve ark., 1998].

2.1.3. Listeria monocytogenes 'in tarihgesi

Mikroorganizmaya ilk olarak 1891 yilinda Alman hastalardan alinan orneklerde
rastlanmistir. Daha sonra 1911°de Isvec’te tavsan cigerinden izole edilmis ve
hastaliga 1925 yilinda Almanya’da koyunlarda rastlanmistir. Hastalik 1917°de Pirie
tarafindan Giiney Afrika bozkirlarindaki kemiricilerde Tiger River adi ile
tanimlanmigtir. 1926 yilinda Murray ve ¢alisma arkadaslar1 Cambridge’deki
laboratuvar tavsanlarinda septik bir hastalik tarif etmisler ve hastalik monositozla
karakterize oldugu i¢in etken bakteriye Bacterium monocytogenes adim vermislerdir.
Daha sonra bir cerrah olan Lord Lister'in anisina Listerella hepatolytica ve Listerella
hominis gibi isimler verilen organizmaya 1940 yilinda Pirie tarafindan Listeria
monocytogenes adi verilmistir. Mikroorganizmada monositoz iiretici bir antijen
tanimlanmasima ragmen, insanlarda meydana gelen enfeksiyonlarda monositoz
belirleyici bir unsur degildir. Monositoz, viicuttaki kanda, normalde alyuvarlarin %
2-6’s1m1 olusturan bir hiicre tiirli olan monositlerin sayica artmasidir. Bu artis pek ¢ok
hastalikta goriillen 6nemli bir laboratuvar bulgusudur [Farber ve Peterkin, 1991;

Beumer ve Hazeleger, 2003; Beverly, 2004].

Insanlarda listeriozis vakasi ilk kez 1929’da bildirilmis ancak Amerika ve
Avrupa’daki  salginlara kadar bu hastaligin gida kaynakli olabilecegi
kanitlanmamigti. 1980’11 yillarda 6zellikle Kuzey Amerika ve Avrupa iilkeleri basta
olmak tizere pek cok tlilkede bu hastaligin neden oldugu salginlar goriilmiis ve gidalar
aracilig1 ile taginan bu mikroorganizma dikkat cekmeye baslamustir. Ozellikle 1985°e
kadar listeriozisin, ¢ogunlukla inek, koyun gibi hayvanlarla iliskili oldugu
diisiiniilmiis ve sadece bir meslek hastaligi (veteriner cerrah) olarak goriilmiistiir. Bu
nedenle gidalarda ve klinik olmayan materyallerden L. monocytogenes’ in izolasyonu
icin yontem gelistirme caligmalar1 biiylikk hiz kazanmistir. Biiyilik listeriozis

salginlarinda enfeksiyon kaynagi olarak yumusak peynir (Meksika tipi), ¢ig lahana,



ciger ezmesi ve joleli domuz dili bulunmustur [Beumer ve ark., 1997; White ve ark.,

2002; McLauchlin ve ark., 2004; Reissbrodt, 2004].

2.1.4. Listeria tiirlerinin koloni yapis1 ve morfolojisi

Listeria tiirii bakteriler kii¢iik (0,5 pum ¢ap,1- 2 um uzunluk ), diizgiin, yuvarlak
kenarli, comak seklindedirler. Tek halde bulunduklar1 gibi kisa zincir veya V ve Y
formunda da bulunabilirler. Gram pozitif bakteriler olup, eskimis kiiltlirlerde Gram
boya alma Ozelliklerini kaybederler (Resim 2.1.). Aerob bakteriler olup, spor
olusturmazlar. Optimal tireme sicakliklar1 30-37°C’dir, 20-25°C’de iiredikleri zaman
peritrik flagellalar olusturup hareket edebilirler, fakat 37°C’de iiredikleri zaman ¢ok
az hareketli veya hareketsizdirler. Triptoz agarli besiyerlerinde iiretilen kolonileri
tipik mavi-yesil renk ve parlama gosterirler [Seeliger ve ark., 1968]. Yar1 kati
besiyerlerindeki stabil kiiltiirler, mikroaerofilik 6zelliklerinden dolay: tipik semsiye

veya ters cam agaci goriintiisii verirler [Kathariou ve ark., 1995].

Nutrient agarda 24-48 saatte 0,5-1,5 mm ¢apinda diizglin kenarli koloniler
olustururlar. Koloniler, 5-10 giinliik inkubasyon siiresinin sonunda 3-5 mm c¢apina
ulagabilirler [Rocourt, 1988]. Generasyon siiresi 4 °C’de 1,2-1,7 giin, 13°C’de 7,2
saat, 35 °C’de 0,96 saattir [Doyle, 1988].

Kanli agarda 48 saat sonra kiiciik gri damla benzeri koloniler beta hemoliz zonlari ile
cevrili olarak goriiliirler. Triptik soy agarda (TSA) tireyen koloniler 45°’lik ac1 ile
aydinlatildiginda mavi ile gri arasi renkte goriiliirler. TSA’da 30°C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonunda eskiilin hidrolizinden dolay1 etraflar1 siyah hale ile ¢evrilmis
grimtrak mavi koloniler goriiliir. Inkiibasyon siiresinin uzamasi ile kolonilerin
merkezlerinde ¢ukurluk olusur. L. monocytogenes’in optimum gelisme pH’s1 nétral
ya da hafif alkalidir. Seeliger ve Jones (1986) gelisme pH araligin1 pH 6-9 olarak
belirtmektedirler. Ancak Kampelmacher ve arkadaglar1 (1968) L. monocytogenes’in
lahana sularinda 5.0 pH, George ve arkadaslar1 (1988) ise organizmanin optimum pH
kosullarinin altinda 4.4 pH’ya kadar diisiik pH’larda gelisebildigini belirtmektedir
[Yildiz, 2005].



Resim 2.1. L. monocytogenes ’in elektron mikroskop ve 151k mikroskop goriintiisii
[Newspaper, 2012; Bacterio, 2012]

2.1.5. Listeria monocytogenes’in biyokimyasal ozellikleri

L. monocytogenes’in biyokimyasal karakteristikleri ayrintili bigimde Gray ve
Killinger ile Seeliger ve Jones tarafindan incelenmistir [Gray ve Killinger, 1966;
[Seeliger ve Jones, 1986]. Gram (+) diizgiin, sinirlar1 belli kisa ¢ubuk bakterisidir.
Bazi hiicreleri tek basina paralel ya da V sekilli olabilen vibriodiktir. Bazen de
enfekte materyalden izole edilen organizmalar diploid formda ya da seklinde
olabilmektedir. Hiicreler 0,4-0,5 um c¢apinda ve 0,5-2 pum uzunlugundadir, eski
kiiltiirlerinde ise filament olusturan hiicrelerin 6-20 um uzunlugunda olabildikleri
gozlenmistir. 25-30°C *de gelistigi zaman organizma yalanci flagellali yuvarlak, diiz
ve belirgin graniiler yapili konveks seklindedir. Normal 1sikta kolonileri yumusak
mavi-yesil goriilmekte ancak 45°C ’de alt ylizeyden incelendiginde (Henry Teknigi)
karakteristik opak mavi, kaz yumurtas: renginde goriilmektedirler [Kinik ve ark.,

1998].

L.monocytogenes glukoz, alfa metil D mannoz ve ramnozdan asit iiretmektedir.
Ancak ksiloz ve mannitolden asit iiretemez. L.monocytogenes, nitrat1 indirgemez,

koyun kirmizi kan hiicreleri ile beta hemoliz gosterir, Staphylococcus aureus ile



pozitif CAMP reaksiyonu, Rhodocoocus ile equi ile negatif CAMP reaksiyonu
vermektedir [Kinik ve ark., 1998].

Listeria tirleri glukoz, sorbitol, trehaloz, selobioz, amigdalin, fruktoz, mannoz,
maltoz ve salisini gaz olusturmadan fermente ederler. Katalaz, Metil Red, Voges-
Proskauer reaksiyonlari ile eskulin ve hippurat hidrolizasyon testleri pozitif, oksidaz,
iire, jelatin, kazein ve siit hidrolizasyon testleri negatiftir. Jelatini hidrolize etmezler.
Ancak bu biyokimyasal 6zellikler, tam bir standardizasyon gostermemekte ve suslar

arasinda degisiklikler goriilmektedir [Rocourt, 1988; Seeliger ve Jones, 1986].

Arginin, histidin, metiyonin, ve triptofan gibi aminoasitler Listeria tiirlerinin
tiremesini stimiile ederler. Listeria’lar iremek i¢in basta glukoz olmak iizere bazi
karbonhidratlara ihtiyag duyarlar. L. monocytogenes iireme sirasinda karbon kaynagi
olarak glukoz, ksiloz, arabinoz, ribozu kullanmamasina karsin L. innocua, L. ivanovii
ve L. Seeligeri ksilozu fermente ederek asit olugturmakta ve karbon kaynagi olarak
kullanmaktadirlar. Besiyerlerinde uygun konsantrasyonlarda bulunan demirin,
Listeria’lar lizerinde iiremeyi stimiile edici etkisi bulunmaktadir [Seeliger ve Jones,

1986].

Listeria’lar flagellaya sahip olduklarindan hem flagellar (H) antijeni ve hem de

somatik (O) antijenine gore gruplara ayrilmiglardir [Seeliger, 1988].

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ de antijenik semada 16 serovar
tanimlanmistir [Ludwig, 2009]. Seeliger, Jones ve Rocourt’a gore L. grayi ve L.
murrayi’nin serolojik acidan Listeria cinsinden farkli olarak kendi aralarinda

birbirleri ile iliskili oldugu bildirilmektedir [Seeliger, 1988].

Yapilan arastirmalarda Listeria’larda plazmid varligi da saptanmistir. Kolstad ve
arkadaglar1 (1990) tavuk eti, peynir, sosis ve insanlardan yaptiklari ¢alismada 139
Listeria spp. izole etmisler; 107 susta ekstrakromozomal DNA ve 51 adet plazmid

izole etmislerdir [Kolstad ve ark., 1990].
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Listeria spp. icin litik ozellik gosteren fajlar goz Oniinde bulundurularak faj
tiplendirme sistemi gelistirilmistir. Listeria spp. “listeriozin veya monosin” adli
maddeler salgilayabilirler. Monosin kolisin benzeri olup antibiyotik etkilidir ve
tripsine dayaniklidir. Listeria’lar Gram (+) mikroorganizmalarda bulunan Ranz
Antijenine de sahiptirler ve bir ¢cok mikroorganizma ile antijenik iligkileri nedeni ile

carpraz reaksiyonlar sekillenmektedir [Mc Laughlin ve ark., 1986].
2.1.6. Listeria monocytogenes’in gelismesi ve canlihi@ini siirdiirmesi

Listeria monocytogenes’in oldukg¢a yiiksek sicakliklara direngli oldugu, ayrica
buzdolab1 sicakliklarinda da ¢ogalabildigi ve nemli ortamlarda birka¢ ay, tuzlu ve
kuru ortamlarda ise iki yila yakin yasayabildigi bilinmektedir. Listeria bircok
proseste 1s1l islemlerle imha edilmekte, ancak karsilasilan 1stya karsi direngliligi
Listeria’nin tiirine ve gidanin yapisina gore degisiklik gosterebildigi ¢alismalarla

kanitlanmustir [Sergelidis ve Abrahim, 2009; Huang, 2009].

L. monocytogenes’in siit i¢in uygulanan pastorizasyon islemine dayanma yetenegiyle
ilgili ¢eligkili bilgiler mevcuttur. Donnelly ve arkadaslarinin (1988) siitlerle ilgili
yaptiklar1 bir calismada 61,7 °C’de 35 dakikalik pastérizasyon sonunda
organizmanin 5x10° kob/mL diizeyinde canl kalabildigi gérillmiistiir. Bu nedenle
peynir yapilacak ¢ig silite uygulanacak pastorizasyon igsleminde sicakligin 72°C’nin
altina diisiiriilmemesi 6nerilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 71,7°C’de 15
saniye siire ile yapilan pastorizasyonun, ¢ig siitlerdeki L. monocytogenes diizeyinin
insan saghigi acisindan risk olusturmayacak bir diizeye indirdigini bildirmesine
ragmen ¢ok nadir olarak bu bakterinin canli kalabildigi belirlenmistir. Bu sorun
1983’lerde ABD’de pastdrize siit tiiketimine bagli olarak meydana gelen biiyiik bir
listeriozis salgininda ortaya ¢ikarilmistir. Buna ragmen bu salginda yer alan L.
monocytogenes susunun dogrudan pastorizasyon uygulamasinda canliligim
siirdiiremedigi net bir bigimde gosterilmistir [Lovett ve ark., 1990]. Ingiltere’de
incelenen 1000’den fazla pastorize siit orneklerinin %1’inde L. monocytogenes
varliginin pastorizasyon sonrast kontaminasyon veya yetersiz islemi gosterdigi

vurgulanmaktadir [Greenwood ve ark., 1991]. Meksika tipi yumusak peynirler,



11

ABD’de 18 yetiskin ve 29 dogmamis bebegin Sliimiine de neden olarak bildirilen
103 vakanin nedeni olan goriilmiistiir. Kesin neden hakkinda baz1 siipheler olmakla
birlikte pastorizasyon sonrasi kontaminasyona bagli oldugu diisiiniilmektedir

[Dirksen ve Flagg, 1988].

Japonya’da yapilan bir ¢aligmada peynir iiretim alanlarindan toplanan 19 peynir
Orneginin 15’inde ve 64 peynir 6rneginin 11’inde L. monocytogenes varlig1 tespit
edilmistir. Bu olay, listeriozisin siit lirtinlerinde kaginilmaz ortak bir sorun oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, pastorize edilmis veya edilmemis siitten yapilan
ozellikle de yumusak peynirler listeriozis vakalarina neden olan siit iriinlerine dahil

edilmektedir [Makino ve ark., 2005].

Vacherin Mont-d’Or olarak tanman Isve¢ peynirinden kaynaklanan listeriozis
salgimyla ilgili de 31 oliim bildirilmektedir [Bannister, 1987; Antognoli ve ark.,
2009; Harakeh ve ark., 2009].

Listeria tiirlerinin pH’nin 4.1°e distiigli durumlarda da gelisebilmesi ve canliligini
stirdlirebilmesi virulansi agisindan 6nemli rol oynamaktadir. Ciinkii bu bakterinin

insan midesinden gegerken olumsuz kosullara dayanabildigi saptanmistir [Cotter ve

ark., 2000; McLauchlin ve ark., 2004].

Ekstrem sicakliklar, pH degerleri, ozmotik basing, besin azalmasi, toksik veya
inhibitorlerin  varligi, antibiyotikler, bakteriyostatik veya bakterisidaller, L.
monocytogenes' in gelisim oranini azaltan etkiler olarak ifade edilebilir [Archer,
1996; Hof ve ark., 1997; Walsh ve ark., 2001; Prazak ve ark., 2002; Chen ve ark.,
2009].

L. monocytogenes 'in vakum altinda ve modifiye atmosferdeki gelisimi incelenmis;
vakumlu ortamin ve modifiye atmosferdeki %40 oraninda bulunan CO, ‘in gelismeyi
etkilemedigi, hatta %70 oranindaki CO;' in de, ortamda %35 oksijen bulunmasi

halinde gelismeyi inhibe etmedigi gdsterilmistir [Tunail, 2000].
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Hindi eti {iriinlerinde sodyum diasetat; pismis sigir etinde, karaciger ve Bologna tipi
sosislerde sodyum laktat; dilimlenmis si1gir eti dokularinda trisodyum fosfat; kerevit
(tatl su istakozu) kuyrugu eti homojenatinda monolaurin ve laktik asit gibi bilesikler,
L.monocytogenes’e karst antilisterial etkili bulunmustur [Schlyter ve ark., 1993;
Dickson, 1994; Miller ve Acuff, 1994; Qvist ve ark., 1994; Shelef ve Potluri, 1995;
Patel ve ark., 2009].

Tavuk etinden yapilmis burger Ornekleriyle yapilan bir ¢alismada, bu orneklere
sodyum laktat ilavesinin antilisterial etkisi oldugu ve %2,5 sodyum laktat

eklenmesinin L.monocytogenes gelisimini tamamen engelledigi goézlemlenmistir

[Cubina ve Mascort, 1999].

Nisin ve pediosin gibi bakteriyosinlerin, L. monocytogenes’in gelisimini engelledigi
bildirilmektedir [Patel ve ark., 2009]. Yapilan bir calismada baslangic L.
monocytogenes sayist 4,4 log kob/ mL olan siitte 125 IU nisin kullaniminin 6 saat
gibi kisa bir siirede patojen sayisinda 4 log birimlik bir diisiise neden oldugu ve bu
siire sonunda 0,4 log kob/mL L. monocytogenes bulundugu tespit edilmistir [Bhatti

ve ark., 2004].

2.1.7. Listeria monocytogenes’in patojenitesi

Listeria monocytogenes enfeksiyonlarinin olusumunda su faktorlerin dnemli oldugu
bilinmektedir:
» L. monocytogenes sicak kanl konakgilar disinda, ¢evrede hatta buzdolabi
1s1sinda yagama ve gelisme kabiliyetine sahiptir.
» L. monocytogenes’in insan ve hayvanlara bulagmasi primer olarak gidalardan
kaynaklanir.
» (Gidalardan kaynaklanan Listeriozis, ilgili gidanin alinmasi ile olur. Cevreden
enfeksiyonun alinmasi yaygin bir yol degildir.

» Patojenik tiirler ayr salginlara neden olurlar [ Y1ldiz, 2005].
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Gray ve Killinger, L. monocytogenes ile ilgili hastalik belirtilerini agsagidaki sekilde

siralamaktadirlar:

e Meningo ensaphilitis (merkezi sinir sistemi ve beyin enfekte oldugunda) bu
daha ¢ok yeni dogmus bebeklerde ve 40 yasin lizerindeki yetiskinlerde
yaygindir.

e Prematiire bebeklerde septisemi

e FErken dogumlarda grip benzeri septisemi

e Mononukleosis enfeksiyonlari

e Yetiskinlerde septisemi: Bunun yaninda orta kulak
iltihab1,farenjit,sinuzit,bademcik iltihab1 goriiliir.

e Akciger iltihab1

e Endokarditis

e Bolgesel iltihaplar(i¢ ve dis dokularda)

e Deri dokusunda normal ya da abseli sivilceler

e Konjonktivit

e Yalanci hamilelik ve yavru atma

e Hafiza kayiplari

e Yetiskinlerde sinir krizi (Kinik ve ark., 1998).

Listeria monocytogenes ile enfekte olan hastalarda goriilebilen enfeksiyonlar

asagidadir:

Soguk alginligi benzeri hastalik: Bu tablo listeriosis esnasinda goriiliir. Hafif ve iyi

huylu bir hastaliktir,kisa siirer ve kendiliginden iyilesilir.

Asemptomatik tasiyicilik: En ¢ok goriilen tablodur. En fazla bir ay kadar siirer.

Bakterinin ¢evreye salinimi digki ile olmaktadir.

Septikoanjinoz listerioz: Infeksiyoz mononiikleosise benzer. Bazen konjuktivitle

birliktedir. Boyun ve ¢enealt1 lenf bezleri siser.
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Menenjit ve menengoensefalit: Bu hastaliklar aynen sepsis gibi yenidoganlarda
yasamin 3-5. giliniinden sonra ve bagisiklik sistemi olan 40 yasin istii eriskinlerde
goriiliir. Ancak bagisiklik sistemi tamamen normal olan geng¢ ve yetiskinlerde de

goriilebilmektedir. BOS’tan L. monocytogenes izole edilebilir.

L. monocytogenes’in yaptigl menenjit Streptecoccus pneumoniae, Haemophilus

influenzae ve Neisseria meningiditis 'in yaptig1 menenjitten oldukca farklidir.

L. monocytogenes’in yaptig1 menenjitte hem serebritis hem de beyin absesi birlikte
bulunmaktadir. Bu tip menenjit koyunlarda goriilen Circling Disease’e ¢ok benzer ve
insanlarda rhomboensefalit olarak adlandirilmaktadir. Rhombosefalit ates, kusma,
mide bulantis1 ve bas agris1 ile 3-5 giinde kendini belli eder. Hastalarin %30
kadarinda baslangi¢ septomu olarak koma goriiliir. Daha sonra biling kaybi, his kaybi1

goriilebilir. %50’ye yakin hastada solunum yetmezligi goriliir.

Septisemik Listeriosis: Siklikla yenidoganda ve gebelerde goriiliir. 40°C’ye ¢ikan
ylksek ates bronkopndémoni ve menenjit tablosu eklenebilir.Yeni doganlarda hastalik
dogumdan 3-5 giin, 1 ay sonra agia cikar. Erigkinlerde ise genellikle 40 yasin

istiindeki immiinsupres hastalarda goriiliir.

Granulomatosis infantiseptica : Fetus, yenidogan ve siit cocuklarinda goriilen 6nemli
klinik formlardan biridir. Intrauterin-plasenter gegisle abortus veya 6lii dogumlara
neden olur. Mekonyum, safra, organlar, anne idrarinda L. monocytogenes
saptanabilir. Viicut 1sisinda diistikliikk, nefes darligi, morarma, kusma ve gozde

dokuntiiler rastlanir.

Diigiik: Hamilelikte hiicresel immiinite oldukca yetersizdir, bu da hamile kadinlari
Listerial hastaliklar icin risk altina sokar. Hastalik hamileligin herhangi bir
sathasinda goriilebilir. Hamilelikte Listeriosis merkezi sinir sisteminde c¢ok fazla
gozlenmez. Hastalik genelde bakteriyemi ile baglar, 39°C’1n iistlinde ates, basagrisi,
adele/kas agrisi, eklem agrisi, halsizlik gozlenir. Bacteriyemi kanla yayilir ve

plesanta yolu ile bebege gecer. L. monocytogenes ile enfekte olmus hamilelerin
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%90’ninda bakteri fetusuda etkiler. Vakalarin %22’sinde 6lii dogum gozlenir.
Hamile kadinlarda Listeriosis sirasinda tedavi olarak antibiyotik verilmesi 6lim
oranin1  disiirmektedir.Dlisiik  yapan kadinlarin  serviks,vajinal akinti  ve

plesantasindan L.monocytogenes izole edilebilir.

Deride papiiler veya piistiiler lezyon yapan listeriosis: Genellikle meslek hastaligi
seklinde ortaya c¢ikar. Bu klinik form o6zellikle veterinerler, mezbaha isgileri ve

benzer ¢alisanlarda goriiliir. Lenf bezleri siser, ates, bas agrisi olur.

Fokal Listeriosis: L. monocytogenes kontakt yoldan alinirsa goz ve deride lokal
infeksiyonlar olur. Bu tip hastaliklara genellikle veterinerlerde daha ¢ok rastlanir.

Ayrica peritonit, hepatit, plorotit, dalak abseleri, perikardit, ostiyomyelit gibi
rahatsizliklara da neden olmaktadir. Bu rahatsizliklar Listerial endokardit ile septik
emboli sonucu olusan, genellikle immiinsupres hastalarda daha sik goriilen

rahatsizliklardir [Serter ve ark., 2000].

Yapilan calismalar kanserli hastalarin da L. momnocytogenes ile enfekte olma

oranlariin olduk¢a fazla oldugunu gostermektedir [Coskun, 2006].

Hayvanlarda ise hastalik asagidaki yollarla etkili olmaktadir:

v Hamile hayvanlarda uterusun enfeksiyonunu izleyen yavru atma, 6lii dogum
ya da dogumdan sonra ilk dort haftadan kaydedilen 6liimler. Bu ¢ogunlukla sigir ve
koyunlar etkilemektedir.

v Viseral ya da septisemi enfeksiyonlarindan sigirlar etkilenebilmesine karsin
bu ¢ogunlukla yeni dogmus kuzularda da goriilmektedir.

v Ruminantlarda (gevis getirenlerde) ensephalitis: Bu hastaligin en yaygin
sekilde goriilen belirtisidir ve koyun , sigir, kegileri etkilemektedir. Organizma
hayvanlarin beynini etkilemekte, fel¢ ve yiiriime bozukluklarina yol agmaktadir.

4 Sig1r mastitisi: L. monocytogenes’in bu etkisi ¢evresel kosullarda bulundugu

tahmin edilen diizeye gore daha az yaygindir. Ancak bir kez kronik L.monocytogenes
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mastitisi tespit edilmistir ve organizma siit ine§inin yasaminin devaminda ya da tam

anlamiyla tedavi edilinceye dek siite salgilanabilmektedir [Kinik ve ark., 1998].

Onemli patojenlerden biri olan L. monocytogenes toprakta, suda, kotii kaliteli
silajlarda yaygin olmasindan dolay1 buradan hayvanlara ve hayvanlarin digkilar ile
tekrar cevreye bulagsmakta ve sonucta iyi bir sanitasyonun uygulanmadigi durumlarda
gida maddelerinin {iretimi, tasinmasit ve tiiketimi sirasinda iriinler kontamine

olmaktadir [Oksiiztepe ve ark., 2011].

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar Listeria monocytogenes’in dnemli halk sagligi
sorunlarina neden oldugunu ve bu sorunlarda L. monocytogenes ile kontamine olan

gidalari biiyiik rol oynadigini ortaya koymaktadir [Onder, 2003].

Son yillarda Listeriozis vakalarinda 6nemli bir artis s6z konusudur. Danimarka’da
her yi1l bir milyon insanda 2-3 Listeriozis olgusu rapor edilmektedir. Danimarka‘da
1981-1986 yillar1 arasinda 85 Listeriozis olay1 bildirilmis ve bunlarin 33’{iniin L.
monocytogenes’e bagli meningitis’e neden oldugu belirtilmistir [Bahk ve Marth,
1990]. Yine Amerika‘da her yil 2000 vaka ve 450 6liim olayinin Listeriozisten ileri
geldigi bildirilmekte ve bu da bir milyon insan i¢in Listeriozis‘e yakalanma oraninin

%0,8 oldugunu gostermektedir [Schuchat ve ark., 1992].

Benzer olaylara diger Avrupa iilkelerinde de rastlanmustir. Ornegin Fransa‘da 1984
yilinda 125, 1985°de 215 Listeriozis olay1 saptanmis ve bunlarin 107’sinin fotal
kaynakli oldugu belirtilmistir [Y1ldiz, 2005].

2.1.8. Klinik o6nemi

Gebe olmayan eriskinlerde L. moncytogenes Ozellikle menenjit, ensefalit veya
septisemiye yol acar. Yaslilar ya da hiicresel immiinitenin zayifladig1 organ nakli,
lenfoma ve insan immiin yetmezlik virliis (HIV) enfeksiyonu gibi predispozan
kosullar1 bulunan kisiler 6zellikle duyarhdirlar. Baz1 nadir durumlarda ise hastalarin

bilinen predispozan faktorleri bulunmamaktadir. Listeria monocytogenes’in santral
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sinir sistemine tropizmi siklikla yiiksek mortalite (%20-50) ile seyreden ya da hayatta
kalanlarda norolojik sekel birakan siddetli hastaliklara yol agar. Gebelerde L.
monocytogenes siklikla grip benzeri bakteriyemik hastalifa ve eger tedavi edilmezse
plesantay1 gecebildigi icin plasentit ve amniyonit ve fetus enfeksiyonu ile abortus,
0lii dogum veya erken doguma yol agabilir. Baz1 vakalarda annenin kan kiiltiiriinde
L. monocytogenes saptanmasi ile erken tam1 konabilir. Dogumda tani,
mikroorganizmanin yeni dogana ait beyin-omurilik sivist (BOS), kan, amniyon
stvist, solunum sivilari, plasenta ve deri siiriintii Ornekleri, mide igerigi ya da
mekonyumda saptanmast ile konabilir. Bu oOrneklerin direkt mikroskobik
incelemesinde gram pozitif basillerin goriilmesi hastaligin erken tanisinda yararlh

olabilmektedir [Bille, 2009].

Fetal enfeksiyonlar, bir bakteriyemi atagindan sonra nadiren ortaya ¢ikabilir.
Bununla birlikte, veterinerler ya da mezbaha iscileri arasinda enfekte hayvan
dokularindan direkt temas ile bulagan, bakteriyeminin eslik ettigi ya da etmedigi
primer deri listeriyozu bildirilmistir. Endokardit, artrit, osteomiyelit, karin i¢i apse,
endoftalmit ve ploropulmoner enfeksiyonlar nadir olarak rapor edilmistir [Bille,

2009].

Inkiibasyon doénemi ve enfektif doz tam olarak belirlenmemistir. Bildirilen
inkiibasyon siireleri birka¢ giinden 2-3 aya kadar degisiklik gdstermektedir. Sistemik
listeriyozlu bazi kisilerde diyare gibi gastrointestinal sistem belirtileri gézlenmistir.
Insanlarda ve hayvanlarda gegici saghkli tasiyicilik %2-20 oranindadir. Gegen on
yilda L. monocytogenes’in etken oldugu febril gastroenterit salginlar1 bildirilmistir.
Iliskili oldugu saptanan yiyecekler; cikotal: siit, piring salatasi, misir ve ton balig
salatasi, tiitsiillenmis soguk alabalik, salamura et ve jambon, sarkiiteri {iriinleri ve
peynirdir. Gastroenterit salginlar1 bazi yonlerden invazif enfeksiyonlardan farklilik
gosterir ve listeriyoz icin bilinen predispozan faktorleri bulunmayan kisileri etkiler.
Hastalik tipik olarak biiyiik yogunluktaki bakterinin (1,9 x 10° -1 x 10° CFU /gr ya da
ml) alimindan 24 saat sonra goriiliir ve genellikle 2 gilin siirer. En sik rastlanan
belirtiler ates, sulu diyare, bulanti, bas agrisi, kemik ve eklem agrisidir. Rutin enterik

patojenlerin arastirilarak dislandig1 gastroenteritlerde etkenin Listeria monocytogenes
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olabilecegi dikkate alinmalidir. Kadinlarda servikovajinal tasiyicilik yok gibi

goriinmektedir [Bille, 2009].

Listeriyoz baglica sanayilesmis iilkelerde gozlenir. Sporadik ve endemik olarak
goriilebilir. ki bulas seklinde de asil yol kontamine gidalardir. Az sayida , sinirli ,
yiyeceklerle iligkisi olmayan, ¢ogunlukla ¢ocuk odalarinda goriilen hastane kokenli
salginlar bildirilmistir. Capraz enfeksiyona yol agan bu salgilarin birinde banyo i¢in
kullanilan mineral yag kontaminasyonu sorumlu bulunmustur. Tipik sporadik
listeriyoz olgu sayis1t 100 000 kiside 0,5-0,8 olarak bildirilmektedir. Gida kaynakli
salginlarda insidans 100 000 kiside 5 olguya yiikselebilmektedir. Hastalig
bulastirmada araci olan, buzdolabi 1sisinda saklanan hazir gidalar i¢inde Listeria
tiremesini slirdiirebilmektedir. Bu gidalar arasinda lahana, taze peynir, ezme, kiimes
hayvanlari, hindi sosisi, mantar, siit, jolede, domuz dili ve tiitsiilenmis balik balik
bulunmaktadir. Yiyeceklerde kantitatif testler ile ¢ok sayida (10° CFU/gr)
mikroorganizma saptanabilmektedir [Bille, 2009].

Listeria patogenezinin anlasilmasinda son zamanlarda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Kontamine gidanin alinmasindan sonra invaziv enfeksyonun bazi
kisilerde gelisimi birkag¢ faktoére baglidir. Bunlar arasinda konagin duyarliligi , mide
asiditesi, alinan bakteri yogunlugu, mikroorganizmanin virulans faktorleri ve yiyecek
tipi yer almaktadir. Listeria monocytogenes intestinal sistemin epitelyal bariyerini
gectikten sonra bir takim virulans faktorleri sayesinde karaciger ve dalak
makrofajlart i¢inde {ireyebilir. Daha sonra asil viriilans faktorii olan internalin ile bir
plasental reseptor olan E-kadherin ile etkilesiminden dolay1 santral sinir sistemine ya
da gebelerde uterusa yayilir. Listeriyoza karsi immiin cevapta baslica makrofajlardan

salinan lenfokinler ile T-hiicre aracilikli aktivasyon rol oynamaktadir [Bille, 2009].
2.1.9. Listeria monocytogenes ‘in antibiyotik duyarhhgi
Listeria monocytogenes tiirii birgok antibiyotige kars1 degisik derecelerde duyarlilik

gostermektedir. Agar disk difiizyon yontemine gore in vitro olarak Listeria

izolatlarinin Ampisilin, Karbenisilin, Sefaloridin, Kloramfenikol, Eritromisin,
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Furazolidon, Neomisin, Novobiosin, Oleandomisin, Tikasilin, Azlosilin’e duyarli;
Klortetrasiklin, Tetrasiklin, Oksitetrasiklin, Gentamisin, Kanamisin, Penisilin-G ve
Streptomisin‘e az duyarli olmalarina kasin Kolitsin, Sulfat, Nalidiksik asit,

Polimiksin-B ve Sulfonamidler’e direngli oldugu bildirilmistir [Topcu, 2006].

2.1.10. Siitlerde Listeria monocytogenes

Listeria tirii mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlarin bir¢ogu siit ile
tasinmaktadir. Stit Listeria bakterilerini mide asitinin etkilerinden korudugu icin bu

hastaligin bulagsmasinda ve yayilmasinda oldukca 6zel bir etkisi vardir [Goniilalan,

2010].

Listeria tiirleri siitii ii¢ yolla kontamine edebilirler. Birinci olasilik bakterinin siit ile
cikarilmasidir. Bu L. monocytogenes, Brucella ve Mycobacterium gibi biitiin
fakdiltatif hiicre i¢i bakterilerin ortak 6zelligidir. Bu 6zellikteki bakteriler 16kositlerin
icinde ¢ogalabilir ve yine bu hiicrelerle birlikte siitten salgilanabilirler. ikinci olasilik
olarak kontaminasyon meme iizerindeki lezyonlardan kaynaklanabilir ve genellikle
sagimcilarin elleriyle bulasir. Buna benzer bulasma Staphylococcus, Streptococcus
ve Corynebacteria’ larda da meydana gelebilir. Ugiincii olasilik ise kontaminasyonun
siit sagildiktan sonra meydana gelmesidir. Bu tarz bulasma Salmonella’ larin siite
bulagsmasinda goriilmektedir. Stitlerin kontaminasyonunun olast diger bir kaynagi da

diskidir [Goniilalan, 2010].

L. monocytogenes siitte serbest olarak veya siit iginde yaygin olarak bulunan
l16kositlerin i¢inde bulunur. insan ve ineklerin siitleri, 6zellikle de kolostrumlari
yogun monosit ihtiva etmektedir ve siit igerisinde bulunabilen bakterilerin hemen
hepsi fakiiltatif intraseliiler mikroorganizmalardir. Listeria bakterisinin intraseliiler
olmas1 bu bakteriyi siitte bulunan immiinoglobulin, lizozim, peroksidaz ve laktoferin
gibi bir¢ok antiinfektif substansa karsi koruyabilir. Ayrica yine bu o6zelliginden
dolay1 yetersiz pastorizasyon isleminde de canli kalabilir, buzdolabi 1sisinda

tireyebilir ve gidalarla birlikte alinabilirler [Goniilalan, 2010].
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Bir¢ok calismada Listeria tiirlerinin siitte ki aylarinda yaz aylarina gore daha ¢ok
izole edildigi goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak kis aylarinda hayvanlarin daha ¢ok
silajla beslenmesi, uzun siire kapali mekanlarda tutulmalari, ayni zamanlarda
rastlayan hastaliklar gibi kis aylarinda Listeria tirii bakterilerin insidensinin
artmasina neden olan faktorler oldugu bildirilmistir. Baz1 arastirmalarda ise ¢ig siitte
Listeria tiirlerinin izolasyonunun kis aylarinda daha diisiik oldugu, diger birkag

aragtirmada ise etkenin izolasyonunda mevsimsel bir farkliligin olamadigi tespit

edilmistir [Goniilalan, 2010].

Listerial mastitisli ve klinik olarak normal goriiniislii ineklerin siitleriyle L.
monocytogenes ¢ikardiklar1 bildirilmektedir. Az sayida c¢alismada ise listerial
mastitisli ineklerin siitleriyle her mililitrede yaklasik 103 L. monocytogenes sagtiklari
rapor edilmektedir. Listerial meningitisli ve listerial abortus yapan siit sigirlar
stitleriyle yillarca L. monocytogenes ¢ikardiklar1 bildirilmistir. Silajla beslenen
hayvanlarin siitleriyle diger yemlerle beslenen hayvanlardan daha fazla oranda

bakteriyi ¢ikardiklari tespit edilmistir [Goniilalan, 2010].

Ulkemizde ve diinyada ¢ig siitlerde Listeria tiirlerinin varligini arastirmak amactyla
yapilan bir¢ok calismada degisik oranlarda patojen ve apatojen tiirler izole edilmistir

[Goniilalan, 2010].

2.2. Biyofilm

2.2.1. Biyofilmin tarihcesi

Biyofilm kavramu, ilk olarak 17. ylizyilda Van Leeuwenhoek’ un kendi dislerindeki
plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklari tespit etmesi ile ortaya ¢ikmistir. Uzun
yillar konu iizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamasina karsin, biyofilmler ve
ozellikleri ile ilgili genel teori 1978 den sonra artarak bildirilmeye baslanmistir
[Costerton ve ark., 1978]. O zamandan beri biyofilm yapisi, olusum nedeni ve

mekanizmasi ile ilgili ¢calismalar hizla ilerlemis olup biyofilmlerin varligi derin
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yeralt1 sular1 ve okyanusun derinleri disinda tiim dogal ekosistemlerde saptanmistir

[Costerton ve ark., 2005].

Ik defa Zobell tarafindan kullanilan slide teknikleri 1943 yilinda arastirmaci
tarafindan biyofilmler hakkinda ilk yaymnin da yapilmasindan sonra [Zobell, 1943],
70’lerin sonunda bu fenomenin tiim dogal alanlarda evrensel olarak var oldugu fark
edilmigstir. Marshall 1976 yilinda ¢ok ince ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri
ylizeyine sabitlendigini bildirmistir [Marshall, 1976]. 1978 yilinda ise Costertan ve
arkadaglar1 su sistemlerindeki bakteri topluluklarinin, dogal olarak polisakkarid
icinde bulunurken, yapismis bakteri topluluklarinin glikokaliks matriks iginde
bulundugunu ve bu matriks yapisinin adhezyona aracilik ettigini gozlemlemislerdir
[Costerton ve ark., 1978]. Yine ayn arastirmact 1987 yilinda biyofilmin daha ¢ok
aniyonik eksopolimer matriksden olusan oldukg¢a hidrate yapi i¢inde sesil hiicreler ve
mikrokolonilerden olustugunu bildirmistir [Costerton ve ark., 1987]. Costertan ve
Lappin-Scott, 1995’ e gelindiginde bakterilerin biyofilm olusturmasinin ve
adezyonunun bir kisim spesifik genler tarafindan diizenlendigini bildirmislerdir

[Costerton ve Lappin-Scott, 1995].

2.2.2. Biyofilmin tanimi ve 6nemi

Biyofilm tabakasi “canli veya cansiz bir yiizeye yapisik olarak kendi irettikleri
polimerik matriks i¢inde yasayan bakteri hiicrelerinin olusturdugu topluluk™, “yogun
bir ekzopolimer matriks i¢inde, mikroorganizmalar tarafindan organize olmus
fonksiyonel ortaklik” ya da “bir yiizeye tutunmus organik polimer matrikse gomiilii

mikrobiyal birlik” olarak degisik tarzlarda tanimlanmistir [Dunne, 2002].

Biyofilmin temel birimi “mikrokoloniler” dir. Mikrokoloniler bir veya birkag tiirden
bakteri hiicresinden olusurlar. Mikrokolonilerin %10-25’ 1 hiicrelerden, %75-90° 1 ise
EPS matriksinden olugsmaktadir. Mikrokoloniler ¢cogunlukla “mantar benzeri sekil” e

sahip yap1 olarak tanimlanirlar [Dastan, 2006].
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Biyofilmler inert veya canli yiizeylerde olusabilirler. Bu yiizeyler arasinda canh
dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya igme suyu sistemlerinin borular1 ve
dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm olusumunda hiicresel olmayan mineral
kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya camur parcalart1 ya da kan bilesenleri

bulunabilir [Donlan, 2002].

Biyofilm biiyiidiiglinde, polimer matriks igerisinde enkapsiile edilen mikroorganizma
sayist artar. Biyofilm yapisinin sekillenmesinde, diflizyon baskin faktor haline gelir.
¢ tarafta kalan mikroorganizmalar oksijen, besin ve iireme ortami acisindan
ylizeydekilere nazaran dezavantajli konumdadirlar (Sekil 2.1). Bu nedenle film
yapisinda baslangicta aerobik mikroorganizmalar g¢ogunluktayken, aerobik
mikroorganizmalarin sayica artig gdstermeleri sonucunda ortamdaki oksijen miktar
hizl1 bir bigimde diiser ve oksijen noksanliginda anoksik bolge olusumu gerceklesir

[Costerton ve ark., 1999].

/,—/__/_ Aerobe
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Sekil 2.1. Biyofilmdeki oksijen dagilimi [Costerton ve ark., 1999].

Yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda bulunan ve
icerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret olmadigini,
bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel
topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur [Davey ve
ark., 2000]. Biyofilmler, matriksleri icerisinde yasamlarini silirdiiren hiicrelere
esansiyel besinlerin ve oksijenin taginmasina imkan tanityan ‘su kanallarina’ sahip,

cok tabakal1 heterojen bir yapiya sahiptirler [Donlan ve Costerton, 2002].

Biyofilm igerisinde  yasayan mikroorganizmalar tarafindan  sentezlenen
polisakkaridler biyofilmin ana ekstraselliiler icerigini olusturur. igerisinde yasayan

organizmaya bagli olarak biyofilm matriksi farkli 6zellikler tagiyabilir. Gram negatif
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bakterilerin nétral veya polianyonik biyofilmler olusturdugu ve Gram pozitif

bakterilerin katyonik matriksler olusturdugu bilinmektedir [Ciftci, 2005].

Sonug olarak Donlan ve Costertan biyofilm tanimini biraz daha gelistirmis ve elde

edilen bilgiler 15181nda biyofilmleri;

* Hiicreleri geri doniisiimsiiz olarak bir substrata, ara yiizey veya birbirlerine
tutunmus olan,

= Kendi iirettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks
icerisinde gdmiilmiis,

= Biiyiime hizlar1 ve gen transkripsiyonlari agisindan serbest dolasan tiirdesleri ile
aralarinda farkliliklar1 olan mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk

olarak tanimlamislardir [Donlan ve Costerton, 2002].

Bir yiizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan mikroorganizmalarin olusturduklari
her tabaka biyofilm yapisinin Ozelliklerini tagimamaktadir. Gergek biyofilm
yapisinda olmayan topluluklar, bulunduklar ylizeylerde planktonik hiicre davranisi
sergilemeye devam etmektedirler. Bunlarda biyofilm igerisindeki bakterilerde
gosterilen rezistans ve irreversibl yapigsma gibi 6zellikler bulunmamaktadir. Bununla
beraber, biyofilm igerisindeki bakterilerinde zamanla matriksten koparak ayrildiklari,
dolasima gectikleri ve planktonik formda olmalarina ragmen, ayrildiklar1 toplulugun
tim rezistans karakterlerini tasidigi bildirilmistir. Mikroorganizmalarin serbest
formdan biyofilme geg¢islerinin dort temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Birinci
neden, mikroorganizmalarin kendilerine daha korunakli bir ortam yaratma
gereksinimidir ve bu durum “koruma” olarak tanimlanmaktadir. ikinci neden;
mikroorganizmalar kendilerine besin miktar1 bakimindan bol bir c¢evre
olusturmaktadirlar ve bu da “kolonizasyon” olarak tammlanmaktadir. Ugiincii olarak
mikroorganizmalar ortak yasamin yararlarindan faydalanmaktadirlar ve bu
“birliktelik ~ (symbiosis)” olarak  tanimlanmigtir.  Dordiinci  olarak  ise
mikrorganizmalar biyofilm seklinde {iremektedirler, serbest koloniler belirli bir

degerden sonra iireme siirecini durdurmaktadirlar [Jefferson, 2004].



24

2.2.3. Biyofilm olusum mekanizmasi

Dogada ve gida sistemlerinde mikroorganizmalar yasama yetenegi ve gelisimi i¢in
elverisli  besinlerle uygun hale gelmis kati yiizeylere ilgi duyarlar.
Mikroorganizmalar baglangigta kat1 yiizey iizerine ¢oker daha sonra yapisir, gelisir
ve hiicre kolonilerinin olugumu aktif olarak artar. Bu bakimdan mikroorganizmalarin
tam kolonizasyonuna yardimda organik polimerlerin olusumu esastir [Allison ve

Sutherland, 1987].

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasi ¢esitli agamalardan meydana gelmektedir.
Biyofilm olusumu rastgele bir siire¢ degildir. Bakteri bir yiizey ile karsilastiginda,
genetik olarak belirlenmis bir seri siire¢ birbirini izler. Bunlar sirasiyla soyledir

(Sekil 2.2.):

1- Bakterinin yiizeye reversibl yapismasi.

2- Bakterinin ekzopolimerik yapilarla yiizeye irreversibl olarak yapisip, hareket
icin gerekli olusumlarini kaybetmesi.

3- Biyofilmin ilk olugsma dénemi.

4- Biyofilmin tamamen olgunlasarak kompleks yapiy1 olusturdugu dénem

5- Olusan mikrokolonilerden haraketli bakterilerin ortama dagilimi [Marshall,

1976].

Sekil 2.2. Biyofilm olusum mekanizmasi [Marshall ve ark., 1976].
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Biyofilm olusumu:

Mikrobiyal yapismanin mekanizmasi

Biyofilm gelisimi uygun mikroorganizmalarin varliginda hemen hemen her ¢evre ve
her ylizeyde meydana gelebilir. Mikroorganizmalarin ¢ogunlugu durumunda;
mikroorganizmalarin normal yasamalart ve iremeleri icin kati ylizeylere
tutunmasinda canli ya da inert ve/veya organik ya da inorganik olusumlar esansiyel

sartlardir [Costerton ve ark., 1987; Melo ve ark., 1992, Zottola ve Sasahara, 1994].

Yiizey kosullandirmasi

Biyofilm olusumu bakterinin var oldugu neredeyse her yiizeyde ve ¢evrede meydana
gelir. Gida isletim sisteminde et ve siitten protein gibi organik ve inorganik
molekiillerle birlikte bakteri ylizeye tutunarak biyofilm olusturur. Bu organik ve
inorganik molekiiller, ve mikroorganizmalar sivi akis dalgasi ve diffiizyonla yiizeye
aktarilir. Aktarimin orani ve ylizeye tutunmanin boyutu bu baglamda ayni derecede
onemlidir [Characklis, 1981]. Gidayla temas eden ylizeyler iizerindeki sivi-kati ara
ylizeyindeki molekiillerin akiimiilasyonu sivi faza nazaran besinlerin daha yiiksek
konsantrasyonuna neden olur. Gida isletim sistemlerinde gida ile temas eden
yilizeylerdeki gida kalintilarinin seviyesinin artmasi biyofilm olusumunda rol oynar
[Hood ve Zottola, 1997]. Ayrica besin transferi biyofilmde sivi fazdaki bakteri
hiicrelerinde daha hizlidir. Besin seviyesindeki artis biyofilm olusumunu destekler ve
ayrica biyofilmle iligkili rekabetce kiiltiir tipine de baglidir. Sartlar ayrica vizkozite,
serbest yiizey enerjisi elektrostatik ve hidrofobisitedeki degisiklikler gibi mikrobiyal
olaylarin sonraki sekansina etki edebilen fizikokimyasal 6zelliklerlede bagkalasabilir
[Dickson ve Koohmaraie, 1989]. Taramali elektron mikroskobu gdstermistir ki gida
kokenli patojenler ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalar tipik olarak gida
isletim ¢evrerlerinde bulunan paslanmaz ¢elik aliiminyum, cam, Buna-N, teflon ve
naylon materyaller iizerinde biyofilm olarak birikmektedir [Herald ve Zottola, 1988;
Mafu ve ark., 1990; Notermans ve ark., 1991]. Naylon ve teflon ylizeyler

plirtizsiizdiir ve mikroorganizmalar yapigsmaya hazir durumdadirlar. Bununla birlikte
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aliminyum yiizeyler daha genis yariklara ve silinger bez goriiniimiine sahipken
paslanmaz celik yilizey bakterileri tuzagina diisiirmek i¢in elverisli olan catlak ve

yariklardan dolay: piiriizlii bir gériiniime sahiptir [Wirtanen ve ark., 1996].

Hiicrelerin tutunmasi

Biyofilm olusumundaki ikinci asama mikroorganizmalarin sartlanmis yiizeye
tutunmasidir. Bu asama aktif ya da pasif olabilir ve bakterinin hareketliligine ya da
planktonik hiicrelerin transportuna baghdir. Bakteri hiicre yiizeyinin fiziko-kimyasal
ozelligi baslangigtaki yapigsma fazi sirasinda hiicrelerin tutunmasinin belirlenmesinde
onemlidir [Van Loosdrecht ve ark., 1990]. Bakteriyel tutunma bakterilerin gelisme
asamast ve ortamdaki uygun besinlerden de etkilenir. Hiicresel tutunma reversibl
asamay1 takip eden irreversibl asama olmak iizere iki asamada gerceklesir.
Baslangicta bakteri hiicreleri arasinda gelisen zayif etkilesim ve substrat reversibl
tutunmadir. Reversible yapisma siirecine etkileyen ¢esitli uzun mesafe etkilesim
giicleri, van der Walls ¢ekim giicleri, elektrostatik gili¢ ve hidrofobik etkilesimlerdir.
Bu asamada bakteri hala Brown hareketi gosterir ve ¢ok az bir durulama gibi kesici
giic akimlar1 ile ortadan kaldirilabilir [Marshall ve ark., 1971]. Hiicrelerin irreversibl
tutunmast ise biyofilm olusumundaki bir sonraki cok énemli basamaktir. Itici giicler
bakteri hiicrelerinin yiizeyle direkt kontaktin1 engeller. Ancak bakterilerin flagella,
fimbria ve pili gibi yiizey uzantilarin1 ve ekzopolisakkarit fibrillerinin {iretiminden
dolay1 yiizeyle kontakt devam eder [Jones ve Isaacson, 1983; Hancock, 1991]. Geri
doniisiimsiiz tutunma dipol dipol etkilesimi, hidrojen, iyonik ve kovalent baglar ve
hidrofobik etkilesimleri igeren kisa mesafede etkili ¢esitli giicleri igerir. Bakteri
hiicresiyle yiizey arasinda koprii gorevi goren polimerik fibriller yiizeyle geri
donilisiimsiliz tutunmaya olanak saglar. Bu siiregte hiicrelerin yiizeyle iliskisinin
kesilmesi ortadan kaldirilmasi i¢in fircalama ve ovalama gibi ¢ok gii¢clii kuvvetler

gereklidir [Marshall ve ark., 1971].
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Mikrokoloni olusumu

Geri doniisiimsiiz tutunan bakteri hiicreleri bu sartlar altinda biiytiir ve bdliiniir. Bu da
mikrokolonilerin olusumuna neden olur. Bu periyotta yapisan hiicreler polimer (EPS)
tiretimi gerceklestirir. Polimer {iretimi hiicrelerin yiizeye sabitlenmesini ve ¢evreden

gelen bozucu etkilere kars1 koymasini saglar [Characklis ve Marshall, 1990].

Biyofilm olusumu

Yiizeye bakteriyel tutunmanin devam etmesi ve bunu takiben bakteri gelisimi ile
beraber EPS iiretimi biyofilm olusumuna neden olur. Biyofilm olusumu oldukca
yavasg bir stirectir ve kiiltiir sartlarina bagli olarak olduk¢a uzun bir siiregte milimetrik

bir kalinliga ulasir [Melo ve ark., 1992].

2.2.4. Biyofilm olusumun klinik 6nemi

Biyofilmlerin 6neminin anlagilmas1 ve bu yonde yapilan ¢aligmalar son 30 yildir hiz
kazanmigtir. Viicut igerisinde biyofilm olusumu Onem tagimaktadir. Olusan
biyofilmler yiiksek ates, ciddi organ hasarlar1 ve hatta 6liimlere bile neden olabilirler.
Bir¢ok biyomalzeme iizerinde tutunan bakteriler, biyofilm olusturarak enfeksiyona
neden olurlar. Bu tip iireme kronik enfeksiyonlar1 da beraberinde getirir, ¢linkii
biyofilmlerden dogal olarak zaman zaman kopan mikroorganizmalar viicutta baska

yerlerde de bir enfeksiyona neden olabilirler [Costerton ve ark., 1999].

Klinik olarak biyofilmler canli dokularda ve viicuda implante edilen biyomalzemeler

tizerinde olusabilirler.

Canl1 dokularda olusan biyofilmler

Patojen mikroorganizmalar yasamlarini siirdiirebilmek ve ¢ogalabilmek igin
genellikle canli dokulara tutunurlar. Mikroorganizmalarin tutunmasi igin uygun

proteinlere sahip olan canli doku, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin beslenebilmesi
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icin 6nemli olan besinleri de elde etmelerini saglar. Dokulara tutunan bakteriler
uygun yasam sartlari nedeniyle ¢ok hizli bir bigimde ¢ogalmaya baslar ve kisa siire
icerisinde biyofilm olusturabilirler. Normal bir bakteriyel floranin patojenik hale
ge¢mesi de soz konusu olabilir. Bu gecis, doku yiizey kimyasindaki degisimlerle,
antibiyotik tedavisiyle veya yaslanma sonucu ortaya ¢ikabilir. Patojen olmayan
(saprofit) mikroorganizmalar normalde bulunduklar1 ortamdan farkli bir bolgeye
yerlestiklerinde patojen hale gegebilirler. Yer degisikligi sonucunda asir1 iireme ve
buna bagli olarak zehirli atik {iretiminin artmasi zararsiz mikroorganizmalar1 zararl
hale getirmektedir. Mikroorganizmalar yapiskan polimerler {iretip, fimbria gibi
ylizey bilesenlerini kullandiklarindan kuvvetli bir yapisma o6zelligine sahiptir.
Boylece bulunduklart ortamdaki sivi akist (6rnegin kan) ve mekanik hareket gibi

onlar i¢in olumsuz fiziksel sartlardan korunurlar [Jefferson, 2004].

Viicuda implante edilen bivomalzemeler tizerinde olusan biyofilmler

Biyomalzeme olarak metaller, seramikler, kompozitler ve polimerler
kullanilmaktadir. Yapay deri, damar, kalp, eklem gibi bir¢cok protez bu
malzemelerden iretilmektedir. Biyomalzemelerin viicut tarafindan kabul edilmesi
icin biyouyumlu olmalar1 gerekmektedir. Biyouyumlu malzemeler, doku yapisina
benzer yapida olup viicudun bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmeyen
malzemelerdir. Fakat viicudun kabul ettigi malzemeler ayn1 zamanda bakteriler i¢in
de elverigli olabilir. Ornegin viicut hiicrelerinin malzemeyi kaplamasi igin
fibronektin gibi baglayic1 (yapistirici) proteinler kullanilir. Bu proteinler sadece
viicut hiicreleri i¢in degil, bakteriler icin de baglayici bir fonksiyon gostermektedir.
Fakat bazi durumlarda bu fonksiyon farklilasabilmektedir. Ornegin fibronektin
yiiksek derisimlerde viicut hiicreleri i¢in baglayict 6zelligini korumakta, ancak
bakteri hiicreleri i¢in bu fonksiyonunu kaybetmektedir. Mikroorganizmalarin sentetik
malzemelere tutunarak sagladiklar1 en Onemli avantaj, canli dokudaki bagisiklik
sistemi ile kars1 karsiya gelmemeleridir. Bunun diginda, malzemede bulunan bazi
metaller (Al;", Mg,"), mikroorganizmalarm olusturdugu hiicre dis1 polisakkarit
matris i¢in destek malzeme olusturur. BOylece mikroorganizmalar olumsuz dis

kosullara kars1 daha dayanikli hale gelir [Costerton ve ark., 1999]. Biyomalzemeye
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patojen bakteriler iki sekilde ulagabilir. Birinci yol, iiretim veya implantasyon
sirasinda malzemenin bakterilerle temas ederek enfekte olmasi ve viicuda bu sekilde
yerlesmesidir. Tkinci yol ise viicut igerisinde bulunan veya viicudun dis ortama agik
kisimlarindan (agiz, burun, vb.) viicuda ulasan mikroorganizmalarin viicut sivilari
yoluyla malzemeye ulasmasi seklindedir. implantlarin reddedilmesini &nlemek
amactyla implant yerlestirildikten sonra bagisiklik sistemi baskilanir, ancak bu

durum enfeksiyon riskini de arttirir.

Biyofilmler ile Ilgili Enfeksiyonlar

“Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)”, tiim diinyada biyofilme bagli enfeksiyonlarin
oranin %65 olarak ag¢iklamistir [Costerton ve ark., 1999].

Biyofilmler ile iliskili enfeksiyonlarin bulunma sikligi ve modelini belirlemek
giictlir. Ancak biyofilmlerin, dental plak, {ist solunum yolu enfeksiyonlari, peritonit,
tirogenital enfeksiyonlar ve yabanci cisim enfeksiyonlart gibi birgok durum ile ilgili
olduklar1 soylenebilir [Williams, 2006]. Biyofilmler normal floranin olusumundan,
kronik enfeksiyonlara kadar cok genis bir yelpazede rol oynamaktadirlar. Bu
calismalar arasinda biyofilm belirleyen genetik modiilasyonlar kadar, biyofilm
enfeksiyonlarini tedavi etmeye ve biyofilmi eradike etmeye yonelik caligmalar
Oonemli yer tutmaktadir. Biyofilm olusumu; S. aureus, S. epidermidis, S. viridans,
Enterokoklar, Aktinomigesler, E coli, P. aeruginosa, B. cepacia, V. cholerae,
Klebsiella spp. ve Candida spp. gibi bir¢cok mikroorganizmada gosterilmistir.
Biyofilm olusturan bakterilerin yiizeylere adheransinin, biyofilm olusturmayan

bakterilere oranla daha fazla oldugu bilinmektedir.

Bivofilmin Antibiyotiklere Kars1 Direnci

Biyofilm igerisindeki bakterilerin en 6nemli 6zelligi, konak cevabindan kurtulup
antibiyotik tedavisine diren¢ gostermeleridir. Laboratuvar kosullarinda (in vitro)
yapilan testlerde biyofilm bakterilerinin, serbest bakteriler i¢in belirlenen minimum

inhibisyon konsantrasyonundan (MIC) birka¢ yiliz veya bin kez fazla antibiyotik
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konsantrasyonuna bile diren¢ gdosterdikleri bulunmustur [Stewart ve Costerton,
2001]. Viicut i¢inde (in vivo) antibiyotikler serbest bakterileri dldiirerek enfeksiyon
riskini azaltabilir, fakat antibiyotik tedavisi kesildigi anda biyofilm olusumu yeniden

gozlenir.

Mikroorganizmalar biyofilm olusturdugunda, antimikrobiyallere karsi oldukca
direnclidir. Biyofilmi olusturan her mikroroganizma tek basina bulundugunda,
herhangi bir antimikrobiyalle kolayca inhibe olmasina ragmen biyofilm mimarisi
icinde yer aldig1 zaman ayni1 antimikrobiyalle inhibe etmek olduk¢a zordur [Durack
ve Beeson, 1972]. Biyofilm olustugu zaman onu yiizeyden ayirmak son derece
giictlir ve antimikrobiyal ajanlara kars1 direnc¢lidir [Bunce ve ark., 1992]. Biyofilmin
dogal yapis1 ve biyofilm igindeki mikroorganizmalar antibiyotik, dezenfaktan ve
germisid gibi antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gostermektedir. Direng gosterme

mekanizmalar su sekilde agiklanabilir [Patti ve ark., 1994].

Antimikrobival ajaninin biyofilm matriksinde cok vavas ilerlemesi

Antimikrobiyal ajanlarin hiicreleri inaktive edebilmesi icin, biyofilm matriksi
icerisinde yayilmasi gerekmektedir. Biyofilm matriksini olusturan ekstraselliiler
polimerik maddeler antimikrobiyal molekiilerin yayilim hizin1 yavaglatan ya da

matriks ajanlariyla iliskisini kesen bariyer gorevi gormektedir [Patti ve ark., 1994].

Bivofilm organizmalarinin iireme hizlarinin degismesi

Biyofilm hiicrelerinin planktonik fazdaki hiicrelere gore ¢ok yavas cogaldigi bu
nedenle antimikrobiyal ajanlar1 ¢ok daha yavas hiicre i¢ine aldig1 bildirilmektedir

[Patti ve ark., 1994].
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2.2.5. Biyofilm olusumunun gida endiistrisi acisindan 6nemi

Dogada ve gida sistemlerinde mikroorganizmalar gelisimlerini ve yasamlarini
stirdiirebilmek i¢in uygun besinler, iyonlar ve diger organik maddelerin temas
halinde oldugu kat1 yiizeylere tutunurlar. Biyofilm ve biyolojik kirlenme temas
halinde bulunan yiizeyler lizerinde ki gelisme ve biyolojik yapismayla ilgili iki
terimdir [Zottola ve Sasahara, 1994]. Dogada ve gida isletim sistemlerinde ortamda
bulunan patojenlerin yiizeyle temasi direk olarak kontamine olan yiizeylerle ya da
indirek olarak hava kokenli partikiiller aracilig1 ile olur [Lindsay ve Holly, 1999].

Birgok patojen ve gida kokenli bakteri gidayla temas halindeki yiizeylere
yapisabilme yetenegindedir. Bu bakterilerden bazilar1 biyofilm olusturmaya daha
fazla egilimlidirler. Bunlardan Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium,
Alcaligenes, Staphylococcus ve Bacillus en yaygin olanlaridir [Mattila-Sandholm ve
Wirtanen, 1992; Genigeorgis, 1995]. Bu nedenle temizlik ve dezenfeksiyon
mikrobiyal olusumun akiimiilasyonunu onlemek i¢in olduk¢a Onemli islemlerdir
[Costerton ve ark., 1987]. Biyofilm olusumu bir¢ok endiistiiride problemlere yol

acar. Ozellikle atik su aritma sistemleri ve gida endiistiirilerini yakindan ilgilendirir.

Boru sistemleri igerisindeki biyofilm olusumu sistemdeki sivi akisinin azalmasina
neden olur. Ve bu kirlilign artisiyla 1s1 gegisleri diiger, iirlinler kontamine olur ve
ayrica biyofilm olusumuyla meydana gelen asit {iretimi sistemdeki borularin
asinmasina yol agar. Biyofilm olusumunda yaygin kaynaklar; atik su borulari,
borularin baglant1 yerleri, lastik contalar, tasima bantlari, paslanmaz ¢elik ve benzeri
yiizeylerdir [Fletcher, 1988]. Su dagitim sistemlerindeki biyofilmler koliform grubu
bakterilerden olusur ve bu olusumlar boru aginimina, suda tat ve koku degisimine yol
acarlar. Boru sistemlerinde olusan biyofilmler bu sistemlerdeki suyun kullanimi
sonucunda ciddi saglik sorunlarini beraberinde getirebilmektedir. Boru i¢inde olusan
filmler daha ¢ok borunun alt kisminda seyrek ve rastgele yerlesmistir. Borunun iist
kisimlarinda hava akimi ve besinsizlik nedeniyle film olusumu goriilmemektedir

[Lethola ve ark., 2007].
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Salmonella  Enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes,  Clostridium  botulinum, Aeromonas  hidrophila, Yersinia
enterocolitica gibi patojenlerle kontamine gidalarin sadece gida isletmeleri ag¢isindan
degil, halk sagligi bakimindan da biiyiikk sorun oldugu bilinmektedir. Bu alanda
yapilan caligmalarda, bulagsma i¢in ¢apraz kontaminasyonun, personel ve ciftlik
hijyeninin 6nemini ikinci plana iten, iiretim alaninda yiizeylere yapisan bakterilerin

varlig1 ortaya konmustur [Denes ve ark., 1999; Denes ve ark., 2002].

Gida isletim sistemlerinde ise biyofilm olusumu gidalarin ve ekipmanin kontamine
olmasina neden olur [Matilla-Sandholm ve Wirtanen, 1992; Genigeorgis, 1995].
Gida teknolojisinde biyofilm olusumu insan saglig1 agisindan olduk¢a 6nemli olup,
gidayla temas halinde bulunan yiizeylerde bakteriyel yapisma gidalarda bozulma ve
bozulmaya bagli olarak hijyen problemlerine ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir
[Dunsmore ve ark., 1981]. Elverisli sartlar altinda bakteri hiicreleri yiizeylere tutunup
tireme  gosterebilir. Bu  tir  mikroorganizmalar  tamamen  ortamdan
uzaklagtirllmadiklart slirece gidalarin  gilivenligini  ve kalitesini  etkileyecek
biyofilmler olustururlar. Gida endiistrisinde temizlik ve sanitasyon prosediirlerinin
limiti ekipmanlarin yiizeyinde biofilm olusumuna neden olan mikroorganizmlarin
akiimiilasyonudur, ancak biyofilm olusturan mikroorganizmlarin akiimiilasyonunun
direnci isletim sonrasi kontaminasyona ve iriinlerin raf omriiniin kisalmasi gibi
sorunlara yol agmaktadir [Holah ve Kearney, 1992]. Gida kdkenli patojenler ve
bozulmaya neden olan mikroorganizmlar tipik olarak gida isletim cevrelerinde
bulunan paslanmaz c¢elik aliminyum, cam, buna-N, teflon ve naylon materyaller
tizerinde biyofilm olarak birikmektedir. Naylon ve teflon yiizeyler piiriizsiiz bir
ylizeye sahipken paslanmaz c¢elik yiizey bakterileri tuzagina diisiirmek i¢in elverigli

olan ¢atlak ve yariklardan dolay1 piiriizlii bir yapiya sahiptir.

Siit, et ve birgok besin maddesinin iiretimi sirasinda, iiretilen besinin proteinleri
(kazein, jelatin), tiretimde kullanilan techizat (reaktdr, kazan, tepsi, vb.) lizerinde
hazirlayici bir film olusturarak mikroorganizma yapismasini kolaylastirirlar. Boylece
mikroorganizmalar paslanmaz celik, cam, aliiminyum, teflon, naylon gibi gida

teknolojisinde kullanilan birgok malzeme {izerinde film olusturarak insan sagligini
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tehdit edebilir [Zottola ve Sasahara, 1994]. Yine benzer sekilde siit ve siit tiriinleri
endiistrisinde uygun olamayan temizlik ve sanitasyon ekipmanlari ve hava kokenli
mikroflora genellikle siit ve siit lirlinlerinin kontaminasyonunun ana kaynagini olarak

dikkate alinmaktadir [Poulsen, 1999].

Siit ve gida endiistrisinde biyolojik kirlenme ylizey ¢apraz 1s1 akiminin engellenmesi,
yiizeydeki akici siirtiinme direncindeki artma ve enerji ve iirlin kaybina sebep veren
asindirma oranindaki artma gibi ciddi problemlere neden olur. Mesela sicaklik
degisimi durumunda biyofilimler hem sivi akimina hem de sicaklik transferindeki
direncin artmasma neden olur [Dunsmore ve ark., 1981]. Buna ek olarak
biyofilimler, bozulmaya neden olan ve patojen mikrofloray: igeren, kiimes hayvani
etleri ya da diger et ylizeyleri gibi gida yiizeylerinde olusan ¢apraz kontaminasyon ve

isletim sonrasi kontaminasyonda problem arz eden olusumlardir.

Aeromonas’ lar sucul bitki ve hayvanlarda oldugu kadar gida isletim sistemlerinde ve
su dagitim sistemlerinde de kolonize olur ve biyofilm olustururlar. Son ¢aligsmalar iki
farkli flegaller sisteme sahip olan Aeromonas’larn, flegellalarinin plastik yiizeylerde

biyofilm olusturdugunu gostermistir [Gavin ve ark., 2003].

Yiiksek sicakliklarda geligsebilen ve siit teknolojisi agisindan 6nemli bir bakteri
olarak Streptecoccus thermophilus’un siit igletim sistemi ekipmanlar i¢indeki 1s1
degistiriciler iizerine tutunabildigi tespit edilmistir. Bilindigi gibi siitiin
pastOrizasyonu sirasinda sporlar lmemekte, sadece vejetatif mikroorganizmalar yok
edilebilmektedir. Dolayisiyla siitte Bacillus cereus sporlart bulunabilmketedir.
Sporlar hidrofobik karakterde olup boru yiizeyine tutunmakta ve trettikleri 1siya

dayanikli toksinleri ile ciddi problemlere yol agmaktadir [Anderson ve ark., 1999].

Salmonella gida kokenli patojenler arasinda en 6nemli olanlardan birisidir. Uzun
stiren caligmalar bu bakterinin farkli ylizeylere tutunma ve biyofilm olusturabilme
yeteneginde oldugunu gostermistir. Ozellikle tavuk ve kirmizi et gibi gidalarda

Salmonella’nin kollejen fibrillere tutnma gosterdigi gozlemlenmistir [Anderson ve

ark., 1999].
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Listeria monocytogenes et, siit ve cesitli gidalarda da biyofilm olusturabilmektedir
[Criado ve ark., 1994]. Gida kokenli bir patojen olarak gida endiistrisi agisindan
biiyilk Onem tasiyan Listeria monocytogenes’ in paslanmaz ¢elik ylizeylere
yapigmasini ve yapigmayi saglayan fibril iiretimini gdzlemlemiglerdir. Patojenin ayni
zamanda cam poripropilen ve plastik yiizeylere de tutundugu ve cam Buna-N ve
plastik yiizeylerde sanitizerlere karsi direngli biyofilm {irettigi goriilmiistiir [Herald

ve Zottola, 1988; Mafu ve ark., 1990].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cig siit ve peynir ornekleri

Arastirmamizda siit fabrikasindan temin edilen 80 ¢ig siit 6rne8i ve Ankara’nin
cesitli semt pazarlarindan toplanan 80 peynir 6rnegi materyal olarak kullanilmistir.
Cig siit ve peynir ornekleri tat ve koku degisimine neden olmayacak ve orneklerin
mikrobiyal yiikiinii etkilemeyecek steril kaplara almarak 0°C+2°C sicaklik

kosullarinda laboratuvar ortamina getirilerek ayni giin igerisinde ¢aligilmistir.

3.1.2. Listeria tiirlerinin izolasyonunda kullanilan besiyerleri

Cig siit ve peynir 6rneklerinden Listeria tlirlerini izole etmek amaci ile half fraser
broth base, fraser broth base, palcam agar ve yeast extract’li tryptic soy agar (YE-

TSA) besiyerlerinden yararlanilmistir.

Half Fraser / Fraser Broth Base (Oxoid CM0895)

Protease peptone Sgr
Tryptone Sgr
Lab-Lemco powder Sgr
Yeast extract Sgr
Sodium chloride 20gr
Di-sodium hydrogen phosphate 12gr
Potassium dihydrogen phosphate 1,35¢gr

Eskulin lgr
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Lithium chloride 3gr
Distile su 1000ml
pH=7,2+0,2’ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda otoklavda
121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden besiyeri uygun

sicakliga getirildikten sonra (50 °C) besiyerine dzel supplement eklenip tiiplere 10’ar

ml pipetlenmistir.

Fraser Supplement (Oxoid SR0156)

Ferric ammonium citrate 0,25 gr
Nalidixic acid 10 mg
Acriflavine hydrochloride 12,5gr

Sterilize edilmis uygun sicakliktaki 500 ml Fraser Broth besiyerine steril kosullarda

ilave edilmistir.

Palcam Agar (Merck 1.11755)

Peptone 23gr
Yeast extract 3gr
Starch lgr
NaCl Sgr
Agar-agar 13gr
D(-) Mannitol 10gr
Ammonium iron (IIT) citrate 0,5 gr

Esculin 0,8gr
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Glucose 0,5gr
Lithium chloride 15gr
Phenol red 0,08gr
Distile su 1000ml

pH=7,3+0,2ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten
sonra otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir. Daha sonra 50°C’ye kadar
sogutulup, tizerine 1 sigse selektif supplement ilave edilip homojenize olmasi

saglanarak steril plaklara 10’ar ml dagitilmstir.

Yeast Ekstrakt’li Triptik Soy Agar (LAB M MC 1, Oxoid CM 131)

Tryptone soy broth 30 gr
Yeast extract 6 gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

pH=7,3+£0,2"ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten
sonra otoklavda 121°C de 15-20 dakika steril edilmigtir. Daha sonra 50°C’ye kadar

sogutulup steril plaklara 10’ar ml dagitilmistir.

3.2. Metod

Aseptik olarak alinip soguk zincir altinda laboratuvara getirilen 6rneklerde Listeria

tiirlerinin varligi ISO 11290-1/A1-2004 metodu kullanilarak arastirilmistir.

Cig siit ve peynir orneklerinden Listeria tiirlerinin izolasyonu ve teshisi i¢in 6n

zenginlestirme ve selektif zenginlestirme islemlerinden sonra kati besiyerine tek



38

koloni yéntemi ile ekimleri yapilmistir. On zenginlestirme amaci ile incelenen ¢ig siit
(10 ml) ve peynir (10 gr) ornekleri, 1/10 seyrelme orani ile half fraser broth base
icinde homojenize edilerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
on zenginlestirme sivisindan 0,1 ml alinan 6rnek selektif zenginlestirme sivisinda
(fraser broth base) 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda
selektif zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu 6rnek palcam agar’a tek koloni ekim
yontemi ile ekim yapilarak 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
besiyeri lizerinde lireyen tipik zeytin yesili renkte siyah zonlu koloniler Listeria
stipheli koloniler olarak se¢ilmis ve saflastirilmak tizere yeast ekstrakt’li tyriptic soy

agar’a (YE-TSA) pasajlar1 yapilmigtir.

Bu calismada standart sus olarak Listeria monocytogenes (ATCC 19114), Listeria
innocua (ATCC 33090) kullanilmistir. Bu izolatlar materyal ve metotda anlatilan
tiim besiyerlerine ekim yapilarak biyokimyasal reaksiyonlar ile morfolojik 6zellikleri

karsilastirilarak kontrol edilmistir.

3.2.1. Koloni degerlendirmesi ve Listeria tiirlerinin teshisi

Palcam agar’da 37°C’de 48-72 saat sonunda iireyen tipik zeytin yesili renkte siyah
zonlu koloniler Listeria spp. siiphesiyle degerlendirilmis ve bu kolonilerden bazilari
secilerek cins ve tiir diizeyindeki teshisleri i¢in biyokimyasal testleri yapilmak {izere
YE-TSA’ya inokiile edilmistir (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2009).
Ureyen kolonilere Gram boyama ve SIM medium’da hareket testleri uygulanmustir.
Hareketli ve Gram pozitif olan izolatlara oksidaz, katalaz ve metil red-voges
proskauer testleri yapilmistir (Cizelge 3.1). Cins diizeyinde tanimlanan Listeria’larin
tiir seviyesinde teshis edilmeleri i¢in ise Cizelge 3.2.°de de belirtilen nitrat
rediiksiyon, karbonhidrat fermentasyon (mannitol, ksiloz, ramnoz), kanl agar’da

hemoliz ve CAMP testlerine gegilmistir.
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3.2.2. Listeria tiirlerinin teshisi ve biyokimyasal ayriminda kullanilan testler

Gram boyama

Saf kiiltiirden preparat hazirlanarak klasik Gram boyama yontemi ile boyandiktan
sonra Gram (+), uglarn yuvarlak veya kokobasil formunda goriinen

mikroorganizmalar Listeria siipheli koloniler olarak degerlendirilmistir.

Katalaz testi

Stok kiiltiir izerinde {ireyen koloniler temiz bir lam iizerinde serum fizyolojik i¢inde

stispanse edilerek {iizerine %3‘liik hidrojen peroksit (H,O,) damlatilmistir.

Kabarciklarinin goriilmesi halinde test pozitif kabul edilmistir (Resim 3.1.).

Resim 3.1. Katalaz Testi

Kovac’s Oxidase Testi

Tetramethy-p-phenylenediamine dihydrochloride 1 gr

Distile su 100 ml

Distile su icine tetra methy-p-phenylenediamine dihydrochloride ilave edilerek
hazirlanmistir. Stok kiiltiirden alinan 1 6ze bakteri Whatman filtre kagidina siiriilerek
tizerine Kovac’s ayiract damlatilmig ve 1-2 dakika i¢inde mavi-mor renk pozitif

olarak, pembe renkte negatif olarak degerlendirilmistir [Kovaks, 1956], (Resim 3.2.).
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Resim 3.2. Oksidaz (+), oksidaz (-)

Hareket testi

SIM besiyeri (Merck 1.05470)

Peptone from casein: 20g
Peptone from meat: 6,6 g
Ammonium iron (II) citrate: 0,2¢g
Sodyum thiostilfate: 02¢g
Agar-agar: 30g

pH=7.3+02"ye ayarlanip 30 gr besiyeri 1000 ml distile suda eritilip tiiplere 9 ml
pipetlendikten sonra otoklavda 121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir. Tipler
otoklavdan c¢iktiktan sonra dik olarak dondurulmustur. Ekim yapildiktan sonra

25°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Ters ¢am agaci tarzinda ki liremeler

hareketlilik pozitif olarak degerlendirilmistir [Merck, 2000; Koneman ve ark., 1992],
(Resim 3.3.).

Resim 3.3. Hareket Testi (Pozitif Sonug)
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Hemoliz testi

Blood agar base (Oxoid CM 331)

Peptone: 23 ¢
Starch: lg
Sodium chloride: S5¢g
Agar : 10g
Distile su: 1000 ml

pH=7,3+£0,2‘ye ayarlanip besiyerindeki maddeler tartilarak distile suda eridikten
sonra otoklavda 121°C de 15-20 dakika steril edilmistir. Daha sonra 50°C’ye kadar
sogutulup, %5°lik kan ilave edilerek homojenize olmasi saglanarak steril plaklara

10’ar ml dagitilmstir.

Kolonilerden ¢izme plak yontemi ile ekim yapilip 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kanli agardaki kolonilerin ¢evresinde olusan agik renkli zon beta-

hemoliz olarak degerlendirilmistir.

Test izolatlarn

Bu calismada CAMP testinde belirleyici bir mikroorganizma olarak kullanilan
Staphylococcus aureus izolati Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi’nden temin edilmis,
belirleyici diger bir mikroorganizma olarak kullanilan Rhodococcus equi (ATCC

6939) izolat1 ise ticari olarak satisa sunulmus hazir sus halinde temin edilmistir.
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CAMP (Christie, Atkins, Munch-petersen) Testi

Bu test B-hemolitik Listeria tlirlerinin (L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri)
hemoliz 6zelliklerini incelemek ve dolayisiyla biyokimyasal ayrimini yapmak i¢in
uygulanmistir. Bu amacla koyun kanli agar’in st yiizeyine S. aureus, alt yiizeyine de
R. equi izolatlarindan birer 6ze dolusu ¢izgi seklinde ekim yapilmistir (Resim 3.4.).
Daha sonra S. aureus ve R. equi’nin ekim ¢izgisine degmemek kosulu ile 90
derecelik dik ag1 olusturacak bicimde daha Once B-hemoliz pozitif olan Listeria
kolonilerinden ekilmistir ve 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Kanli agar’da
vertikal ¢izgilerin olustugu zonun yanindaki test kiiltiirlerinde B-hemolize bakilmistir
(Sekil 3.1.). S. aureus tarafinda acik ve net semsiye seklinde zon yapan izolatlar L.
monocytogenes veya L. seeligeri olarak belirlenmistir. Bu izolatlarin ayrimi i¢in D-
ksiloz testi uygulanmistir. Eger test edilen siipheli izolat, B-hemoliz S. aureus ile
CAMP (+), D-ksiloz (-) ise L. monocytogenes; CAMP (+), D-ksiloz (+) ise L.
seeligeri olarak tanimlanmistir. Yapilan CAMP testinde R. equi tarafinda semsiye

seklinde ag¢ik zon olusturan izolatlar L. ivanovii olarak identifiye edilmistir.

Staphylococcus Rhodococcus
aLUreUS equi

monocytogenes

Sekil 3.1. CAMP testinin uygulanmasi Resim 3.4. CAMP testinin kanli agar’da

goruniimi

Nitrat rediiksiyon testi

Bu test i¢cin YE-TSA’dan alinan siipheli koloniler nitrat agar’a inokiile edilmis ve
37°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Test sonucunu degerlendirmek amaci ile
tiipteki besiyerinin igerisine 1 ml soliisyon A, 1 ml soliisyon B’den pipetlenmistir.

Tiipte kirmizi rengin olusumu pozitif nitrat rediiksiyonunu gostermistir.
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Nitrat Agar

Peptone 10,0
Sodium chloride (NaCI) 5,0

Potasyum nitrate 2,0
Agar 3,0
pH 7,0

Ortam igerigi 1000 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir, 121 *C’de 15 dakika steril edilir.

Soliisyon A

Siilfanilic acid 0,8¢g
Acetic acid (5N) 100 ml
Soliisyon B

a-naphthylmine 0,5¢g
Acetik acid (5N) 100 ml

5N asetik asid’in hazirlanisi

Acetic acid 60 ml

Distile Su 140 ml

Karisim sonucunda 200 ml’lik 5N asetik asit elde edilmistir. Bu karisimin 100 ml’si

A soliisyonu i¢in, 100 ml’si de B soliisyonu i¢in kullanilmistir.



44

Karbonhidrat fermentasyon testi

Purple broth base (BD Difco 211558 )

Proteaz pepton 10g
Beef extrakt lg
Sodyum klorid 5¢g

Brom krezol moru 0,02 g

Distile su 1000 ml

Besiyeri pH=6.8+0,2"ye ayarlanip indikatdr madde ilave edildikten sonra tiiplere 9
ml pipetlenerek 121°C’de 15-20 dakika steril edilmistir.

Karbonhidrat soliisyonu

Karbonhidrat (Mannitol, Ksiloz, Ramnoz) lg

Distile su 10 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra membran filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Karbonhidrat temel besiyeri 9 ml

Karbonhidrat soliisyonu 1 ml

Izolatlarm %10°luk mannitol, ksiloz, ramnoz karbonhidrat fermentasyon besiyerine
ekim yapilarak 37°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Besiyerindeki brom krezol moru
indikatoriiniin  rengini sartya doniistiigii  goriildiigiinde test pozitif olarak

degerlendirilmistir (Resim 3.5.).
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Resim 3.5. Karbonhidrat fermentasyon testi
A: Negatif sonu¢ B: Pozitif sonug

Metil Red Testi

Peptone from meat: T7g
D(+) glukoz: 5¢g
Fosfat buffer: 5¢

Temel besiyerinden 17 g 1000 ml distile su i¢inde eritilmistir. pH: 6,9+0,2 ayarlanip,
tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitilmustir. 121°C°de 15 dakika otoklavlanmustir.

Metil Red avyiraci

Metil red: 0,lg
%96’11k etil alkol: 300 ml
Distile su: 200 ml

Metil red etil alkol igerisinde ¢Oziindiiriilmiis, daha sonra distile su ilave edilmistir.
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Siv1 besiyerine, YE-TSA besiyerinden 6ze ile aliman Listeria kolonileri eklenerek
35°C’de 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerine metil red
ilave edilmis ve kirmizi renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Resim

3.6.).

Resim 3.6. Metil Red Testi

Voges-Proskauer Testi

Pepton from meat: 7g
D(+) glukoz: S5¢g
Fosfat buffer: S5g

Temel besiyerinden 17 g 1000 ml distile su ic¢inde eritilmistir. pH: 6,9+0,2’ye
ayarlanip, tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitilmistir. 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmaistir.

VP test ayiraclari

A c¢ozeltisi:

Alfa naftol: S5¢g
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Etil alkol (%95): 100 ml

B ¢ozeltisi:

Potasyum hidroksit: 40 ¢g

Distile su: 100 ml

Voges Proskauer (MR-VP) sivi besiyerine, YE-TSA besiyerinden 6ze ile alinan
Listeria kolonileri eklenerek 35°C’de 48+2 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire
sonunda besiyerine A ¢ozeltisinden 0,6 ml, B ¢ozeltisinden 0,2 ml ilave edilmistir. 1
saat oda sicakliginda bekletilmistir. Test sonucunda pembe renk olusumu (+), sari

renk olusumu ise (-) olarak degerlendirilmistir (Resim 3.7.).

Resim 3.7. Voges-Proskauer Testi
A: Voges-Proskauer Pozitif
B: Voges-Proskauer Negatif

Yapilan cins ve tiir diizeyindeki biyokimyasal testlerden sonra suslarin dogrulugunu
tespit etmek icin Microbact Listeria 12L (Oxoid) bakteri tanimlama kiti
kullanilmustir.



(b)

Resim 3.8. Kitler ile tanimlanmis Listeria tiirleri (Oxoid)
a. Tanimlanmis Listeria innocua susu
b. Tanimlanmis Listeria monocytogenes susu
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Cizelge 3.1. Listeria’larin cins diizeyinde ayirt edici baz1 6zellikleri
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Morfoloji Tek tek veya kisa zincir
Gram boyama +
Katalaz +
Oksidaz +
Hareket +
Metil-Red +
Voges-Proskauer +

Cizelge 3.2. Listeria tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan testler (*)

Testler L.monocytogenes | . L. .. | . L. L'. . L. . L .
ivanovii | innocua | welshimeri | grayi | seeligeri
Gram Boyama + + + + + T
Katalaz + + + + + +
Oksidaz - - - - - -
SIM Motilite + + + + + +
Hemoliz + + - - - T
(S.au?eﬁgg.)equi) - A - -/ -/- +/-
Mannitol - - - - + _
L-Ramnoz + - D D - -
D-Ksiloz - + - + - +
MR/VP ++ ++ ++ ++ ++ +/+
Nitrat Red. - - - - - -
d: Degisken

* Bergey’s Manual of Determinative (2009)
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3.3. Cig Siit ve Peynir Orneklerinden izole Edilen Listeria Tiirlerinde Biyofilm

Olusumunun Olgiilmesi

3.3.1. Mikroplate ile biyofilm o6l¢iimii

Biyofilm kiiltiirii ve 6l¢iimii i¢in birka¢ farkli metod gelistirilmistir [Deighton ve
ark., 2001; Arciola ve ark., 2002; Harraghy ve ark., 2006]. Biyofilm tayini 6ncelikle
test tiipli duvarinda biyofilm kiiltiirii ve daha sonra boyama ile biyofilm tespiti
seklinde yapilmistir [Christensen ve ark., 1982]. Daha sonra mikroplate kuyucuklari
diger bir ol¢lim araci olarak kullanilmis ve sonuglar spektrofotometre ile Sl¢iilmiistiir
[Chritensen ve ark., 1982]. Su anda birkag¢ farklt metod kullanilmaktadir. Bunlar tiip
testi [Mathur ve ark., 2006] , mikroplate testi [Stepanovic, 2000], radiolabeling
mikroskopi [Deighton ve ark., 2001] ve Congo Red Agar testi [Arciola ve ark., 2002]
gibi testlerdir. Buna ragmen mikroplate metodu biyofilm incelenmesi i¢in yapilan

Olciimlerde digerleri arasinda en sik kullanilanidir [Stepanovic ve ark., 2007].

Bivyofilm testi icin bakterivel suslarin depolanmasi

Arastirmada kullanilan Listeria suslar stok kiiltiirden alinarak aktiflestirilmek iizere
Triptic Soy Broth (TSB)’ a aktarildiktan sonra inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrast palcam agar’a alinan suglardan secilen koloniler ile biyofilm caligmasi

yapilmistir.

Inokulasyon

Inokulasyondan 6nce, palcam agar’dan alinan test edilecek suslar sivi ya da kati
ortamda kiiltiir edilmistir. Suslar calisilacak ortama gore TSB’ de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonras1 secilen 3-4 6zdes koloni 5 ml’ lik s1v1 besiyerine
(TSB, TSB+% 1 NaCl, TSB+% 1 glikoz ) siispansiye edilip, calkalamaksizin 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyondan sonra durgun faz kiiltiirii vortekslenip,
1/100 oraninda diliisyon yapilmis ve diliisyonu yapilan bakteri tekrar

vortekslenmisgtir.
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Biyofilm kiltiiri

S1v1 besiyerinde gelisen bakteriden hazirlanan kiiltiir siv1 besiyerine (TSB, TSB+% 1
NaCl, TSB+% 1 glikoz) 1/100 oraninda diliie edilip, her bir kuyucuga 200 pl
dokiiliir. Negatif kontrol kuyucugu yalniz siv1 besiyeri ile doldurulmustur.

Biyofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda degismeye oldukca
miisait olmasindan dolay1 hatalar1 minimize etmek i¢in ve bilgilerin giivenilirligini
saglamak i¢in performe edilen testlerin her bir sus i¢in en az 3 kez tekrarlanip, buna

ek olarak her bir test de ii¢ kez tekrarlanmistir.

Inokiile edilen plateler kapagiyla kapatilip ve uygun kosullar altinda inkiibasyona
(24, 48 ve 72 saat) birakilmistir [Stepanovic ve ark., 2007], (Resim 3.9.).

Resim 3.9. Listeria izolatlarmin mikroplate igerisinde 30°C’de 24 saatlik
Inkiibasyonu
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Yikama

Inkiibasyondan sonra kuyucuklarin igerigi attk konteymirina bosaltilip her bir
kuyucuk ti¢ kez 300 ul’ lik steril tamponlanmig fosfat tuzu (PBS) ile yikanmistir.
Yikama islemi icin mikropipet kullanilmistir. Her yikama asamasindan sonra fiske
vurularak kuyucuklar bosaltilmigtir. Plateler kurumaya birakmak {izere ters

cevrilmistir [Stepanovic ve ark., 2007].

Fiksasyon

Yikamadan sonra yapisan bakterilerin kalintis1 150 pl metanol ile 20 dakikalik
fiksasyondan sonra mikroplateler bosaltilip tek bir fiske vurulup bir gece ters
pozisyonda oda sicakliginda hava ile kurumaya birakilmistir [Stepanovic ve ark.,

2007], (Resim 3.10.).

Resim 3.10. Yikama sonrast metanol fiksasyonu

Boyama

Olusan biyofilm tabakasi her bir mikroplate kuyucugu 150 mikro litre kristal viyole
kullanilarak boyanmus ( 15 dak., oda sicakliginda), boyamadan sonra boyanin fazlasi

pipetle cekilip geri kalan kistm mikroplateler akan su altina tutularak yikanmistir
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(Resim 3.11., 3.12.). Boya temizlenene kadar yikamaya devam edilmistir

[Stepanovic ve ark., 2007].

Resim 3.12. Boyama sonrasi kurutulan mikroplatelerin tabanindaki biyofilm
olusumunun goriniimi

Boyanin geri cozdiirilmesi

Mikroplateler oda sicakliginda kurutulduktan sonra hiicrelere baglanan boya geri
cozdiiriilmek tizere her kuyucuktaki boya % 33’luk glasiyel asetik asit ile

cozdiirilmistiir. Mikroplatelerin havayla temasii 6nlemek icin kapaklart kapatilip
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oda sicakliginda en az 30 dakika calkalamaksizin beklenmistir (Resim 3.13).
Glasiyel asetik asit eklenmesi kuyucuklarin hem tavan hem de duvarlarina yapisan

bakterilerin endirekt ol¢lilmesinde olanak saglamaktadir. Alternatif olarak % 95’ lik

etanol kullanilabilir [Stepanovic ve ark., 2007].

Resim 3.13. Tutunma olan yiizeylerde bakteri hiicresinin tuttugu boyanin geri

¢Ozdiiriilmesi

Sonuclarn 6lciilmesi

Kristal violet ile boyanan kuyucuklardaki boya glasiyel asetik asit ile ¢6zdiiriildiikten
sonra her bir kuyucuktaki Optik yogunluk (OD) 570 nm’ de mikroplate okuyucuda

Olciilmiistiir [Stepanovic ve ark., 2007].

Sonuclar TSB, TSB+%1 NaCl, TSB+%]1 glikoz’ daki negatif kontrollerin
ortalamasina gore degerlendirilmistir. Buna gore; her bir aralik negatif kontroliin

sirayla bir, iki ve dort kati olacak sekilde belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. TSB besiyerinde spektrofotometrik biyofilm 6l¢lim sonuglarinin
degerlendirilmesinde kullanilan OD deger araliklari
TSB
24% 48* 72*

< ) <0,068 < ) <0,080 < ®) <0,085
0,068< ) <0,136 0,080< ) <0,160 | 0,085< ) <0,170
0,136< | (++) <0272 0,160< (+) <0,320 | 0,170< (++) <0,340
0272< | (+++) <. 0,320< (+++) <. 0,340< (+++) <.

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi
*TSB: Triptic Soy Broth
24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik
inkiibasyon sonrast




Cizelge 3.4. TSB+%
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1 NaCl besiyerinde spektrofotometrik biyofilm 6l¢lim
sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan OD deger araliklari

TSB+% 1 NaCl

24% 48% 72%

< ¢ <0,073 < ¢ <0,083 < ©) <0,088
0,073< &) <0,146 0,083< - <0,166 | 0,088< - <0,176
0,146< |  (++) <0292 0,166< (++) <0332 | 0,176< (++) <0352
0,292< | (++4) <. 0,332< (+++) <. 0,352< (+++) <.

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi

*TSB+% 1 NaCl: % 1 NaCl iceren Triptic Soy Broth
24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik
inkiibasyon sonrast
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Cizelge 3.5. TSB+% 1 glikoz besiyerinde spektrofotometrik biyofilm o6l¢iim
sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan OD deger araliklari

TSB+% 1 glikoz

24% 48% 72%

< ¢ <0,084 .. < ¢ <0089 | .. < ©) <0,086
0,084< &) <0,168 0,089< - <0,178 | 0,086< - <0,172
0,168< |  (++) <0,336 0,178< (++) <0356 | 0,172< (++) <0,344
0,336< | (++4) <.. 0,356< (+++) <.. 0,344< (+++) <.

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi

*TSB+% 1 glikoz: % 1 glikoz igeren Triptic Soy Broth

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi
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4. BULGULAR

4.1. Listeria Tiirlerinin izolasyon ve Identifikasyonlari

Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen ve tamimlanan Listeria tiirlerinin

calisilan 6rnek sayisi ve izolasyon sayisi Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria izolatlarinin
calisilan 6rnek sayisina gore dagilimi

Kaynak Ornek sayisi izolasyon sayis1 (%)
Cig siit 80 9 (11.25)
Peynir 80 6 (7,50)
Toplam 160 15(9,37)

Not: Yiizde degerleri ¢alisilan 6rnek sayisina gore alinmustir.

Cizelge 4.1e gore, arastirmada inceledigimiz 80 ¢ig siit 6rneginden 9 (%11,25), 80
peynir 6rneginden de 6 (%7,50) Listeria spp.izolati elde edilmistir. Ayrica standart
suslar olan L. monocytogenes (ATCC 19114) ve L. innoocua (33090) ile beraber

toplam 17 izolat incelenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. L. monocytogenes ve L. innocua ATCC suglari

No Sus isimleri Listeria spp. Kaynak
1. L. monocytogenes | L. monocytogenes ATCC 19114
2. L. innocua L. innocua ATCC 33090
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Cizelge 4.3. Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen Listeria izolatlarinin tiirlere
gore dagilimi

Gida L. L. L. L. L L
L . . .. N ) Toplam
ornegi monocytogenes | innnocua | ivanovii | welchimeri . .
seeligeri | grayi
Cig Siit - 7 - 1 - 1 9
Peynir - 4 - - - 2 6
Toplam - 11 - 1 - 3 15

Bu arastirmada izole edilen toplam 15 Listeria izolati tiir dagilimi olarak
incelendiginde; 11°1 L. innocua, 3’0 L. grayi ve 1’1 de L. welchimeri olarak
tanimlanmistir. Bu izolatlar incelenen gida 6rnegine gore degerlendirildiginde; ¢ig
stit orneklerinde bulunan toplam 9 Listeria izolatinin 7’sinin L. innocua, 1’inin L.
welchimeri, 1’inin de L. grayi; peynir orneklerinde bulunan toplam 6 izolatin da

4’linlin L. innocua, 2’sinin de L. grayi oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Izole edilen toplam 15 Listeria izolat1 tiirlere gore bulunma sikliklari
degerlendirildiginde ¢ig siit ve peynir drneklerinde en fazla L. innocua’ya (%73,3)

rastlanmustir.
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Cizelge 4.4. izole edilen Listeria tiirlerinin incelenen gida 6rneklerine gore dagilimi

Ornek cesidi No izolat no. izole edilen tiir
1 S10 L. innocua
2 S20 L. innocua
3 S31 L. innocua
4 S33 L. innocua
5 Siit
Cig Si 5 S42 L. innocua
6 S51 L. innocua
7 S55 L. innocua
8 S34 L. welshimeri
9 S30 L. grayi
10 P9 L. innocua
11 P24 L. innocua
. 12 P30 L. innocua
Peynir
13 P44 L. innocua
14 P29 L. grayi

15 P70 L. grayi
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Cizelge 4.5. Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinde TSB
kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucu biyofilm

calismasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin sonuglari

izolat No 24* Ort. 48* Ort. 72* Ort.
0,102/0,092/0,091 0,098/0,094/0,112 0,168/0,124/0,159
1 0,080/0,112/0,089 0,203 0,094/0,097/0,093 0,101 0,139/0,125/0,174 0,164
0,233/0,092/0,117 0,102/0,112/0,110 0,173/0,208/0,213
0,491/0,332/0,225 0,403/0,299/0,243 0,142/0,129/0,143
2 0,416/0,280/0,242 0,326 0,468/0,293/0,166 0,307 0,130/0,141/0,120 0,135
0,232/0,257/0,463 0,227/0,290/0,378 0,127/0,147/0,138
0,301/0,313/0,233 0,617/0,183/0,189 0,123/0,119/0,110
3 0,147/0,225/0,143 0,307 0,148/0,134/0,132 0,212 0,115/0,121/0,085 0,111
0,135/0,349/0,922 0,130/0,180/0,201 0,103/0,098/0,133
0,384/0,334/0,277 0,301/0,265/0,172 0,118/0,121/0,106
4 0,258/0,398/0,440 0,350 0,167/0,177/0,197 0,199 0,110/0,108/0,115 0,112
0,303/0,264/0,495 0,179/0,178/0,160 0,090/0,117/0,131
1,291/1,178/0,883 0,997/0,649/0,837 0,127/0,119/0,118
5 0,845/1,069/0,821 1,016 0,750/0,674/0,809 0,911 0,108/0,127/0,110 0,113
0,772/1,033/1,252 0,844/1,469/1,171 0,085/0,103/0,126
0,607/0,559/0,728 0,282/0,332/0,292 0,156/0,120/0,121
6 0,664/0,842/1,009 0,700 0,437/0,441/0,402 0,361 0,158/0,136/0,119 0,134
0,696/0,586/0,617 0,384/0,374/0,310 0,127/0,129/0,145
0,283/0,255/0,390 0,326/0,288/0,267 0,212/0,152/0,136
7 0,325/0,275/0,289 0,332 0,226/0,302/0,316 0,338 0,161/0,141/0,139 0,168
0,300/0,408/0,463 0,315/0,375/0,628 0,134/0,180/0,265
0,702/0,330/0,636 0.334/0,208/0,363 0,112/0,123/0,114
8 0,656/0,475/0,567 0,578 0,452/0,404/0,317 0,337 0,121/0,115/0,126 0,118
0,517/0,805/0,522 0,245/0,295/0,417 0,099/0,123/0,129

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi
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Cizelge 4.5. (Devam) Cig siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinde TSB
kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucu biyofilm
¢alismasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin sonuglari

izolat No. 24* Ort. 48* Ort. 72* Ort.
0,944/0,919/0,888 0,511/0,215/0,607 0,108/0,113/0,094

9 0,887/0,876/0,954 | 0,826 0,605/0,858/0,726 0,624 0,101/0,085/0,099 0,098
1,201/0,174/0,598 0,523/0,835/0,740 0,098/0,079/0,105
0,643/0,598/0,382 0,310/0,365/0,323 0,124/0,112/0,135

10 0,409/0,546/0,501 | 0,561 0,334/0,440/0,337 0,343 0,109/0,096/0,097 0,106
0,459/0,591/0,922 0,385/0,311/0,292 0,093/0,095/0,096
0,078/0,077/0,084 0,121/0,093/0,400 0,188/0,113/0,111

11 0,069/0,091/0,087 | 0,083 0,096/0,138/0,082 0,132 0,124/0,111/0,105 0,123
0,076/0,073/0,112 0,091/0,092/0,082 0,107/0,122/0,129
0,771/0,541/0,735 0,577/0,569/0,589 0,165/0,258/0,200

12 0,579/0,787/0,506 | 0,750 0,625/0,490/0,548 0,563 0,284/0,258/0,246 0,221
0,570/1,433/0,828 0,640/0,398/0,631 0,203/0,188/0,190
0,071/0,075/0,076 0,084/0,327/0,107 0,183/0,199/0,173

13 0,077/0,073/0,083 | 0,073 0,092/0,097/0,091 0,119 0,246/0,198/0,252 0,186
0,071/0,072/0,065 0,091/0,089/0,096 0,215/0,099/0,116
0,096/0,102/0,132 0,214/0,163/0,146 0,115/0,095/0,116

14 0,170/0,157/0,197 | 0,153 0,143/0,190/0,140 | 0,164 0,129/0,138/0,105 0,111
0,139/0,195/0,193 0,121/0,237/0,126 0,107/0,108/0,092
1,289/1,195/1,056 0,734/0,679/1,017 0,222/0,206/0,164

15 1,091/0,717/0,938 | 1,101 0,875/0,634/0,706 0,814 0,156/0,159/0,191 0,189
1,213/1,374/1,040 0,746/0,985/0,954 0,203/0,171/0,233

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi
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Cizelge 4.5. (Devam) Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinde TSB
kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucu biyofilm
calismasinin 570 nm’de Olgiimlerinin sonuglari

izolat No. 24* Ort. 48* Ort. 72%* Ort.
3,101/2,826/2,800 1,910/1,980/1,899 2,309/1,685/1,715
Lmono. | o345 6031015 | 2,682 | 1.987/2.0001.915 | 1943 | 1.617/1.647/1,574

(ATCC) ) , , , , , , , , , , 1,780
2,698/2,788/2,480 1,989/1,900/1,911 1,590/1,907/1,979
0,311/0,342/0,380 0,270/0,199/0,201 0,099/0,090/0,092

Li X’T”é’g“ 0,299/0,345/0,345 | 0,335 | 0,210/0,200/0,222 | 0,213 | 0,090/0,084/0,083 | 0,089
0,301/0,305/0,389 0,201/0,203/0,211 0,090/0,089/0,085
0,072/0,057/0,059 0,077/0,074/0,081 0,079/0,079/0,099

Kontrol 0,068 0,080 0,085
0,090/0,064/0,070 0,072/0,084/0,094 0,076/0,082/0,097

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72%: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

L. mono.: L. monocytogenes
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Cizelge 4.6. Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen toplam 15 Listeria
izolatinin TSB’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

izolat no. 24* 48+ 72%
1 ++ + +
2 +++ ++ +
3 -+ ++ +
4 -+ ++ +
5 -+ 4+ +
6 +++ +4+ +
7 +++ +++ ++
8 -+ ++ +
9 ++ ++ +

10 ++ + +
11 ++ ++ +
12 +++ +++ +++
13 + + ++
14 ++ ++ +
15 +++ +++ ++

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon
sonrast
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi

Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin tutunma dereceleri
TSB’deki  negatif  kontrollerin  ortalamasina  gore  degerlendirilmistir.
Derecelendirmede kullanilan her bir aralik negatif kontroliin sirayla bir, iki ve dort
kat1 olacak sekilde belirlenmistir. Buna gore; 24, 48 ve 72 saatlik siire sonunda

TSB’deki tutunma dereceleri:

a. 24 saat: .... Negatif (-) < 0,068 < Zayif (+) < 0,136 < Orta (++) < 0,272 < Iyi (+++) ....
b. 48 saat: .... Negatif (-) < 0,080 < Zayif (+) < 0,160 < Orta (++) < 0,320 < Iyi (+++) ....
c. 72 saat: .... Negatif (-) < 0,085 < Zayif (+) < 0,170 < Orta (++) < 0,340 < lyi (+++) ....
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Cizelge 4.7. Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinde
TSB+%1 NaCl kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
sonucu biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de dlgiimlerinin sonuglari

izolat No 24* Ort. 48* Ort. 72* Ort.
0,209/0,124/0,100 0,293/0,189/0,155 0,267/0,132/0,124
1 0,119/0,102/0,088 0,119 0,164/0,183/0,178 0,193 0,119/0,097/0,010 0,125
0,091/0,112/0,131 0,159/0,160/0,260 0,122/0,113/0,141
0,271/0,136/0,136 0,593/0,157/0,196 0,437/0,112/0,099
2 0,167/0,151/0,144 0,163 0,194/0,214/0,201 0,245 0,098/0,082/0,111 0,139
0,129/0,160/0,174 0,193/0,223/0,234 0,102/0,116/0,094
0,268/0,172/0,137 0,297/0,152/0,184 0,228/0,102/0,076
3 0,180/0,191/0,233 0,190 0,199/0,239/0,139 0,206 0,115/0,123/0,114 0,116
0,189/0,179/0,168 0,238/0,207/0,202 0,089/0,091/0,106
0,247/0,135/0,140 0,201/0,150/0,137 0,166/0,105/0,099
4 0,126/0,139/0,164 0,151 0,109/0,113/0,156 0,141 0,095/0,105/0,097 0,110
0,141/0,133/0,134 0,116/0,150/0,193 0,102/0,114/0,110
0,640/0,337/0,341 0,450/0,380/0,399 0,193/0,131/0,169
5 0,346/0,404/0,291 0,394 0,411/0,233/0,311 0,399 0,134/0,134/0,134 0,140
0,339/0,392/0,464 0,333/0,348/0,374 0,130/0,115/0,128
0,573/0,194/0,208 0,251/0,138/0,330 0,209/0,123/0,164
6 0,178/0,214/0,232 0,243 0,181/0,198/0,167 0,205 0,149/0,125/0,122 0,144
0,179/0,203/0,210 0,190/0,196/0,195 0,086/0,203/0,118
0,815/0,392/0,525 2,117/0,996/0,514 0,299/0,174/0,184
7 0,418/0,368/0,403 0,459 0,389/0,330/0,331 0,648 0,183/0,178/0,187 0,229
0,411/0,379/0,420 0,302/0,383/0,472 0,187/0,222/0,448
0,521/0,312/0,295 0,910/0,279/0,186 0,129/0,167/0,124
8 0,337/0,232/0,260 0,312 0,191/0,160/0,225 0,281 0,130/0,146/0,152 0,151
0,2820,283/0,292 0,137/0,219/0,224 0,160/0,153/0,198

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi
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Cizelge 4.7. (Devam) Cig siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tlirlerinde
TSB+%1 NaCl kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon

sonucu biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de dlgiimlerinin sonuglari

izolat No 24* Ort. 48* Ort. 72* Ort.
0,381/0,306/0,274 0,764/0,200/0,201 0,107/0,110/0,101

9 0,245/0,248/0,274 0,269 0,220/0,197/0,135 0,241 0,106/0,100/0,091 0,102
0,233/0,239/0,225 0,128/0,159/0,167 0,101/0,097/0,108
0,321/0,161/0,194 0,151/0,145/0,158 0,108/0,101/0,118

10 0,173/0,180/0,180 0,202 0,140/0,138/0,189 0,157 0,100/0,110/0,088 0,099
0,172/0,177/0,265 0,155/0,161/0,178 0,098/0,082/0,089
0,668/0,306/0,252 0,302/0,229/0,168 0,113/0,120/0,111

11 0,241/0,252/0,231 0,291 0,170/0,235/0,268 0,221 0,111/0,129/0,150 0,119
0,204/0,286/0,185 0,234/0,211/0,173 0,112/0,106/0,123
0,817/0,604/0,458 1,148/0,483/0,394 0,647/0,408/0,384

12 0,503/0,516/0,456 0,518 0,378/0,321/0,358 0,452 0,441/0,431/0,367 0,453
0,393/0,412/0,505 0,265/0,317/0,407 0,418/0,528/0,453
0,144/0,134/0,113 0,142/0,113/0,097 0,252/0,171/0,232

13 0,107/0,102/0,102 0,111 0,098/0,076/0,084 0,097 0,224/0,357/0,523 0,277
0,120/0,086/0,092 0,082/0,092/0,090 0,216/0,346/0,175
0,090/0,105/0,091 0,125/0,128/0,137 0,084/0,121/0,104

14 0,130/0,083/0,091 0,094 0,100/0,088/0,089 0,100 0,107/0,114/0,092 0,102
0,092/0,085/0,082 0,083/0,077/0,078 0,083/0,108/0,110
0,090/0,105/0,091 1,444/0,728/0,626 0,686/0,559/0,467

15 0,130/0,083/0,091 0,617 0,596/0,537/0,565 0,655 0,538/0,491/0,507 0,544
0,092/0,085/0,082 0,509/0,432/0,465 0,634/0,527/0,495

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi
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Cizelge 4.7. (Devam) Cig siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tlirlerinde
TSB+%1 NaCl kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon

sonucu biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de dlgiimlerinin sonuglari

Tzolat No 24* ort. 48* ort. 72% ort.
3,378/3,266/3,383 3,446/3,404/3 360 2,449/2,558/1,970
L.mono. 5 ) 113.05213,219 3,257 3,361/3,334/3,302 3,345 2,345/1,843/1,958 2,087
(ATCCy | 322V30523219 | 3257 | 336133343302 | 3345 | 2345/1.843/1958 | 2,
3,273/3,208/3,318 3,313/3,290/3,296 1,711/1,909/2,047
0,263/0,233/0,183 0,736/0,170/0,138 0,128/0,118/0,111
L. innocua
0,183/0,183/0,181 0,210 0,139/0,110/0,125 0,196 0,116/0,095/0,093 0,106
(ATCC) PHOEE,
0,228/0,238/0,201 0,137/0,119/0,093 0,095/0,105/0,098
0,080/0,089/0,092 0,089/0,079/0,086 0,085/0,089/0,090
Kontrol 0,073 0,083 0,088
0,059/0,059/0,064 0,083/0,077/0,086 0,095/0,082/0,089

24%: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

L. mono.: L. monocytogenes
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Cizelge 4.8. Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen toplam 15 Listeria

izolatinin TSB+% 1 NaCl’de 24, 48 ve

dereceleri

72 saat sonundaki tutunma

izolat no.

24%

48+

72

1

++

2

++

++

++

++

++

-+

et

++

++

+++

+++

+++

++

++

++

10

++

11

++

++

12

-+

et

+++

13

++

++

14

15

-+

et

+++

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72%: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi

Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin tutunma dereceleri

TSB+% 1 NaCl’deki negatif kontrollerin ortalamasina goére degerlendirilmistir.

Derecelendirmede kullanilan her bir aralik negatif kontroliin sirayla bir, iki ve dort

kat1 olacak sekilde belirlenmistir. Buna gore; 24, 48 ve 72 saatlik siire sonunda

TSB+%1 NaCl’deki tutunma dereceleri:

a. 24 saat: .... Negatif (-) < 0,073 < Zayif (+) < 0,146 < Orta (++) < 0,292 < Iyi (+++) ....
b. 48 saat: .... Negatif (-) < 0,083 < Zayif (+) < 0,166 < Orta (++) < 0,332 < {yi (+++) ....
c. 72 saat: .... Negatif (-) < 0,088 < Zayif (+) < 0,176 < Orta (++) < 0,352 < Iyi (+++) ....
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Cizelge 4.9. Cig siit ve peynir oOrneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinde
TSB+%]1 glikoz kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon

sonucu biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de Slgiimlerinin sonuglari

0,208/0,223/0,174

0,199/0,221/0,268

0,160/0,128/0,154

izolat No 24* Ort. 48* Ort. 72* Ort.
0,262/0,239/0,292 0,502/0,415/0,316 0,265/0,150/0,382

1 0,219/0,241/0,179 0,219 0,455/0,529/0,342 0,420 0,164/0,180/0,196 0,216
0,167/0,191/0,189 0,395/0,341/0,486 0,172/0,287/0,153
0,384/0,219/0,164 0,475/0,400/0,283 0,109/0,106/0,096/

2 0,177/0,201/0,216 0,228 0,289/0,330/0,325 0,343 0,120/0,128/0,116 0,116
0,261/0,191/0,243 0,382/0,283/0,320 0,125/0,123/0,123
0,279/0,178/0,178 0,282/0,240/0,238 0,153/0,138/0,197

3 0,168/0,151/0,166 0,189 0,279/0,299 /0,300 0,266 0,124/0,120/0,121 0,127
0,201/0,184/0,198 0,280/0,241/0,240 0,127/0,128/0,140
0,211/0,149/0,181 0,252/0,227/0,221 0,155/0,134/0,150

4 0,165/0,165/0,150 0,171 0,346/0,292/0,172 0,265 0,122/0,119/0,118 0,129
0,188/0,175/0,159 0,219/0,378/0,285 0,137/0,116/0,114
0,321/0,210/0,245 0,304/0,317/0,267 0,135/0,151/0,163

5 0,241/0,247/0,175 0,223 0,472/0,244/0,299 0,302 0,166/0,183/0,152 0,152
0,177/0,210/0,186 0,328/0,210/0,281 0,109/0,151/0,158
0,342/0,185/0,242 0,447/0,151/0,168 0,132/0,172/0,132

6 0,205/0,205/0,266 0,228 0,211/0,216/0,186 0,202 0,142/0,141/0,106 0,131
0,211/0,230/0,167 0,133/0,171/0,229 0,129/0,116/0,114
0,386/0,289/0,232 1,183/0,577/0,186 0,268/0,165/0,228

7 0,216/0,273/0,258 0,253 0,245/0,353/0,330 0,487 0,249/0,208/0,207 0,221
0,231/0,207/0,188 0,368/0,411/0,738 0,217/0,211/0,237

0,27670,221/0,220 0,502/0,226/0,206 0,190/0,167/0,175

8 0,221/0,249/0,203 0,221 0,155/0,198/0,192 0,240 0,157/0,146/0,144 0,157

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi



Cizelge 4.9. (Devam)
tirlerinde TSB+%]1 glikoz kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonucu biyofilm c¢alismasinin 570 nm’de O&l¢iimlerinin
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Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria

sonugclari

izolat No 24% Ort. 48 Ort. 72% Ort.
0,232/0,342/0,272 0,601/0,223/0,193 0,129/0,139/0,125

9 0,190/0,160/0,170 0,213 0,209/0,205/0,217 0,240 0,100/0,112/0,100 0,118
0,170/0,207/0,177 0,199/0,146/0,170 0,136/0,119/0,106
0,316/0,177/0,350 0,506/0,382/0,575 0,161/0,123/0,118

10 0,350/0,261/0,501 0,339 0,245/0,334/0,643 0,430 0,158/0,140/0,115 0,136
0,415/0,317/0,368 0,522/0,354/0,315 0,141/0,120/0,155
0,243/0,245/0,421 0,989/0,442/0,701 0,161/0,188/0,167

11 0,515/0,667/0,337 0,420 0,424/0,522/0,819 0,631 0,198/0,188/0,153 0,170
0,520/0,443/0,397 0,716/0,697/0,369 0,174/0,154/0,153
0,396/0,328/0,254 1,046/0,313/0,249 0,331/0,287/0,305

12 0,272/0,312/0,244 0,274 0,267/0,408/0,309 0,395 0,222/0,305/0,329 0,299
0,231/0,188/0,246 0,294/0,272/0,401 0,286/0,297/0,337
0,152/0,188/0,227 0,265/0,210/0,186 0,312/0,314/0,367

13 0,140/0,119/0,158 0,161 0,176/0,350/0,130 0,210 0,255/0,267/0,211 0,275
0,166/0,144/0,155 0,186/0,217/0,170 0,215/0,223/0,317
0,143/0,194/0,151 0,235/0,282/0,204 0,705/1,336/1,743

14 0,141/0,165/0,115 0,140 0,265/0,317/0,208 0,298 0,994/1,036/0,953 1,109
0,104/0,132/0,116 0,700/0,248/0,229 0,482/1,808/0,930
0,597/0,413/0,404 2,950/1,261/0,722 0,291/0,411/0,252

15 0,435/0,323/0,415 0,407 0,922/0,678/0,780 1,015 0,426/0,228/0,319 0,297
0,379/0,335/0,367 0,618/0,527/0,685 0,245/0,265/0,242

24%: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi




Cizelge 4.9. (Devam)
tirlerinde TSB+%]1 glikoz kullanilarak yapilan 24, 48 ve 72 saatlik

inkiibasyon sonucu biyofilm c¢aligmasinin
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Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria

570 nm’de Ol¢limlerinin

sonugclari
izolat No 24* Ort. 48* Ort. 72% Ort.
4,000/2,460/2,613 4,000/3,264/2,045 1,244/0,914/0,928
L. mono.
2,522/2,495/2,760 2,832 2,152/2,058/2,025 2,482 0,805/0,893/0,867 0.926
(ATCC) ’
3,178/2,529/2,936 1,923/1,897/2,979 0,903/0,946/0,838
0,319/0,317/0,185 0,434/0,276/0,581 0,139/0,118/0,123
L. innocua
0,266/0,305/0,337 0,311 0,522/0,424/0,385 0,387 0,105/0,124/0,138 0,132
(ATCC)
0,337/0,366/0,375 0,300/0,251/0,311 0,118/0,163/0,160
0,097/0,091/0,081 0,079/0,079/0,097 0,084/0,085/0,087
Kontrol 0,084 0,089 0,086
0,080/0,074/0,085 0,089/0,089/0,102 0,087/0,085/0,089

24%: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

L. mono.: L. monocytogenes
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Cizelge 4.10. Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen toplam 15 Listeria
izolatinin TSB+% 1 glikoz’da 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma

dereceleri

izolat no. 24* 48* 72
1 ++ +++ ++
2 ++ ++ +
3 ++ ++ +
4 ++ ++ +
5 ++ ++ +
6 ++ ++ +
7 ++ +++ ++
8 ++ ++ +
9 ++ ++ +
10 +++ +++ +
11 4+ +++ +
12 ++ +++ ++
13 + ++ ++
14 + ++ +++
15 +++ +++ +

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon
sonrast
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi

Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin tutunma dereceleri
TSB+ % 1 glikoz’daki negatif kontrollerin ortalamasina gore degerlendirilmistir.
Derecelendirmede kullanilan her bir aralik negatif kontroliin sirayla bir, iki ve dort
kat1 olacak sekilde belirlenmistir. Buna gore; 24, 48 ve 72 saatlik siire sonunda

TSB+% 1 glikoz’daki tutunma dereceleri:

a. 24 saat: .... Negatif (-) < 0,084 < Zay1f (+) < 0,168 < Orta (++) < 0,336 < lyi (+++) ....
b. 48 saat: .... Negatif (-) < 0,089 < Zayif (+) < 0,178 < Orta (++) < 0,356 < Iyi (+++) ....
c. 72 saat: .... Negatif (-) < 0,086 < Zayif (+) < 0,172 < Orta (++) < 0,344 < lyi (+++) ....



Cizelge 4.11. Cig siit orneklerinden izole edilen toplam 9 Listeria tiiriiniin 30 °C’de

TSB’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

L. innocua L. grayi L. welshimeri
Siire N=7 n=1 n=1
(+++) (++) ) (+++) (++) ) (+++) ++H) )
24* 1 - - 1 - 1 - -
48* 3 1 - 1 - - 1 -
72% 1 6 - - 1 - - 1

Cizelge 4.12. Cig siit 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 30 °C’de TSB’de

24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma yiizdeleri

Listeria
spp-

L. innocua

L. grayi

L.
welshimeri

TSB
24* 48* 72*
- |
Zayif Pozitif i Zayif Pozitif %14.28 Zayif Pozitif 9485.71
Q) ) )
Orta der. Orta der. Orta der.
%14,2 %42 %14,2
Pozitif (++) 714,28 Pozitif (++) 742,85 Pozitif (++) /014,28
Kuvvetli 0 Kuvvetli Kuvvetli
1 %42 -
Pozitif (+++) 7085, Pozitif (++4) /042,85 Pozitif (+++)
|
Zayf Pozitif Zayf Pozitif Zayf Pozitif
- - %100
(G ) )
Orta der. 0 Orta der. Orta der.
100 %100 -
Pozitif (++) o Pozitif (++) o Pozitif (++)
Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Pozitif (+++) Pozitif (+++) Pozitif (+++)
- |
Zayif Pozitif Zayif Pozitif Zayif Pozitif
- - %100
Q) D )
Orta der. Orta der. %100 Orta der.
Pozitif (++) Pozitif (++) ’ Pozitif (++)
Kuvvetli %100 Kuvvetli i Kuvvetli i
Pozitif (+++) ’ Pozitif (+++) Pozitif (+++)

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

n=Toplam izolat sayis1
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli
Not: Yiizde degerleri ¢alisilan her tiir i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
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Cig siit orneklerinden izole edilen Listeria tirleri 24, 48 ve 72 saat sonundaki
tutunmalar1 farklilik gostermektedir. 24 saat sonunda 6 (% 85,71) L. innocua ve bir
(% 100) L. welshimeri’nin (+++) iyi; bir’er (% 14,28) L. innocua ve (% 100) L. grayi
izolatinin ise (++) orta derecede tutunma gosterdigi tespit edilmistir. Bu tiirlerin ayni
ortamda 48 saat sonunda tutunma derecelerinde azalma oldugu belirlenmistir. Buna
gore; 3 (% 42,85) L. innocua (+++) iyi; 3 (% 42,85) L. innocua, bir’er (% 100) L.
grayi ve (% 100) L. welshimeri izolat1 (++) orta; bir (% 14,28) L. innocua izolat1 ise
(+) zayif derecede tutunma gdsterdigi bulunmustur. Ayni tiirler ayn1 ortamda 72 saat
sonunda, 24 saate gore tam ters Ozellikte biyofilm olusturmasiyla dikkati ¢cekmistir.
Buna gore; sadece bir (% 14,28) L. innocua izolat1 (++) orta derecede tutunma
gosterirken izolatlarin ¢ogunda (6 L. innocua, 1 L. grayi, 1 L. welshimeri) (+) zayif

tutunma gortilmiistiir (Cizelge 4.11., 4.12.).



Cizelge 4.13. Peynir orneklerinden izole edilen toplam 6 Listeria tiiriiniin 30 °C’de
TSB’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

L. innocua L. grayi
Siire n=4 N=2
+++ ++ + +++ ++
24* 1 2 1 1
48* 1 1 2 1
72% 1 1 2 1

Cizelge 4.14. Peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 30 °C’de TSB’de
24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma yiizdesi

Listeria
spp.

L.

innocua

L. grayi

TSB
24* 48* 72%
|
Zayif Pozitif (+) | %025 | Zawif Pozitif (+) | %50 | Zayif Pozitif (+) | %050
Orta der. Pozitif %50 Orta der. Pozitif %425 Orta der. Pozitif %425
(++) ++) ++)
Kuvvetli Pozitif %25 Kuvvetli Pozitif %25 Kuvvetli Pozitif %25
(+++) ++) ++)
|
Zayif Pozitif (+) | - | Zayif Pozitif (+) | - | Zawyif Pozitif (+) | %050
Orta der. Pozitif %50 Orta der. Pozitif %50 Orta der. Pozitif %50
(++) (++H) (++H)
Kuvvetli Pozitif %50 Kuvvetli Pozitif %50 Kuvvetli Pozitif )
(+++) (++4) (++4)

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

n=Toplam izolat sayis1
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli

Not: Yiizde degerleri ¢alisilan her tiir i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
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Peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 24, 48 ve 72 saat sonundaki
tutunmalar1 incelendiginde; 24 saat sonunda bir’er (% 25) L. innocua ve (%50) L.
grayi izolat1 (+++) iyi; 2 (% 50) L. innocua ve (% 50) 1 L. grayi orta (++); bir (% 25)
L. innocua izolat1 ise zayif (+) derecede biyofilm olusturmustur. Bu tiirlerin ayn1
ortamda 48 saat sonundaki tutunmalarinda ise L. innocua’da azalma goriiliirken (1’1
(+++) 1yi; 1’1 (++) orta ve 2’si (+) zayif) L. grayi’de bir degisiklik gézlenmemistir.
Ayn tiirlerin ayn1 ortamda 72 saat sonunda, 24 saate gore tam ters dzellikte biyofilm
olusturmasiyla dikkati ¢cekmistir. Buna gore; sadece bir (% 25) L. innocua izolat
(+++) 1yi; bir'er (% 25) L. innocua ve (% 50) L. grayi (++) orta; 2 (% 50) L.
innocua, 1 (% 50) L. grayi (+) zayif derecede tutunma gostermistir (Cizelge 4.13.,
4.14.).



Cizelge 4.15. Cig siit orneklerinden izole edilen toplam 9 Listeria tiiriiniin 30 °C’de
TSB+%1 NaCl’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

L. innocua L. grayi L. welshimeri
Siire n=7 n=1 n=1
+++ ++ + +++ ++ + +++ ++ +
24* 2 4 1 - 1 - 1 - -
48* 2 4 1 - 1 - - 1 -
72% - 1 6 - - 1 - - 1

Cizelge 4.16. Cig siit orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 30 °C’de
TSB+%1 NaCl’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma yiizdesi

Listeria
spp-

L. innocua

L. grayi

L.
welshimeri

TSB+%1 NaCl

24* 48* 72%
-
Zayif Pozitif (+) | %14,28 | Zayif Pozitif (+) | %14,28 | Zayif Pozitif (+) | %85,71
Orta der. 0 Orta der. Orta der.
14 9 14 %142
Pozitif (++) %037, Pozitif (++) %37, Pozitif (++) 714,28
Kuvvetli Pozitif %28.57 Kuvvetli Pozitif %28.57 Kuvvetli Pozitif )
(+++) (+++) (+++)
|
Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) | %100
Or'tz} der. 9100 Or'tz} der. %100 Or'tz} der. i
Pozitif (++) Pozitif (++) Pozitif (++)
Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif
(+++) i (+++) ) (+++) )
—
Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) | %100
Orta der. Orta der. %100 Orta der.
Pozitif (++) Pozitif (++) ° Pozitif (++)
Kuvvetli Pozitif %100 Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif
(++) ’ (++) i (++) i

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

n=Toplam izolat sayis1
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli
Not: Yiizde degerleri ¢aligilan her tiir i¢in ayr1 ayri hesaplanmustir.
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Cig siit orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 24 saat sonundaki tutunmalari
incelendiginde; 2 (% 28,57) L. innocua ve bir (% 100) L. welshimeri’nin (+++) iyi; 4
(% 57,14) L. innocua ve bir (% 100) L. grayi (++) orta; bir (% 14,28) L. innocua
izolatinin ise (+) zayif derecede biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Ayni tiirlerin
ayn1 ortamda 48 saat sonrasi tutunma dereceleri degerlendirildiginde; L. innocua ve
L. grayi izolatlarinin 24 saatteki tutunmalarina benzer sonuglar alimirken L.
welshimeri’nin tutunmasi (++) orta dereceye diismiistiir. Aynu tiirler ayni ortamda 72
saat sonunda, 24 saate gore tam ters Ozellikte biyofilm olusturmasiyla dikkati
cekmistir. Buna gore; sadece bir (% 14,28) L. innocua izolat1 (++) orta derecede
tutunma gosterirken izolatlarin ¢ogunda (6 L. innocua, 1 L. grayi, 1 L. welshimeri)

(+) zayif tutunma goriilmiistiir (Cizelge 4.15., 4.16).
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Cizelge 4.17. Peynir orneklerinden izole edilen toplam 6 Listeria tiiriiniin 30 °C’de

TSB+%1 NaCl’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

L. innocua L. grayi
Siire n=4 N=2
+++ ++ +++ ++ +
24* 1 3 - 1
48* 1 1 - 1
72% 1 - 1

Cizelge 4.18. Peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 30 °C’de

TSB+%1 NaCl’de 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma yiizdesi

TSB+%1 NaCl

Listeria spp. 24* 48* 72*
o
Zayif Zayf Zayif
Pozitif - Pozitif % 50 Pozitif % 50
) ) )
Orta der. Orta der. Orta der.
L. innocua Pozitif %75 Pozitif %25 Pozitif %25
(++) ++) (++)
Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Pozitif % 25 Pozitif % 25 Pozitif % 25
(+++) (++) (+++)
|
Zayif Zayf Zayif
Pozitif % 50 Pozitif % 50 Pozitif % 50
) ) )
Orta der. Orta der. Orta der.
L. grayi Pozitif - Pozitif - Pozitif -
(++) (++) (++)
Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Pozitif % 50 Pozitif % 50 Pozitif % 50
(+++) (++) (+++)

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon
sonrast

n=Toplam izolat sayis1

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli

Not: Yiizde degerleri ¢alisilan her tiir i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
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Peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 24, 48 ve 72 saat sonundaki
tutunmalar1 incelendiginde; 24 saat sonunda bir’er (% 25) L. innocua ve ( % 100) L.
grayi izolat1 (+++) iyi; 3 (% 75) L. innocua izolat1 (++) orta; 1 (% 50) L. grayi izolatt
ise (+) zayif derecede biyofilm olusturmustur. Ayni tiirlerin ayni1 ortamda 48 saat
sonundaki tutunmalarinda ise L. innocua’da azalma goriiliirken (1’1 (+++) iy1; 1’1
(++) orta ve 2’si (+) zayif) L. grayi’de bir degisiklik gézlenmemistir. Ayni ortamda
72 saat sonunda ise sadece bir’er (% 25) L. innocua izolat1 (+++) iyi ve (++) orta; 2
(% 50) L. innocua (+) zayif derecede tutunurken; L. grayi’de yine degisiklik
gozlenmemis olup diger siireler ile (24 ve 48 saat) aymi tutunmayi1 gostermistir

(Cizelge 4.17., 4.18.).



Cizelge 4.19. Cig siit orneklerinden izole edilen toplam 9 Listeria tiiriiniin 30 °C’de
TSB+%]1 glikoz’da 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

L. innocua L. grayi L. welshimeri
Siire n=7 n=1 n=1
+++ ++ +++ ++ + +++ ++ +
24* - 7 - 1 - - 1 -
48* 2 5 - 1 - - 1 -
72% - 2 - - 1 - - 1

Cizelge 4.20. Cig siit orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 30 °C’de
TSB+%] glikoz’da 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma ytizdesi

Listeria
spp-

L. innocua

L. grayi

L.
welshimeri

TSB+%1 glikoz

24* 48* 72%*
. ________________________________________________________________|
. o, o %
Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) 71.42
Orta der. % Orta der. % Orta der. %
Pozitif (++) 100 Pozitif (++) 71,42 Pozitif (++) 28,57
Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif % Kuvvetli Pozitif
++) (+++) 28,57 (+++)
-
Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) - Zayif Pozitif (+) | % 100
Orta der. % Orta der. % 100 Orta der.
Pozitif (++) 100 Pozitif (++) ’ Pozitif (++)
Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif
(+++) ) (++4) ) (+++) )
-
Zayif Pozitif (+) - Zayf Pozitif (+) - Zawyf Pozitif (+) | % 100
Orta der. % Orta der. % 100 Orta der.
Pozitif (++) 100 Pozitif (++) ’ Pozitif (++)
Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif Kuvvetli Pozitif
(+++) ) (+++) ) (+++) )

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon

sonrasi

n=Toplam izolat sayis1
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli
Not: Yiizde degerleri ¢alisilan her tiir i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
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Cig siit orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 24 saat sonundaki tutunmalari
incelendiginde; izolatlarin tamami (% 100) (7 L. innocua, 1 L. grayi ve 1 L.
welshimeri) (++) orta derecede biyofilm olusturmustur. Bu tiirlerin ayni ortamda 48
saat sonra tutunma dereceleri degerlendirildiginde; sadece 2 (% 28,57) L. innocua
susu (+++) 1y1 derecede tutunurken, 5 (% 71,42) L. innocua, bir’er (% 100) L. grayi
ve L. welshimeri izolat1 (++) orta kuvvette biyofilm olusturmustur. Ayni tiirlerin
ayni ortamda 72 saat sonrasinda olusturduklar1 biyofilm, 24 saate gore azalmasi ile
dikkati ¢ekmistir. Buna gore; 2 (% 28,57) L. innocua izolat1 (++) orta derecede
tutunma gosterirken diger izolatlarda (5 L. innocua, 1 L. grayi, 1 L. welshimeri) (+)

zayif tutunma goriilmiistiir (Cizelge 4.19., 4.20.).
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Cizelge 4.21. Peynir 6rneklerinden izole edilen toplam 6 Listeria tiiriiniin 30 °C’de

TSB+%]1 glikoz’da 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

L. innocua L. grayi
Siire n=4 N=2
+++ ++ +++ ++ +
24* 2 1 - 1
48* 3 1 1 -
72% - 2 - 1

glikoz’da 24, 48 ve 72 saat sonundaki tutunma ytiizdesi

Cizelge 4.22. Peynir orneklerinden izole edilen Listeria tirlerinin 30 °C’de TSB+%]1

TSB+%1 glikoz

Listeria spp. 24% 48% 7%
o
Zayif Zayf Zayif
Pozitif % 25 Pozitif - Pozitif % 50
) ) )
Orta der. Orta der. Orta der.
L. innocua Pozitif %25 Pozitif %25 Pozitif %50
(++) ++) (++)
Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Pozitif % 50 Pozitif %75 Pozitif -
(+++) (++) (+++)
|
Zayif Zayf Zayif
Pozitif % 50 Pozitif - Pozitif % 50
) ) )
Orta der. Orta der. Orta der.
L. grayi Pozitif - Pozitif % 50 Pozitif -
(++) (++) (++)
Kuvvetli Kuvvetli Kuvvetli
Pozitif % 50 Pozitif % 50 Pozitif % 50
(+++) (++) (+++)

24%*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon
sonrast

n=Toplam izolat sayis1

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli

Not: Yiizde degerleri ¢alisilan her tiir i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
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Peynir orneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin 24, 48 ve 72 saat sonundaki
tutunmalar1 incelendiginde; 24 saat sonunda 2 (% 50) L. innocua ve bir (%50) L.
grayi izolatt (+++) iyi; sadece bir (% 25) L. innocua izolat1 (++) orta; bir’er (% 25)
L. innocua ve (% 50) L. grayi susu ise (+) zayif derecede biyofilm olusturmustur.
Yine ayni ortamda 48 saat sonundaki tutunmada L. innocua (3’4 (+++) iyi; 1’1 (++)
orta)’da ve L. grayi’de (1’1 (+++) iyi; 1’1 (++) orta) artis oldugu tespit edilmistir. Ayni
tiirlerin ayn1 ortamda 72 saat sonunda ki biyofilm olusumuna bakildiginda ise, 1 (%
50) L. grayi izolatinin (+++) iyi; 2 (% 50) L. innocua’nin (++) orta; 2 (% 50) L.
innocua ve 1 (% 50) L. grayi’nin (+) zayif tutundugu bulunmustur (Cizelge 4.21.,
4.22)).

Cizelge 4.23. L. monocytogenes (ATCC 19114) ve L. innocua (ATCC 33090)
suslarinin 30 °C’de TSB, TSB+%1 NaCl ve TSB+% 1 glikoz’da 24,
48 ve 72 saat sonundaki tutunma dereceleri

Sus TSB TSB+%1 NaCl TSB+%1 glikoz
No .. .
isimleri [ 5T g T 72% | 24% | 48* | 72% | 24* | 48* | 72*
1. L. | A | | | | A | | |
mono.
L.
2. ) |+ + ++ | + | +
innocua

24*: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi, 48*: 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, 72*: 72 saatlik inkiibasyon
sonrast
*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi/kuvvetli
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5. TARTISMA VE SONUC

Siit icerdigi c¢ok c¢esitli besin maddelerinden dolayr tim memeli canlilarda
organizmanin ihtiyacini karsilayabilen temel gidadir. Bu sebeple mikroorganizmalar
icin de ¢ok iyi bir besi ortamidir. Cig siitiin ylksek sayida bakteri icermesi
kontaminasyonu gosterir. Memenin kirli veya hayvanin hasta olmasi halinde
kontaminasyon daha fazla oranda gergeklesir. Bu 0Ozelliginden otiirii ¢ig siit,
mikroorganizma kaynakli ¢esitli hastaliklarin ortaya cikmasinda potansiyel bir
ortamdir. Peynirin kalitesinde de en Onemli faktorlerden biri ¢ig siitiin
mikroflorasidir. Halk sagligi acisindan giivenilir, kaliteli peynir tiretilebilmesi i¢in
¢ig siitlerin pastorize edilmesi zorunludur. Ancak yetersiz pastorizasyon ve
olgunlagma siirecindeki bakteriyel kontaminasyon peynir iiretiminde de istenmeyen

mikroorganizmalari bulundurur [Kaya, 2002; Ulusoy, 2004].

Son yillarda, Diinya Saglik Orgiitii (2000) tarafindan yapilan incelemelerde
L. monocytogenes’in neden oldugu listeriozisin zoonoz kdkenli bir hastalik olmasina
ragmen, insanlara gidalar vasitasiyla gectigi belirtilmistir. Bu konuda yapilan
arastirmalarda L. monocytogenes’in kontaminasyonunu saglayan gidalar arasinda en

fazla siit ve siit iirtinleri gosterilmektedir [Kocan ve Halkman, 2006].

Siit igletmelerinde relatif rutubetin yiiksek olmasi nedeniyle L. monocytogenes
kokenli biyofilmler en ¢ok tasima hattt ve gider kanallarinda goriilmektedir. Buna
ilaveten siit proteinlerinin besleyici 6zelligi ve siit yaginin koruyucu etkisi ile etken
mikroorganizma siit hiicreleri i¢inde yer alarak olusturdugu biyofilm halk sagligini

ciddi olarak tehdit etmektedir [Koluman, 2007].

Listeria’lar ¢evre sartlarina genis tolerans gostererek yasayan mikroorganizmalar
olup 6zellikle gidalardaki kontaminasyonu dnemlidir. Kontaminasyon kaynagi olarak
en fazla siit ve siit liriinleri dikkati ¢ekerken ayn1 zamanda deniz iiriinleri, et ve grubu
tirtinler ile taze gidalardan da izole edilebilmektedir. Bu nedenle gida iiretiminin
yapildig1 ortamlarda Listeria’larin biyofilm olusturmalar1 olduk¢a 6nemlidir. Tiim bu

ozellikleri nedeniyle son yillarda bu mikroorganizma dikkatleri lizerine ¢ekmis ve
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potansiyel kaynaklari arastirilmaya baslanmistir. Bu amacla calismamizda, ¢ig siit ve
peynir Orneklerinden izole ettigimiz Listeria tlirlerinin biyofilm olusturmalari

incelenmistir.

Bu amacla, analiz edilen 80 c¢ig siit 6rneginin 9’unda (% 11,25) Listeria izolati
saptanmistir. Bu Listeria tiirlerinin 7’ si (%8,75) L. innocua, 1’1 (%1,25) L.
welchimeri, 1’1 (%1,25) de L. grayi olarak tanimlanmistir. Analiz edilen 80 peynir
orneginde ise; 4’1 L. innnocua (%5), 2’si L. grayi (%2,5) olmak tizere toplam 6 (%

7,5) Listeria spp. izole edilmistir, (Bkz. Cizelge 4.1, Cizelge 4.3).

Rahimi ve arkadaslar1 (2010) Iran’da yaptiklar1 ¢alismada 594 ¢ig siit ve siit {iriinii
numunesinden 55 (%9,3) Ornegin Listeria spp. pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Listeria’larin en yaygin bulundugu kaynagi, koyun ¢ig siit 6rnekleri (%22,6) ve
bunu takiben peynir ornekleri (%18,9) olarak belirtmislerdir. Ayrica en c¢ok elde
edilen izolatin L. innocua (%58,2) ve devaminda ise L. monocytogenes (%32,7) ile L.
seeligeri olarak tespit etmiglerdir [Rahimi ve ark., 2010]. Bu arastirmada 80 ¢ig siit
ve 80 peynir olmak tlizere 160 6rneginden 15 (% 9,37) ornegin Listeria spp. pozitif
oldugu bulunmustur. Ayrica en ¢ok elde edilen izolatin L. innocua (% 73,3) ve

devaminda ise L. grayi (%20) ile L. welshimeri (% 6,6) olarak tespit edilmistir.

Pesavento ve arkadaslar1 (2010) italya’da Listeria spp.’nin perakende tiiketime
sunulan gidalardaki bulunma sikligini analiz etmek i¢in yapmis olduklar1 bir
calismada inceledikleri 258 taze yumusak peynirin 9’unda (%3,5) Listeria spp. tespit
etmislerdir. Elde edilen 10 izolat; 2’si L. monocytogenes, 6’s1 L. innocua ve birer L.

welshimeri ve L. grayi olarak tanimlanmistir [Pesavento ve ark., 2010].

Frece ve arkadaslar1 (2009) Hirvatistan’in Zagreb sehrinde yapmis olduklari
calismada ¢ig siit ve taze peynir Orneklerinde Listeria monocytogenes varligini
arastirmuslardir. Inceledikleri 180 adet ¢ig siit ve peynir 6rneginde % 21,3 diizeyinde
Listeria izolatina rastlamislardir [Frece ve ark., 2009]. Bu arastirmada ise, 160 adet

¢ig siit ve peynir 6rneginde % 9,37 diizeyinde izolati1 bulunmustur.
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Rudolf ve Scherer (2001) Avrupa iilkelerine ait inceledikleri cesitli 374 peynir
orneginde % 6,4 oraninda L. monocytogenes izole ettiklerini bildirmislerdir [Rudolf
ve Scherer, 2001]. Bu ¢alismada 80 adet peynirin 6’sinda (%7,5) Listeria spp. tespit

edilmistir. Elde edilen 6 izolatin 4’1 L. innocua, 2’si L. grayi olarak tanimlanmustir.

Menendez ve arkadaslar1 (2001) Ispanya'da keci siitinden yapilmis 24 peynir
Orneginin 2 tanesinde L. monocytogenes bulmuslardir [Menendez ve ark., 2001].
Solano-Lopez ve arkadaslar1 (2000) deneysel olarak yaptiklari bir calismada Meksika
tipi Manchego peynirlerinde 5 giinliik ve Chihuahua peynirlerinde 6 haftalik
olgunlasma periyodu sonunda, L. monocytogenes'in canli kalabildigini tespit
etmigler, Chihuahua peynirlerinde 6 hafta sonunda L. monocytogenes sayisinda bir
miktar diisme olmasina ragmen, hala 6nemli diizeyde etkenin bulundugunu, Meksika
tipi Manchego peynirinde ise c¢ok fazla bir degisme olmadigini bildirmislerdir

[Solano-Lopez ve ark., 2000].

Ulkemizde bu konuda yapilan arastirmalarda ise; Akkaya ve Alisarli (2006)
Afyonkarahisar iline yonelik yaptiklar1 ¢calismada inceledikleri 100 adet beyaz peynir
orneginde L. monocytogenes varligin1  arastirmistir. % 6’sinda  (6/100) L.

monocytogenes tespit edilmistir [Akkaya ve Alisarli, 2006].

Uysal ve Ang (2003) Istanbul, Trakya ve Anadolu’nun farkli bélgelerinden toplanan
271 peynir, 221 siit, 11 lor, 8 tereyagi olmak uzere 511 Ornekte Listeria spp.
varligini aragtirmis, peynir 6rneklerinden 11 L. monocytogenes (% 4), bir L.grayi (%
0,36); ¢ig siit (% 0,45) ve tereyagi (% 12) 6rneklerinden birer L.monocytogenes susu
izole etmislerdir [Uysal ve Ang, 2003].

Giilmez ve Giiven (2001) Kars ilinde yapmis olduklar1 ¢alismada 40 adet taze peynir
orneginin 6 (%15)’sinda Listeria tiirlerinin varligini tespit etmisler bu érneklerin 2
(%5)’sinde L. monocytogenes, 2 (%5)’sinde L. innocua ve 2 (%5)’sinde ise hem L.
monocytogenes hem de L. innocua tespit edilmistir [Giilmez ve Giliven, 2001]. Bizim

arastirmamizda peynir Orneklerinde L. monocytogenes’e hig¢ rastlanilmamisken 80
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adet peynir 6rneginin 6 (%7,5)’sinda Listeria tiirleri bulunmustur. Bu 6rneklerin 4

(%5) i L. innocua, 2 (%2,5)’s1 L. grayi olarak bulunmustur.

Sagun ve arkadaslar1 (2001) Van ve yoresindeki 250 adet ¢ig siit ve 254 adet otlu
peynirlerde yaptiklar1 ¢alismada siit drneklerinden 6’s1 (%2,4) Listeria yodniinden
pozitif bulunmus olup izolatlarin 3’0 L. monocytogenes (%1,2), 1’1 L. innocua
(%0,4) ve 1't de L. welshimeri (%0,4) olarak tanimlanmistir. Otlu peynir
orneklerinden ise 13l (%5,11) Listeria yoniinden pozitif bulunurken izole edilen
suslarin 10’u L. monocytogenes (%3,93), 1’1 L. ivanovii (%0,39), 1’1 L. innocua

(%0,39) ve 1’1 de L. welshimeri (%0,39) seklinde belirtilmistir [Sagun ve ark., 2001].

Bu caligmada, 80 ¢ig siit 6rneginin 9’unda (% 11,25) Listeria izolat1 saptanmistir. Bu
Listeria tirlerinin 7° si (%8,75) L. innocua, 1°1 (%]1,25) L. welshimeri, 1’1 (%1,25) de
L. grayi olarak tanimlanmuistir. 80 peynir 6rneginin ise 6’s1 (% 7,5) Listeria tiirleri ile
kontamine oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin; 4’0 L. innnocua (%5), 2’si L.

grayi (%2,5) olarak bulunmustur.

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami icin gerekli islevlerin
yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu bir organizasyondur [Post ve
ark., 2002]. Biyofilm aynm1 zamanda yiizeye tutunmus olan mikroorganizmalarin,
besin diizeyi diisiik olan ¢evrelerde besin akisini saglayip, bakterilerin hayatta kalma
ve gelisim gosterme oranimi artirarak bakteriye avantaj saglar. [Szewzyk ve ark.,
2000]. Bu konuda yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece ylizeye yapismis
durumda bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir
tabakadan ibaret olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon
yetenegi bulunan fonksiyonel topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu

ortaya koymustur [Davey ve O’toole, 2000].

Biyofilm kiiltiirii ve 6l¢limii i¢in birkag¢ farkli yontem gelistirilmistir [Deighton ve
ark., 2001; Arciola ve ark., 2002; Harraghy ve ark., 2006]. Bu yontemlerden; tiip
testi [Mathur ve ark., 2006] , mikroplate testi [Stepanovic, 2000], radiolabeling
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mikroskopi [Deighton ve ark., 2001] ve Congo Red Agar testi [Arciola ve ark., 2002]
gibi testler biyofilm tayini i¢in kullanilmaktadir. Fakat mikroplate metodu biyofilm
incelenmesi ic¢in yapilan Ol¢limlerde digerleri arasinda en sik kullanilanidir

[Stepanovic ve ark., 2007].

Bu arastirmada, mikroplate ile yapilan biyofilm ¢aligmasinda tutunma farkliliklarini
incelemek amaciyla izolatlarin her biri i¢in {i¢ farkli sivi ortami (TSB, TSB+% 1
NaCl, TSB+% 1 glikoz) ve ii¢ farkli inkiibasyon siiresi ile (24 saat, 48 saat, 72 saat)
9 kez tekrarlanarak ¢alisilmistir. Biyofilm olusumunun 6lgiilmesi i¢in 96 kuyucuklu

plastik mikroplate kullanilmistir.

Bu arastirmada ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB kullanilarak
yapilan biyofilm ¢alismasi incelendiginde; Cizelge 4.11.’de goriildiigii gibi, biitiin
tirlerde (L. innocua, L. grayi, L. welshimeri) en iyi tutunmanin 24 ve 48 saatte
oldugu tespit edilmistir. Yine ayni ortamda 72 saat sonra tutunmada azalma oldugu

dikkati ¢ekmistir.

Bu aragtirmada peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB kullanilarak
yapilan biyofilm c¢alismasi incelendiginde; Cizelge 4.13.’te belirtildigi gibi, en 1yi
tutunmanin 24 saat sonra oldugu tespit edilmistir. L. innocua’da 48 ve 72 saat sonra
tutunmanin zayifladig1 goézlenmis, L. grayi’de tutunmanin 24 ve 48 saatte ayni iken

72 saat sonra azaldig1 bulunmustur.

Harvey ve arkadaslar1 (2007) yaptiklart bir ¢alismada, TSB’de iiretilen g¢evresel,
hayvansal, gida ve klinik kokenli L. monocytogenes suglarinin mikroplate yontemi ile
biyofilm olusumunu incelemislerdir. TSB’de 20 °C’de 48 saat bekletilen 138 L.
monocytogenes susunun % 92’sinin zayif; % 6,5’nin orta; % 1,5’nin ise kuvvetli
olarak biyofilm olusturdugunu tespit etmislerdir [Harvey ve ark., 2007]. Bu
calismada ise, ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB’de 30 °C’de
48 saatlik tutunmalarinda, L. innocua’nin %42,8’nin kuvvetli; %42,8’nin orta,
%14,2’sinin zayif derecede biyofilm olusturdugu bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada

kullanilan L. innocua ATCC 33090 susunun TSB’de 30 °C’deki en iyi tutunmanin
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24 saatte oldugu bulunmustur. Ayni ortamda ayni susun olusturdugu biyofilm, 48

saat sonra orta (++), 72 saat sonra ise zayif (+) dereceye diismiistir.

Djordjevic ve arkadaslart (2002) yaptiklari bir ¢alismada, L. monocytogenes’in
biyofilm olusumunu mikroplate yontemi ile incelemislerdir. Arastirmacilar,
standardize olmus polyvinyl klorid mikroplateleri (PVC) kullanarak L.
monocytogenes  suslarimin  tutunmalarim1 ~ kiyaslamiglardir.  Toplam 31 L.
monocytogenes susunu plate kuyularinda bulunan Welshimer’s brothta 32 °C’de 20
ve 40 saatte tiretmislerdir. PVC mikroplate ile suslarin daha hizli ve basit olarak

biyofilm olusturdugu gézlemlemislerdir [Djordjevic ve ark., 2002].

Stepanovic ve arkadaglar1 (2004) yaptiklar1 ¢calismada, 48 L. monocytogenes susunun
plastik yiizeydeki tutunmalarini aragtirmislardir. Kiiltiir ortami olarak Brain Heart
Infusion Broth (BHI), Trycase Soy Broth (TSB), Meat Broth (MB) ve 1/20 diliie
edilmis TSB kullanilmigtir. BHI, TSA ve MB’nin L. monocytogenes’de en iyi
biyofilm iireten ortamlar iken diliie TSB’nin en az biyofilm iireten ortam oldugu
bulunmustur [Stepanovic ve ark., 2004]. Bu arastirmada da, Listeria izolatlarini
tiretmek icin temel besi ortami olarak TSB kullanilmis, ayrica TSB’ye glikoz (%]1)
ve NaCl (%]1) eklenip farkli inkiibasyon siireleri uygulanarak tutunma dereceleri

arastirilmistir.

Bu arastirmada ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB+%1 NaCl
kullanilarak yapilan biyofilm calismasi incelendiginde; Cizelge 4.15.’te belirtildigi
gibi, L. innocua (2 izolat kuvvetli, 4 izolat orta, 1 izolat zayif) ve L. grayi (1 izolat
orta)’de tutunma 24, 48 saat sonunda ayni kalirken 72 saat sonunda azaldig1 (1 L.
innocua orta, 6 L. innocua; 1 L. grayi izolat1 ise zay1f) gézlenmistir. L. welshimeri (1

izolat kuvvetli)’de ise en iyi tutunmanin 24 saat sonunda oldugu tespit edilmistir.

Bu arastirmada peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB+%1 NaCl
kullanilarak yapilan biyofilm ¢alismasi incelendiginde; Cizelge 4.17.’de belirtildigi
gibi, L. innocua’da en iyi tutunma (1 izolat kuvvetli; 3 izolat orta) 24 saat sonra

goriiliirken 48 ve 72 saat sonunda tutunmanin azaldigi (1 izolat kuvvetli; 1 izolat
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orta; 2 izolat zayif) bulunmustur. L. grayi’de ise; 24, 48 ve 72 saatte ayn1 tutunma (1

izolat kuvvetli; 1 izolat zayif) tespit edilmistir.

Bu aragtirmada ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB+%1 glikoz
kullanilarak yapilan biyofilm calismasi incelendiginde; Cizelge 4.19°da belirtildigi
gibi, L. innocua’da en iyi tutunma 24 ve 48 sonra goriiliirken 72 saat sonra tutunma
derecesinde diisiis gozlenmistir. Ayn1 durum 24 ve 48 saat sonra L. grayi ve L.

welshimeri’de de gdzlenmis olup tutunma zayif dereceye dismiistiir.

Bu arastirmada peynir 6rneklerinden izole edilen Listeria tiirlerinin TSB+%1 glikoz
kullanilarak yapilan biyofilm ¢aligmasi incelendiginde; Cizelge 4.21°de belirtildigi
gibi, L. innocua’da en iyi tutunma 48 saatte goriilirken 24 ve 72 saat sonundaki
tutunmalarin 48 saate gore azaldig1 dikkati ¢gekmistir. L. grayi’de ise; 24 ve 72 saat
sonunda ayni tutunmalar gdzlenirken 48 saat sonra azalma oldugu tespit edilmistir.
Zaman ilerledik¢e tutunmalardaki bu azalmalarin nedeninin biyofilm olusturan
bakterilerin yeni koloni olusturmak icin yiizeyden kopup ayrilmalarindan
kaynaklandigindan ya da ortamdaki besin azalmasindan meydana geldiginden

diistiniilmektedir.

Cig siit ve peynir Orneklerinden izole edilen 15 Listeria izolatimin 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda kuvvetli derecede biyofilm olusturdugu goézlenmistir. 48
saatlik inkiibasyon sonrasi tutunmada TSB+%]1 glikoz en iyi besi ortami olarak tespit
edilmistir. Bunun nedeninin biyofilm olusumunda bakteri hiicreleri tarafindan

tiretilen ekzopolisakkarit matriks oldugu diisiiniilmektedir.

Biyofilm olusumu ve bakterilerin ylizeylere baglanma diizeyi, ortamin pH’s1 ve
sicakligi, bakteri tiirli, bakteri hiicre duvarmin yapisi (Gram pozitif ya da gram
negatif olusu), bakteri sayisi, hiicre hareketliligi, ortamdaki besin maddeleri igerigi
ve miktari, baglandig1 yiizeyin 6zellikleri gibi bir¢ok faktorler ile degisebilmektedir
[Giin ve Ekinci, 2009].
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Adetunji ve Adegoke (2008) yaptiklar1 ¢calismada, yumusak peynirden izole ettikleri
40 L. monocytogenes susunun biyofilm olusumunu ve fabrikadaki cam ylizeyler
lizerine tutunmalarimi degerlendirmislerdir. Caligmada kristal viyole binding
yontemini kullanmiglardir. Bu suslarda 24 saatte tutunma goriilmezken, 48 ve 72 saat

igerisinde suslarin yarisinda tutunma bulunmustur [Adetun;ji ve Adegoke, 2008].

Mai ve Conner (2007) yaptiklar1 ¢alismada, zenginlestirilmis (BHI) ve minimal
ortamda L. monocytogenes ATCC 19111 susunun 4 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C ve
42 °C’deki tutunmalarini arastirmuslardir. L. monocytogenes minimal ortamda
tretildiginde; 42 °C haricindeki sicaklik degerlerinin artmasi ile tutunma sayisida
artmistir. Zenginlestirilmis ortam kullanildiginda ise; tutunan hiicrelerin sayis1 42

°C’de 30°C ve 37 °C’ye gore daha az bulunmustur [Mai ve Conner, 2007].

Koluman (2006), Listeria monocytogenes’i hem paslanmaz celik yiizeylere hem de
Buna-N maddesinden yapilmis plastik contalara yapistirarak biyofilm olusumunu
incelemistir. Sonugta Buna-N maddesinin diger plastiklerden farkli olarak Listeria
monocytogenes tutunmasini inhibe ettigi, diger plastiklerin ise bdyle bir etkisinin
olmadigini ortaya koymustur. Siit kalintisinin en ¢ok boru dirsekleri, ek yerleri ve
contalarda oldugu diistiniilerek; kalinti miktari, sicaklik (6°C-25°C), nisbi rutubet
(%32,5-75,5) degiskenleri ile L .monocytogenes’in yapisma miktar1 arasinda bir
baglant1 kurulmaya calisilmigtir. Bu ¢alismanin sonucunda siit kalintis1 ¢ok azken
bile, 6°C ve % 75,5 nisbi rutubet kosullarinda, 10 giin sonra contalardan ve
paslanmaz ¢elik borulardan L. monocytogenes izole edilebilmistir. Daha fazla kalinti
varliginda ve en kotii sicaklik ve rutubet kosullarinda ise en az 3, en fazla 5 giin L.
monocytogenes’in canliligini korudugu ortaya konmustur. Siit kalintisinin, bakteri
icin  tutunmay1r sagladigi  ve Dbesin kaynagr oldugu Dbildirilmistir. Bu
mikroorganizmalarin 25°C’de %75,5 nisbi rutubette paslanmaz ¢elik yiizeye tutunup
gelisebildigi, ancak Buna-N yapisindaki contalara tutunmasinin miimkiin olmadig,

bu bolgede biriken siit kalintilarina yapigabilecegi bildirilmistir [Koluman, 2006].

Biyofilmler saglik {izerine olan etkileri nedeniyle gida sanayisinde oldukca

onemlidir. Boru hatlarinda olusan biyofilm boru hatti boyunca akisin azalmasina
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neden olmaktadir. Ayrica biyofilm olusan borularda 1s1 taginimi azalabilmekte,
biyofilm iirline kontamine olabilmekte ve biyofilm i¢indeki asit olusumu nedeniyle

borular korozyona ugrayabilmektedir [Giin ve Ekinci, 2009].

Chae ve Schraft (2000) yaptiklar1 c¢alismada, inkiibasyondan 3 saat sonra 13
L. monocytogenes susunun hepsinin cam yiizeye yapistigini ve biyofilm

olusturdugunu tespit etmislerdir [Chae ve Schraft, 2000].

Sonucta, yapilan bu c¢alisma ile insanlar ve hayvanlar i¢in 6nemli bir cins olan
Listeria’larin plastik yiizeylerdeki tutunmalarindan 6tiirli su aritma ve gida isletim
sistemlerindeki 6nemi dikkate alinarak daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi ortaya

konulmustur.
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