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EZINE PEYNIRI URETIM HATTINDA DEZENFEKSiYONUN YENi
DEZENFEKTAN FORMULLERI iLE YAPILABILIRLiGi: ANTiBiYOFILM-
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Calismada Ezine peyniri liretim hattinda biyofilm olusumuna neden olabilecek
mikroorganizmalarin belirlenmesi, bunlarin gelisimini engelleyebilecek antiquorum sensing
etkili dogal maddeler ile hazirlanan dogal dezenfektan gelistirilmesi amaglanmistir. Bu
amagla tiretim hattinda belli noktalardan ATP Biyoliiminesans ve standart swap yontemi ile
ornek alinmig, ayrica isletmelerin iiretim ve dolum alanlarimin hava yiikleri ve su
orneklerinin mikrobiyal yiikii de belirlenmistir. Yiizeylerden, hava ve su orneklerinden
alinan bakteri izolatlarinin biyofilm olusturma potansiyelleri kristal viyole mikroplak ve
Congo red agar yontemleri ile arastirilmistir. Se¢ilen 18 dogal maddenin %70’lik etil alkol
kullanilarak ekstraktlari hazirlanmis; antibiyofilm etkileri disk diflizyon ve mikrodiliisyon
yontemleri ile belirlenmistir. AHL ve AI-2 sinyallerini kesme etkileri Chromobacterium
violaceum CV026, Agrobacterium tumefaciens A136 ve Vibrio harveyi BB 170 indikator
mikroorganizmalari ile belirlenmistir.

Gelistirilen dezenfektan formiillerinin sesil ve biyofilm olusturan hiicreler iizerine
etkisi ¢alismada izole edilen Bacillus coagulans ve Enterobacter cloacea bakterileri
tizerinde celik plakalarda UHT siit kullanilarak arastirilmis; ayrica formiiliin korozif etkisi
SEM-EDX analizleri ile CIP ve perasetik asit uygulamasiyla karsilastirilmigtir.

Sonug olarak tiretim alanlarinda yaygin olarak Bacillus spp. kontaminasyonu oldugu
(%100) belirlenmistir. Bunu Enterobacteriacea (%86,67) ve Pseudomonas (%75,55)
tiirlerinin izledigi goriilmiistiir. Kontaminasyonun en fazla su, plastik boru ve duvarlarda

oldugu belirlenmistir. incelenen dogal maddelerden EGCG’1n en etkili antimikrobiyal ve

vii



QQ madde oldugu belirlenmistir (MIK:250pg/ml). Diger bir énemli dogal madde olan
boraksin AI-2 sinyalleri iizerine QQ etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu maddelerin
etkinligini arttirmak i¢in, EDTA ve NaCl ilave edilerek hazirlanan formiillerin 5 dk
uygulamasinin celik plakalarda biyofilm olusturan hiicre sayisinda yaklasik 6 logkob/cm?
azalma sagladigi, sesil hiicreler ilizerine ise 6 logaritmik degerlik bir diislis sagladigi,
etkinliginin perasetik asitin 15 dk uygulamasi ile esdeger oldugu belirlenmistir. Perasetik
asitin 316 L paslanmaz celik yiizeylerde korozif etkisine karsin bu formiillerin yilizeylerde

korozif olmadigi SEM-EDX analizi ile belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Dogal Maddeler, Biyofilm, Antiquorum Sensing,

Dezenfeksiyon.
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ABSTRACT

APPLICABILITY OF EZINE CHEESE PROCESS LINES DISINFECTION BY
NEW DISINFECTANT FORMULAS: ANTIBIOFILM-ANTIQUORUM SENSING
AGENTS

Dilvin IPEK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Science
Advisor : Assist. Prof. Dr. Niikhet N. DEMIREL ZORBA
Co-Advisor: Prof. Dr. Ji Hyang KWEON
10/07/2017, 166

The aim of this study is determining biofilm formable microorganisms and natural
disinfectant that was produced by antiquorum sensing active natural compounds. For this
aim, samples were taken from determined process lines’ points by ATP-bioluminance and
standard swapping methods. Also, microbial floras of water, production and filling areas
were determined. Biyofilm formation capacities of surfaces, water and air isolated bacteria
were researched by crystal violet microplate and Congo red agar methods. Chosen 18 natural
compound’s 70% etanolic extracts were prepared; antibiofilm effects were determined by
disc diffusion and microdilution methods. AHL and Al-2 signals’ breaking activity of these
compounds were determined by using indicator microorganisms Chromobacterium
violaceum CV026, Agrobacterium tumefaciens A136 and Vibrio harveyi BB 170. Effects of
developed disinfectant formulations were searched on isolated Enterobacter cloacea and
Bacillus coagulans by using SS 316 L coupons and UHT milk. Corrosion effects of these
formulas were determined by SEM-EDX analysis and also, compared to CIP and peracetic
acid applications.

As a result, prevalent Bacillus spp. contamination were determined in process areas
(%100). Then Enterobacteriaceae (%86,67) and Pseudomonas (%75,55) species’
contaminations were determined also. Sources of contaminations were examined like water,
plastic pipes and walls. EGCG was determined as more effective antimicrobial-antibiofilm
and antiquorum sensing compounds than other analyzed compounds (MIC: 250ug/ml).

Other important natural compound borax was determined as antiquorum sensing active on



Al-2 signals. For increasing the activity, EDTA and NaCl were added to disinfectant
formula. 5 min application to these formulas on stainless steel coupons decreased nearly 6
logcfu/cm? to biofilm formable cells and sessile cells were decreased nearly 6 logarithmic
value. This activity value was equal to 15 min peracetic acid application. Peracetic acid was
determined as corrosive on stainless steel 316 L, when formulas were not corrosive by SEM-
EDX analyses.

Keywords: Natural Compounds, Biofilm, Antiqguorum Sensing, Disinfection.
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BOLUM 1
GIRIS

Ezine peyniri, Canakkale’nin Ezine, Ayvacik ve Bayrami¢ ydresinde iiretilen, son
derece aromatik, lezzetli bir peynir tiiriidiir (Aday ve Karagul-Yuceer, 2008; Yiiceer ve ark.,
2009; Aday ve ark., 2010). Cografi isarete sahip olan iiriin; yore ekonomisi i¢in biiylik
Ooneme sahiptir. Ezine peyniri, tliretim hatlarinda biyofilm olusumu nedeniyle gerceklesen
capraz bulasma sonucunda olusan koétii koku problemi ile karsi karsiyadir. En az 6 ay soguk
hava depolarinda olgunlastirilan ve paketlenen iiriinde, bu siire¢ geri doniilemez bir problem
olusturmakta ve bu durum firmalar1 olumsuz etkilemektedir.

Biyofilm; ii¢ boyutlu, ekzopolisakkarit (EPS) ile ¢evrelenmis, su kanallar1 ve ¢ok katl
bakteri tabakalar1 igeren bir yapidir. Mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel etkenlerden
korumak ve besin kaynagini daha verimli kullanmak i¢in olusturduklar1 mikro-ekosistem
olarak da tamimlanmaktadir (Kumar ve Anand, 1998; Salo ve ark., 2005; Oner ve Olmez,
2006; Giin ve Ekinci, 2007; Mariana ve ark., 2009; O’Toole, 2011; Magesh ve ark., 2013).
Siit ve siit drlinleri sanayinde hammadde olan siitiin yagli olusu, besinsel degerinin
yiiksekligi, mikrobiyal yiikiiniin fazlaligi ve {iretim ortamimin uygun temizlenmemesi
nedeniyle tiretim hatlarinda mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasi ve sonrasinda
biyofilm olusturarak siirekli bir mikrobiyal kontaminasyon kaynagina doniismesi s6z konusu
olmaktadir.

Quorum sensing mikroorganizmalar arasi iletisim sistemidir. Quorum sensing
kullanan mikroorganizmalar kendi ¢evresini izlemekte, populasyon yogunlugu hakkinda
bilgi almakta ve bu bilgileri yeri gelince gen ekspresyonunu ile regiile etmede
kullanmaktadir. Bununla birlikte quorum sensing biyofilm olusumu i¢in onemli bir
faktordiir. Antiquorum sensing (Quorum Quenching-QQ) ise hiicreler arasi iletisimin
inhibisyonudur. Quorum quenching i¢in kimyasal maddeler, dogal madde ekstraktlari,
enzimler, antagonistik mikroorganizmalar ve bakteriofajlar kullanilmaktadir (Karaboz ve
Sukatar, 2004; Dang ve ark., 2007; Kuyun ve ark., 2009; Eris, 2011; Skandamis ve Yasa,
2012; Tan ve ark., 2013; Bai A ve Vittal, 2014; Lade ve ark., 2014; Fetzner, 2015; Federle
ve Bassler, 2017).

Siit ve siit tiriinleri sanayinde temizlik ve dezenfeksiyon islemleri ticari kimyasallar
kullanilarak yapilmakta, bu kimyasallarin dogru kullanilmamasi sonucunda yiizeylerde
korozyon ve biyofilm olusumu goriilmektedir. Biyofilm yapis1 igerisinde bu kimyasallarin

etkisinden korunan mikroorganizmalar, ilgili kimyasal maddelere karsi direng

1



kazanabilmektedir. Diger taraftan temizlik ve dezenfeksiyonda kullanilan kimyasallar atik
sulara karigmakta ve onemli aritma maliyetlerine sebep olabilmektedir (Tetrapak, 1995;
Metin ve Oztiirk, 2003; Kayaardi, 2014).

Bu nedenlerle ¢alismada; Ezine peyniri liretim hatlarinda kétii koku problemine ve
biiyiik ekonomik kayiplara neden olabilecek biyofilm olusturan mikroorganizmalarin
belirlenmesi, ilgili mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal-antibiyofilm ve antiquorum
sensing dogal maddelerin tespiti ve etkili dogal maddeler ile korozyona sebep olmayacak

dogal dezenfektan formiiliiniin gelistirilmesi amaglanmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ezine Peyniri Uretimi, Uretim Hatti Temizlik ve Dezenfeksiyonu

2.1.1. Ezine Peyniri ve Ozelligi

Ezine peyniri, sadece rennet enzimi kullanilarak iiretilen ve en az 8 aylik depolama
sonucu tiiketime sunulabilen salamurali bir beyaz peynir tiiriidiir. Peynirin kendine has
aroma ve lezzeti nedeni ile Tiirkiye piyasasinda yogun talep gdrmektedir. Uriin cografi
isarete sahip olup; Canakkale’nin Kaz daglarinin eteklerinde bulunan Ezine, Ayvacik ve
Bayrami¢ yoresinde yaklagik 30 civarinda irili ufakli mandira genellikle geleneksel
yontemlerle iiretim yapmaktadir. Genel olarak, siit ve siit iriinleri tretimi Tiirk
ekonomisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bunun yanisira beyaz peynir iiretimi ise siit
tiriinleri tiretiminin yaklasik %70’ine sahiptir (Temelli ve ark., 2006). Bu durum Ezine
peynirinin basta yore ve iilkemiz ekonomisi i¢in Onemli bir unsur haline gelmesini
saglamaktadir (Karagul-Yuceer ve ark., 2007).

Kaz Daglarmin eteklerindeki otlarla beslenen kegi, koyun ve ineklerden elde edilen
stitlerin belirli oranda karistirilmasiyla iretilen peynir son derece aromatik bir {iriindiir
(Manap ve Giil, 2008). Uriin icin 2006 yilinda alman cografi tescil belgesine gére, iiriin
mevsimine gore en az %40 keci siitii, %45-55 koyun siitii ve en fazla %15 inek siitiiniin
karistirilmasi ile elde edilmektedir. Diinyada Feta (Yunanistan), Bjalo salamureno sirene
(Bulgaristan), Telemea (Yunanistan ve Romanya) ve Domiati (Misir) gibi benzerleri
bulunan Ezine peyniri, ¢cok dikkat ¢ekici duyusal karakteristige sahiptir. Bu farkli duyusal
ozellik; siiti veren hayvanlarin yedigi otlardan, farkli siit cinslerinin karigtirilma
oranlarindan, olgunlasma sirasinda meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik
aktivitelerden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir (Aday ve Karagul-Yuceer, 2008; Yiiceer ve ark.,
2009; Aday ve ark., 2010). En az 8 aylik depolama sonucu tiiketilebilen {iriiniin olgunlagsma
miidahale edilememektedir.

Yiiceer ve ark. (2009), Ezine peynirinin 1 yillik depolanmasi sirasinda {iriiniin aroma-
aktif bilesenlerinde ve duyusal 6zelliklerinde meydana gelen degisimleri enstriimantal ve
duyusal analizler kullanilarak belirlenmeye c¢alisilmistir. Yapilan analizlerde aroma
maddelerindeki artisin 6. aydan sonra (9. ve 12. aylarda) basladigi belirlenmis; iirtin
satiglarinin en az 6-8 aylik olgunlagma sonrasi1 yapilmasi gerekliligi savunulmustur.

Tuncel ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise Ezine peynirinin 1 yillik

depolanmas1 sirasinda proteoliz seviyesinin belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica bu



depolama sirasinda iiriiniin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri de takip edilmistir. 1 y1llik
depolama boyunca liriiniin laktik asit seviyesinde artis goriiliirken; pH, yag, kurumadde, tuz
ve kiil miktarlarinda 6nemli bir degisim goriilmemistir. Starter kiiltiir kullanilmadan {iretilen
iirtinde laktik asit bakterilerinin varligi belirlenmis; bu mikroorganizmalarin sayisinda ilk ii¢
ayda artig goriilirken daha sonraki aylarda Onemli bir degisim goriilmemistir. Yine
caligmada proteoliz seviyesinin tespiti i¢in kazein fraksiyonlari incelenmistir. Depolama

boyunca B-kazeinin a-kazeine oranla daha yavas pargalandigi belirlenmistir.

2.1.2. Ezine Peyniri ve Beyaz Peynir Uretimi Metodu

Ulkemizde basta Ezine peyniri olmak iizere beyaz peynirler calisanin n planda oldugu
kesikli sistem ile iiretilmektedir. Ulkemizde olgunlasmasi gerekmeyen ve peynir mayasi
yanisira starter kiiltiir kullanilarak {iretilen peynirler oldugu gibi; buzagilarin sirdeninden
elde edilen rennet enzimi (peynir mayasi) ile iiretilen ve olgunlagmasi gereken peynirler de
tiretilmektedir. Ezine peyniri, sadece rennet enzimi kullanilarak iiretilen ve olgunlagmasi
gereken peynirler siifindadir. Ezine peyniri iiretiminde temizlenen, pastorize edilen ve
mayalama sicakligina diisiiriilen siit Bulgar teknelerine konulmakta ve burada
mayalanmaktadir. P1tht1 olusumu gergeklestikten sonra teleme kirma, baskilama, kaliplama,
tenekelere dolum, salamura ilavesi, teneke kapama ve depolama islemleri yapilmaktadir
(Sekil 2.1).

Depolama 2-8 °C’de 6 ay ile 8 ay arasinda gergeklesir. Olgunlasan peynirler teneke
kutulardan yine iscilerce g¢ikarilmakta, porsiyonlanmakta ve ambalajlanmaktadir. Ezine
peyniri gibi sert, yar1t sert peynirler, i¢inde aliimintum folyo kullanilmig PVDC
(Polivinilidenkloriir) ambalaj materyali ile ambajlanarak satigsa sunulmaktadir. Bu ambalajin
tiriin lizerine sicak vakum ile sarilmasi ile peynir alt1 suyunu kaybetmesi 6nlenir. Ayrica bazi
firmalar PVDC ile kaplanmig iirlini PVC sert tabak ve kapak icine koyarak gorsellik
saglamaktadir (Ugiincii, 2005).
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Sekil 2.1. Firma B Ezine peyniri liretim hatt1 (Anonim, 2016)

2.1.3. Ezine Peyniri ve Beyaz Peynir Uretiminde Uretim Hatti Temizligi, Hijyen
ve Sanitasyonu
Ezine peyniri ve diger beyaz peynir iiretim hatti CIP (Clean in Place) yani yerinde

temizlik ve COP (Clean out Place), disarida temizlik sistemi ile temizlenmektedir.



2.1.3.1. CIP-Yerinde Temizlik Sistemi

Bu sistem peynir iiretim hatlarinda daha ¢ok ¢ig siit tanki, pastdrizasyon {initesi, siitiin
mayalama sicakligina diistligii dinlendirme tanklar1 veya balans tanki, pastorize siit tasiyict
borular ve bazen ¢ig siit tasiyan arabalardaki tanklara uygulanir. Peynir iiretim hatlarinda
CIP ile yerinden sokiilmesi zor olan ve daha ¢ok direkt akigkan siit ile temas eden ylizeylerin
temizligi hedeflenir (Tetrapak, 1995; Uciinci, 2005; Lowry, 2010).

CIP siteminde temizleyici olarak genellikle kimyasal maddeler kullanilir. Siit
isletmelerinde CIP sisteminde genellikle kostik (NaOH), asit (nitrik asit veya siilfiirik asit),
su ve bazen dezenfektan kullanilir (perasetik asit, klor v.b.). Bu sistemde depo tanklarinda
bekletilen siv1 kimyasallar ekipmanlara pompalanir. Bu asamada kimyasallarin yiizeylere
temas siiresi, sicakligi, konsantrasyonu ve giic/hizi sistem etkinligi i¢in biiyilk onem
tasimaktadir. Temas siiresi en az 5 dakika en fazla bir saat aras1 olmalidir. Sicaklik ise
genellikle 85-90°C’de wuygulanir. Asit uygulamalart 60-70°C’de yapilirken; enzim
hazirlanan tinitelerin temizliginde 55 °C ge¢ilmemelidir. Kostik konsantrasyonu en fazla %1
civarinda kullanilirken; asit konsantrasonu da bu deger civarinda olmalidir (Goktan ve
Tuncel, 2014). Baska bir kaynakta ise konsantrasyonlar kostik i¢in %0,2-0,5; asit i¢in
%0,08-0,1 aras1 verilirken, dezenfektanin ise 50-100 ppm civarinda bir konsantrasyana sahip

olmasi gerekliligi vurgulanmistir (Kayaardi, 2014).
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Sekil 2.2. Ornek bir CIP sistemi ¢izimi (Metin ve Oztiirk, 2003)

2.1.3.2. COP-Disarida Temizlik Sistemi
Bu sistem peynir iiretim hatlarinda daha ¢ok Bulgar tekneleri, bigaklar, teleme kirma

bigcaklari, maya masrapalar1 (maya kadehi), cendere (jiit) bezleri, yerler, drenaj, duvar,



tavanlar, personel eli gibi iiretim hatt1 yilizeylerinin temizligi i¢in kullanilir. Bu yiizeyler
disinda tiretim hattina bagh fakat sokiilebilen ytlizeylerde COP ile temizlenebilir. Birgok siit
isletmesinde siit giiglimleri, siitiin tasindig1 tanklar ve bazen salamura tanklar1 COP ile
temizlenmektedir.

Bu temizlik tiirinde fir¢a gibi mekanik temizleyiciler; %70’lik etik alkol, klor, ozon
ve perasetik asit gibi kimyasallar; basingli hava, sicak su buhari, UV gibi yontemler
kullanilmaktadir (Gibson ve ark., 1999; Demirci ve Giindiiz, 2000; Goktan ve Tungel, 2014).
Isletme duvarlari, tavanlari, tabanlar1 ve drenajlar genellikle soguk su uygulamasi, kopiiklii
klor veya perasetik asit bazli dezenfektan uygulamasi sonrasi buhar tabancasi ile
temizlenmektedir. Kullanilan bigaklar, teleme kirma bicaklar1 ve masrapalar genellikle su
ile yikandiktan sonra dezenfektanli suda bekletilirken; Bulgar tekneleri su ile yikanip asit
veya alkali bazli deterjanlarla temizlendikten sonra tekrar su ile yikanmaktadir. Cendere
bezleri genellikle asit ya da alkali bazli deterjanlar ile temizlenip tekrar tekrar
kullanilmaktadir (Tetrapak, 1995; Gibson ve ark., 1999; Metin ve Oztiirk,2003; Lowry,
2010).

2.1.3.3. Dezenfeksiyon Yontemleri

Dezenfeksiyon yontemleri termal ve kimyasal olarak ikiye ayrilmaktadir. Termal
uygulamalara 6rnek olarak kaynamis su, sicak su ve sicak buhar verilirken; kimyasal
uygulamalara 6rnek olarak klor, asit, iyodoforlar ve hidrojen peroksit verilmistir (Tetrapak,
1995). Metin ve Oztiirk (2003) termal ve kimyasal uygulamalar yani sira radyasyon (UV)
uygulamasinin da kullanildigini bildirmistir. UV, isletmelerde genellikle hava temizligi ve
bigaklarin temizliginde kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde en ¢ok kullanilan yOntemlerden birisi kimyasal dezenfektan
uygulamasidir. Kullanilacak dezenfektanin genis spekturumlu olmasi, uygun fiyatli olmasi,
kullanim kolaylig1, korozif olmayisi, depolanabilir olusu, liretim ylizeylerinde renk ve koku
birakmiyor olusu gibi kalite 6zelliklerine sahip olmasi gerekmektedir (Metin ve Oztiirk,
2003; Goktan ve Tungel, 2014; Kayaardi, 2014). isletme icinde kullanilan sular ise klor,
ozon veya ultrafiltrasyon gibi yontemler kullanilarak dezenfekte edilmektedir (Metin ve
Oztiirk, 2003; Casani ve ark., 2005).

Dezenfeksiyon islemi iiretim bitiminde veya iretime baslamadan Once
yapilabilmektedir. Dogru durulama islemi, dezenfeksiyonun {iretimden hemen sonra

yapilmas1 durumu yiizeylerin zararlanmamasi i¢in 6nemliyken; iiretimden hemen Once



yapilan islemlerde, kalintinin {iriine bulasabilir olmas1 nedeniyle biiyiik 6nem tagimaktadir

(Tetrapak, 1995, Lowry, 2010).

2.2. Siit ve Siit Uriinleri Uretim Hatlarinda Biyofilm Olusumu ve Quorum
Sensing

Siit ve siit tiriinleri tiretim hatlar1 yiizeyleri, ham maddenin besin elementleri a¢isindan
mikroorganizmalarin gelismesi agisindan uygun ortamlardir. Siit ve siit liriinlerinde bozulma
ve/veya hastalik etmeni bir¢ok mikroorganizmanin varligin1 rapor eden arastirmalar
mevcuttur (Koasta ve ark., 2010). Ulkemizde yapilan ¢alismalardan ¢ig siitiin toplam
yiikiiniin 6-8 log civarinda rapor edildigi goriilmektedir (Oksiiz,1996; Evrensel ve ark.,2001;
Temelli ve ark. 2006; Ozder ve Onal, 2007; Kesenkas ve Akbulut, 2010). Bu nedenle siit
iiretim hatt1, yiizeylerin dogru ve etkin temizlenmemesi durumunda ciddi kontaminasyon
kaynagidir. Yagli ve besinsel degeri yiiksek hammaddenin mikrobiyal yiikiiniin fazlaligi,
tiretim hattinin ve iretim ortaminin uygun temizlenmemesi iretim hatlarinda
mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasina, daha sonrasinda biyofilm olusturarak siirekli

bir mikrobiyal kontaminasyona sebep olmaktadir.

2.2.1. Biyofilm Tanimi, Mekanizmasi ve Mikroorganizmalara Sagladig1 Yararlar

2.2.1.1. Biyofilm Tanimi

Biyofilm; ii¢ boyutlu, ekzopolisakkarit (EPS) ile ¢evrelenmis, su kanallar1 ve gok katl
bakteri tabakalar1 igeren bir yapidir (Kumar ve Anand, 1998; Salo ve ark., 2005; Oner ve
Olmez, 2006; Giin ve Ekinci, 2007; Mariana ve ark., 2009; O’Toole, 2011; Magesh ve ark.,
2013). Degisik mikrobiyal tiirlerin, kendilerini ¢evresel etkenlerden korumak ve besin
kaynagini daha verimli kullanmak i¢in olusturduklart mikro-ekosistem olarak da
tanimlanabilecegi gibi, birbirine ya da bir ylizeye yapisik bakterinin organik bir polimer
matriks i¢cine gdmiilmesi olarak da tanimlamaktadir (Kumar ve Anand, 1998; Giin ve Ekinci,

2009; Mariana ve ark., 2009; Laurengo ve ark., 2011).

2.2.1.2. Biyofilm Olusum Asamalari

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasi ¢esitli asamalardan meydana gelmektedir.
Biyofilm olusumu rastgele bir siire¢ degildir. Bakteri bir yiizey ile karsilagtiginda, genetik
olarak belirlenmis bir seri silire¢ birbirini izler. Mikroorganizmalar ¢evrede planktonik
(bireysel, serbest olarak) olarak veya sesil (yerlesik) olarak bulunmaktadir. Planktonik

hiicreler bireysel olarak serbest yasarlar. Yerlesik hiicreler ise bir yiizeye tutunur ve bir araya



gelerek topluluk halinde fonksiyonlarimi gergeklestirirler. Bakterilerin yiizeye tutunmalari
zamana bagli bir olusumdur ve bu durum doniisimlii ve donilisiimsiiz olmak iizere iki
basamakta incelenebilir (Kumar ve Anand, 1998; Poulsen, 1999; Mariana ve ark., 2009).

Dontisiimlii tutunma asamasinda; mikroorganizma yiizey ile tam olarak temas halinde
degildir. Yiizeyin yakinindadir. Ancak uzun mesafede elektrostatik giicler, hidrofobik
etkilesimler ve Van der Walls giicleri ile zayif etkilesim igindedir. Bu asamada basit
durulama islemiyle bile ortamdan uzaklastirilabilir (Costerton ve ark., 1995; Poulsen, 1999;
Lindsay ve Von Holy, 2006). Doniisiimsiiz tutunma asamasinda ise mikroorganizma ile
yiizey arasinda kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik
etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen etkilesimleri
olugsmaktadir. Flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz
olarak baglanabilirler (Ekinci ve Giin, 2009). Yiizeye tutunan bakteri hiicreleri, membrana
bagli proteinlerden EPS iiretir. Yiizey proteinleri, biyofilm matriksi icinde Biyofilm
Birlesmis Protein Yapisi (BAP-Biyofilm associated protein)’in1 olusturmaktadirlar. Bu yap1
ile birlikte, organizmanin yiizeye kolonize olmasi ve burada siirekli kalmasinin yolu
acilmaktadir (Vanholt ve Michiels, 2005; Lasa ve ark., 2006). Ancak EPS olusturmayan bazi
bakteri tiirlerinin de yiizeylere baglanabildigi belirtilmektedir. Donlisiimsliz basamakta,
hiicrelerin ylizeylerden uzaklastirilmas: fircalama ve kazima gibi giiclii islemlerin
yapilmasin1 gerektirmektedir (Lasa ve ark., 2006; Lindsay ve Von Holy, 2006; Giin ve
Ekinci, 2009).

Biyofilm olusumunun son asamasi koloni olusumudur. Bir yandan tutunan bakteriler
gelisip ¢ogalirken diger yanda EPS diger serbest-sesil (planktonik) bakterilerinde yilizeye
tutunmasini saglar. Bir bakteri hiicresi ylizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), ayn1
yiizeye diger bakteriler de koloni olusturur (ikincil koloni) (Poulsen, 1999; Lindsay ve Von
Holy, 2006; Salo ve ark., 2006; Giin ve Ekinci, 2009; Karakaya ve ark., 2012). Biyofilm
bliytidiik¢e, polimer matriksinde kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da artig goriiliir.
Daha sonraki evrede ise, mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar seklindeki yapilara
veya kulelere doniisiirler (Poulsen, 1999; Vanholt ve Michiels, 2005; Giin ve Ekinci, 2009).
Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmasi
ve metabolik atik iiriinlerin uzaklastirilmasi i¢in primitif bir dolagim sistemi olarak gorev
yapan su kanallar1 bulunmaktadir (Poulsen, 1999; Kumar ve Anand, 1998).

Biyofilm gelisiminin kopma veya ayrilma evresinde tek bir bakteri veya bakteri

kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin



etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamaginin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin

veya c¢oklu hiicrelerin kopmasinin bir sonucu olabilir (Poulsen,1999; Giin ve Ekinci, 2009).

Paslanmaz Celik

Sekil 2.3. Bakterilerin paslanmaz celik ylizeyde biyofilm olusturma asamalar1 (Giin ve

Ekinci, 2009)

2.2.1.3.Mikroorganizmalara Sagladig1 Yararlar

Biyofilm i¢inde yasam mikroorganizmalar i¢in daha olumlu sartlar getirdiginden
biyofilm olusumu bu canlilar i¢in bir tercih nedenidir. Mikroorganizmalar biyofilm yapisi
icerisinde olduklarinda cesitli antimikrobiyallere, antiseptik ve endiistriyel biositlere karsi
daha direngli bir konumdadir. Biyofilm igindeki bakterilerin planktonik hallerine gore 10-
1000 kat daha direncli olduklar: belirtilmektedir (Douglas, 2003). Biyofilmin matriks yapist
fiziksel giigler ve dezenfektanlara karst mikroorganizmalari korudugu gibi kiigiik
molekiillerin biyofilm yapis1 i¢ine diflizyonunu da yavaslatarak biitlinliigiinii miikemmel bir
sekilde korumaktadir (Olmez, 2009). Déniisiimsiiz tutunma ve sonrasi asamalarda artik
firgalama ve kazima ile bile uzaklastirilamayabilmektedir. Bu yapi igerisinde; farkli besinsel
gereksinimlere sahip bir¢ok mikroorganizma bir arada bulunabilmektedir. Bu yakinlik
nedeniyle biyofilm icerisinde genetik materyal transferi de gerg¢eklesebilmektedir (Ekinci ve

Giin, 2009; Olmez, 2009; Shi and Zhu, 2009; Heiby ve ark., 2010; Simoes ve ark., 2010).

2.2.2. Quorum Sensing ve Biyofilm Olusumuna Katkisi, Antiquorum Sensing

2.2.2.1. Quorum Sensing

Quorum sensing ise mikroorganizmalar aras1 kimyasal iletisim sistemidir.
Mikroorganizmalar bu sistemi kullanarak ¢evrelerindeki mikroorganizmalarin yogunlugunu

belirlemektedir (Giin ve Ekinci, 2009; Federle ve Bassler, 2017). QS sinyalleri genetik bir
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diizenleme mekanizmasi1 olup, bilinen ilk O6rnegi “biyoliiminesans” (bakterilerde 1s1k
olusumu)’dir. Quorum sensing kullanan mikroorganizmalar kendi g¢evresini izlemekte,
populasyon yogunlugu hakkinda bilgi almakta ve gerektiginde hedef gen bolgesini
belirlemek i¢in kullanmaktadir. Sonugta populasyonun fizyolojisi ve davranislarinda birgcok
degisiklik yapilabilmektedir (Karaboz ve Sukatar, 2004; Federle ve Bassler, 2017).

Fuga ve ark. (1994) tarafindan yapilan bir c¢aligmada bakterilerin bu sistemi;
antibiyotik biyosentezi, konjugasyon, onemli viriilens faktorlerinin {iretimi ve biyofilm
olusumu gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik islemlerde kullandig1 bildirilmistir. Ayrica ortak yasam,
hareketlilik ve sporulasyon ozelliklerinin ortaya c¢ikisi i¢in de yine quorum sensing’in
kullanildigr belirtilmektedir (Giin ve Ekinci, 2009). Bassler (2002)’ye gore ise
Biyoliiminesans olusumu, biyofilm olusumu, virulans faktor {iretimi, spor iiretimi ve lireme

quorum sensing sinyalleri ile diizenlenmektedir.

2.2.2.2. Quorum Sensing Sinyal Molekiilleri

“Quorum sensing” sistemi i¢cinde en onemli rolii hiicreler arasi sinyal molekiilleri
iistlenmektedir. Mikroorganizmalar sinyal molekiillerini ortama salarak diger
mikroorganizmalar ile bu sinyal molekiilleri vasitasiyla kimyasal bir iletisime
gecmektedirler. Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalar kendi aralarinda veya
birbirleri ile iletisim kurabilmektedir. Buna ek olarak; ayni tiir veya farkl tiirler arasinda
sinyal molekiilleri ile etkilesim olabildigi gibi farkli cinsler arasinda da pozitif veya negatif
yonde etkilesim oldugu gézlenmistir (Bassler, 2002; Giin ve Ekinci, 2009; Tinaz, 2012).

Quorum sensing haberlesme sisteminde {i¢ farkli tipte sinyal molekiili
kullanilmaktadir. Gram negatif bakteriler Lux I/LuxR iiretici-reseptdr sistemini kullanarak
Acil-homoserin lakton (AHL)u sinyal molekiilii olarak kullanmaktadir. Gram pozitif
mikroorganizmalar ise oligopeptit / iki pargali reseptdr sistemini kullanarak kendini
diizenleyici peptitleri (Autoinducer peptides-AIPs) sinyal molekiilii olarak kullanmaktadir.
Gram pozitif ve gram negatif bakteriler aras1 iletisim ise Lux S / AI-2 tipi sistemi kullanarak,
otoindiiser-2 (Autoinducer-2-Al-2) sinyal molekilii vasitasiyla saglanmaktadir (Bassler,
2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Tinaz, 2012; Federle ve Bassler, 2017).

Gram negatif bakteriler i¢in her bir gram negatif bakteri, kendine 6zgii bir AHL veya
AHL’ler kombinasyonu iiretmekte; boylece, sadece kendi bireylerinin tantyip yanit vermesi
saglanmaktadir. Disartya difiizyon ile salinan AHL konsantrasyonu, belirli bir esik diizeye
gelince, yine diffiizyonla membrandan igeriye girerek sitoplazmik eslenigi olan Lux R

proteinine baglanmaktadir. Olusan Lux R ve AHL kompleksi 6zel DNA promotor
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elementlerine baglanarak, hedef genlerin transkripsiyonuna olanak saglamaktadir (Bassler,
2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Federle ve Bassler, 2017)

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlari, iletisim sisteminde kullanilan otoindiikleyici
peptitler (AIP) olarak bilinen bu oligopeptitler i¢in geg¢irgen degildir. Hiicreden dis ¢evreye
oligopeptid yapidaki AIP sinyallerinin tasinmasi hiicre yilizeyindeki tasiyicilar (prekursor)
ile gergeklesmektedir. AIP sinyalleri 5 ile 7 adet amino asit zincirlerinden olustugu
bildirilmistir. Sinyaller hiicre disinda esik degere geldiginde hiicre zarinda konumlanan
birinci reseptor histidine kinazi aktive etmektedir. Bir sonraki asamada membran i¢indeki
reseptor fosforlanarak aktiflenmekte ve hedef genlerin transkripsiyonuna olanak
saglamaktadir (Bassler, 1999; Bassler, 2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Waters and Bassler,
2005; Skandamis and Nychas, 2012; Federle ve Bassler, 2017).

Autoi:ducer (AHL) Autoinducer (peptide)
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Sekil 2.4. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin QS sistemi (T1naz, 2012)

Hibrit iletisim sistemi ise Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tarafindan
kullanilmaktadir. Bu sisteme AI-1 ve Al-2 sinyallerinin dahil oldugu belirtilmistir (Bassler,
1999; Waters and Basler, 2005). Al-1 (HAI-1) sinyali bir homoserin lakton tiirii olup;
tiretimi Lux I varhigma bagh degildir, S-adenosylmethionine(SAM) yapisinda olan sinyal
LuxLM proteini tarafindan tiretilmektedir. AI-2 sinyalinin ise bir furanosil borat yapisinda
oldugu belirtilmistir (Bassler, 2000). Lux S geni bircok bakteri tiiriinde oldugundan,
caligmalarda AI-2 sinyal varligimin arastirilmasi daha yaygin bir uygulamadir (Federle ve
Bassler, 2017). LuxS/Al-2 tarafindan diizenlenen davranislar arasinda viriilens, hareketlilik,
toksin iretimi, antibiyotik {iretimi, biyofilm olusumu, biyoliiminesens, vb. pek ¢ok

davranigin yer aldig1 goriilmektedir (Karaboz ve Sukatar, 2004; Federle ve Bassler, 2017).
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2.2.2.3. Quorum Sensing’in Biyofilm Olusumuna Katkisi

QS sinyal tiretimi mikroorganizmalarin tireme egrisi ile dogru orantilidir. Bu nedenle
lag ve eksponansiyel faz sonrasi duragan fazda olan bir kiiltiirde QS sinyal molekiillerinin
etkisi daha kolay gozlemlenebilmektedir (Avci, 2009). Pseudomonas aeruginosa’nin
biyofilm olusumu i¢in QS’i kullandigimin kesfi ile QS’in biyofilm olusumundaki rolii
arastirilmaya baslanmistir (Bassler, 2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Waters ve Bassler,
2005). Yiizeye tutunan bakterilerin sayis1 arttikca, bakteriler tarafindan iiretilen QS
sinyallerinin lokal konsantrasyonlarinin artmakta ve biyofilm olusumuna yonelik bir dizi
islem baslatilmaktadir (Arnold ve Silvers, 2000; Bassler, 1999; Bassler, 2002).

Biyofilm olusum stirecinde QS molekiilleri adezyonda, mikrokolonilerin olusumunda
ve sonrasinda biyofilm icinde kanalciklar agmak suretiyle biyofilmden kopan mikro-
organizmalarin bir bagka yere gidip tutunmasinda gorev almaktadirlar. Quorum sensing
sistemi hasarli mutant suslarda olusan biyofilmler gevsek olmakta, hidrojen peroksite ve
notrofillere daha duyarh hale gelmektedirler (Shih ve Huang, 2002; Suntharalingam and
Cvitkovitch, 2005).

2.2.2.4. Antiguorum sensing (Quorum Quenching)

Antiquorum sensing veya “Quorum Quenching” (QQ) hiicreler arasi iletisimin
inhibisyonudur. QQ stratejisi temel olarak tige ayrilmaktadir: a) QS sinyal inhibisyonu, b)
QS reseptorii inhibisyonu, ¢) QS sinyali biyosentezinin inhibisyonu (Dang ve ark., 2007;
Kuyun ve ark., 2009; Eris, 2011; Skandamis ve Yasa, 2012; Tan ve ark., 2013; Bai A ve
Vittal, 2014; Fetzner, 2015; Lade ve ark., 2014).

QS sinyal inhibisyonunda sinyalin yapisi biiyiik 6nem tasimaktadir. Yatest ve ark.
(2002) tarafindan kisa zincirli AHL’lerin uzun zincirli AHL’lere oranla daha kolay
bozuldugu caligmalarla ortaya konulmustur (Grandclément ve ark., 2015). Yine QS
sinyalleri gibi davranan bazi maddeler (kimyasallar ve dogal madde ekstraktlari) reseptorlere
baglanarak hiicreler arasi iletisimi kesmektedir. Ozellikle halojene edilmis furanonlar sinyal
gibi davranabilmektedir. Mainfield ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada Delisea
pulchra isimli bir deniz alginden elde edilen halonije edilmis furanonlarin (OHHL *-3-
(oxohexanoyl)-L-homoserine lactone) AHL sinyali gibi davrandigi, AHL reseptorlerine
baglanan furanonlarin quorum quenching etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayni caligmada
etil alkolde ¢oziindiiriilmiis halonije furanonlarin AHL iireticisi Esherichia coli ‘in gs ile
gerceklesen gen ekspresyonunu da azaltarak gelisimini azalttig1 belirlenmistir. Yine Bacillus

spp, Pseudomonas spp. ve Agrobacterium spp.’e ait bazi1 bakteri tiirleri kendileri de sinyal
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lireticisi olmasina ragmen sinyal kesici enzimler iiretebilmektedir. Ilgili tiirler, diger rakip
mikroorganizmalarin sinyallerine antagonistik etki gostermektedir (Dong ve ark., 2007;
Grandclément ve ark., 2016). Dong ve ark. (2007) tarafindan yapilan derleme ¢alismasinda
Bacillus thuringiensis’in AHL-laktonaz enzimi, Pseudomonas aeruginosa PAO1’nin AHL-
acilaz enzimi iirettiginden bahsetmisglerdir. Sio ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada
firsatc1 bir insan patojeni olan P. aeruginosa PAO1’in N-acyl-homoserine lactone
(AHL)’den bagimsiz quorum sensing sistemi kullanmasinin nedeni arastirilmastir.
Calismada bakteride bulunan PA2385 genin AHL-agilaz enzimi {iretimini sagladigi ve bu
enzimin bircok AHL tiirii iizerine quorum quenching etkisine sahip oldugu tespit edilmistir.
Konakgilarin (insan, tavsan, fare, at, koyun, inek gibi memeliler) hiicrelerinde ve bagisiklik
sistemlerinde dogal olarak bulunan paraoksonaz enzimleri nedeniyle QS sinyalleri
parcalanabildigi belirtilmistir. AI-2-kinaz enzimi ise Esherichia coli ve diger enterik
bakteriler tarafindan iiretilmektedir (Fetzner, 2015).

Yine enzim, kimyasallarin ve dogal ekstraktlarinin QS reseptorlerine baglanarak
inhibisyonunu sagladigi da belirtilmistir (Dong ve ark., 2007; Eris, 2011; Grandclément ve
ark., 2016). Abolghait ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada inek ve deve siitiiniin
Cromobacterium violaceum tarafindan iiretilen kisa zincirli AHL sinyalleri lizerine etkileri
incelenmistir. Caligmada her iki siit tiirlinlin de AHL sinyallerini inhibe edebildigi
belirtilirken; inek siitiiniin yag icerigi nedeniyle AHL inhibisyon degerinin deve siitiine
oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Almasoud ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir
calismada ise su ile hazirlanan %4 oraninda hazirlanan laktik asit ve malik asit
soliisyonlarmun AI-2 sinyali ireticisi Esherichia coli ve Salmonella Typhimurium
gelisimini %80 oraninda azaltabildigi tespit edilmistir. Bakteriofajlar ise QS sinyali
olusumuna sebep olan genlerin aktivitelerini engellemek i¢in kullanilmaktadir (Patterson ve
ark., 2016; Hoque ve ark., 2016). Patterson ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada
Serratia spp.’e ait QS sinyali olusumundan sorumlu CRISPR-Cas sistemi bakteriofaj
kullanilarak inhibe edilmistir. Hoque ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise Gram
pozitif bir bakteri olan Vibrio cholerea’nin QS sinyalleri olan CAI-1 ve Al-2 sinyallerinin

tiretiminden sorumlu genler avci bakterifajlar tarafindan inhibe edilmistir.

2.2.2.4.1. Dogal Ekstraktlarin Antiquorum sensing EtKkisi
Dogal iiriinlerin iyilestirici etkisi tarih boyunca bilinmekte ve geleneksel yontemlerde
insan ve hayvanlarin iyilestirilmesi i¢in kullanildig: bilinmektedir (Burt, 2004; Koh ve ark.,

2013). Dogal diirlinlerin iyilestirci etkisinin kokeninde mikroorganizmalarin bulundugu
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ekolojik denge i¢inde yetismeleri, insan ve hayvan bagisiklik sistemince taninmalar1 ve
bagisiklik  sistemini  mikroorganizmalar i¢in uyarict  olmalarinin  bulundugu
distiniilmektedir. Bitkiler yetistikleri ekosistemde mikroorganizmalar ve onlar1 olusturdugu
sinyaller ile karsilasmakta ve kendilerini bu mikroorganizmalardan korumak i¢in quorum
sensing sinyallerinin benzerlerini iiretebilmektedir. Bu nedenlerle dogal maddelerin quorum
sensing sinyali iireticisi mikroorganizmalarin sinyalleri iizerine de etkili olabilecegi fikrine
varilmistir (Koh ve ark., 2013). Dogal maddelerin ekstraklarinin quorum quenching
etkilerinin varlig1 literatiir de belirtilmistir. Bu ekstraktlarin quorum quenching etkiyi
quorum sensing sinyalleri gibi davranarak ve sinyallerin baglandig: reseptorleri parcalayarak
sagladig bildirilmistir (Dong ve ark., 2007; Eris, 2011; Kalia, 2012; Grandclément ve ark.,
2016).

Burt (2004) tarafindan yapilan ¢alismada Tyhmus vulgaris, Camellia sinensis ve
curcumin esansiyel yaglarinin bazi mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal etkileri
derlenmistir. Thymus vulgaris’in Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimirium, Listeria
monocytogenes ve Esherichia coli tizerine; Camellia sinensis’in E. coli, S. aureus, Shigella
dysenteria ve Bacillus cereus {izerine; curcuminin ise E. coli ve B. cereus fizerine
antimikrobiyal etkisinin oldugu vurgulanmigtir. Mihalik ve ark. (2008) tarafindan yapilan
calismada ise Camellia sinensis’in su ile hazirlanan ekstraktinin Pseudomonas aeruginosa
PAO1’in AHL sinyalleri iizerinde inhibisyon etkisi oldugu tespit edilirken; Camellia
sinensis  ekstraktinin  sinyal gibi davranarak sinyal reseptorlerine baglandigini
belirlemislerdir.

Nagy (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada Panax ginseng ve Thymus vulgaris’in kisa
zincirli AHL sinyallerini inhibe edildigi tespit edilirken; Panax ginseng’in bagisiklik sistemi
tizerine etkili oldugu ve kanseri 6nleyici oldugu, Thymus vulgaris’in soguk alginlig iizerine
iyilestirici etkiye sahip oldugu vurgulanmigtir. Calismada ayrica Thymus vulgaris’in
bakteriler, viriisler ve kiif-mayalar lizerine antimikrobiyal etkinligi de vurgulanmistir. Song
ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alisgmada su ile hazirlanan Cin Panax ginseng’in P.
aeruginosa PAO1’in AHL sinyalleri {izerinde inhibisyon etkisi oldugu tespit edilirken;
biyofilm olusumu i¢in 6nemli bir faktdr olan ekzopolisakkarit (EPS) olumunu azalttig
belirlenmistir. Calismada Cin Panax ginseng’in bakterilerin viriilens faktorleri {izerine
inhibe edici bir etkisinin bulunmadigi da belirtilmistir. Queve ve ark. (2010) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada ise %95 etil alkol ile hazirlanmig Sambicus nigra, Cichorium intybuss

ve Hypericum perforatum’un ekstraklarinin MRSA direngli S.aureus’un {izerinde

15



antimikrobiyal ve quorum quenching etkilerinin olmadigi; fakat bakterinin toksin gelisimini
inhibe edebildikleri tespit edilmistir.

Alvarez ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada dimetil siilfoksit (DMSO) ile
hazirlanan propolis ve resveratrol ekstraklarinin Chromobacterium violeceum AHL
sinyalleri tizerine quorum quenching etkisi yanisira; L. monocytogenes ve E. coli iizerine
antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Calismada dogal madde ekstraklarinin
Chromobacterium violeceum AHL sinyalleri iizerine quorum quenching etkileri ve
antimikrobiyal etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Yilmaz (2012) boraksin su ile hazirlanan
ekstraktinin  S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve Acinetobacter septicus {izerine
antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Koh ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada vanilin, Prunella vulgaris, Panax
ginseng, Thymus vulgaris, curcumin ve Genoderma lucium’un quorum quenching ve
antimikrobiyal etkileri derlenmistir. Calismada tim dogal madde ekstraklarinin C.
violaceum CV026 AHL sinyallerini inhibe edici 6zelliginin bulundugu belirtilmistir.
Thymus vulgaris ve curcumin ekstraktlarinin E. coli O157:H7 iizerinde antimikrobiyal etkisi
oldugu belirlenmistir. Mahmood ve Mahmood (2013) tarafindan yapilan calismada Panax
ginseng, Thymus vulgaris, curcumin, Camellia sinensis ve Calendula officinalis esansiyel
yaglarinin antimikrobiyal etkinlikleri derlenmistir. Calismada Panax ginseng esansiyel
yaglarmim E.coli, Sporothrix schenckii, Staphylococcus sp. ve Thychophyton; Thymus
vulgaris esansiyel yaglarinin Vibrio parahaemolyticus, E.coli, S.aureus, P.aeruginosa ve
virusler; curcumin esansiyel yaglarimin E.coli, Vibrio cholera, S.aureus, P.aeruginosa ve
Enterococcus faecalis; Camellia sinensis esansiyel yaglarinin Shigella sp., Vibrio sp.,
Streptococcus mutans ve viriisler; Calendula officinalis esansiyel yaglarmin E.coli,
Salmonella typhi, Klebsiella pneumonia, Enterobacter aerogenes ve Agrobacterium
tumefaciens tizerinde antimikrobiyal etkisinin bulundugu belirtilmistir.

Chang ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada curcuminin DMSO ile
hazirlanan ekstraktinin C.violaceum CV026 AHL sinyallerini inhibe edici 6zelliginin
bulunmadig tespit edilmistir. Tolmacheva ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada ise
Calendula officinalis’in %45 etil alkolle hazirlanan ekstraktinin C.violaceum CVV026 AHL
sinyallerini inhibe edici 6zelliginin bulundugu tespit edilmistir.

Nam ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada Vanilla planifolia’nin saf su ile
hazirlanan ekstraktinin C.violaceum CV026 AHL sinyallerini inhibe edici 6zelliginin
bulundugu tespit edilmis; membrane biyoreaktor yiizeylerinde goriilen biyofilm olusumu

i¢cin Onemli bir faktor olan EPS’yi yaklasik %10 oraninda azaltabilmistir. Lade ve ark. (2015)
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tarafindan yapilan bir ¢calismada Epigallocathechine gallat (EGCG) ve curcuminin DMSO
ile hazirlanan ekstraktinin yanisira bu iki dogal ekstraktinin bazi mikroorganizmalarin
biyofilm olusumu iizerine inhisiyon etkisi incelenmistir. Calismada genel itibari ile EGCG
ekstraktini Pseudomanas spp’nin biyofilm olusumunu %62, Enterobacteriacea ailesinden
bakterilerin biyofilm olusumunu ise ortalama olarak %65 oraninda azalttig1 belirtilmistir.
Curcumin ekstraktinin kullanimi durumunda bu oranlar %53 ve %60 olarak gerceklesmistir.
Her iki madde ekstraktinin kombinasyonu ¢alismasi sonucunda ise bu oranlar ortalama
olarak her iki mikroorganizma icin de %97 olarak tespit edilmistir. Arastirmacilar dogal
madde ekstraktlarinin kisa ve uzun zincirli AHL sinyalleri {izerine quorum quenching
etkilerinide incelemislerdir. Calisma sonucunda EGCG ve kombinasyon ekstraktlarinin her
iki tiir AHL sinyali lizerinde inhibe edici etkisi goriiliirken; curcuminin ekstraktinin sadece
kisa zincirli AHL sinyallerini inhibe edici etkisi oldugu tespit edilmistir. Del Monte ve ark.
(2015) yaptiklart calismada ise Hypericum perforatum’un 9:1 oraninda kloroform ve
metanol karigimi kullanilarak hazirlanmis ekstraktinin S.aureus, P.aeruginosa, E.coli,
B.cereus ve Chronobacter sakazakii tizerine antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edimistir.

Serra ve ark. (2016) yesil caydan ekstrakte edilen EGCG’in E.coli’nin biyofilm
olusumunu sadece quorum sensing sinyal inhibisyonu diginda hiicre i¢ine gegerek, biyofilm
olusumunda sorumlu geni etkiledigini tespit etmislerdir. Calismada bu geni etkilenmesi ile
bakterinin EPS ve fibril gelisimin azaldig1 tespit edilirken; yine bakterinin shiga toksin
tiretimini de inhibe ettigini belirtmislerdir. Zhang ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise EGCG kullanilarak “ProtecTeaV” isimli bir dezenfektan madde
hazirlanmistir. Calismada bu dezenfektanin Polioviriis 1 (PV1) isimli virlisii %50 oraninda
inhibe ettigi goriilirken; madde giiglii antiseptik ve viriisidal olarak tanimlanmstir.

Son olarak Lade ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada membran
biyoreaktorlerde biyofilm olusumunu engellemek i¢in yine DMSO ile hazirlanan
curcuminin ekstrakti kullanilmigtir. Calismada dogal madde ekstraktinin yanhzca kisa
zincirli AHL sinyallerini inhibe ettigi; buna karsilik membranda biyofilm olusumunu %82

oraninda azaltabildigi bildirilmistir.

2.2.3. Siit ve Siit Uriinleri Uretim Hatlarinda Kullanilan Yiizeyler, Korozyon ve
Biyofilm Olusumu ile Ilgisi

2.2.3.1. Siit ve Siit Uriinleri Uretim Hatlarinda Kullanilan Yiizeyler

Siit ve siit tirlinleri tiretim hatlarinda ve alanlarinda genel itibari ile paslanmaz g¢elik

yiizeyler, gidaya uygun plastik yiizeyler, cendere bezinin yapildigi Amerikan bezi yiizeyi ve
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tiretim alanin yer-duvar dosemesi olan seramik yiizeyler bulunmaktadir. Cig siit tanklari,
pastOrizasyon tinitesi, balans tanki, salamura tanki, Bulgar tekneleri, bigaklar ve tasiyici
borular liretim hattinda bulunan paslanmaz ¢elik yiizeylerdir. Maya masrapast ve kimi
isletmelerde pastorize siitiin Bulgar teknelerine aktarilmasinda kullanilan borular plastik
yiizeylerken; cendere bezi sik dokulu ve kolay parcalanmayan bir bez yiizeydir. Uretim
alanlarinda duvar, yer ve drenajlar ise aside dayanikli seramik yiizeylerdir. Gida sanayisi
i¢cin paslanmaz ¢elik yiizeyler disindaki seramik, tekstil ve plastik yiizeyler i¢in korozyon
s0z konusu degildir; fakat bu yiizeylerin kullanilan kimyasallara dayanikli olmasi, gidaya
istenmeyen madde (toksin ve renk gibi) migrasyonuna neden olmayacak maddelerden
secilmesi esastir (Selby, 1955; Van Hout ve Michiels, 2010).

Siit dogal yapisi nedeniyle asitligi yiiksek olmayan i¢inde yag gibi hidrofobik
maddelerin yani sira su gibi hidrofilik maddeler igeren bir hammaddedir (Tetrapak, 1995).
Paslanmaz ¢elik ise siit iceriginde bulunan laktik aside oldukga dayanikli, {iriine koku ve
renk gecisine sebep olmayan, kolay temizlenebilir bir {iriin oldugundan {iretim hatlarinda
yogun olarak kullanilmaktadir (Salas ve ark., 2012; Cvetkovski, 2012). Siit ve siit tiriinleri
iiretim hatlarinda genel itibari ile paslanmaz ¢elik 304, 304 L ve 316, 316 L tipleri
kullanilmaktadir. Paslanmaz ¢elik 316 igerdigi molibden nedeniyle korozyona daha
dayaniklidir. Bu nedenle paslanmaz ¢elik 316 kullanimi tercih edilmektedir (Flint ve ark.,
2000; Julien ve ark., 2002; Barbosa ve Costa, 2005; Ferreira ve ark., 2013; Singh ve Kumar,
2014). Paslanmaz c¢elik 304, 304 L ve 316, 316 L’nmin igerikleri Cizelge 2.1°de
goriilebilmektedir (Martin ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014; Nan ve ark., 2016; Verna ve
ark., 2016).
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Cizelge 2.1. Paslanmaz ¢elik (SS) 304, 304 L ve 316, 316 L icerikleri (% agirlik)

SS C Ni Mn P Cr Mo Sn Cu N Si Al Cb Fe
Tipi

304 |0,028 1012 - - 18,39 - - - - 0,052 - - 71,41
304 (0,018 10,14 1,72 - 1868 0,35 - 05 0072 - - - 68,52
L

316 | 008 98 044 0,009 16,67 209 0013 049 0,10 0,019 - - 70,23
316 |0,028 102 1,24 - 16,62 2,14 03 - 0,282 0,008 0,063 69,12
L

2.2.3.2. Paslanmaz Celik Yiizeylerde Korozyon

Siit ve siit iiriinleri iiretim hatlarinda korozyon, hammaddenin yapsindan ¢ok temizlik
icin kullanilan kimyasal maddeler nedeniyle olusmaktadir (Selby, 1955; Cvetkovski, 2012).
Gida endiistrisinde goriilen baslica paslanmaz ¢elik korozyon tipleri gatlak korozyon,
cukurcuk korozyon, stres kirigi korozyon, taneler arasi korozyon, galvanik korozyon ve
mikrobiyal korozyon olmaka iizere alt1 adettir (Cvetkovski, 2012; Salas ve ark., 2012).

Catlak korozyon, paslanmaz celik ylizeyin iistiinde olusturulan pasif tabakanin
parcalanmasi ile ¢elik yiizeyde ¢atlaklarin olustugu, celik materyalinden bazi iyonlarin
serbest kalabildigi bir korozyon tipidir. Catlak korozyon daha ¢ok i¢inde klor iyonu tasiyan
stvilar ile olusmaktadir (Cetin, 2007; Cvetkovski, 2012).

Cukurcuk korozyon ise yilizeyde lokal ve derin ¢ukurlarin olustugu bir korozyon
tiiriidiir. Baglangicta pasif tabaka iizerinde acilan ¢ukurlar zaman igerisinde ¢elik yiizeye
kadar ulasabilmektedir. Bu nedenle zaman igerisinde ylizeye olduk¢a zarar verebileceginden
onemli goriilmektedir. Stres korozyon, stres ve korozif ¢evresel 6zellikler nedeniyle ¢elik
yiizeyinde kiriklarin olusumu ile karakterize edilir. Bu tip korozyon genellikle 50°C’nin
tizerinde kloriir uygulamalar1 sonucunda goriilmektedir. Boru hatti, tanklar ve su tagima
sistemlerinde stres korozyon goriilmektedir (Cetin, 2007; Cvetkovski, 2012).

Taneler aras1 korozyon, isidan etkilenen alanlarda goriilen dar band, lokal kirik
korozyon olarak tanimlanmaktadir. Bu tip korozyon daha ¢ok standart karbon igeren
ostenitik paslanmaz geliklerde goriilmektedir. Ostenitik paslanmaz gelikler %16-26 Cr ve

%7-22 Ni igeren, kolaylikla sekillenebilen, kaynak kabiliyetleri iyi ve oksidasyon direncleri
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yiiksek tipte paslanmaz c¢eliklerdir. Siit endiistrisinde siklikla kullanilan 304 ve 316 tipleri
Ostenitik paslanmaz ¢elikler sinifindadir. Taneler arasi korozyonun celik yiizeylerde
goriilmemesi igin diigiikk karbon icermeleri (en fazla %0,030) gerekmektedir (Cetin, 2007;
Akdogan-Eker, 2009; Cvetkovski, 2012).

Galvanik korozyon iki farkli ve baglantili materyalin ayn1 iyonik siviya maruz kalmasi
durumunda elektiriksel bir iletisim olmasi nedeniyle birinin korozyona ugramasi seklinde
gerceklesir. Bu tip korozyon daha c¢ok paslanmaz ¢elik borularin aliiminyum baglanti
elemanlar1 ile baglandigi durumlarda, baglanti elemaninin korozyona ugramasi seklinde
gerceklesmektedir (Cetin, 2007; Akdogan-Eker, 2009; Cvetkovski, 2012).

Mikrobiyal korozyon ise paslanmaz c¢elik yiizeylere yapisarak; yerlesen
mikroorganizmalarin metabolize ederek ortaya ¢ikardigi yan iirlinler nedeniyle gerceklesen
bir korozyon tiiriidiir. Mikroorganizmlar bu tiir korozyonu yiizeye yapisarak; biyofilm
olusumu, ekzapolisakkaritler gibi yapiskan yapilar olusumu, ¢elik yiizeylerdeki bazi
iyonlarin kullanimi, ortam asitliliginin degisimine katki yaparak, yilizey koruyucu
kimyasallarin parcalanmasi ve var olan korozyon reaksiyonunda katalizor etki gosterme gibi
nedenler  gerceklestirebilmektedir. ~ Ornegin  Desulfotomaculum, Desulfovibrio,
Desulfoarculus, Desulfobacter ve Desulfotignum spp. gibi siilfat indirgeyen bakteri
tirlerinin diisiikk alasimli ¢eliklerde demir konsantrasyonunu etkileyerek korozyona sebep
oldugu bildirilmistir (Beech ve Sunner, 2004; Cetin, 2007; Salas, 2012: San ve ark.,2013).

2.2.3.3. Paslanmaz Celik Yiizey Korozyonunun Biyofilm Olusumuna Etkisi

Gida endiistrisinde kullanilan ¢elik yiizeylerde biyofilm ve korozyon olusumu birbiri
tizerine sinerjistik etkisi olan iki faktordiir (Beech ve Sunner, 2004). Bellon-Fontaine ve ark.
(1990) tarafindan paslanmaz celigin topografyasi ve ylizeyinin fizikokimyasal yapisinin
bakterilerin bu yiizlere yapisma oranlarini degistirdigi bildirilmistir. Bagta bakteriler olmak
tizere mikroorganizmalar hidrofilik bir yap1 sergilemektedir. Beech ve Sunner (2004),
korozyon sirasinda yiizeylerin oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin  degistigini
vurgulamis; bu durumun mikroorganizmalarin yiizeylere yapisabilmesi ve yerlesebilmesi
tizerine etkili oldugu savunulmustur. Hidrofilik yap1 sergileyen paslanmaz ¢elik yiizeylerden
yine hidrofilik iiriinlerin islenmesi durumunda hidrofilik mikroorganizmalar1 ylizeylere
yapigma orani artmaktadir (Flint ve ark., 2000). Yine yiizeylerin piiriizliiliigiiniin biyofilm
olusturacak planktonik hiicrenin yiizeye yapigmasinda biiyilk ©neme sahip odugu
bilinmektedir (Ammar ve ark., 2015). Flint ve ark. (2000) ve Jullien ve ark. (2002) yaptig1

calismalarda pasifize edilmis ve/veya temizilik uygulanmis paslanmaz celik yiizeylerin son
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derece piiriizlii oldugu belirlenmistir. Ayrica kimyasal korozyonuna ugrayan paslanmaz
celik yiizeyler de biyofilm olusumuna destek olacak sekilde daha piiriizliidir (Aruliah ve
Ting, 2014; Klampfl ve ark., 2014; Bozorg ve ark., 2016).

Bakteriyel biyofilm olusumu paslanmaz ¢elik yilizeylerin iizerinde pasifizasyon sonucu
olusan metal oksit tabakada gerceklesmektedir (Kruszewski ve ark., 2013). Biyofilmler,
kompleks yapisi i¢inde bulunan hiicre dis1 tirlinler, inorganik ve organik atiklarin passivize
paslanmaz celik yiizey ile etkilesim haline girerek korozyonun ilerlemesine, iiriinde
mikrobiyal kontaminasyona, kokuya ve renk degisimlerine sebep olmaktadir (Beech ve
Sunner, 2004; Seyeux ve ark., 2015).

Kruszewski ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada hi¢ bir muameleye maruz
birakilmamis paslanmaz ¢elik 316 L ile oktadesilfosfonik asit ile muamele edilmis
paslanmaz ¢elik 316 L yiizelerde biyofilm olusturan Staphylococcus aureus hiicre miktarlari
tespit edilmistir. Calismada ilk 2 saatte yiizeylerde biyofilm olusturan hiicre miktarlari sirasi
ile 8,03 ve 7,51 logkob/cm? olarak tespit edilirken; 24 saat sonunda bu say1 4,03 ve 5,63
logkob/cm? olarak tespit edilmistir. Seyeux ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise
piyasada bulunan paslanmaz gelik 316 L ile Cr (krom) orani arttirilarak modifiye edilmis
paslanmaz gelik 316 L pasivizasyon sonrast Esherichia coli ile muamele edilmis ve 1 saatte
yapisan bakteri hiicre miktar1 elektron mikroskobu ile tespit edilmistir. Calismada her bir
celik plaka yilizeyinden 10 farkli goriintii alinmis ve yapisan hiicre miktar1 belirlenmeye
calisilmistir. 1 saat sonucunda paslanmaz celik 316 L yiizeyinin %20 sinin bakteri hiicreleri
ile kaplandig1 goriilmiis; modifiye paslanmaz celik 316 L yiizeyinin hemen ayni oranda

bakteri hiicresi ile kaplandigi tespit edilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirma Plam

Arastirmamiz birbirini takip eden dort calisma seklinde planlanmistir. s plam ekte
gosterilmistir (Ek 1). Birinci ¢alismada, Ezine yoresinde faaliyet gosteren li¢ farkli Ezine
peyniri {reticisinin iiretim hattindan ve ortamdan oOrnekler alinmis, mikrobiyal yiikler
belirlenmis ve izolatlar alinmistir. Bu izolatlar fenotipik olarak tanimlanmis ve biyofilm
olusturma kapasiteleri iki farkli yontem ile belirlenmistir. Biyofilm olusturna potansiyeli
olan izolatlarin biyofilm olusumu i¢in énemli bir faktor olan iletisim sinyalleri (quorum
sensing) tespit edilmistir

Ikinci calisma kapsaminda iiretim hatlarindan ve alanlarindan izole edilmis olan
biyofilm pozitif izolatlar {izerine etkili olabilecek dogal, antibiyofilm ve quorum quenching
maddeler belirlenmeye ¢alisilmistir. Biyofilm pozitif izolatlar {izerine antimikrobiyal etki
gosteren maddelerin antibiyofilm potansiyelleri oldugu kabul edilmis, AHL ve AI-2 iletisim
sinyallerini kesebilme durumlar1 incelenmistir. Hem antibiyofilm hem quorum quenching
(iletisim sinyallerini inhibe edici) dzellik tastyan maddelerin MIK, MBK ve % inhibisyon
degerleri belirlenmistir.

Ugiincii galismada ise antibiyofilm ve quorum quenching etkisi olan dogal maddelerin
ikili, ti¢lii ve dortlii kombinasyonlarinin segilen izolatlar {izerine antimikrobiyal etkisi ile
birlikte % inhibisyon degerleri tespit edilmistir.

Calismanin son boliimiinde ise, ilk ¢galismada temizlik 6ncesi ve temizlik sonrasi yiizey
yiikleri belirlenerek temizlik prosediirlerinin etkinligi belirlenmis olan firma B’nin CIP
prosediirii birebir kullanilmistir. Laboratuvar ortaminda paslanmaz ¢elik 316 L’den tiretilen
plakalar iizerinde gergek siit ortaminda gelistirilen biyofilm pozitif izolat gelistirilmistir.
Uzerinde 24 saat boyunca mikroorganizma gelistirilmis ¢elik plaka yiizeyleri iizerine CIP
sisteminin, firma tarafindan kullanilan ticari dezenfektanin ve tarafimizdan gelistirilen dogal
dezenfektan formiillerin etkileri arastirllmistir. Etkilerin arastirilmasi sirasinda CIP
prosediiriiniin, ticari dezenfektan ve dogal dezenfektan formiillerini celik plaka sesil ve
biyofilm olusturan hiicrelerini azaltma miktar, ¢elik plakalar iizerine korozif olma durumlari
konusunda tespitler yapilmistir.

Her ¢alismada kullanilan materyal ve metot ayr1 ayr1 belirtilmistir.
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3.2. Cahsma 1. Peynir Uretim Hatlarimin Mikrobiyolojik Yiikiiniin Belirlenmesi,
izolatlarin Ahnmasi, Tanimlanmasi, Biyofilm Kapasitesinin ve Quorum Sensing Sinyal
Varhginin Belirlenmesi

3.2.1. Yiizey Ornekleme

Bu calisma kapsaminda Ezine peyniri liretimi yapan ti¢ farkli isletmenin hattindan
firmalarin teknik elemanlari ile birlikte yapilan tehlike analizi sonucu 6rnekleme noktalari
belirlenmistir (su, ¢ig siit tanki, balans, ¢elik boru, plastik boru, Bulgar teknesi, cendere bezi,
teleme kirma bicagi, iiretim bicagi, maya masrapasi, duvar, drenaj, iretim havasi, dolum
havast, iiretim personeli, dolum personeli, salamura teknesi). Ug farkli firmadan belirlenen
ortak noktalardan {i¢ farkli mevsimde (Nisan 2015-Ekim 2015 arasinda) ii¢ defa, iki paralel
olarak Ornek alinmistir. Ayrica bir firma tiretim hattindan bir 6rnek alim periyodunda CIP

oncesi ve sonrasi 6rnek alinarak; CIP’in etkisi belirlenmeye caligilmastir.

3.2.2. Kiiltiirler

Quorum sensing varligi ve quorum quenching (iletisim sinyal inhibisyonu)
calismalarinda indikator olarak kullanilan Chromobacterium violaceum CV026,
Agrobacterium tumefaciens A136 ve Vibrio harveyi BB 170 bakteri kiiltiirleri Prof.Dr. Ji
Hyang Kweon ve Dr. Hashade Lade tarafindan Konkuk Universitesi, Cevre Miihendisligi

Bolimii, Seul, Giiney Kore’den saglanmigtir.

3.2.3. Yontem

3.2.3.1. Yiizey, Su ve Hava Orneklerinin Alnmasi

Belirlenen yiizeylerden ornekler, 10 mL %0,1’lik peptonlu su (Merck 107228,
Almanya) ile slatilan steril swap cubuklari ile 100 ¢cm?lik alandan siiriintii seklinde
alinmigtir. Uretim ve dolum personeli érnekleri, ii¢ dénemlik 6rneklem siiresince ayni
personelin her iki elinden almmustir. Isletme iginde kullanilan sudan alinan ornekler,
klorlama ihtimaline kars1 i¢ine %0,1°lik sodyum tiyosiilfat (PubChem CID: 24477) iceren
200 mL’lik sigelere alinmistir (Karapinar, 1994; AOAC, 2000).

Hava orneklerinin alinmasi icin ise Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Cevre
Miihendisligi Bolimii’nden hava ornekleme cihazi (SKC Biostage-28L/sn., ABD)
alimmustir. Cihazin filtre yilizeyi %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilerek kullanilmis; 4 dk.
boyunca hava 6rnegi alinmistir (Rao ve ark., 2012; FDA, 2017).

Hizli yontem olarak yiizeyin mikrobiyal yiikiiniin belirlenmesi i¢in kullanilan ATP-

Biyoliiminesans yonteminde ise iiriine (ATP-Liiminumetre PD-10 Kikkoman Co., Japonya)

23



ait dzel swaplar ile érnekler 100 cm?’lik alandan siiriintii seklinde alimustir (Aygcicek ve

ark., 2006; Ipek ve Zorba, 2014).

3.2.3.2. Test Ornegi Hazirlama Metodu

Yiizeylerden 6rnekler 100 cm?’lik alandan siiriintii sekilinde alinmis; 10 mL %0,1°lik
peptonlu su igerisine aktarilarak homojenize edilmistir. Daha sonra %0,1 peptonlu su ile
uygun desimal diliisyonlar hazirlanarak mikrobiyolojik ekimlerde kullanilmistir (AOAC,
2000; Temelli ve ark., 2006; Ismail et.al., 2013).

3.2.3.3. Aerobik Mezofilik Bakteri Sayimi1 (AMB)

Alinan su ve yiizey Orneklerinden hazirlanan her bir diliisyondan paralel petrilere
dokme plak yontemine gore ekim yapilmis, besiyeri olarak Nutrient Agar (Merck 1.05450,
Almanya) kullanilmigtir. 37°C” de 48 + 2 saat inkiibasyon sonrasinda 30-300 koloni i¢eren
petrilerde sayim yapilarak aerobik mezofilik bakteri sayisi hesaplanmistir (AOAC, 2000;
Maturin ve Peeler, 2001).

Alinan hava 6rneklerinde ise besiyeri olarak Nutrient Agar (Merck 1.05450, Almanya)
kullanilmistir. 37°C” de 48 + 2 saat inkiibasyon sonrasinda petrilerde gelisen koloni sayisi
belirlenmistir. Steril Nutrient agar bulunan petri kabi, 28 L/sn. kapasiteli cihaz ile 4 dk.
boyunca ortam havasi ile karsilastirildigindan koloni sayis1 kob/m® haline seklinde ifade
edilmistir (Graham, 2011; Rao ve ark., 2012; FDA, 2017)

ATP-Biyoliiminesans metodu ATP varliginda liisiferin enzimi ile oksijenin reaksiyonu
sonucu biyoliiminesans 1s18inin olusumunu temel almaktadir. Biyoliiminesans 1s1gimin
olusumu ATP kullanimi1 nedeniyle ylizeyin mikroorganizma yiikii (Toplam Canli Sayis1)
bagil 11k birimi (Relative Light Unit-RLU) olarak verilmektedir. Yiizeyin mikrobiyal
yiikiiniin hizli bir sekilde ortaya konuldugi yontemde luminometre (ATP-Liiminimetre PD-
10 Kikkoman Co., Japonya) kullanilmaktadir. Yiizeylerin kirlilik durumu Unliitiirk ve
Turantag (2002) ve Kikkoman firmasinin belirledigi skala kullanilarak belirlenmistir

(Aycicek ve ark., 2006; Ipek ve Zorba, 2014).

3.2.3.4. Bacillus spp. Sayim

Alinan su ve yilizey orneklerinden hazirlanan her bir diliisyondan paralel petrilere
yayma plak yontemine gore ekim yapilmis, besiyeri olarak Hicrome Bacillus Agar (92325,
Sigma-Aldrich, Isvigre) kullanilmistir. 30°C°de 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda 30-300
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koloni igeren petrilerde sayim yapilarak Bacillus spp sayisi belirlenmistir (Guezennec ve

ark., 2015).

3.2.3.5. Enterobacteriacea Sayim

Alman su ve ylizey 6rneklerinden hazirlanan her bir diliisyondan paralel petrilere ¢ift
tabaka dokme plak yontemine gore ekim yapilmis, besiyeri olarak Violet Red Bile Glucose
Agar (VRBGA, Merck 110275, Almanya) kullanilmigtir. 35 °C’ de 18-24 saat inkiibasyon
sonrasinda 25-250 koloni igeren petrilerde sayim yapilarak Enterobacteriacea sayisi
belirlenmistir (Harrigan, 1998, ISO, 2004).

3.2.3.6. Pseudomonas spp. Sayim

Alinan su ve ylizey drneklerden hazirlanan her bir diliisyondan paralel petrilere yayma
plak yontemine gore ekim yapilmig, besiyeri olarak Cephalothin-Sodium Fusidate-
Cetrimide Selective Agar-CFC (Merck 1.07620, Almanya) ve CFC Agar katkis1 (Merck
107627, Almanya) kullanilmistir. 30°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda 30-300 koloni
iceren petrilerde sayim yapilarak Pseudomonas spp sayist belirlenmistir (Harrigan, 1998;
Morales ve ark., 2016).

3.2.3.7. Listeria spp. Sayimm

Alman su ve ylizey Orneklerinden hazirlanan her bir diliisyondan paralel petrilere
yayma plak yontemine gore ekim yapilmis, besiyeri olarak Polymyxin-Acriflavin-Lithium
chloride-Ceftazidime-Aesculin-Mannitol-PALCAM  Listeria Agar (Merck 1.11755,
Almanya) ve PALCAM Agar katkist (Merck 112122, Almanya) kullanilmigtir. 37°C’de 24-
48 saat inkiibasyon sonrasinda 30-300 koloni i¢eren petrilerde sayim yapilarak Listeria spp

sayist belirlenmistir (Harrigan, 1998; Hitchins ve ark., 2016).

3.2.3.8. Bakterilerin Saf Kiiltiir Haline Getirilmesi

Analizler sonucu elde edilen izolatlar, Nutrient Agar (Merck 1.05450, Almanya)
besiyerine gizilerek tek koloni elde edildikten sonra izolatlar, +4 °C’de saklanmigtir. Gram
boyama yapilarak; saflik durumlari, Gram pozitif veya negatif olma durumlari, sekilleri
konusunda bilgi edinilmistir.

Gram boyama sirasinda hazirlanan preparatlar dnce kristal viyole (PubChem CID:

11057) boyast ile 1 dk, Gram iyot (PubChem CID: 105053) ile 1 dk, etil alkol (PubChem
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CID: 702) ile 15 sn. ve safranin (PubChem CID: 2723800) boyas1 ile 30 sn. muamele
edilmistir (Harrigan, 1998; AOAC, 2000; Unliitiirk ve Turantas, 2002).

Saf olarak elde edilen kiiltiirlerden Listeria spp. oldugu diisiiniilenler % 4 yeast
ekstrakt iceren, Tryptone soy agar (Merck 105458, Almanya) igeren 6zel bir besiyerinde;
digerleri Nutrient Agarda (Merck 1.05450, Almanya) saklanmistir (Harrigan, 1998; Hitchins
ve ark. 2016).

3.2.3.9. API Kitleri ile Fenotipik Olarak Tanimlama

Saf olarak elde edilen ve Gram reaksiyonu, mikroskop altindaki sekli, oksidaz ve
katalaz testi sonuglarina gore ayrilan izolatlarin fenotipik olarak tanimlanmasi i¢in API
kitleri (Biomerioux, Fransa) kullanilmistir. Blood Agarda (Merck 110886, Almanya)
gelistirilen Listeria spp.’lerinin hemoliz durumlari belirlendikten sonra API Listeria Kiti
kullanilarak tanimlanirken; digerleri Nutrient Agar’da (Merck 105450, Almanya) 24 saatlik
kiiltir hazirlandiktan sonra tanimlama i¢in kullanilan API kitleri (Pseudomonas spp. igin
APl 20 NE, Enterobacteriacea i¢in API 20E ve Bacillus spp. i¢in API 50 CHB ile
tanimlanmistir. Tanimlamalarin dogrulanmasi i¢in API fenotipik tanimlama yaziliminca
talep edilen bazi ek testler yapilmistir. Bu testler; oksidaz, katalaz, glikozun oksijenli ve
oksijensiz kullanimi, Mac Conkey Agar’da tireme, Voges-Proskauer, metil red, karbonhidrat

fermantasyonu, hareketlilik ve hemoliz testleridir.

3.2.3.9.1. Okidaz Testi

Sitokrom oksidaz, fenilendiamin bilesiklerini okside ederek koyu mavi renkli
indofenole dontistiiriir. %1°lik tetrametil-p-fenilendiamine (PubChem CID:8264) filtre
kagitlarina konur, tizerine 1 6ze dolusu kiiltiir alinarak 10 sn. icerisindeki renk degisimi

incelenir. Rengin mavi olmasi pozitif sonu¢ oldugunu gostermektedir (Harrigan, 1998;

Unliitiirk ve Turantas, 2002; Halkman, 2013).

3.2.3.9.2. Katalaz Testi

Temiz lam tiizerine bir 6ze dolusu kiiltiir iyice karistirilarak siiriiliir, izerine 1 mL
%3’liik H202 (PubChem CID:786) eklenir. Gaz kabarciklar1 gozlemlenmesi katalaz pozitif
oldugunu géstermektedir (Unliitiirk ve Turantas, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark.
2016).
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3.2.3.9.3. Glikozun Oksijenli ve Oksijensiz Kullanim

Elde edilen izolatlardan iki Hugh-Leifson Glucose Broth besiyerine ekim yapilmis,
birinin lizerine mineral yag eklenerek glikozun (PubChem CID: 79025) aerobik ve anaerobik
kullanim1 arastirilmistir. 37°C/24 saat’lik inkiibasyon sonucu besiyerinin renginin mavi-
mordan sar1 renge doniistimii ve durham tiiplerinde gaz olusumu pozitif reaksiyon olarak
belirlenmistir (Atlas, 2010; Unliitiirk ve Turantas, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark.
2016).

3.2.3.9.4. MacConkey Agar’da Ureme
Enterobacteriacea’a ait izolatlarin tanimlanmasinda API Kitlerinin Onerisi ile

MacConkey Agar’a (Merck 1.05465, Almanya) ekilerek lireme durumlar tespit edilmistir
(Biomerioux, 2015).

3.2.3.9.5. Voges-Proskauer Testi

Bu test mikroorganizmanin piirivik asitten asetil metil karbinol {iretip iiretmediginin
belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. Metil Red-Voges Proskauer (Merck 105712,
Almanya) besiyerine dze ile ekim yapilarak 37°C/48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 %5’lik alfa-naftol (PubChem CID:7005) ve %16’lik KOH (PubChem CID:14797)
eklenerek renk degisimi gozlenir. Kirmizi renk olusumu pozitif olarak kabul edilmektedir

(AOAC, 2000; Unliitiirk ve Turantas, 2002; Feng ve ark., 2011).

3.2.3.9.6. Metil Red Testi

Metil-Red testi mikroorganizmanin glikozdan karigik asit fermantasyonu ile yiiksek
oranda asit tirettigini gostermektedir. Metil Red-Voges Proskauer (Merck 105712, Almanya)
besiyerine 6ze ile ekim yapilarak 37°C/96 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi tiipe 5
damla metil red (PubChem CID: 5798639) indikatorii eklenir. Metil kirmizist ayiracit pH 6,0
ve lizerinde sar1 renk, pH 4,4 ve altinda ise kirmizi renk verir. Renk kirmiziya dondiigiinde
sonug pozitif olarak alinmaktadir (Harrigan, 1998; AOAC, 2000; Unliitiirk ve Turantas,
2002; Feng ve ark., 2011).

3.2.3.9.7. Karbonhidrat Fermantasyonu Testi
Carbonhydrate Fermantation Broth 2 (Phenol Red Broth Base, Merck 1.10987,
Almanya) besiyerine %0,5 oraninda ¢esitli karbonhidratlarin (ksiloz, ramnoz, mannitol v.b.)

eklenmesi ile yapilan bir testtir. Mikroorganizmanin ilgili kardonhidrati 37°C’de 5 giin
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icinde fermente edip edemedigi tespit edilmektedir. Besiyerin renginin sartya donmesi ve
Durham tiipleri i¢cinde gaz olusumu sonucu pozitif olarak alinmaktadir (Harrigan, 1998;

Unliitiirk ve Turantas, 2002; Feng ve ark., 2011).

3.2.3.9.8. Hareketlilik Testi

Hareketlilik analizi i¢in mikroorganizmaya uygun bir besiyeri kullanilarak, igne 6ze
ile tiip igerindeki dik besiyerine ekim yapilmistir. 30°C’de 24 saat’lik inkiibasyon sonunda
mikroorganizmalarin hareketli olup olmadigi incelenmistir. Ekim yapilan ¢izgi disina

yanlara dogru iireme olmasi1 durumunda bakteri hareketli olarak kabul edilmistir (Harrigan,

1998; Unliitiirk ve Turantas, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark. 2016).

3.2.3.9.9. Hemoliz Testi

Stipheli Listeria spp ve Streptococcus spp izolatlarinin tanimlanmasinda 6nemli bir
unsur olan Kanli Agarda (Merck 110886, Almanya) a, B ve y-hemolotik reaksiyonlarinin
belirlenmesi i¢in Kanli Agar’a ¢izilmislerdir. Sonuglar 37°C’de 2-7 giin inkiibasyonu
sonucunda degerlendirilmistir. Beta () hemoliz, bakteri kolonisinin etrafinda diizgiin bir
hatla ¢evrilmis temiz ve tamamen seffaf bir halka ile karakterize edilir. Alfa (o) hemoliz,
koloni etrafinda demirli bilesiklerin olusturdugu yesil renkli, tam seffaf olmayan bir halka
seklinde goriiliir. Gama (y) hemoliz; bakteriler hemolizin enzimine sahip olmadigi i¢in kanl

agarda hemoliz olusturmaz (Unliitiirk ve Turantas, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark.

2016).

3.2.3.10. Streptococcus spp.’nin Fenotipik Tanimlanmasi

Biyofilm pozitif oldugu belirlenen Streptococcus spp. ait izolatlar mikroskop altinda
incelenmesinin ardindan gelisme sicakligi, % 6,5 NaCl ve % 40 safra tuzu varliginda
gelisme, hemoliz durumu ve kullandig1r sekerler (sorboz, melezitoz, riboz) acisindan

incelenerek fenotipik olarak tanimlanmistir (Cullimore, 2000; UMS, 2015) (Ek 2).

3.2.3.11. izolatlarin Biyofilm Kapasitesinin Belirlenmesi

3.2.3.11.1. Congo Red Agar Yontemi ile Belirlenmesi

Tanimlanan izolatlarin biyofilm kapasitesinin belirlenmesi i¢in Congo Red Agar
yontemi kullanilmistir. Icerikten hazirlanan Congo Red Agar’da gizilen izolatlarin siyah
pigment olusumu sonucunda biyofilm pozitif oldugu kabul edilmistir (Ek 3) (Sekil 3.1.)
(Arciola ve ark., 2002; Mariana ve ark., 2009).
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Sekil 3.1. Congo Red Agar’da pozitif (A) ve negatif (B) reaksiyon veren mikroorganizmalar

3.2.3.11.2. Kristal Viyole Mikroplaka Yontemi ile Belirlenmesi

Izolatlar 5 mL Tryptone Soy Broth’a (Merck 105459, Almanya) ekilerek, izolasyon
sicakligina gore 30 ve37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonucu kiitiirler hazirlanmistir. Kiiltiirler
0,5 Macfarland degerine ayarlandiktan sonra herbir kiiltiirden 20 pL alinarak i¢inde 100 L
TSB bulunan 96-kuyucuklu mikroplaka (SPL Life Sciences, Pocheon-Si, Giiney Kore)
kuyucuklarina aktarilmigtir. Mikroorganizma tiiriine bagh olarak 30 ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar steril saf su ile en az iki kere yikanmistir. 120 pL. Kristal
viyole (0,1%) (PubChem CID: 11057) her bir kuyucuga konulmus ve plaka ortam
sicakliginda 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar steril
saf su ile yikanmistir. Her bir kuyucuga 120puL %96’lik etanol (PubChem CID:702)
aktarilmis ve 1 saat bekletildikten sonra OD 600 nm’de (iMark™ Microplate Absorbance
Reader 168-1135, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) absorbans degerleri okunmustur (O’Toole,
2011; Biswa ve Daoble, 2013; Lade ve ark., 2014).
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Sekil 3.2. Kristal viyole mikroplaka yontemi uygulanist

Izolatlarin biyofilm olusturma durum degerlendirmesi OD degerleri temel aliarak
yaptlmistir. Yonteme gore iginde sadece kullanilan besiyerinin oldugu kontrol
kuyucugundan elde edilen OD degeri kontol olarak degerlendirilmis ve temel olarak
alinmistir. Kuyucuktan elde edilen OD degeri kontrol kuyucugundan (ODxontror) €lde edilen
deger ile esit veya az ise mikroorganizmanin biyofilm olusturmadigi seklinde degerlendirme
yapilmistir. OD degerleri ODkontroi<OD<2XODxontrol zayif seviyede biyofilm olusturdugu,
2XODkontroi<OD<4xODkontrol  orta seviyede biyofilm olusturdugu ve 4xODxkontoi<OD
durumunda ise gii¢lii seviyede biyofilm olusturdugu degerlendirilmistir (Sepanovic ve ark.,
2000; Simoes ve ark., 2007; O’Toole, 2011; Saising ve ark., 2012; Darwish ve Asfour, 2013;
Lade ve ark., 2014).

3.2.3.12. Quorum Sensing Sinyal Varhginin Ortaya Konulmasi (AHL-AI-2)
Izolatlarimizin bir kismmin Gram negatif bir kismmin da Gram pozitif olmasi
nedeniyle Gram negatif bakterilerce kullanilan AHL sinyal varligi yani sira her iki tiir

tarafindan 6zellikle Gram pozitif bakterilerce kullanilan AI-2 sinyal varlig1 da incelenmistir.

3.2.3.12.1. AHL Sinyal Varhginin Ortaya Konulmasi

Gram negatif bakteriler i¢in; Luria-Bentani s1vi besiyerinde (BD-Difco, ABD) gerekli
antibiyotikler (kanamycin 20pg/mL, spectinomycin 50 pg/mL ve tetracycline 4,5ug/mL)
ilave edilerek 30°C’de 24 saat gelistirilen indikator —mikroorganizmalardan
(Chromobacterium violeceum CV026 ve Agrobacterium tumefaciens A136) Luria-Bentani
agar’a (22460, BD-Difco, ABD) 6ze ile nokta ekimler yapilmistir. 30°C’de 24 saat sonunda
petrilerdeki renk degisimlerine gére AHL sinyal varliklar1 pigment olusumu ile ortaya
konulmustur (Lade ve ark., 2014; Sun ve ark., 2015).
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3.2.3.12.2. Al-2 Sinyal Varh@imin Ortaya Konulmasi

Gram pozitif bakteriler icin; AI-2 Bioassay yontemi kullanilmistir. Yontemde
indikator olarak Vibrio harveyi BB 170 kullanilmistir. Siyah mikroplaka (SPL Life Sciences,
Pocheon-Si, Giiney Kore) kullanilarak OD 600 nm’de okuma yapilmis (iMark™ Microplate
Absorbance Reader 168-1135, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD; Multiscan FC; Thermo Fisher
Scientific, NY, ABD) ve 1sima degerlerine gore mikroorganizmalarin Al-2 aktivite degeri
belirlenmistir.

Bu yontemde, Marine Broth’da (2216-BD Difco, ABD) 37°C’de gelistirilmis 24
saatlik V. harveyi BB 170, icerikten hazirlanan AB besiyerine (Ek 3) inokule edilerek 1:5000
oraninda bir diliisyon hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyondan her bir kuyucuga 100 pL
eklenmektedir. Sinyal varlig1 arastirilacak olan mikroorganizmalarin Tryptone Soy Broth’da
(Merck 105459, Almanya) 24 saatlik kiiltiirleri hazirlanmigtir. Sinyal molekiilleri kiiltiirlerin
14000 rpm/5 dk santrifiijlenmesi ve istteki siipernatantin alinmasi ile elde edilir. Her bir
sinyal igeren siipernatant’dan 10 uL siyah mikroplakalara eklenerek, 600 nm’de OD’leri
mikroplaka okuyucu (iMark™ Microplate Absorbance Reader 168-1135, Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD; Multiscan FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmistir
(Vilchez et.al., 2007; Turovskiy and Chikindas, 2006; Taga and Xavier, 2011; Park ve ark.,
2014; Sun et.al., 2015).

3.2.3.13. Istatistiksel Analizler

ATP-Biyoliiminesans ve standart metodun karsilastirildigt calisma verilerinin
istatistiksel analizleri i¢in IBM SPSS Version 19 for Windows (IBM SPSS Inc., Armonk,
NY, ABD) istatistiksel analiz programi kullanilmistir. Metodlar arasindaki korelasyonun
tespiti icin korelasyon analizi yapilmig; Spearman korelasyon katsayisina gore (P<%5)
aradaki korelasyonun istatistiki olarak énemli olup olmadig: belirlenmistir. Ayrica kappa
degerleri belirlenerek; korelasyonlarin tesadiifi olma durumlari da incelenmistir (Armstrong

& Hilton, 2011; Ipek ve Zorba, 2014).
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3.3. Calisma 2. Peynir Uretim Hatlarindan Elde Edilen Biyofilm Olusturan
izolatlar Uzerine Etkili Antimikrobiyal ve Antiquorum Sensing Dogal Maddelerin
Belirlenmesi

3.3.1. Kullanilan Kiiltiirler

Bu calisma kapsaminda ii¢ farkli firmanin {iretim hattindan izole edilen biyofilm
pozitif mikroorganizmalar {izerinde calisilmistir. Listeria spp., Pseudomonas spp.,
Enterobacteriacea, Streptococcus spp. ve Bacillus spp. olarak tanimlanan izolatlardan her
iki yontem ile (Congo Red Agar ve kristal viyole mikroplaka yontemleri) de biyofilm pozitif
olan birer izolat secilmistir. Listeria spp. olarak 1 nolu izolat Listeria innocua, Pseudomonas
spp. olarak 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri, Enterobacteriacea olarak 6 nolu izolat
Enterobacter cloacea, Bacillus spp. olarak 32 nolu izolat Bacillus coagulans ve
Streptococcus spp. olarak salamura teknesinden elde edilen 27 nolu izolat Streptococcus
lactis ¢aligilacak kiiltiirler olarak secilmistir.

Bu mikroorganizmalarin yani1 sira kontrol olarak dezenfektan etkinliginin
arastirilmasinda kullanilan standart suslar; Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Micrococcus luteus
ATCC 4698 kullanilmistir (Huang ve ark.,1992; Bore ve Langsrud, 2005; Manjumeena ve
ark., 2014; Vazguez-Sanchez ve ark., 2014; Zou ve ark., 2014; Fekadu ve ark., 2015).
Standart suslar Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Gida Miihendisligi Béliimii, Gida

Mikrobiyolojisi laboratuar tarafindan saglanmustir.

3.3.2. Antimikrobiyal ve Antiquorum Sensing Dogal Maddeler

Calisma boyunca literatiirde antimikrobiyal ve/veya quorum quenching etkilerine
rastlanilan, iilkemizde kolay elde edilebilir, yiizeylerde renk degisimine neden olmayacak,
ucuz dogal maddeler arastirilmigtir. Dogal madde olarak Epigallocathecine gallat (PubChem
CID: 65064), Panax ginseng, curcumin (PubChem CID: 969516), Camellia sinensis (yesil
cay), vanilin (PubChem CID: 1183), kirmiz1 Panax ginseng, Ganoderma lucidum (Reishi
mantari), Prunella vulgaris (prunella, yara otu), Sambucus nigra (kara miirver), Cichorium
intybus (hindiba), Calendula officinalis (ayn1 sefa), boraks (sodium tetraborat dekahidrat),
propolis, resveratrol, elma sirkesi, nisin, Hypericum perforatum (sar1 kantaron) ve Thymus
vulgaris (kekik) kullanilmistir. Epigallocathechine gallat (Sigma-Aldrich, Almanya), vanilin
(Sigma-Aldrich, Almanya) ve curcumin (Sigma-Aldrich, Almanya) Konkuk Universitesi,
Cevre Miihendisligi Laboratuarlari, Seul, Giiney Kore’den temin edilmistir. Ganoderma

lucidum, Panax ginseng, kirmizi Panax ginseng ve Camellia sinensis Seul, Giiney Kore
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Emart marketlerinden temin edilmistir. Prunella vulgaris, Sambucus nigra Kiitahya
Belediyesi Hekim Sinan Tibbi Bitkiler Arastirma Merkezi’den temin edilmistir. Cichorium
intybus, Calendula officinalis, Hypericum perforatum ve Thymus vulgaris Canakkale Kaz
Daglari’ndan toplanmistir. Elde edilen bitkilerin latince isimleri Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Biyoloji Boliimii Botanik Bilimi 6gretim iiyesi Yrd.Dog¢.Dr. Ersin
KARABACAK tarafindan dogrulanmistir. Boraks (EGAS, Tirkiye, PubChem
CID:10219853), propolis (Arndiinyasi, Tiirkiye), elma sirkesi (Kiithne, Almanya), nisin
(Biokim Kimya, Tirkiye, PubChem CID:16219761) ve resveratrol (Sigma-Aldrich,
Almanya, PubChem CID:445154) Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Gida

Miihendisligi, Gida Mikrobiyolojisi Laboratuari’ndan temin edilerek c¢alismamizda

kullanilmistir.

Sekil 3.3. Cichorium intybus, Calendula officinalis, propolis, resveratrol, Hypericum

perforatum, Thymus vulgaris, boraks, nisin fotograflar

3.3.3. Yontem

3.3.3.1. Dogal Maddelerden Ekstrakt Eldesi

Bu maddelerin ektraklari insan sagligina olumsuz etkisi olmayan, kullanilan bitkilerin
fenolik maddelerinin ortaya c¢ikmasi konusunda yardimci ve gida iiretim hattinda
dezenfektan bir madde olarak kullanilan %70°1ik etil alkol kullanilarak elde edilmistir (Deng
ve ark., 2014; Shah ve ark., 2014; Singh ve ark., 2016; Alsaggaf ve ark., 2017).

Ilgili maddelerin 1 mg/mL’lik ekstraklar1 hazirlanarak denemelere tabi tutulmustur.
Caligma sirasinda Boraks’in 2 mg/mL lik ekstrakti da hazirlanarak daha etkili konsantrasyon

aranmistir. Bitki halinde olan dogal maddeler 1 mg/ml olacak sekilde etil alkolde
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hazirlanmis; 6 saat boyunca 180 rpm’de calkalanarak bekletilmistir. Elde edilen tiim
ekstraklar 0,2 pm’lik steril filtre ile steril edilmistir (Lade et.al., 2015, Ozcan ve Zorba,
2014).

3.3.3.2. Antimikrobiyal Etki Analizi (Antibiyofilm)

Tryptone Soy Broth’da (Merck 105459, Almanya) bakteri 6zelliklerine gore 30 °C ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilen mikroorganizmalar, 108 kob/mL seviyesinde (MacFarland
0,5) uygun sicakliktaki Mueller Hilton Agar’a (Merck 105435, Almanya) inokiile edilip
petrilere dokiilmiistiir. Steril bos diskler petrilere yerlestirilerek ilgili dogal madde
ekstraktlarindan 15puL bu disklere eklenmis ve petriler; izolatlarin gelisme sicakligina gore
30 ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda zon ¢aplar dlgiilerek
etki degeri hesaplanmistir. Kontrol olarak %70 etil alkol ve su kullanilmistir (EUCAST,
2014; Zorba ve Ozdikmenli, 2015; Nam et.al., 2015).

Sekil 3.4. Disk difiizyon (Kirby-Bauer) metodu ile antimikrobiyal-antibiyofilm analizi

3.3.3.3. Antiquorum Sensing Etki Analizi (AHL, Al-2)

3.3.3.3.1. AHL Sinyallerinin Inhibisyonu

AHL inhibisyonu ig¢in indikator olarak Chromobacterium violaceum ve
Agrobacterium tumafaciens kullanilmistir. 0,5 Macfarland’a ayarlanan 24 saat’lik indikator
mikroorganizmalardan 1,25 ml alinarak yayma plak yontemi ile i¢inde Luria Bentani Agar-
LB-Agar (22460, BD-Difco) (0,3% w/v) bulunan petrilere inokiile edilmistir.
Agrobacterium tumafaciens i¢in 80 ug/mL olacak sekilde X-gal (PubChem CID: 65181)
besiyeri iizerine inokulumdan 6nce yayilmustir. 30°C’de 24 saat gelistirilen indikator
mikroorganizmalar iizerine dogal maddelerin quorum quenching etkisi disk-difusyon

metodu kullanilarak belirlenmistir. Yontem de her bir diske 15uL etkisi arastirilan madde
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eklenmistir. Negatif kontrol olarak su ve %70’lik etil alkol kullanilmigtir. QS inhibisyon
miktar1 opak/temiz zonlarin 6lgiilmesi ile bulunmustur (Chenia, 2013; Lade ve ark., 2015;
Truchado ve ark., 2015; Rahman ve ark., 2016).

3.3.3.3.2. Al-2 Sinyallerinin Inhibisyonu

Al-2 sinyallerinin inhibisyonu analizi i¢in, Vibrio harveyi BB 170 indikator olarak
kullanilmistir. Marine Broth (2216-BD Difco, ABD) besiyerinde 24 saat gelistirilen
indikatér mikroorganizma ile igerikten hazirlanan AB besiyeri kullanilarak 1:5000’lik bir
dilisyon hazirlanmistir. Siyah mikroplaka (SPL Life Sciences, Pocheon-Si, Giiney Kore)
kuyucuklarinin her birine 100 pL 1:5000’lik diliisyondan konulmustur. AI-2 aktivitesi
oldugu tespit edilmis bir mikroorganizma (0,5 ml), 3 ml LB broth (22460, BD-Difco, ABD)
ve 2 mL dogal ekstrakt konulmus besiyerine inokiile edilmis; 30°C’de 4-6 saat inkiibe
edilmistir. 4-6 saat inkiibasyon sonrasi gelistirilen mikroorganizmanin AI-2 sinyalleri
14.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendikten sonra siipernatantlari alinarak elde edilmistir. Elde
edilen silipernatanttan her bir kuyucuga 50uL eklenmistir. 490nm’de OD’leri mikroplaka
okuyucu (iMark™ Microplate Absorbance Reader 168-1135, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD;
Multiscan FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmis; inhibisyon miktarlar
hesaplanmistir (Almasoud ve ark., 2016; Zhu ve ark., 2015).

3.3.3.4. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK), Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBK) ve Yiizde inhibisyon (%inhibisyon) Degerlerinin Belirlenmesi

Dogal maddelerin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), 96-kuyucuklu
mikroplakalar kullanilarak mikrodiliisyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Tryptone
Soy Broth’da (Merck 105459, Almanya) izolatlarin gelisme sicakliklarina gore 30 ve
37°C’de 24 saat inkiibe edilen mikroorganizmalar, 108 kob/ml seviyesine (MacFarland 0,5)
ayarlanmistir. Her bir mikroplaka kuyucuguna 50 pl Mueller Hilton Broth (Merck 105435,
Almanya) ve 50 pul dogal ekstraktlar konularak %50, %25, %12,5, %6,25, %3,125, %1,5625
oranlarinda diliisyonlar1 hazirlanmistir. Yine her bir kuyucuga 50 uL 108 kob/MI seviyesinde
mikroorganizmalar eklenerek, izolatlarin gelisme sicakliklarina gore 30 ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim farkl yiizdelikteki maddeler varliginda
mikroorganizmalarin bulundugu kuyucuklardan 6rnekler Mueller Hilton agar’a (Merck,
105437, Almanya) ekilmis; izolatlarin gelisme sicakliklarina gére 30 ve 37°C’de 24 saat
gelisim durumuna gére minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) belirlenmistir. Hemen

MBK analizi sonrast mikroplakalar 600nm’de OD degerleri mikroplaka okuyucu (Multiscan
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FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmis; MiK degerleri her bir kuyucuga
30ul %0,01°lik tetrazolium (2,3,5-Trifenil-tetrazolyum klorid) (PubChem CID:9283)
cozeltisi konularak renk degisimlerine gore kontrol edilmistir. % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir (1/2 MIK/MBK degeri iizerinden) (Quave ve ark., 2008; Cheina, 2013;
EUCAS, 2014; Eris, 2011; Lade ve ark., 2015).
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Sekil 3.5. MiK analiz (A), % Inhibisyon analizi (B), MBK analizi (C)
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3.4. Calisma 3. Peynir Uretim Hatlarindan Elde Edilen Biyofilm Olusturabilen
izolatlarin Uzerine Etkili Yeni Dezenfektan Formiillerinin Gelistirilmesi

3.4.1. Materyal

3.4.1.1. Kullanilan Kiiltiirler

Bu caligma kapsaminda dogal madde kombinasyon denemelerinde yine biyofilm
tiretebilen ve quorum sensing aktivitesi bulunan izolatlarimizdan 1 nolu izolat Listeria
innocua, 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri, 6 nolu izolat Enterobacter cloacea, 32 nolu
izolat Bacillus coagulans ve 27 nolu izolat Streptococcus lactis 6rnek olarak segilmistir. Bu
mikroorganizmalarin yani sira kontrol olarak dezenfektan etkinligi aragtirmalari igin standart
suslar; Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Micrococcus luteus ATCC 4698 kullanilmigtir
(Bore ve Langsrud, 2005; Manjumeena ve ark., 2014; Vazguez-Sanchez ve ark., 2014; Zou
ve ark., 2014; Fekadu ve ark., 2015; Hwang ve ark., 2015).

Formiilasyon gelistirilmesi ¢alismasinda, antibiyofilm ve quorum quenching etkinligi
en yiiksek olan iki materyalin kombinasyonu Ezine peyniri iiretim hattinda olduk¢a yayilmis
oldugu goriilen, sporlu ve dolayisi ile temizlenmesi zor olan Bacillus spp.’ye ait izolatimiz

olan 32 nolu izolat Bacillus coagulans kullanilmistir.

3.4.1.2. Kombinasyon Denemesi icin Kullanilan Dogal Maddeler

Antimikrobiyal ve quorum quenching analizleri sonuglarina gore etkili oldugu
belirlenen maddeler ikili, ti¢lii ve dortlii olmak {izere kombine edilerek antimikrobiyal
etkinin degisimi arastirilmistir. Calismalar sonucunda Epigallocathecine gallat, propolis,

Calendula officinalis, Thymus vulgaris, Hypericum perforatum, nisin ve boraks segilmistir.

3.4.1.3. Yeni Dezenfektan Formiilleri Gelistirilmesi

Bu c¢alismada gida endiistrisinde {retim hatlarinda kolay dolasabilecek,
puskiirtiilebilecek, ucuz, iiretim hatlarina kolay adapte edilebilen, dogal antimikrobiyal ve
antiquorum sensing maddeler ile kombine edilebilecek insan sagligi lizerine olumsuz etkisi
olmayacak su yerine formiilasyonlar denenmistir. Bu arada %]1’lik NaCl (PubChem CID:
5234), %0,16’lik EDTA (PubChem CID: 6049) ve %0,32°lik EDTA kullanilmistir. Bu
maddelerin dogal ekstraktlar ile %0, %25, %50, %75 ve %100’liikk karisim oranlari
denenmis ve bu kombinasyonlarin yiizde inhibisyon oranlar1 belirlenmistir (Huang ve ark.
1992; Facon ve Skura, 1995; Giicbilmez ve ark., 2007; Sivarooban ve ark., 2007; Wijnker
ve ark., 2006; Bidlas ve Lambert, 2007).
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3.4.2. Yontem

3.4.2.1. Antimikrobiyal Etki Analizi

Tryptone Soy Broth’da (Merck 105459, Almanya) izolatlarin gelisme sicakliklarina
gore 30 ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilen mikroorganizmalar, 10® kob/mL seviyesine
(MacFarland 0,5) ayarlandiktan sonra uygun sicakliktaki Mueller Hilton Agar’a (Merck
105435, Almanya) inokiile edilip petrilere dokiilmiistiir. Steril diskler petrilere
yerlestirilerek ilgili dogal madde ekstraktlarinindan 15uL bu disklere konulmus; izolatlarin
gelisme sicakliklarina gére 30 ve 37°C’de 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda zon ¢aplar1 dlgiilerek etki degeri hesaplanmistir (EUCAST, 2014;
Zorba ve Ozdikmenli, 2015; Nam et. al., 2015).

3.4.2.2. Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK), Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBK) ve Yiizde Inhibisyon (%inhibisyon) Degerlerinin Belirlenmesi

Kombinasyonlarin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK), 96-kuyucuklu
mikroplakalar ile mikrodiliisyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Tryptone Soy
Broth’da (Merck 105459, Almanya) izolatlarin gelisme sicakliklarina gére 30 °C ve 37°C’de
24 saat inkiibe edilen mikroorganizmalar, 10® kob/mL seviyesine (MacFarland 0,5)
ayarlanmistir. Her bir mikroplaka kuyucuguna 50 pL Miiller Hilton Broth (Merck 105435,
Almanya) ve 50 uL dogal ekstraktlar konularak %50, %25, %12,5, %6,25, %3,125, %1,5625
oranlarinda diliisyonlar1 hazirlanmistir. Yine her bir kuyucuga 50 uL 108 kob/ml seviyesinde
mikroorganizmalar eklenerek, izolatlarin gelisme sicakliklarina gore 30 °C ve 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim farkli yiizdelikteki maddeler
varliginda mikroorganizmalarin bulundugu kuyucuklardan 6rnekler Mueller Hilton agar’a
(Merck, 105437, Almanya) ekilmis; izolatlarin gelisme sicakliklarina gére 30 °C ve 37°C’de
24 saat gelisim durumuna gore minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) belirlenmistir.
Hemen MBK analizi sonras1 mikroplakalar 600 nm’de OD degerleri mikroplaka okuyucu
(Multiscan FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmis ve %inhibisyon
degerleri hesaplanmis (1/2 MIK/MBK degeri iizerinden); MIK degerleri her bir kuyucuga
%0,01°1ik tetrazolyum Kkloriir (2,3,5-Trifeniltetrazolyum Kklorid) (PubChem CID:9283)
cozeltisi konularak belirlenmistir. Renk degisimlerine gore lireme olup olmadig1 kontrol
edilmistir (Quave ve ark., 2008; Cheina, 2013; EUCAS, 2014; Eris, 2011; Lade ve ark.,
2015).

Yeni formiillerin yiizde inhisyon analizlerinde ise; se¢ilen dogal madde ve dogal

madde kombinasyonlarinin % 1 NaCl, %0,16 EDTA ve %0,32 EDTA kullanililarak
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hazirlanan %0, %25, %50, %75 ve %100’lik karisim oranlart hazirlanmistir. Her bir
mikroplaka kuyucuguna 50 pL Miiller Hilton Broth (Merck 105435, Almanya) ve 50 uL
dogal farkl yiizdelikli yeni formiiller konulmustur. Yine her bir kuyucuga 50 uL 108 kob/mL
seviyesinde 32 nolu izolat Bacillus coagulans eklenerek 30°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda 600 nm’de mikroplaka okuyucu (Multiscan FC;
Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile %inhibisyon miktar1 belirlenmistir. (Quave ve ark.,
2008; Cheina, 2013; Eris, 2011; Lade ve ark., 2015).
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3.5. Calisma 4. Antibiyofilm-Antiquorum Sensing Etkili Yeni Dezenfektan
Formiillerinin Celik Plaka Yiizeyleri Uzerine Dezenfektan Etkinligi ve Korozyon
Olusturma Durum Tespiti

3.5.1. Materyal

3.5.1.1. Kullanilan Kiiltiirler

Celik plaka dezenfektan etkinligi denemelerinde, mikroorganizma olarak ii¢ firmanin
yiizeylerinden izole edilen, biyofilm olusturma kapasitesi olduk¢a yliksek olan
Enterobacteriacea familyasina ait 6 nolu izolat Enterobacter cloacea ile iiretim hattinda
olduk¢a yaygin oldugu gozlemlenen sporlu bakteri izolatimiz 32 nolu izolat Bacillus
coagulans kullanilmstir.

Celik plaka yiizeylerinde korozyon olusumu durum tespiti denemelerinde ise 32 nolu

izolat Bacillus coagulans kullanilmustir.

3.5.1.2. Kullamilan Celik Plaka Kuponlar

Calisma kapsaminda, Ezine peyniri iireticileri tarafindan da tercih edilen paslanmaz
celik 316 L kullanilmistir. Kuponlar 1,8x1,8 cm boyutlarinda lazer kullanilarak kesilmis ve
Kromel A.S. (Arifiye/ Sakarya, Tirkiye) tarafindan hazirlanmistir.

3.5.2. Yontem

3.5.2.1. Celik Plaka Yiizeyler Uzerine Kullanilacak Temizlik ve Dezenfeksiyon
Yonteminin Belirlenmesi

Temizlik prosediirii olarak (CIP), calismamizda temizlik 6ncesi ve sonrasi liretim
hatlarinin mikrobiyal yiikii belirlenmis olan firma B’nin prosediirii izlenmistir. Bu prosediir
70-80°C kostik 45 dk., ortam sicakliginda su 15 dk., 70-80°C asit (nitrik asit-PubChem
CID:944) 45 dk. ve son olarak 80-90°C sicak su 15 dk. seklinde uygulanmaktadir. Her {i¢
firma da CIP ile temizlenen yiizeylerde kimyasal dezenfektan kullanmamaktadir. Firma B
COP ile temizlenen yiizeylerde perasetik asit kullanmaktadir. Bu nedenle denememizde
tarafimizdan gelistirilen kombinasyonlar yani sira sadece CIP uygulamasi yapilmis celik
plakalar ve CIP sonrasi ticari dezenfektan madde olan perasetik asit uygulanmis yiizeyler de

kullanilmistir.

3.5.2.2. Celik Plaka Yiizeylerinin Pasifizasyonu
Yapilan c¢aligmada calisilan {i¢ firma tarindan secilen paslanmaz celik 316 L

kullanilmistir. 1.8x1,8 cm’lik kuponlar halinde kesilen ylizeyler firmalarda yapildig: lizere
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IN’lik Hidrojen Kloriir (HCI) (PubChem CID: 313) igerisinde 24 saat bekletilerek pasifize
edilmistir.

Celik plaka ylizeyler saf su ile yikandiktan sonra kaba siizge¢ kagidi ile yiizeyler
temizlenmistir, desikator veya laminar akis kabini igerisinde Kkurutulup analizlerde

kullantlmistir.

3.5.2.3. Celik Plaka Yiizeylerinde Biyofilm Olusturulmasi

Calismada iki paralel, ii¢ tekerriir olacak sekilde planlanmistir. Mikroorganizmalar
(Enterobacter cloacea-6 ve Bacillus coagulans-32) 30°C’de 24 saat Tryptone Soya Broth-
TSB (Merck 105459, Almanya) besiyerinde gelistirilmistir. Macfarland 0,5 (108%kob/mL)
seviyesinde kiiltiirlerden 450 pL alinarak igerisinde 1 adet steril gelik plaka ve 45 ml UHT
siit bulunan 50 mL’lik falkon tiiplerine inokiile edilmistir. izolatlarin gelisme sicakliklarna
gore 30 °C ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Boylece baslangic hiicre
konsantrasyonu 10*-10° kob/mL dolaylarinda olacak sekilde biyofilm olusumu saglanmistir
(Doufour ve ark., 2004; Dosti ve ark., 2005; Olmez, 2009; Valerino ve ark., 2012; Vazquez-
Sanchez ve ark., 2013).

3.5.2.4. Celik Plaka Dezenfektan Etkinligi Analizi

Inkiibasyon sonrasi pasifize celik plakalardan 16 adet alinmistir. Bu plakalardan 2’sine
hicbir islem uygulanmazken, kalan plakalarin 2’sine sadece firma B’nin CIP prosediirii
uygulanmigstir. CIP uygulanmis ¢elik plaka 6rneklerinin kalan 12’sine ise ticari dezenfektan
madde (perasetik asit-PubChem CID: 6585) ve calisma sirasinda belirlenen iki yeni
dezenfektan (Boraks+%0,16 EDTA, 1:1 EGCG: Boraks+%0,32), 5 ve 15 dk. olmak {izere
iki farklh stirede uygulanmistir. Her uygulamada her bir 6rnek i¢in 2 farkli ¢elik plaka
kullanilmistir. Sonraki asamada her bir plaka yilizeyinde kalan sesil ve biyofilm olusturabilen
mikroorganizma yiikiiniin dogru tespiti i¢in plakalar igerikten hazirlanan 20 ml D/E
Notralizasyon broth (Ek 2) icerisine atilarak 10 dk ortam sicaklifinda tutulmus; dezenfektan
etkileri notlirlenmistir. Sesil ve biyofilm olusturabilen mikroorganizma yiikii zararlanmis
hiicrelerin geri kazanimi i¢in kullanilan %0,2 oraninda yeast ekstrakt (Merck 103750,
Almanya) iceren Brain Heart Infusion Agar (Merck 110493, Almanya) besiyerinde
E.cloacea igin 37°C’de 24 saat, B.coagulans i¢in 30 °C’de 24 saat inkiibe edilerek tespit
edilmistir (Doufour ve ark., 2004; Dosti ve ark., 2005; Olmez, 2009; Valerino ve ark., 2012;
Vazquez-Sanchez ve ark., 2013).
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3.5.2.4.1.Celik Plaka Yiizeylerinde Sesil ve Biyofilm Olusturabilen
Mikroorganizma Sayisinin Belirlenmesi

Notralizasyon sonrasinda ¢elik plakalar %0,1°lik peptonlu su ile 2 kez yikanmistir.
%0,1 peptonlu su (Merck 107228, Almanya) icerisindeki mikroorganizmalar sesil
mikroorganizma sayisinin belirlenmesi i¢in 6rnek olarak kullanilirken; 10 mL 9%0,1
peptonlu su igerisindeki swap ile ii¢ defa ¢elik plaka yiizeylerinden alinan hiicreler biyofilm
olusturabilen mikroorganizma sayisinin belirlenmesinde kullanilmistir. Sayim i¢in yayma
plak yontemi kullanilmis olup; besiyeri olarak zarar gérmiis mikroorganizmalarin da geri
kazanilmasi amaci ile %0,2 yeast ekstrakt (Merck 111926, Almanya) eklenerek hazirlanmis
Brain Hearth Infusion Agar (Merck 110493, Almanya) (BHA+%0,2 yeast agar)
kullanilmigtir. Sayimlar mikroorganizma tiiriine gore 30°C ve 37°C’de 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonucu elde edilmistir (Doufour ve ark., 2004; Dosti ve ark., 2005; Olmez, 2009;
Valerino ve ark., 2012; Vazquez-Sanchez ve ark., 2013).

3.5.2.5. Temizlik ve Dezenfeksiyon Siirecinde Kullanilan Maddelerin Celik Plaka
Yiizeylerinde Korozyon Etkisinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada pasifize edilmis g¢elik 316 L 6rnekleri tizerine CIP, perasetik asit (ticari
dezenfektan), yeni ve dogal dezenfektan maddelerimizin (Boraks+%0,16 EDTA, 1:1
EGCG: Boraks+%0,32 EDTA) korozyon etkileri belirlenmistir.

3.5.2.5.1. SEM-EDX Analizi ile Korozyon Tespiti icin Orneklerinin Hazirlanmasi

Sadece pasifize edilmis temiz ¢elik plaka, CIP uygulanmig, CIP sonrasi ticari
dezenfektan perasetik asit 15 dk. uygulanms, yeni 15 dk dezenfektan maddeler uygulanmis
celik plakalar 6ncelikle laminar akis kabinde veya desikatdr yardimi ile kurutulmugtur. Daha
sonra etil alkol ile dehidrasyon islemine tabi tutulmustur. Hazirlanan %15, 30, 50,70 ve
95°1ik etil alkol (PubChem CID:702) ¢ozeltilerinde 15’er dakika bekletilen 6rnekler, %100
veya %99,5’luk etil alkolde 3 defa 10’ar dakika bekletilmis ve daha sonra oda sartlarinda
kurumaya birakilmigtir.

Suyu iyice uzaklastirilan ¢elik yiizeyler 15 kv voltaj altinda altin (Au) ve paladyum
(Pd) ile Denton Vacuum Desk V cihazi kullanilarak kaplanmistir (Erdim, 1987; Congmin
ve ark., 2006; Tabrizi, 2012; Unsal ve ark., 2016; Robertson ve ark., 2016).

42


cid:702

3.5.2.5.2. SEM-EDX Analizi ile Korozyon Tespiti

JEOL SEM-7100-EDX cihaz1 kullanilarak 15 kv’de gelik plaka yiizeylerinde 1-10
um’e kadar inilerek gelik plaka yilizeylerindeki kirik agikliklar1 6l¢iilmiis, korozyon tiirleri
belirlenmeye calisilmis, ardindan AZTec Dedektér Oxford Instrument Xmax 2015 programi
kullanilarak SEM goériintiileri lizerinden EDX ile elemental analiz yapilmistir. SEM-EDX
analizi temizlik ve dezenfeksiyonda kullanilan maddelerin yiizeylerde kalinti birakma
durumlari, korozyon sonucu ortamda a¢iga ¢ikan demir miktar1 incelenmistir (Tabrizi, 2012;
Aruliah ve Ting, 2014; Kleampfl ve ark., 2014; Bozorg ve ark., 2016; Eduoket ve ark., 2016;
Nan ve ark., 2016; Rajala ve ark., 2016; Robertson ve ark., 2016; Unsal ve ark., 2016).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Peynir Uretim Hatlarimn Mikrobiyolojik Yiikiiniin Belirlenmesi, izolatlarin
Alinmasi, Tanimlanmasi, Biyofilm Kapasitesinin ve Quorum Sensing Sinyal Varhginin
Belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde Ezine peyniri iireticisi {i¢ firma iiretim hatlarindan izolatlar
alinmis, API kitleri kullanilarak fenotipik olarak tanimlanmis, Congo Red Agar ve kristal
viyole mikroplaka yontemleri ile biyofilm olusturma kapasitesi belirlenmis ve son olarak

izolatlarin Quorum Sensing sinyal varlig1 belirlenmistir.

4.1.1. Peynir Ureticisi Firmalarin Uretim Hatlari/Alanlarimin ve Temizlik
Dezenfeksiyon Programlarinin Degerlendirilmesi

Ezine peynir iiretim alanlar1 genellikle ¢ig siit kabul platformu, pastorizasyon bdliimii,
Bulgar teknelerinin bulundugu iiretim, dolum, dinlendirme ve kapatma, kaliplama ve
paketleme, soguk hava deposu béliimlerinden olusmaktadir. Uretim alanlar1 genel itibari ile
su ve atik su alt yapisi bulunmayan, sehir disinda ekim alanlarina ve yola yakin alanlarda
insaa edilmistir.

Firma A, Canakkale’de bulunan Ezine-Bayrami¢ yolunda bulunan bir kdy igerisinde
konumlandirilmigtir. Firma etrafinda konvansiyonel tarim yapilan bir arazi igine insa
edilmistir. Yaklasik 50 yildir iretim yapan firma, oldukca eski ve tadilatlarla biiyiitiilmiis bir
{iretim hattina sahiptir. Uretim alaninda havalandirma fanlar1 ve hava perdeleri bulunmasina
karsin, tiretim alanlarinin eklenerek yapilmasi nedeniyle agik havaya agilan kapilar siklikla
acilip kapanmaktadir. Ayrica liretimde bulunan dinlendirme asamasinda, tenekelere dolumu
yapilan peynirler ortalama 24 saat agz1 agik tenekelerde dinlendirme odalarinda
bekletilmektedir. Isletme igerisinde kullanilan su alt yap: eksikligi nedeniyle kuyu suyunun
ozonlanmas1 yolu ile temizlenmektedir. Uretim bicaklar1 ayrica UV ile sterilize
edilmektedir.

Firma B, Ezine il¢esi merkezinde bir dere kenarinda konumlandirilmistir. 26 yillik
firmada iiretim alani ¢esitli insaatlar ile biiyiitiilmiistiir. Firma ¢alisma baslangicinda kuyu
suyunu klorlayarak kullaniyorken; calisma igerisinde goriilen luziim ve tavsiyemiz ile sehir
sebeke suyunu kullanmaya baslamistir. Kullanilan tiim su boru hatlar1 degistirilmistir. Diger

firmalardan farkli olarak salamura tanklar siit alim platformuna yerlestirilmis olup; CIP
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sistemine dahil edilmemistir. Firma B’nin liretim alani, A’ya oranla daha sonra insaa
edildiginden disar1 agilan kap1 orani1 daha azdir.

Firma C ise en yeni ve planh iiretim hattina sahiptir. 11 yildir iiretim yapan firma
temiz-kirli akigi konusunda dogru bir sekilde konumlanmigtir. Bigaklar i¢in ayrica UV
dolaplar1 bulunurken; isletme iginde klorla temizlenen kuyu su kullanmaktadir. Firmalarin

yerlesimi ve iiretim hatt1 akis yonii sekil 4.1°de verilmistir.

C

Sekil 4.1. Firmalarin yerlesimi ve iiretim hatt1 akis yonii (Ipek ve Zorba, 2017)

En az 70 personeli bulunan, yaklasik 60-100 ton/giin liretim kapasitesi olan firmalarda
CIP ve COP temizlik protokolleri uygulanmaktadir. Ug firmaya ait temizlik protokolii
Cizelge 4.1°de verilmektedir. Biitiin isletmelerde duvarlar haftada bir temizlenirken; diger
yiizeyler her giin temizlenmektedir. A ve C firmalarinda, liretim bigaklar1 ayrica 1 saat siire
ile UV kabinlerine konarak sterilize edilmektedir. Personel hijyeni i¢in pedall: el lavabolari,
alkol bazli deterjan ve iliretim sirasinda gerektiginde el hijyeni i¢in %70’lik etil alkol
kullanilmaktadir. Her ii¢ firmada da personel iiretim alanina iginde klorlu su bulunan

havuzdan gecerek gidebilmektedir; fakat bu havuzdaki sular siklikla temizlenmemektedir.
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Cizelge 4.1. Isletmelerde kullanilan temizlik prosediirleri

Firma | Uretim Noktas Temizlik Protokolii
Tiirii

A Cig Siit Tank: CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk.60-65°C baz muamele + 5 dk. su ile
durulama +15dk. 60-65°C asit muamele+ 5 dk.70-80°C su ile
muamele (Her giin)

Pastorizasyon Unitesi CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 60-65°C baz muamele + 5 dk. su ile
durulama +15dk. 60-65°C asit muamele+ 5 dk.70-80°C su ile
muamele (Her giin)

Ekipmanlar (Bulgar teknesi, COP 150 ppm klor bazli dezenfektanl suda 10 dk muamele; ayrica

bigaklar, maya masrapasi) bigaklar 1 saat UV kabinine konur (Her giin)

Cendere Bezi COP 150 ppm klor bazli dezenfektanl suda 1 saat muamele (Her giin)

Salamura Tank1 CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 60-65°C baz muamele + 5 dk. Su ile
durulama +15dk. 60-65°C asit muamele+ 5 dk.70-80°C su ile
muamele (Her giin)

Duvar COP Klor bazli dezenfektanli deterjan ile 10 dk muamele (Her hafta)

Drenaj COP Klor bazli dezenfektanl deterjan ile 10 dk muamele (Her giin)

B Cig Siit Tanki CIP 45 dk. 70-80°C baz muamele + 10-15 dk. su ile durulama + 45dk.
70-80°C asit muamele+ 10 dk. 90°C su ile muamele (Her giin)

Pastorizasyon Unitesi CIP 45 dk. 70-80°C baz muamele + 10-15 dk. su ile durulama + 45dk.
70-80°C asit muamele+ 10 dk. 90°C su ile muamele (Her giin)

Ekipmanlar (Bulgar teknesi, COP Perasetik asit bazli dezenfektanli suda 10 dk. muamele (Her giin)

bigaklar, maya masrapasi)

Cendere Bezi COP Gidaya uygun perasetik asit bazli deterjan ile muamele (Her giin)

Salamura Tank1 COP Perasetik asit bazli dezenfektan ile 10dk. muamele + su ile durulama
10 dk. (Her giin)

Duvar COP Perasetik asit bazli dezenfektan ile 10dk. muamele (Her hafta)

Drenaj COP Perasetik asit bazli dezenfektan ile 10dk. muamele (Her giin)

C Cig Siit Tanki CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 65-70°C baz muamele + 5 dk. su ile
durulama +15dk. 65-70°C asit muamele+ 5 dk.80-90°C su ile
muamele (Her giin)

Pastorizasyon Unitesi CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 65-70°C baz muamele + 5 dk. su ile
durulama +15dk. 65-70°C asit muamele+ 5 dk.80-90°C su ile
muamele (Her giin)

Ekipmanlar (Bulgar teknesi, COP 150 ppm klor bazli dezenfektanli suda 10 dk muamele; ayrica

bigaklar, maya masrapasi) bigaklar 1 saat UV kabinine konur (Her giin)

Cendere Bezi COP Gidaya uygun klor-bazh deterjan ile muamele (Her giin)

Salamura Tanki CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 65-70°C baz muamele + 5 dk. su ile
durulama +15dk. 65-70°C asit muamele+ 5 dk.80-90°C su ile
muamele (Her giin)

Duvar COP Klor bazli dezenfektanli deterjan ile 10 dk muamele (Her hafta)

Drenaj COP Klor bazli dezenfektanl deterjan ile 10 dk muamele (Her giin)
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Firmalarin CIP prosediirleri ve kullanilan sicakliklar arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Firma A, yiizeyleri 5 dk.’lik ortam sicakliginda su ile muamele sonras1 60-
65°C kostik ile muamele, 5 dk. ortam sicakliginda su ile durulama, 60-65°C nitrik asit ile
muamele ve son olarak 70-80°Csicak su ile 5 dk. durulama ile CIP temizligini
gerceklestirmektedir. B firmasi, 45 dk 70-80°C kostik muamelesi ardindan 10-15 dk. ortam
sicakliginda su ile muamele, 45 dk. 70-80°C nitrik asit ile muamele ve son olarak 90°C sicak
su ile durulama CIP temizliginin icerigidir. Cizelge 4.1’de goriildiigii iizere firmalardan A
ve C’de CIP; ¢ig siit tanki, pastorizasyon iinitesi ve salamura tanklarinda uygulanirken; B
firmasinda sadece ¢ig siit tanki ve pastorizasyon iinitesinde kullanilmaktadir. Diger yiizeyler
ise COP prosediirleri ile temizlenmektedir. Her {i¢ firma da CIP prosediirlerinde dezenfektan
kullanmamaktadir. COP’de kullanilan ticari dezenfektan ise A ve C ‘de klor iken; B
firmasinda perasetik asittir.

Uretim alanlarinin ve iiretim yiizeylerinin temizlik sicakliklari mikroorganizmalar igin
son derece onemlidir. Langsrud ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada 50°C’nin
altinda kostik ve asit uygulamalariin temizligin etkinligini azalttigini ortaya koymuslardir.
Ayrica bu sicakligin Listeria spp. agisindan kritik oldugunun bildirilmesi biiyiik bir 6nem
tasimaktadir (Salo ve ark., 2006).

Dezenfektan etkinligi yapilan ¢alismalarda, klor bazli dezenfektanlarin sporlu
bakteriler {izerine etkinliginin diisiik oldugu belirlenmistir (Senel ve Basoglu, 2002).
Schwach ve Zotta tarafindan 1984 yilinda yapilan bir ¢alismada 150 ppm klorun Salmonella
spp. biyofilmleri iizerine etkili olmadig1 belirtilmistir (Olmez, 2009). Perasetik asit
uygulamalarinin biyofilmler lizerine etkinliginin tartismali oldugu da belirtilmektedir (Vural
ve Celen, 2002). Bu durum her ii¢ firma yiizeylerinde Bacillus spp. yaygin olmasinin nedeni

olabilir.

4.1.2. Peynir Ureticisi Firmalarin Uretim Hatlarindaki Yiizeylerden Alinan
Orneklerin Mikrobiyal Yiikleri

Firma iiretim hatt1 yiizeylerinden alinan 6rneklerin mikrobiyal yiikleri ile ilgili ¢alisma
Nisan 2015 ile Kasim 2015 arasinda siirdiiriilmiistiir. Calismamizin yiizey 6rneklerinin
mikrobiyal yiikii ile ilgili Ti¢ firmadan elde edilen sonuclar Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.4’de verilmistir. Firmalardan 3’er defa 2 paralel olarak 6rnekler alinmis, en gec 4

saat igerisinde +4 °C’de analize alinmustir.
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Alman orneklerin aerobik mezofilik bakteri yilikii yani sira Ezine peynirinde koku
problemine neden olabilecegi diisiiniilen Enterobacteriacea, Pseudomonas spp. ve Bacillus
spp. yiikleri de incelenmistir. Siit endiistrisi i¢in 6nemli bir patojen olan Listeria spp. varligi
da incelenmistir. Analiz siireci boyunca karsilasilan durumlar firma teknik personeli ile
paylasilmis, alinabilecek 6nlemler konusunda ortak ¢aligilmistir. Listeria spp. ytikleri yogun

olmadigindan bu sonuglar ¢izelgelere konulmamais; fakat ayri bir baglik altinda incelenmistir.

Cizelge 4.2. A Firmasi temizlik sonrasi yiizey mikrobiyal yiikii (logkob/100cm?)

Ornek Noktalar A.M.B. Enterobacteriacea Pseudomonas Bacillus spp.
) e
n Ortt. SD n Ort SD n Ort SD n Ort. SD
Su* 6 260 082 6 08 097 6 08 081 6 189 079
Cig Siit Tank: 6 25 065 6 130 052 6 183 144 6 194 10
Balans Tanki 6 210 056 6 T.E T.E. 6 T.E T.E. 6 1,69 0,69
Plastik Boru 6 33 054 6 067 057 6 073 063 6 260 0,88
SS Boru 6 198 057 6 TE. TE. 6 033 057 6 181 0,73
Bulgar teknesi 6 33 137 6 238 206 6 208 194 6 288 1,69
Cendere Bezi 6 23 065 6 156 135 6 154 134 6 185 0,78
Bigcak 6 267 071 6 TE TE. 6 073 125 6 223 0,68
Teleme Kirma 6 150 065 6 TE TE. 6 TE TE 6 162 0,65
Bicag
Duvar 6 392 103 6 274 237 6 206 209 6 273 0,76
Drenaj 6 607 150 6 560 094 6 441 156 6 6,22 142

Uretim Personel 6 236 054 6 125 108 6 098 08 6 192 0,80
Dolum Personel 6 301 123 6 106 109 6 132 114 6 207 1,04
Salamura Tanki 6 370 159 6 076 132 6 072 063 6 316 1,72
Maya Magrapasi 6 220 08 6 140 163 6 176 166 6 204 0,75

*logkob/ml T.E.: Tespit Edilemedi.

48



Cizelge 4.3. B firmasi1 temizlik sonras1 ylizey mikrobiyal yiikii (logkob/100cm2)

Ornek Noktalar: A.M.B. Enterobacteriacea Pseudomonas Bacillus spp.
spp.
(B)

n Ort SD n Ort. SD n Ort. SD n Ort SD

Su* 6 280 021 6 051 089 6 059 052 6 151 0,58
Cig Siit Tank: 6 25 052 6 1,77 09 6 09 15 6 215 054

Balans Tanki 6 242 023 6 068 118 6 TE. TE. 6 205 084
Plastik Boru 6 277 071 6 139 138 6 053 092 6 223 0,63

SS Boru 6 241 043 6 TE. TE. 6 065 113 6 182 0,71
Bulgar teknesi 6 348 036 6 192 089 6 154 137 6 2,75 1,04
Cendere Bezi 6 306 03 6 076 068 6 TE TE 6 19 090

Bigak 6 361 025 6 157 040 6 046 081 6 238 0,68

Teleme Kirma 6 261 078 6 094 0,89 6 047 081 6 237 051
Bigag

Duvar 6 337 058 6 38 338 6 210 363 6 261 041
Drenaj 6 684 051 6 0% 08 6 214 015 6 6,77 0,67
Uretim Personel |6 303 081 6 067 057 6 037 064 6 230 044
Dolum Personel |6 430 058 6 18 075 6 127 120 6 326 0,57
Salamura Tank: |6 3,72 108 6 183 167 6 190 166 6 257 1,69

Maya Magrapast | 6 3,34 118 6 1,32 1,27 6 087 039 6 267 134

*logkob/ml T.E.: Tespit Edilemedi.
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Cizelge 4.4. C firmasi temizlik sonras! yiizey mikrobiyal yiikii (logkob/100cm?)

Ornek Noktalar AM.B. Enterobacteriacea Pseudomonas spp  Bacillus spp.
(©) n Ortt SD n Ort SD n Ort SD n Ort. SD
Su* 6 206 08 6 033 057 6 08 038 6 158 0,57
Cig Siit Tank 6 200 100 6 127 043 6 TE TE 6 247 203
Balans Tanki 6 147 082 6 084 046 6 TE TE 6 163 1,09
Plastik Boru 6 162 065 6 TE. TE. 6 079 037 6 118 1,08
SS Boru 6 106 101 6 033 027 6 TE. TE 6 073 063
Bulgar teknesi 6 13 060 6 069 020 6 TE TE 6 051 037
Cendere Bezi 6 140 053 6 056 038 6 TE. TE 6 09 085
Bigak 6 2,71 162 6 124 120 6 040 027 6 193 112
Teleme Kirma Bigag1 | 6 240 145 6 124 0,40 6 162 080 6 1,71 0,83
Duvar 6 246 154 6 173 154 6 TE TE 6 222 1,09
Drenaj 6 422 192 6 331 29% 6 217 176 6 499 193
Uretim Personel 6 265 037 6 122 111 6 133 130 6 220 0,70
Dolum Personel 6 319 124 6 122 111 ©6 043 033 6 230 0,78
Salamura Tanki 6 312 03 6 109 103 6 TE TE 6 255 0,77
Maya Magrapasi 6 28 032 6 106 104 6 055 033 6 198 155
*logkob/ml T.E.: Tespit Edilemedi.

4.1.2.1. Yiizeylerden Alinan Orneklerin Aerobik Mezofilik Bakteri Yiikleri

Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4°de gorildiiglii gibi calisma siiresi boyunca genel olarak
yiizeylerin Aerobik Mezofilik Bakteri (AMB) sayis1 1,06-6,84 log kob/100 cm? arasinda
degistigi tespit edilmistir. A firmasinda en diisiik AMB degerine sahip yiizey teleme kirma
bicaklar1 oldugu tespit edilmigken; B ve C firmalarinda en diisiik AMB ytikiine sahip yiizey
pastorize siitin Bulgar teknelerine ulagimini saglayan plastik borularin sahip oldugu
gorilmistiir. Temelli ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Bursa yoresinde bir beyaz
peynir firmasinin liretim hattinda kontaminasyon noktalarinin tespiti yapilmistir. Caligmada
genel AMB vyiikiinii cendere bezinde en diisiik (1,3 log kob/cm?), iiretim bigaginda ise en
yiiksek diizeyde (5,24 log kob/cm?) tespit edilmisir. Calismamizda iiretim alaninda ortam
sicakligt ve nemi nedeniyle gerceklesebilecek buharlagsma, ayrica drenaj temizliginin
basingli sular ile yapilmasi durumuna aerosoller yolu ile {irlin i¢in tehlike yaratabilecek olan

drenajlarin AMB yiikleri de incelenmis; beklendigi gibi bu yiizeylerin yiiklerinin olduk¢a
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yiiksek oldugu goriilmiistiir. Temelli ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada drenajin
AMB vyiikii 4,82 logkob/cm? olarak tespit edilirken; calismamizda yer alan firma A, B ve
C’nin drenaj yiikii sirastyla 6,70; 6,84; 4,22 log kob/100 cm? olarak tespit edilmistir. Uretim
hatt1 daha eski olan firma A ve B, daha yeni olan firma C drenajlarindan elde edilen yiikiin
Temelli ve ark. (2006) ¢alismasinda iiretim hattt incelenen firmanin yiikiinden 1 logaritmik
deger diisiik oldugu belirlenmistir.

Cendere bezi AMB yiikii acisindan firma C ile Temelli ve ark. (2006) calismasinda
elde edilen sonug benzerlik gosterirken; tiretim hatt1 daha eski olan firma A ve B’de bu yiik
1,5 log kob/cm? seviyesinde tespit edilmistir. Uretim bicaklari AMB vyiikii agisindan ise
Ezine peyniri iiretisi ii¢ firmanin durumunun daha iyi oldugu; ylik UV kabini kullanan firma
A ve C’de 1 logkob/100 cm? seviyesinde tespit edilirken firma B’de ise 1,5 logkob/100 ¢cm?
seviyesinde oldugu goriilmiistiir. Evrensel ve ark. (2001) tarafindan yapilan baska bir
calismada ise mandira diizeyindeki bir igletme yilizeylerinden alinan 6rneklerin AMB yiikii
genel itibari ile 6 logkob/100 cm? seviyesinde oldugu belirlenmistir. Bu seviye,
calismamizda en eski iiretim hattina sahip firma A’nin ylizey yiiklerinden bile oldukga
fazladir.

Isletmelerde direkt gida ile temas1 bulunmayan; fakat iiretim alaninda goriilebilecek
yogunlagma nedeniyle gida igin bir tehlikeye doniisebilecek olan duvar yiizeylerinin AMB
yiikleri de belirlenmistir. Her ii¢ isletme tarafindan da haftada bir kere temizlendigi belirtilen
yiizeylerde yiikiin 2,46-3,92 log kob/100 cm? arasinda degistigi belirlenmistir. En yiiksek
yiik, en eski iiretim alanina sahip firma A’da gézlemlenirken; en diisiik yiik beklendigi gibi
firma C’nin iiretim alaninda gézlemlenmistir. Bu durum iiretim alanimin yeterli 6lciide
temizlenemediginin ve birikimli olarak bu yiizeylerde biyofilm varliginin bir kanit1 olarak
goriilebilir. Temelli ve ark. (2006) tarafindan yapilan g¢aligmada duvarin AMB yiikii
belirtilen mikrobiyal yiikiin altinda oldugu tespit edilirken; irkin (2010) tarafindan yine
Bursa yoresinde yapilan ¢alismada galismamiza benzer olarak 2,71 log kob/cm? diizeyinde
AMB vyiikii tespit edilmistir. Aiad (2013) tarafindan yapilan calismada; Misir’da iiretim
yapan bir peynir fabrikasinin duvarlarinda 5 logkob/cm? diizeyinde AMB tespit edilmistir.
Bu deger en eski iiretim alanina sahip firma A’nin duvarlarinda tespit edilen diizeyden bile
fazladir.

Bir diger kontaminasyon kaynagi olan personel ellerindeki AMB yiikii iiretim ve
dolum personelleri ellerinden alinan swap Ornekleri kullanilarak belirlenmistir. Calisma
sirasinda dolum personellerinin {iretim personellerine gore temizligine daha az 6zen

gosterdigi goriilmiistiir. Bu nedenle dolum personelinden alinan 6rneklerde AMB yiikii daha
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fazladir. Bu bir hijyen eksikligine isaret etmektedir. Calismamizda elde edilen iiretim
personel eli AMB yiiklerinin, benzeri bir calisma olan Temelli ve ark. (2006) tarafindan
bulunan degerden daha az oldugu goriilmiistiir. Evrensel ve ark. (2001) tarafindan yapilan
calismada ise isci ellerinin AMB vyiikii 6 logkob/cm? seviyesinde oldugu gériiliirken, bu
durum tlkemizde bu alanda calisanlarin yillar icinde el temizli§i konusunda biling

diizeyinde bir artis1 isaret ettigi sdylenebilir.

4.1.2.2. Yiizeylerden Alinan Orneklerin Enterobacteriacea Yiikleri

Enterobacteriacea bir¢ok tiyesi bagirsak orjinli olan, i¢inde 6nemli patojen bakteriler
de bulunduran, Gram negatif ve ¢ubuk seklinde bir bakteri familyasidir (Harrigan, 1998;
Cullimore, 2000). Gida isletmelerinde temizlik ve dezenfeksiyon islemi sonrasinda
Enterobacteriacea’nin yiizeylerde tespiti, bir kontaminasyon varligina isaret olarak
goriilmektedir (Salo ve ark., 2006; Fadel and Ismail, 2009). Ayrica Enterobacteriacea’e ait
bakteri tiirlerinin {riinlerde istenmeyen bir kokuya neden olabildigi de bilinmektedir
(Delbés-Paus ve ark., 2012; Lucera ve ark., 2014).

Calismamizda tim firmalarin hemen tiim yiizeylerinde Enterobacteriacea tespit
edilmistir. Firma A iiretim hatt1i B ve C’ye daha eski olmasina ragmen yiizey yiikleri
digerlerine oranla daha i1yi bir diizeydedir. Calisma boyunca firma A’da balans tanki,
paslanmaz celik boru, teleme kirma ve iiretim bigaklarinda; B firmasinda paslanmaz ¢elik
boru, firma C’de plastik boru drneklerinde Enterobacteriacea tespit edilememistir. Evrensel
ve ark. (2001) ve Temelli ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmalarda da tiim yiizeylerde
Enterobacteriacea tespit edilirken; Irkin (2010) tarafindan dil peyniri {iretim hattinda duvar,
Bulgar teknesi ve iiretim ekipmanlarinda Enterobacteriacea tespit edilememistir. Cherif-
Antar ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada CIP uygulanan paslanmaz c¢elik
yiizeylerde Enterobacteriacea’e rastlanmistir.

Calismamizda Enterobacteriacea yiikii en yiiksek yiizeyler beklendigi gibi
drenajlardir (4,22-6,84 log kob/100 cm?). Bu degerin Temelli ve ark. (2006) ve rkin (2010)
tarafindan yapilan calismalarda isletme drenajlarinda tespit edilen Enterobacteriacea
yiiklerinden fazla oldugu tespit edilmistir. Yine Temelli ve ark. (2006) ve Irkin (2010), duvar
yiizeylerinde Enterobacteriacea tespit edilemezken; c¢alismamizda ii¢ firmanin duvar
yiizeylerinde de Enterobacteriacea tespit edilmistir. Personel ellerinde Enterobacteriacea
yiikii 0,68-1,88 log kob/100 cm? arasinda degisirken; Evrensel ve ark. (2001) tarafindan

2

kiigiik Olcekte iiretim yapan mandiralarda aym yiikk 4 logkob/cm® seviyesinde tespit

52



edilmistir. Temelli ve ark. (2006) ve Irkin (2010) tarafindan yapilan calismalarda ise
personel elinde bu ¢alisma ile benzer diizeylerde Enterobacteriacea yiikii tespit edilmistir.

Enterobacteriacea varligmin her ii¢ firmanin hemen hemen tiim yiizeylerinde
goriilmesi, temizlik ve dezenfeksiyonun yeterli diizeyde yapilamadiginin bir gdstergesi
olmustur. Buna karsin bu ¢aligma siiresince, firmalar ile yapilan paylasimlar etkisini
gostermistir. Her ti¢ firma igin yiizeylerin Enterobacteriacea yiikii, ti¢ donemlik 6rnek alim

siireci boyunca diisiis gostermistir.

4.1.2.3. Yiizeylerden Ahnan Orneklerin Pseudomonas spp. Yiikleri

Pseudomonas spp. Gram negatif, cubuk seklinde, hareketli, toprak kokenli bir bakteri
turtidiir (Harrigan, 1998; Cullimore, 2000). Pseudomonas spp.’nin siit {iriinlerinde
istenmeyen kokuya sebep olduguna dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Delbés-Paus ve ark.,
2012; Lucera ve ark., 2014). Cig siitte bulunabilen ve ¢evresel kosullara adapte olabilen bir
bakteridir. Bu nedenle siit isletmelerinde siklikla izole edilen bir bakteri cinsi olup; diisiik
sicakliklarda gelisebilmektedir (Sharma ve Anand, 2002; Leriche ve ark., 2004; Roosi ve
ark., 2016). Bu durumun en az 6 ay soguk hava deposunda olgunlastirilan Ezine peynirleri
i¢in ciddi bir problem yaratabilecegi 6n goriilmektedir.

Bu ¢aligmada iiretim hatt1 daha yeni olan firma C diginda, diger iki firma yiizeylerinin
hemen hepsinde Pseudomonas spp. tespit edilmistir. Firma A’da balans tanki ve teleme
kirma bigagi ylizeyinde; firma B’de balans tanki ve cendere bezi yiizeylerinde Pseudomonas
spp. tespit edilememistir. Pseudomonas spp. yiikiiniin en fazla oldugu yiizey her ii¢ firma
i¢in de drenajlardir. Ayrica her ii¢ firma i¢in duvar yiizeyleri, su drnekleri, alet-ekipman ve
personel elinde de Pseudomonas spp. tespit edilmistir. Calismamizi destekleyici olarak Irkin
(2010) tarafindan yapilan g¢aligmada is¢i eli, isletme yerleri ve peynir Orneklerinde
Pseudomonas spp. tespit edilmistir. Peynirde tespit edilen Pseudomonas spp.’nin genellikle
su kaynakli oldugu bildirilmektedir (Carescosa ve ark., 2015; Rossi ve ark., 2016). Bunun
yanisira gida ile temas eden yiizeylerde ve borularda da kontaminasyonun olabilecegi
belirlenmistir (Sharma ve Anand, 2002). Pseudomonas tiirleri farkli pigmentler olusturarak
gidalarin yapisinda ve renginde degisikliklere neden olabilen bakterilerdir (Carescosa ve
ark., 2015; Caputo ve ark., 2015). Ayrica diisiik sicakliklarda ekzopolisakkarit lireterek
biyofilm olusturabilmektedirler (Caixeta ve ark., 2012, Rossi ve ark., 2016).

Chiesa ve ark. (2014) tarafindan Italya’da yapilan calismada, siit isletmesinin farkli
noktalarindan alinan yilizey Orneklerinin % 18’inde, su Orneklerinin ise % 83’ilinde

Pseudomonas spp saptanmustir. Yapilan arastirmada ise A firmasindan alinan ylizey
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orneklerinin %54.7’sinde, firma B yiizey Orneklerinin %19’unda ve firma C yiizey
orneklerinin %2 1’inde Pseudomonas spp tespit edilmistir. Her {i¢ firmaya ait su 6rneklerinin

ise tamaminda Pseudomonas spp varligi tespit edilmistir.

4.1.2.4. Yiizeylerden Ahnan Orneklerin Bacillus spp. Yiikleri

Bacillus spp. Gram pozitif, sporlu, cubuk seklinde ve toprak kdkenli bir bakteri tiirtidiir
(Harrigan, 1998; Cullimore, 2000). Bacillus spp. siit ve siit tiriinleri tiretim hatlarinda
kolaylikla yerlesebilen ve son {iiriinde kotli koku problemine sebep olabilen bir bakteri
oldugu belirtilmektedir (Molva ve ark., 2009; Kumari ve Sarkar, 2014, 2016). Bacillus
spp’nin ii¢ firmanin {iretim hatlarinda da en ¢ok izole edilen bakteri oldugu belirlenmistir.
A, B ve C isletmelerinden alinan tiim 6rneklerde Bacillus spp tespit edilmistir (%100).

Her ii¢ firma iiretim hattinda Bacillus spp. yiikiiniin en fazla oldugu noktanin drenaj
oldugu goriilmiistiir. A firmasinda ii¢ farkli zamanda yapilan Ornekleme sirasinda
yiizeylerdeki Bacillus spp. sayisinin giderek azaldigi; bununla birlikte salamura tankindaki
Bacillus spp. kontaminasyonunun arttigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ uygulanan temizlik ve
dezenfeksiyonun salamura tanki icin yeterli olmadiginin gdstergesidir.

Uc dénemlik drneklem siireci boyunca B firmasinin yiizey Bacillus spp. yiikiinde
genel itibari ile azalma oldugu goriilmiistiir. ilk érneklem sirasinda Bacillus spp. yiikiiniin
en fazla oldugu tespit edilen maya masrapasi yiikiiniin siire¢ boyunca giderek azaldig
belirlenmistir. Firma 6rneklem baglangicinda kuyu suyu kullanmakta ve bu nedenle Bacillus
spp. yiikii yine kuyu suyu kullanan firma A ile benzerlik gostermektedir. Uretim hattinda
Bacillus spp. yiikii 6zellikle COP ile temizlenen yiizeylerde daha yogun olarak tespit
edilmistir. Firma bu konuda Onerilerimizi dinlemis ve bulundugu yerdeki sehir sebeke
suyunu kullanmaya baslamis ve su hattinda da iyilestirmeye gitmistir.

C firmasi da kuyu suyu kullanmakta ve tarla icerisinde konumlandirilmis
bulunmaktadir. Firma tiretim hattinin da baslica problemi Bacillus spp.’dir. Bacillus spp. siit
tiretim hatlarinda siklikla goriilmekte olan bir bakteri olup; neden kaynaklandigi konusunda
ortak bir kaniya vartlamamistir. Kaynagi oldugu 6ne siiriilen noktalar ise toprak, su, ahil
tabanlari, yem, toz, saman, hava, hayvan pisligi, kirli hayvan memesi ve sagim makinalaridir
(Coorevits ve ark., 2010). Sharma ve Anand (2002) tarafindan siit isletmesi pilot tesisinde
yiriitillen  ¢aligmada, iretim hatlarindan  genellikle karistk  kiltir  halinde
mikroorganizmalari izole ettiklerini ve izole edilen bakteri tiirlerinin biiyiikk cogunlugunun

Bacillus spp. ait oldugu belirtmislerdir (%25). Firma tiretim hatt1 ylizeylerinden COP ile
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temizlene yilizeylerde, CIP ile temizlenen yiizeylere oranla Bacillus spp. yiikiiniin daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.1.2 5. Yiizeylerden Ahman Orneklerin Listeria spp. Yiikleri

Listeria spp.; Gram pozitif, kokobasil seklinde, son derece hareketli bir bakteri tiiriidiir
(Harrigan, 1998; Cullimore, 2000). insan saghig1 acisindan oldukga tehlikeli olan Listeria
spp.’nin varlig1 6zellikle siit ve siit tirtinleri hatlar1 i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir (Ferreira
ve ark., 2013; Melo ve ark. 2015; Spanu ve ark., 2015). Bu nedenle ¢alismamiz sirasinda

varligl aragtirtlmistir. Firma A’nin {iretim hattinda su, g¢elik boru, plastik boru, Bulgar
teknesi, duvar, drenaj ve salamura tankindan 1,0x10%-9,5x10% kob/100 cm? seviyesinde

muhtemel Listeria spp. izole edilmistir. Firma B’de ise su, paslanmaz ¢elik borular, plastik

borular, b ulgar tekneleri, iiretim personeli, dolum personeli, duvar, drenaj, salamura tanki
ve maya masrapalarinda 1,0x10%-8,0x10% kob/100 cm? seviyesinde muhtemel Listeria spp.
izole edilirken; firma C’nin tliretim hattinda da bigaklar, iiretim personeli eli, dolum personeli
ve maya masrapasinda 1,0x10% kob/100 cm? seviyesinde muhtemel Listeria spp. izole

edilmistir. Drenajlarda havada yayilma 6zelligi bulunan Listeria spp. tespit edilmis olmast,
akis sirasinda ve basingli su ile temizlik sirasinda bu bakterilerin ortama bio aerosoller, yine
tiretim alan1 sicakligi ve nem nedeni ile karismasi, iiriinii kontamine etme ve personel ve
tiikketici saglig1 acisindan riskin varligi konusunda biiyiik bir dnem tagimaktadir.

Spanau ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, italya’da bulun 13 farkli peynir
isletmesinde Listeria spp. varligi arastirilmistir. Arastirmacilar 13 isletmenin 12’sinde
Listeria spp. varligin1 tespit ederken; ilgili mikroorganizmalar %3 -%26 arasinda degisen
oranlarda L.monocytogenes olarak tanimlanmistir. Yine ayni ¢alismada, yapilan ¢alisma ile
parallel olarak en biiylik kontaminasyon kaynaginin drenajlar oldugu belirtilmistir. Melo ve
ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise, gida isleme ylizeylerinden ozellikle yerler,
drenaj kanallar1, su, salamura, Bulgar teknesi, cendere bezi, kaliplar, bigaklar, sogutucu ve
donduruculardan Listeria monocytogenes izole edilebildigini belirtmislerdir. Birgok
arastirmaci tarafindan yapilan ¢aligmalarda L.monocytogenes’in gida {iretim yiizeylerine
tutunarak biyofilm olusturabilecegi belirtilmistir (Melo ve ark., 2015; Beresford ve ark.,
2001; Harvey ve ark., 2007). Yapilmis olan ¢alismamizda ise benzer olarak su, Bulgar

tekneleri, bigaklar, drenajlar Listeria spp. varligi tespit edilen yiizeyler olmustur.
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4.1.2.6. Ahnan Yiizey Ornekleri Yiiklerinin Standart Aeorobik Mezofilik Bakteri
Sayisi ve Hizhh ATP-Bioliiminans Metodu ile Karsilagtirilmasi

Gida endiistrisi a¢isindan hizin biiyiik énemi bulumaktadir. Ozellikle de siit ve siit
tirlinleri endiistrisi gibi hammaddesi kolay bozulabilen isletmelerde yiizeylerin kirliliginin
hizl1 bir sekilde tespiti gereklidir. ATP-Biyoliiminesans yontemi, bakteriyal ATP nin hizli
bir sekilde tespitini temel almaktadir. Bu yontemde mikroorganizma yiikii kullanilan
bakteriyal ATP’si ile olusan luminans 1stmanin degeri olan Relative Light Unit (RLU) olarak
verilmektedir. Yiizeylerin mikrobiyal yiikliniin hizli tespiti ayni zamanda biyofilm
olusabilecek yiizeylerin de hizli tespit edilebilmesinin oniinii agacaktir.

Calisma sirasinda her ii¢ firma yiizeylerinin kirlilik durumu standart ve ATP-
Biyoliiminesans yontemi kullanilarak incelenmistir. Firma ylizeylerinin aerobik mezofik
bakteri sayis1 standart yontem ile 1-6,53 logkob/cm? arasinda degisirken; ATP-
Biyoliiminesans yontemi kullanilarak ayni yilizeylerin mikrobiyal yiikii 11-186265 RLU
arasinda degismektedir (Cizelge 4.5). Yine cizelge 4.5’e bakilacak olursa; firma A igin 14
ornekleme noktasindan 5 adeti standart yontem kullanilarak temiz olarak tespit edilirken;
ATP-Biyoliiminesans yontemi kullanilarak 2 adet temiz yiizey oldugu tespit edilmistir.
Firma B iiretim hatt1 yiizeyleri her iki yontem kullanilarak da incelendiginde, temiz olarak
tanimlanacak yiizey bulunamamistir. Firma C i¢in standart yontemle 9 adet temiz yiizey
bulunurken; ATP-Biyoliiminesans ile sadece 2 yiizey temiz bulunmustur. Standart yontem
ve ATP-Biyoliiminesans yontemleri ile elde edilen ylizey genel yiik miktar1 sayisal verileri
arasinda bir korelasyon varlig1 arastirilmis; korelasyonun istatistiksel olarak 6nemli oldugu
tespit edilmistir (P<%?5). Sirasiyla firma A, B ve C’nin Spearman korelasyon degeri ve kappa
degerleri 0,507 ve 0,00; 0,518 ve 0,00; 0,622 ve 0,00 olarak belirlenmistir. Kappa
degerlerine gbre uyumun giicli 6nemsizdir (Bilgen ve Dogan, 2017).

Osimani ve ark. (2014) tarafindan yapilan ve liniversite kantinlerindeki yiizeylerin
mikrobiyal ylikiiniin arastirildigi calismada ATP-Biyoliiminesans yontemi ile standart
aerobik mezofik bakteri sayimi ydntemi arasinda korelasyon oldugu belirtilmistir. Ipek ve
Demirel Zorba (2014) tarafindan ¢alismada lokum iiretim hatt1 yiizeylerinde standart ve
ATP-Biyoliiminesans yontemleri arasinda korelasyon bulunamamis; fakat standart yontem
ile temiz bulunan yiizeyler ATP-Biyoliiminesans ile az kirli veya kirli olarak bulunmustur.
Cais-Sokolinska ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise siit tirinleri tiretim hattinda
bulunan 304 ve 316 celik ylizeylerde standart ve ATP-Biyoliiminesans yontemleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin bizim ¢alismamiza oldukga benzer oldugu goriiliirken;

yontemler arasinda korelasyon bulunmustur. Hizli bir yontem olan ATP-Biyoliiminesans
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yonteminin en Onemli problemi organik kirlerden etkilenmesidir. Bu nedenle standart
yontem ile temiz olarak tespit edilen bir ylizey; ATP-Biyoliiminesans yontemi ile kirli olarak
degerlendirilebilmektedir. ATP-Biyoliiminesans yontemiyle temiz olarak degerlendirilen
bir ylizey; standart yontem ile kirli olarak degerlendirilmemektedir. Bu nedenler ile ATP-
Biyoliiminesans yontemi, gida firmalarinin {iretim yiizeylerini hizli degerlendirilmesi
amacityla uygun bir yéntem olarak degerlendirilebilmektedir (Aygicek ve ark., 2006; Ipek
ve Demirel Zorba, 2014; Osmani ve ark., 2014; Cais-Sokolin’ska ve ark., 2016).

Cizelge 4.5. ATP- Biyoliiminesans ve standart metotlarinin kullanimiyla yiizey yiikleri

Ornek A B C

Nokta-lar

AMB?  Sonug¢ RLU Sonu¢  AMB?  Sonu¢ RLU Sonu¢ AMB? Sonu¢ RLU  Sonug
Cig  Sit | 2,62 Kirli 5139 Kirli 2,013 Az 752 Kirli 1,0 Temiz 91 Hafif
Tanki Kirli Kirli
Balans 1,7 Temiz 20 Temiz 2,56 Az 176 Hafif 1,0 Temiz 186 Hafif
Tanki Kirli Kirli Kirli
Plastik 2,99 Kirli 550 Kirli 1,95 Az 2117 Kirli 1,0 Temiz 12 Temiz
Boru Kirli
SS Boru 1,47 Temiz 11 Temiz 2,0 Az 2887 Kirli 1,17 Temiz 10 Temiz

Kirli
Bulgar 2,0 Az 70 Hafif 3,08 Kirli 2340 Kirli 1,0 Temiz 96 Hafif
teknesi Kirli Kirli Kirli
Cendere 1,7 Temiz 2026 Kirli 3,08 Kirli 2053 Kirli 1,17 Temiz 51 Hafif
Bezi Kirli
Bigaklar 2,03 Az 178 Hafif 3,76 Kirli 122133  Kirli 1,0 Temiz 773 Kirli
Kirli Kirli

Teleme 1,03 Temiz 996 Kirli 3,08 Kirli 40790 Kirli 1,0 Temiz 648 Kirli
Kirma
Bicag
Duvar 3,19 Kirli 1266 Kirli 3,08 Kirli 1244 Kirli 1,0 Temiz 522 Kirli
Drenaj 4,95 Kirli 1127 Kirli 6,53 Kirli 28682 Kirli 5,57 Kirli 21132  Kirli
Uretim 1,74 Az 4800 Kirli 3,53 Kirli 2340 Kirli 2,24 Az 5487 Kirli
Personeli Kirli Kirli
Dolum 1,74 Az 4800 Kirli 3,96 Kirli 2340 Kirli 2,24 Az 5487 Kirli
Personeli Kirli Kirli
Salamura 5,08 Kirli 186251  Kirli 3,72 Kirli 160546  Kirli 2,99 Kirli 4080 Kirli
Tank:
Maya 1,51 Temiz 52 Hafif 2,47 Az 1007 Kirli 2,82 Kirli 2054 Kirli
Masrapast Kirli Kirli

3logkob/cm?
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4.1.2.7. Alinan Isletme Suyu Orneklerinin Yiikleri

Her ii¢ isletmede kullanilan suyun AMB yiikii, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bir
cok patojen bakterininin mezofilik karakterde olmasi nedeniyle onemsenmistir (WHO,
2006). Saghk Bakanligr tarafindan yayimlanan yonetmelikte ise igilebilir sular icin AMB
yiikii sinirt ml i¢in 20 koloni olusturan birim olarak verilmistir (Anonim, 2005). Her ii¢
isletme sularinda AMB yiikiiniin belirlenen igilebilir su kalitesinden uzak oldugu tespit
edilmistir Bu durum hem {iriin kalitesinin hem de temizlik ve dezenfeksiyon etkinliginin
diismesine neden olabilecek bir duruma isaret etmektedir. AMB seviyesi A, B ve C
firmalarinda 1,03-1,40 log kob/ml arasinda tespit edilmistir. A firmas1 suyun mikrobiyal
yiikiinilin azaltilmasi i¢in ozonlama kullanirken; B firmas1 UV kullanmakta ve klorlamakta,
C firmasi ise sadece klorlamaktadir. Buna karsin Enterobactericeae, Pseudomonas spp. ve
Bacillus spp. cinsi mikroorganizmalar tiim isletmelerdeki sularda tespit edilmistir. Bu da
yapilan islemlerin yeterli olmadigin1 gostermektedir.

Su, gida endiistrisinde 6nemli bir kontaminasyon kaynagidir (Nerin ve ark., 2016). Bu
nedenle suyun mikrobiyolojik kalitesinin periyodik analizinin yapilmasi, rutin inceleme
yapilmasi hijyen ve gida giivenliginin dnemli bir aktivitesidir (Kirby ve ark., 2003). Suya
zaman igerisinde, insan kaynakli kontaminasyon olabilir veya hayvansal fekal
kontaminasyon ve temiz su sistemine kirli/kullanilmis su kaynagindan bulas olabilir. Su
kalitesindeki bozulma énemli sorunlara neden olmaktadir. Uriiniin kontaminasyonuna ve
firmanin ekonomik kayiplaria neden olabilmektedir. Suyun klorlanmasi siklikla kullanilan
dezenfeksiyon yontemidir. Bununla birlikte klorun siit proteinlerince pargalandigi ve
borularda aginmalara neden oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2012; Burke ve ark., 2017).

Bakteriler, virlisler, protozoalar ve parazitleri iceren su orijinli mikroorganizmalar
potansiyel hastalik kaynaklaridir (WHO, 2006). Sularda en ¢ok rastlanan mikroorganizmalar
Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Alcaligenes ve Flavobacterium tiirii bakterilerdir
(Winkler and Nikoleski, 2012).

Burke ve ark., (2017) yaptiklar1 bir arastirmada bir firmanin kendine ait kuyu suyunun
kalitesini 2 y1l boyunca incelemistir. Aerobik mezofilik bakteri (AMB) sayimi 21, 30 ve
37°C’de yapilmistir. Arastirmada ayrica su Orneklerinin koliform, Esherichia coli ve
Enterococcus spp. yiikleri de arastirilmistir. Arastirmacilar 21 ve 37°C’deki sayimlarin 1.
yilda 0,91 kob/mL ve 0,76 kob/mL olarak tespit ederken; 2. yilda 3,35 kob/mL ve 1,77
kob/mL’ye c¢iktigin1 belirlemislerdir. Aylik olarak degerlendirme yapildiginda 21°C’deki
yiikiin en yiiksek elde edildigi ayin agustos oldugunu belirlenirkenmistir. 30°C’deki sayim

sonuglariin mart ayindan aralik ayina kadar artis gosterdigi; en yiiksek degerin eyliil ayinda
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saptandigin1 belirlemiglerdir. 37°C’deki AMB sayisinin ise Temmuz ve Agustos da en
yiksek degerine ¢iktigini tespit edilmistir. Yine koliform, E.coli ve Enterococcus spp.
sayilarin en yliksek oldugu ayin sicakliklarinda en yiiksek oldugu Agustos ayinda goriildigi
bildirilmistir.

Yapilan ¢alismada, su 6rneklerinin AMB sayisinin 2,06-2,80 log kob/mL arasinda
degistigi tespit edilmistir. En yiiksek AMB sayisi1 firma B’de tespit edilirken; sadece klor ile
suyun mikrobiyal yiikiinii azaltmaya c¢alisan firma orneklem siireci sirasinda kuyu suyu
kullanimin1 birakarak sehir sebeke suyu kullanimini tercih etmistir. Fekal bulasi indikatorii
olan mikroorganizmalarin da ig¢inde bulundugu Enterobacteriacea, her ii¢ firmanin su
orneklerinde de goriilmistiir (0,34-0,90 log kob/mL). Yine her ii¢ firmadan alinan su
orneklerinde 0,30-0,42 log kob/ml arasinda Pseudomonas spp. ve 0,76-0,95 log kob/ml
arasinda Bacillus spp. varligi da tespit edilmistir (Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4). Firma B’nin su
orneklerinde siipheli Listeria spp. varlig1 da tespit edilmistir. Listeria spp. varligi firmanin
kuyu suyu kullanimi sirasinda tespit edilmistir.

Her ii¢ firma tarafinda uygulanan mikroorganizma yiikiiniin azaltilmasina yonelik
islemlerin yetersiz oldugu c¢alisma sirasinda ortaya ¢ikmustir. Su 6rneklerinde Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Listeria spp. ve Enterobacteriacea’nin su o&rneklerde tespit
edilebilmesinde fabrikalarin tarlalarin ortasinda olmasinin, etrafta hayvan agillarinin

olmasinin, yer alt1 suyuna kontaminasyonlarin fazla olmasinda etkili oldugu diistiniilmiistiir.

4.1.2.8. isletme Uretim ve Dolum Alanlar1 Hava Orneklerinin Mikrobiyal
Yiiklerinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda iiretim alan1 ve dolum alanlarinda hava 6rnekleri alinarak,
havanin toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 yiikii incelenmeye caligilmistir. Ug firmanin
da iiretim ve dolum bdliimleri havalarinin aerobik mezofilik bakteri sayist yiik miktar1 da
onemli bir kontaminasyon kaynagi olmasi nedeniyle incelenmistir. Firma A, B ve C iiretim
alan1 havasi ve dolum havas1 aerobik mezofilik bakteri sayis1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Her
ti¢ firma i¢in de dolum boliimii aerobik mezofilik bakteri sayisi liretim boliimiine oranla daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Yaklasik 24 saat boyunca dolum alaninda teneke kutular
i¢inde agik birakilan iirtinler agisindan bu boliimdeki aerobik mezofilik bakteri sayis1 biiyiik
bir 6nem tagimaktadir.

Col ve Aksu (2007) tarafindan yapilan c¢alismada havada bulunan
mikroorganizmalarin biiytlik bir cogunlugunun kiif ve mayalar oldugu belirtilmektedir. Hava

kaynakli mikroorganizmalar toz gibi kati partikiillere veya aerosollere tutunarak havada
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tutunabilmektedir. Hava yolu ile liriinlere kontamine olabilen bakteri tiirleri arasinda
Staphylococcus, Pseudomonas, Bacillus ve Coryneform spp. 6ne ¢ikmaktadir. Listeria
monocytogenes’inde aersollerde uzun siire canli kalabildigi bildirilmistir. Isletmelerdeki
hava kaynakli mikroorganizmalarin personel, havalandirma, iklimlendirme, ambalaj, dis
ortam havasi kaynakli olabilecegi bildirilmistir (C6l ve Aksu, 2007; Barancelli ve ark. 2014;
Dalmasso ve Jordan, 2014; Melo ve ark. 2015).

Cizelge 4.6. Firma A, B ve C iiretim ve dolum havasi aerobik mezofilik bakteri sayisi

Firma Uretim Hava (kob/m®) Dolum Hava (kob/md)

1 2 3 1 2 3
A 1.34x102 6,9x10? 7,0x10? 2.96x10%  1,12x102 1,0x102
B 1,5x102 4,92x102 1,78x10? 59x10*  1,3x10? 1,0x102
C 1,98x10° 4,0x10? 1,5x10! 7,22x10%  3,8x10! 2,0x10t

Arastirmacilar tarafindan siit isletmelerinde hava yolu ile kontaminasyonun
engellenebilmesi i¢in bazi Oneriler yapilmistir. Bu Onerilerin ilki, ¢ig siitiin isletmeye
alinmasi sirasinda uygulamalarin 1slak yilizeylerde hava kabarciklarinin patlamasini en aza
indirecek sekilde yapilmasidir. Aksi takdirde bio-aerosol olusumu gerceklesebilmektedir.
Biyofilm olusturan bakteriler zemin, duvar, tasiyic1 bant gibi 1slak ylizeylere rahatlikla
tutunabilmekte cogalip kolonize olabilmektedir. Isletmedeki atik su giderleri yeterli degilse,
zemin basingli su ile temizleniyorsa aerosoller diger ylizeylere mikroorganizmalari
tagiyabilmektedir. Bir kere aerosol olusumu gerceklestiginde, ortam havasinin normal
seviyelere gelmesi 40 dk siirmektedir (Al-Dagal ve Fung, 1990; Moslsert ve Jooste,2002;
Kure ve ark., 2004; Temelli ve ark., 2006; Irkin, 2010).

Isletme iginde ise iiriinlerin hava ile temas ettigi yerlerdeki mikroorganizma bulasini
azaltmak i¢in iy1 bir havalandirma gerekmektedir. Havalandirma ile tiretim sirasinda salinan
nem uzaklastirilabilir. Havalandirma yogunlasmayr ve buna bagli kif gelisimini
engelleyebilir (Col ve Aksu, 2007).

Radmore ve ark. (1988) tarafindan yapilan bir ¢aligmada havanin mikrobiyal yiikii ile
tirliniin mikrobiyal yiikii arasinda bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Al-Dagal ve Fung,
1990). Temelli ve ark. (2006) ise, Bulgar teknesinde bulunan siitiin ve pithtinin kiif-maya
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yiikii lizerinde iiretim alan1 havasinin yiikiinilin etkisinin dikkat ¢ekici diizeyde oldugunu
belirtmistir. Irkin (2010), liretim alan1 havasinin mikrobiyal kalitesinin dnemini vurgularken;
kontaminasyonun engellenmesi i¢in hava filtresi kullanimini 6nermektedir.

Peynir isletmelerindeki havanin aerobik mezofilik bakteri sayisinin 200 kob/m®’iin
altinda olmas1 yeterli kabul edilmektedir. 2000 kob/m®’iin iistii ise yetersiz olarak kabul
edilmektedir. Maya-kiif yiikii acisindan ise <100 kob/m?® yeterli, >1000 kob/m? yetersiz
olarak nitelendirilmektedir (Luck ve Gavron, 1990; Ozer ve Kerekes, 2015).

Literatiirden elde edilen veriler kullanildiginda A ve B firmasinda dolum alani hava
ornekleri ilk 6rneklemede mikrobiyal yiik acgisindan yeterli kabul edilen sinirdan yiiksek
(2,96x10% kob/m*® ve 5,90x10? kob/m®) bulunmustur. B firmasmn iiretim alan1 hava
orneklerinin mikrobiyal yiikiiniin ise ilk 6rneklemeye gore 3 kat artt181, ligiincii 6rneklemede
ise azalarak simirda kaldig1 (1,8x10? kob/m?®) gézlenmistir. Buna karsin C firmasinin iiretim
alan1 havasinin mikrobiyal yiikii ilk érneklemede yetersiz bulunurken (1,99x10%kob/m3) ve
dolum havasinin yiikiiniin istenilen seviyeden yaklasik 4 kat daha fazla oldugu saptanmustir.
Fakat yapilan diger 6rneklemelerde her iki alanda da havadaki mikrobiyal yiikiin 2x102
kob/m?® seviyesinin altinda kaldigi belirlenmistir. Firma B’nin iiretim ve dolum hava
orneklerinin yikiiniin ikinci 0rneklem doneminde azalis goéstermesine, firmada ikinci
ornekleme donemi Oncesinde yapilan ingaatin etkili oldugu diistintilmektedir. Ayni firmanin

ticlincii 6rnekleme déoneminde goriilen azalis da bu duruma bir isaret olarak goriilmektedir.

4.1.3. Temizlik Prosediirii Uygulamasimin Uretim Yiizeyleri Mikrobiyal Yiikiine
Etkisinin Belirlenmesi

Caligmanin bu asamasinda uygulanan temizlik presediirlerinin gergek {iretim
hatlarinin mikrobiyal yiikii tizerinde etkisi incelenmistir. Bu amagla daha sonraki agamalarda
invitro ortamda gelistirilecek dezenfektan formiillerinin etkisinin goriilmesi igin
kullanilacak olan temizlik prosediirii olarak firma B’ye ait CIP prosediirii secilmistir. Cizelge
4.7°de firma B’de belirlenen iiretim hatti noktalarmin mikrobiyal yiikiiniin uygulanan

temizlik prosediirii (CIP/COP) sonrasi degisimi incelenmistir.
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Cizelge 4.7. Firma B yiizeylerinin temizlik uygulamasi dncesi ve sonras1 mikrobiyal yiikii

Ornek AM.B.2 Enterobacteriacea®  Listeria spp.2 ~ Pseudomonas spp.2  Bacillus spp.?
Noktalar = = = = =
Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra

(B)
Cig Siit Tanki | 1,9x10° 5,0x10?> 6,7x10? 1,0x10! <10 <10 <10 <10 2,4x10%  1,0x102
Balans Tanki 6,1x10° 1,4x10®> 1,0x10* <10 <10 <10 <10 <10 1,5x10%  1,4x102
PlastikBoru 2,8x10° 1,3x10° 6,2x10? 6,0x10? <10 <10 <10 <10 1,0x10°  9,0x10?
SS Boru 1,3x10°  7,0x10®> 4,5%102 <10 <10 <10 <10 <10 2,5x10%  1,4x102
Bulgar teknesi | 6,1x10° 4,5x10°  1,0x10? 1,4x10* <10 <10 <10 <10 1,6x10*  6,0x10°
Cendere Bezi 6,5x10° 2,6x10° 2,0x10! 1,0x10* <10 <10 <10 <10 6,5x10%  1,3x10?
Bicaklar 6,2x10° 5,7x10°  8,0x10! 5,0x10! <10 <10 <10 <10 1,6x10%2  1,4x10?
Teleme Kirma | 1,1x10° 5,0x10* 3,5x10? <10 <10 <10 <10 <10 8,0x10'  2,0x10?
Bicaklar:
Uretim 1,0x10°  1,4x10° 1,1x10° 1,0x10! 1,5x10'  1,0x10' 2,1x10? 2,0%10? 5,0x10*  3,0x10%
Personeli
Dolum 3,3x10%2  4,0x10%2 1,7x102 1,0x10* <10 <10 <10 <10 4,8x102  2,5x102
Personeli
Salamura 7,6x10*  2,0x10*  2,2x102 2,0x102 <10 <10 <10 <10 45x10°  1,5x10%
Tanki
Maya 3,8x10*  1,6x10* 4,0x10° 1,2x10° 2,0x10> 1,0x10%> 1,7x10° 1,3*10° 1,3x10*  1,2x10?
Masrapasi
Drenaj 3,2x10"  3,0x10%  2,8x108 3,0x10° 2,3x10>  1,0x10%> <10 <10 4,0x10%  1,6x107

akob/100cm?

Firma B’nin gercek tliretim hattinda temizlik sonrasi tiim yiizeylerde mikrobiyal yiik
azalmaktadir. CIP uygulamasi yapilan yiizeylerde (¢ig siit tanki, balans tanki, ¢elik boru,
plastik boru) genel olarak mikrobiyal ylik 1 logaritma degerinde azalma gostermektedir.
Firma B {iretim hattinda salamura tanki CIP sistemine dahil olmadigindan mikrobiyal yiikii
ayni logaritma degerinde kalirken; paslanmaz gelik bir yiizey olmayan ve CIP sistemine
dahil olan plastik boru mikrobiyal yiikii de Bacillus spp. hari¢ ayni logaritmik degerde
kalmistir. Enterobacteriacea yiikii agisindan firma B’nin CIP sistemi incelenecek olursa, ¢ig
stit tank1 ve balans tankinda mikrobiyal yiik 1 logaritmik deger diiserken; ¢elik boruda 2
logaritmik deger ve plastik boruda ise 1 logaritmik degerden az miktarda diisiis gostermistir.
Bacillus spp. a¢isindan ise sadece plastik boruda yiik 1 logaritmik deger diiserken;
paslanmaz ¢elik yiizeylerde ise 1 logaritmik degerden az miktarda diisiis gostermistir. Genel
itibariyle COP ile temizlenen yiizeylerdeki mikrobiyal yiik CIP ile temizlenen yiizeylerde
daha yiiksektir. Bu durum CIP sisteminin COP’ye oranla daha iyi bir temizlik sistemi

oldugunu gostermektedir.
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4.1.4. Peynir Ureticisi Firmalarin Uretim Hatlarindaki Yiizeylerden Elde Edilen
izolatlarin Tanimlanmasi, Biyofilm Olusturma Kapasitelerinin ve Quorum Sensing
Sinyal Varhklarin incelenmesi

4.1.4.1. Elde Edilen izolatlarin Tamimlanmasi

Su, hava ve diger yiizeylerden Bacillus spp., Listeria spp., Pseudomonas spp. ve
Enterobacteriacea igin kullanilan spesifik besiyerlerinde tipik koloni 6zelligi gosteren farkli
kolonilerden segilerek stoklanmistir. Izolatlar, Nutrient Agar’da tek koloni diisiirme teknigi
kullanilarak saflagtirilmistir. Elde edilen 398 koloni, koloni 6zellikleri ve Gram
reaksiyonlarina gore siniflandirilmistir. izolatlardan biiyiik bir kismimin 281 adetinin maya,
bakteri veya Gram pozitif cubuk ve Gram pozitif koklardan olusan karisik kiiltiir oldugu
saptanmigtir. Biyofilm olusturan mikroorganizmalarda bu siklikla goriilen bir durumdur.
Biyofilm matriksinde farkli mikroorganizmalarin birlikte yasam siirmesi sonucu elde edilen
kolonilerde karisik mikroorganizma kiiltiiri olmasi kagiilmazdir.

Sharma ve Anand (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada pilot dlgekli siit ve siit tirlinleri
iiretim hatlarindan ¢ok sayida karisik kiiltiir izole edilmistir. Laurenco ve ark. (2011),
Habimana ve ark. (2010) ve Simoes ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismalarda ise siit
tiriinleri tiretim hatlarindan karigik kiiltiirler izole edilmis; bu karisik kiiltlirlerin ayni
zamanda biyofilm iireticisi oldugu belirtilmistir.

Ilgili mikroorganizmalarin izole edildikleri 6rnek noktasi, cinsleri ve adetleri Cizelge
4.8’da verilmistir. 2 kez ¢izim sonrasinda saflastirilamayan izolatlar ile devam edilmemistir.
Saf halde elde edilebilen izolatlar arasinda benzer koloni, temel biyokimyasal testler
acisindan benzer 6zelligi gosteren izolatlardan sadece biri incelemeye alinmistir. 111 adet
bakteri kiiltiirli saf olarak elde edilmistir. Bunlardan 32 adeti Gram pozitif ¢gubuk, 15 adeti
Gram pozitif kokobasil, 54 adeti Gram negatif cubuk, 10 adeti ise Gram pozitif kok olarak
ayrilmistir. Calisma sirasinda karisik kiiltlirler arasinda ¢ok sayida Streptococcus spp.’e ait

bakteriler saf kiiltiir olarak elde edilmis ve calismaya dahil edilmistir.
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Cizelge 4.8. Izole edilen bakterilerin 6rnek noktalari, cinsleri ve sayilari

Streptococcus spp. (1)

Ornek Noktasi FirmaA Firma B Firmac
Su Pseudomonas spp. (2); Bacillus spp. (2); Listeria spp. (1) Enterobacteriacea (2);
Enterobacteriacea (2) Bacillus spp. (1)
Cig Siit Tank: Enterobacteriacea (1); Pseudomonas spp. 1);
Streptococcus spp. (1) Enterobacteriacea. (3)
Balans Tank: Bacillus spp. (1)
PlastikBoru Bacillus spp. (1); Listeria spp.(1) Bacillus spp. (1) Pseudomonas spp. (2)
SS Boru Enterobacteriacea (1); Streptococcus spp. (1); Bacillus spp.
Streptococcus spp. (1) @)
Bulgar teknesi Pseudomonas spp. (2) Listeria spp. (1)
Cendere Bezi Listeria spp. (1); Enterobacteriacea  Bacillus spp. (1) Enterobacteriacea (1)
M
Bigaklar Bacillus spp. (1) Bacillus spp. (1) Bacillus spp. 2);
Enterobacteriacea (1)
Streptococcus spp. (1)
Teleme Kirma Bacillus spp. (1); Listeria spp .(1) Bacillus spp. 1);
Bigaklar Pseudomonas spp. (2)
Duvar Enterobacteriacea ) Listeria spp 2);
Streptococcus spp. (1) Enterobacteriacea (1)
Bacillus spp. (2)
Drenaj Enterobacteriacea (2); Pseudomonas spp. (1) Pseudomonas  spp.  (1);
Pseudomonas spp. (2) Bacillus spp. (1)
Bacillus spp. (2); Listeria spp (2)
Uretim Enterobacteriacea (2) Enterobacteriacea (2); Bacillus spp.  Enterobacteriacea (2)
Personeli @)
Streptococcus spp. (1)
Dolum Enterobacteriacea (1) Enterobacteriacea (2); Bacillus spp.  Enterobacteriacea (1)
Personeli )
Salamura Enterobacteriacea (1);  Pseudomonas spp. (1) Bacillus spp. (1);
Tanki Pseudomonas spp. (1) Pseudomonas spp. (1)
Streptococcus spp. (1) Streptococcus spp. (1)
Maya Enterobacteriacea (2) Enterobacteriacea (2) Bacillus spp. 1);
Magrapast Pseudomonas spp. (1)
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4.1.4.2. Elde Edilen izolatlarin API Kitleri ile Tanimlanmasi

Calismada elde edilen izolatlar Gram reaksiyonlari, hiicre sekilleri, oksidaz ve katalaz
testleri sonuglarma gore smiflandirilmis; izole edildikleri besiyerlerine gore muhtemel
Listeria, Pseudomonas, Bacillus spp. ve Enterobaceriacea olarak gruplandirilmistir.

Yapilan izolasyonlarda tipik Listeria spp. 6zelligi gosteren muhtemel izolatlardan 36
adet elde edilmis, fakat bunlarin ancak 15 tanesi saflastirilabilmistir. 5 izolat aym
noktalardan izole edilen kolonilerden secilmesi nedeniyle elenmis; kalan 10 izolat API
Listeria kitleri kullanilarak tanimlanmustir. Saf olarak elde edilen Listeria spp. izolatlarin
dagilimi Cizelge 4.9.’da verilmistir. Muhtemel Listeria spp. 'lerin 1’1 Listeria monocytogenes,
1’1 L.ivanovi,1’i L.welshimeri, 1°’i L.grayi, 2’si L.innocua ve 4’i L.seeligeri olarak

tanimlanmustir. Biyofilm pozitif olan L.innocua drenaj 6rneklerinden izole edilmistir.

Cizelge 4.9. Siipheli Listeria spp. izolat kodlari, API Kitleri ile tanimlama ve Congo Red

Agar ile biyofilm olusturma durumu sonuglari

Say1 Izolasyon Yeri API Kiti Sonug Biyofilm
1 Su (A) API Listeria Listeria ivanovii Negatif
2 Duvar API Listeria Listeria seeligeri Negatif
3 Bulgar teknesi API Listeria Listeria seeligeri Negatif
4 Duvar API Listeria Listeria seeligeri Negatif
5 Duvar API Listeria Listeria weishimeri Negatif
6 Drenaj API Listeria Listeria innocua Pozitif
7 Teleme Kirma API Listeria Listeria grayi Negatif
Bicag:
8 Plastik Boru API Listeria Listeria seeligeri Negatif
9 Cendere Bezi API Listeria Listeria innocua Negatif
10 Drenaj API Listeria Listeria monocytogenes  Negatif

A firmasi duvar, drenaj, c¢elik boru ve drenaj yiizeylerinden izole edilen izolatlar
sirastyla Listeria welshimeri, L. innocua, L.innocua ve L. monocytogenes olarak
tanimlanmistir. B firmasi su, Bulgar teknesi, plastik boru ve Bulgar teknesinden elde edilen
izolatlarin siras1 ile Listeria ivanovii, L. seeligeri, L. grayi ve L. seeligeri oldugu
belirlenmistir. C firmasindan alinan izolatlar duvardan elde edilmistir. Bu izolatlarin ikisi de

L. seeligeri olarak tanimlanmustir.

65



Dzieciol ve ark., (2016) drenajlarin Listeria spp ve ozellikle L. monocytogenes igin
kaynak olabilecegini ifade etmistir. Yapilan arastirmada drenaj yiizeyinden ve atik sudan
birlikte 6rnek alimmistir. Uretim alanindaki drenajdan laktik asit bakterileri (Lactobacillus
spp., Leuconostoc spp.) asetik asit bakterileri (A. spathodeae, A. tropicalis, G. oxydans),
Pseudomonas spp. olgunlastirma ve dolum alanlarinda, Chryseobacterium spp. ise iiretim
alaninda bulunmustur. Ayrica Janthinobacterium spp. iretim alanindaki drenajlarda
bulunmustur. Listeria spp., 6zellikle L.monocytogenes drenaj ve drenaj sularindan izole
edilmistir. Ayrica Gram negatif bakterilerden Serratia proteamaculans, Acinetobacter
baumanii, Klebsiella pneumonia, Aeromonas punctata tespit edilmistir.

Almeida ve ark., (2013)’de peynir iiretim alaninda siit alimi1 ve tiretim alanlarinda en
¢ok peynir alt1 suyunun ayrildigi alanlarda Listeria monocytogenes oldugunu belirtmistir.
Peynir yikama alanlarinda kullanilan fircalarda L. monocytogenes tespit edilmis olup
basingli su ile temizlemede bunun havaya karistig1 ve {iriinii tekrar kontamine edebilecegi
belirtilmektedir.

Pseudomonas tiirlerinin belirlenmesi igin kullanilan CFC besiyerinden elde edilen
toplam 95 izolatin 26 tanesi saf olarak elde edilebilmis ve API NE ile tanimlanmistir. Elde
edilen izolatlarin firmalara gore dagilimi ve izole edildigi yerler Cizelge 4.10°da verilmistir.
Muhtemel 26 Pseudomonas spp.’nin 15 tanesi Pseudomonas spp.’ye ait oldugu tespit
edilmistir.

A firmasindan elde edilen 11 izolat, maya masrapasi, Bulgar teknesi, salamura tanki,
drenaj, su, dolum personelinden elde edilmistir. Bunlar sirasiyla Pseudomonas putida,
Acinetobacter junii, Sphingomonas paucimobilis, Mannheimia heamolytica, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sturtzeri ve P. alcaligenes olarak
tanimlanmustir.

B firmasindan elde edilen 8 izolat ise salamura tanki, ¢elik boru, ¢ig siit tanki, plastik
boru, su, Bulgar teknesi ve drenajdan elde edilmistir. Bunlar sirasiyla Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas sturtzeri, Achromobacter xylosoxidans, P. sturtzeri olarak

tanimlanmis, drenajda Breviundimonas dimiuta varlig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.10. Siipheli Pseudomonas spp. izolat kodlari, API Kitleri ile tanimlama ve Congo

Red Agar ile biyofilm olusturma durumu sonuglari

Say1 izolasyon Yeri API Kiti Sonu¢ Biyofilm
1 Maya Masrapasi API NE Pseudomonas putida Negatif
2 Bulgar teknesi APl NE Acinetobacter junii Negatif
3 Teleme Kirma Bigag1 APl NE Stenotrophomonas maltophilia Negatif
4 Salamura Tanki APl NE Pseudomonas fluorescens Negatif
5 Maya Masrapasi API NE Achromobacter xylosoxidans Negatif
6 Salamura Tanki API NE Ochrobacterium anthropi Pozitif
7 Su APl NE Pseudomonas luteola Negatif
8 Drenaj API NE Acinetobacter junii Negatif
9 Salamura Tanki API NE Sphingomonas paucimobis Negatif
10 Teleme Kirma Bicagi API NE Acinetobacter junii Negatif
11 Salamura Tanki API NE Mannheimia heamolytica Pozitif
12 Plastik Boru API NE Senotrophomonas maltophilia Negatif
13 Drenaj API NE Pseudomonas alcaligenes Negatif
14 Teleme Kirma Bigagi API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif
15 Drenaj API NE Pseudomonas fluorescens Negatif
16 Su APl NE Pseudomonas sturtzeri Negatif
17 Dolum Personel API NE Pseudomonas alcaligenes Negatif
18 Celik Boru API NE Pseudomonas sturtzeri Pozitif
19 Bulgar teknesi API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif
20 Salamura Tanki API NE Pseudomonas fluorescens Negatif
21 Cig Siit Tanki APl NE Pseudomonas fluorescens Negatif
22 Plastik Boru APl NE Achromobacter xylosoxidans Negatif
23 Su APl NE Pseudomonas sturtzeri Negatif
24 Drenaj API NE Breviundimonas dimiuta Negatif
25 Salamura Teknesi APl NE Pseudomonas fluorescens Negatif
26 Bulgar teknesi APl NE Pseudomonas sturtzeri Negatif
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C firmasindan 7 izolat tanimlanmistir. Bu izolatlarin 3 tanesi teleme kirma bigagindan,
1 tanesi maya masrapasi, 1 tanesi plastik boru, 1 tanesi sudan ve 1 tanesi drenajdan elde
edilmistir. Teleme kirma bigaklarindan izole edilen izolatlar Stenotrophomonas maltophilia
olarak, Acinetobacter junii ve Pseudomonas sturtzeri olarak tanimlanirken, plastik borudan
izole edilen izolat Stenotrophomonas maltophilia, su 6rneginden izole edilen izolat
Pseudomonas luteola, drenajdan izole edilen izolat ise Pseudomonas alcaligenes olarak
tanimlanmustir.

VRBGA besiyerinde gelisen ve tipik Enterobactericea spp. koloni 6zelligi gésteren
izolatlar API 20E ile tanimlanmustir. izolatlarin firmalara gore dagilimi ve izole edildigi
yerler Cizelge 4.11°de verilmistir.

A firmasindan elde edilen 14 izolat ¢ig siit tanki (2), su (1), duvar (5), drenaj (2), iiretim
personeli (2), maya masrapasi (1) ve cendere bezi (1)’den elde edilmistir. Bunlar sirasiyla
¢ig siit tankinda Klebsiella oxytoca, su’da Klebsiella pneumonia subsp. ozonae, drenajda
Klebsiella oxytoca ve Enterobacter cloacea, iiretim personelinin ellerinde Klebsiella
pneumonia subsp. ozonae ve Enterobacter aerogenes, maya masrapasinda Klebsiella
pneumonia, cendere bezinde ise Pasteurella pneumotropica olarak tanimlanmustir.

B firmasindan elde edilen 8 izolat ise su (1), salamura tanki (1), ¢ig siit tanki (1), teleme
kirma bigagi (1), maya masrapast (2), iiretim personeli (1) ve duvar (1)’dan izole edilmistir.
Bunlar sirasiyla su ve ¢ig siit tankindan izole edilen izolatlar Pantoea agglomerans, salamura
tankindan alinan izolat Citrobacter freundii, teleme kirma bigagindan izole edilen izolat
Ochrobacterium anthropi, maya masrapasindan elde edilen iki izolat Aeromonas
hydrophila, olarak tanimlanmistir. Uretim personelinin elinde Klebsiella oxycota, duvarda
ise Klebsiella pneumoniae belirlenmistir.

C firmasinda ise 6 izolat; duvar (2), iiretim personeli (2), su (1) ve tiretimde kullanilan
bigaktan (1) alinmustir. Duvardan alinan Ornekler Enterobacter cloacea ve
Stenotrophomonas maltophilia, tiretim personelinden Klebsiella pneumoniae ve Pasteurella

pneumotropica, bigak izolat1 ise Ochrobacterium anthropi olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.11. Siipheli Enterobacteriacea izolat kodlar1, API Kitleri ile tanimlama ve Congo

Red Agar ile biyofilm olusturma durumu sonuglari

Say1 izolasyon Yeri API Kiti Sonug Biyofilm
1 Cig Siit Tanki API E Klebsiella oxytoca Negatif
2 Drenaj API E Klebsiella oxytoca Pozitif
3 Salamura Tanki API E Citrobacter freundii Negatif
4 Su API E Klebsiella pneumonia Negatif
5 Duvar APIE Enterobacter cloacae Pozitif
6 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif
7 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif
8 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif
9 Uretim Personeli APIE Klebsiella pneumonia subsp. Negatif
ozanae
10 Su APIE Klebsiella pneumonia subsp. Negatif
ozanae
11 Uretim Personeli APIE Enterobacter cloacae Negatif
12 Duvar APIE Klebsiella pneumonia Pozitif
13 Drenaj API E Enterebacter cloacea Pozitif
14 Uretim personeli API E Klebsiella pneumonia Pozitif
15 Cig Siit Tanki APIE Pantoea agglomerans Negatif
16 Maya Masrapasi APIE Aeromonas hydrophila Pozitif
17 Su API E Ochrobacterium anthropi Negatif
18 Teleme Kirma APIE Ochrobacterium anthropi Negatif
Bicagi
19 Bicak APIE Ochrobacterium anthropi Negatif
20 Maya Masrapasi APIE Klebsiella pneumoniae Pozitif
21 Maya Masrapasi APIE Aeromonas hydrophila Pozitif
22 Cig Siit Tanki API E Klebsiella oxytoca Pozitif
23 Uretim personeli APIE Klebsiella oxytoca Negatif
24 Duvar API E Enterobacter aerogenes Pozitif
25 Duvar API E Klebsiella pneumoniae Pozitif
26 Uretim personeli APIE Pasteurella pneumotropica Negatif
27 Cendere Bezi APIE Pasteurella pneumotropica Negatif
28 Duvar API E Stenotrophomonas Negatif
maltophilia
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Cizelge 4.12. Siipheli Bacillus spp. kodlari, API Kitleri ile tanimlama ve Congo Red Agar

ile biyofilm olusturma durumu sonuglari

Say1 izolasyon Yeri API Kiti Sonug¢ Biyofilm
1 Drenaj API CH Bacillus lincheniformis Negatif
2 Balans Tanki API CH Bacillus lentus Negatif
3 Su API CH Bacillus firmus Negatif
4 Bigak API CH Bacillus coagulans Pozitif
5 Plastik Boru API CH Bacillus licheniformis Pozitif
6 Teleme Kirma Bigagi API CH Bacillus lentus Negatif
7 Duvar API CH Bacillus licheniformis Negatif
8 Cendere Bezi API CH Bacillus megaterium Negatif
9 Uretim Personeli APICH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif
10 Celik Boru API CH Geobacillus stearothermophilus Negatif
11 Su API CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif
12 Su API CH Bacillus cereus Negatif
13 Drenaj API CH Bacillus cereus Negatif
14 Cendere Bezi API CH Bacillus thuringiensis Negatif
15 Dolum Personel AP| CH Bacillus coagulans Pozitif
16 Maya Masrapasi API CH Bacillus cereus Negatif
17 Bigak API CH Bacillus firmus Pozitif
18 Uretim Personeli APICH Bacillus firmus Negatif
19 Plastik Boru AP| CH Bacillus firmus Negatif
20 Bigak API CH Bacillus lentus Pozitif
21 Salamura Tanki API CH Bacillus coagulans Pozitif
22 Maya Masrapasi API CH Bacillus megaterium Negatif
23 Su AP| CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif
24 Duvar API CH Bacillus megaterium Negatif
25 Plastik Boru API CH Bacillus smithii Negatif
26 Drenaj API CH Bacillus coagulans Negatif
27 Teleme Kirma Bigagi API CH Bacillus coagulans Negatif
28 Plastik Boru API CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif
29 Duvar API CH Bacillus subtilis Negatif
30 Maya Masrapasi API CH Bacillus coagulans Pozitif
31 Drenaj API CH Bacillus pumilus Negatif
32 Bigcak API CH Bacillus megaterium Negatif
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Bacillus tiirleri i¢in 6zel olan kromojenik bir besiyeri olan Hicrome Bacillus Agar’dan
elde edilen toplam 35 izolat besiyerinde meydana getirdikleri renklere gore
simiflandirildiklarinda pembe renkli koloniler B. thuringensis olarak, sar1 renkli koloniler B.
megaterium, mavi renkli koloniler B. cereus ve ortasi yesil kenari1 beyaz renkli koloniler B.
subtilis olarak tanimlanmistir (Ek 4).

Buna karsin API CH ile yapilan tanimlamalarda Bacillus besiyerinden izole edilen
muhtemel Bacillus spp.’lerin 3 cinse (Bacillus, Aneurinibacillus ve Geobacillus spp.) ait
oldugu gorilmiistiir. Muhtemel 32 Bacillus spp.’nin 29’unun Bacillacea familyasina 3 {iniin
Paebacillacea familyasina ait oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12).

A firmasindan elde edilen 13 izolat drenaj (3), plastik boru (2), teleme bigagi (1), duvar
(3), cendere bezi (1), tiretim personeli (1), maya masrapasi (1) ve liretim bigagi (1)’'ndan
alinmigtir. Bunlar sirasiyla drenajda Bacillus licheniformis, B.coagulans , Bacillus pumilus;
plastik boruda Bacillus licheniformis ve B. simthii; teleme bigaginda Bacillus lentus; duvarda
B. licheniformis, B. megaterium ve B. subtilis; cendere bezinde B. megaterium; personel
elinde B. firmus, maya masrapasinda ve bigakta B. megaterium olarak tanimlanmustir.

B firmasindan elde edilen 9 Bacillus spp. izolat1 ise balans tanki (1), su (3), bigak (1),
tiretim personeli (1), celik boru (1), plastik boru (1) ve dolum personelinden (1) alinmustir.
Elde edilen izolatlar sirasiyla balans tankinda Bacillus lentus, su 6rneklerinden B. firmus, B.
cereus, A. aneurinilyticus, bigaktan B. coagulans, iiretim personelinden Aneurinibacillus
aneurinilyticus, celik borudan Geobacillus stearothermophilus, dolum personelinden B.
circulans ve plastik boruda B. firmus olarak tanimlanmuistir.

C firmasinda ise alinan 10 izolat tanimlanmistir. Bunlarin izole edildigi alanlar drenaj
(1), cendere bezi (1), maya masrapasi (2), bicak (2), teleme bigagi (1), salamura tanki (1),
teleme kirma bigagi (1), plastik boru (1), ve su’dur. Drenajdan elde edilen izolat Bacillus
cereus, cendere bezinden elde edilen izolat Bacillus thrungiensis, maya magsrapasindan elde
edilen iki izolat B. cereus ve B. coagulans, bigaktan elde edilen iki izolat B. lentus ve B.
firmus, teleme kirma bigagindan, su ve plastik borudan elde edilen izolatlar A.
aneurinilyticus ve salamura tankindan elde edilen izolat B. coagulans olarak tanimlanmaistir.

Kalan 10 izolat ise ¢alismalar sirasinda karisik kiiltiirlerden izole edilen, Nutrient
Agar’da saflastirilan ve mikroskop altinda Gram pozitif kok seklinde olarak tanimlanan
bakterilerdir. Cullimore (2000), UMS (2015) ve IUMS tarafindan 2005 yilinda onerilen
anahtarlar kullanilarak Gram pozitif kok seklindeki bakteri izolatlar1 tanimlanmistir (Tindal
ve ark., 2008) (Ek 1). Yapilan fenotipik tanimlama sonucunda, ¢ig siit tankindan elde edilen

1 izolatin oral tipte oldugu goriilmiis ve Streptococcus mitis olarak tanimlanmistir. Dis
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ciiriklerinde siklikla rastlanilan bakterinin hayvanin iyi bakilmamasi nedeniyle kanina ve
oradan siitiine bulagmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Walsh ve ark (2012) tarafindan yapilan
bir ¢calismada Irlanda’da bulunan bir ¢iftlikten dort ay boyunca ¢ig siit, pastorize siit, peynir
alt1 suyu, kazein gibi iirlinler alinrak hakim microflora saptanmistir. Calismada 6zellikle ¢ig
sitte hakim mikroorganizmalardan birinin S.mitis oldugu vurgulanmaktadir. Kalan
izolatlarin dordiiniin enterokokal gruptan, besinin ise laktik gruptan oldugu tespit edilmistir.
Salamura teknesi, cendere bezi, bigak, ¢elik boru ve maya masrapasindan laktik gruptan olan
S.lactis (2), S.bovis (1), S.thermophilus (2) bulunmustur. Uretim personeli, duvar, maya
masrapasi ve salamura teknesi enterokokal gruptan olan Enterococcus feacalis (3) ve
E.faecium (1) olarak tanimlanmustir (Cizelge 4,13). Walsh ve ark. (2012) tarafindan yapilan
caligmada da S.mitis yani1 sira S.themophilus, Enterococcus faecium ve E.feacalis siit ve st

tirlinlerinden izole edilmistir.

Cizelge 4.13. Firma yiizeylerinde izole edilen Streptococcus spp.’lerin tanimlanmasi

Uretim Noktasi Firma A Firma B Firma C

Cig Siit Tanka Streptococcus mitis

Salamura Teknesi Enterococcus faecium  Streptococcus lactis

Maya Masrapasi S.thermophilus Enterococcus feacalis
Duvar Enterococcus feacalis

Uretim Personeli Enterococcus feacalis
Bigak Streptococcus lactis
Celik Boru S.thermophilus

Cendere Bezi Streptococcus bovis

Yapilan arastirmalarda siit tiriinlerinde yaygin olarak Enterobacter spp. (Salo ve ark.,
2006), Listeria spp. (Waak ve ark., 2002) Lactobacillus, Micrococus, Streptococcus ve
Bacillus spp. (Sharma ve Anand, 2002; Riickert ve ark.,2004, Gopal ve ark.,2015), ayrica
Pseudomonas spp. (Wiedmann ve ark., 1999) tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalarin

biyofilm olusturma 6zellikleri belirlenmistir. Yapilan arastirmalarda Bacillus spp’nin isleme
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ekipmanlarinda ve 1s1 degistiricilere tutunmus halde bulunabildigi bildirilmistir. Ayrica
Bacillus spp. bir hijyen indikatorii olarak nitendirilmekte olup; ¢ig siitte bulunan
mikroorganizmalarin 1s1l islem sonrasi iriine bulas durumunu belirlemek igin
kullanilmaktadir. Pastérizatorlerin giris ve c¢ikis kisimlarinda biyofilm olusumu saptanan
calismalar mevcuttur. Siitiin pastorizasyon islemi ¢ogu zaman ortamdaki sporlar1 yok etmek
icin yeterli degildir ve bu uygulamayla sadece vejetatif hiicreler dldiiriiliir. Temizleme iglemi
Bacillus sporlar1 tizerine etkili degildir ve bu sporlar paslanmaz ¢elik yiizeyler {izerine
tutunmaya devam edebilirler (Andersson ve ark., 1995; Burgess ve ark., 2010; Teke Glindiiz,
2012).

Sharma ve Anand (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada 6zellikle siit ve siit tirtinleri
sanayisi i¢in biyofilm olusumunun HACCP kurulumu sirasinda dikkate alinmasi gerekliligi
vurgulanmistir. Caligmacilar biyofilm olusumunun 6nemini ortaya koymak amaciyla
Hindistan’da faaliyet gosteren bir siit ve siit triinleri isletmesi ile bir pilot tesisin isleme
hatlarindaki biyofilm olusumunu incelemislerdir. Belirledikleri ¢esitli noktalardan alinan
orneklerde biyofilm igerisinde Bacillus spp. nin ¢ok baskin oldugunu belirlemislerdir.
Ayrica oOrneklerden; Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Staphylococcus,
Micrococcus, Shigella, Citrobacter, Flavobacterium, Klebsiella ve Proteus tiirleri disinda
Esherichia coli ve Enterobacter aerogenes izole etmislerdir. Calismamizda ise her iig
firmanin hemen tiim yiizey 6rneklerinde Bacillus spp. baskin olarak tespit edilmistir.

Giindiiz ve Tuncel (2006) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise; bir dondurma
iiretim tesisinde biyofilm olusumu incelenmistir. Arastirmacilar tarafindan tiretim hattindaki
yedi farkli noktadan biyofilm 6rneklerini 20 giinliik bir periyotta iki defa alinmistir. Calisma
sonucunda hatta en fazla biyofilmin paketleme makinesina ait olan tasiyici bantta olustugu
gozlemlenmistir. Ayrica hattan alinan biyofilm Orneklerinde Proteus, Enterobacter,
Citrobacter, Shigella, Esherichia ve Edwardsiella gibi Enterobactericea ailesine ait bakteri
tirleri disinda Aeromonas, Plesimonas, Moraxella, Pseudomonas veya Alcaligenes gibi
Gram negatif tiirler ve de Staphylococcus, Bacillus, Listeria spp., laktik asit bakterileri olan
Streptococcus, Leuconostoc veya Pediococcus spp. izole edilmistir.

Temelli ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada ise Bursa bolgesinde faaliyet
gosteren bir beyaz peynir {ireticisi liretim hattinda koagiilaz pozitif Staphlycoccus, koliform,
Enterobacteriacea, Enterococci, psikrofilik bakteriler, kiif ve mayalar izole etmislerdir.
Irkin (2010) tarafindan yine aynmi yorede yapilan ¢alismada ise dil peyniri iiretim hattindan
Staphlycoccus, Enterobacteriacea, Salmonella, Esherichia coli, laktik asit bakterileri,

Pseudomonas spp., kiif ve maya izole edilmistir.
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Burgess ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada siit ve siit endiistrisinde
goriilebilen termofilik Bacillus spp. ve Oneminden bahsedilmistir. Calismada
Aneurinibacillus ve Geobacillus spp.’lerin siit ve siit {irlinleri hatlarinda olduk¢a yaygin
olarak bulundugu belirtilmistir. Toksin tiretmeyen Aneurinibacillus ve Geobacillus
spp.’lerin enzimleri ile birlikte asit liretimleri vasitasiyla kotii koku olusumuna sebep
olabilecekleri bildirilmistir. Biyofilm iiretme egilimi yiiksek olan Bacillus spp.’ye ait
B.lincheniformis, B.pumilis ve B.subtilis’in B.cereus gibi mezofilik sicakliklarda toksin
tiretebildigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Ayrica B. coagulans’in laktik asit tiretimi
nedeniyle siit ve siit lirtinlerinin bozulmasina siklikla sebep oldugu bildirilmistir.

Cleto ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada CIP uygulanmis siit iiretim
hatlarindan izole edilen mikroorganizmlar molekiiler olarak tanimlanmistir. Calismada
agirlikl olarak Pseudomonas spp., Serratia spp., Staphylococcus spp. ve Stenotrophomonas
spp. izole edilirken; hayvan yemlerinden kaynaklandigi belirtilen Achromobacter,
Brevibacterium, Ochromobacterium, Raoultella ve Rhodococcus spp. de izole edilmistir.

Abera ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise 329 koyun siitii incelenmistir.
Bu orneklerin %46,5’inde Mannheimia haemolytica, %39,3’inde mastitis etmenlerinden
olan Pasteuriella multocida ve %14,3’tiinde ise Bibersteina trehalosi izole edilmistir.
Calismada bu izolatlarin tetrasiklin, eritromisin ve penisilin-G antibiyotiklerine kars1
direncli oldugu belirtilmistir. Calismamizda bu tiir bakterilerin liretim hatlarinda goriilmesi,
¢ig siit kaynakli bakterilerin pastorizasyon islemi sonrasi ¢apraz bulas yolu ile liretim hatti
yiizeylerine bulastiginin bir indikatorii olarak goriilmiistiir.

Ordella ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Isvigre’de bulunan ¢ig inek
stitlerinden Esherichia coli, Streptococcus ve Pasteuriella spp. izole edildigini ve bu
izolatlarin penisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine direngli olduklarini bildirmislerdir.
Cherif-Antar ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise siit isletmelerindeki ¢elik
yiizeylerin mikrobiyal yiikiinli olusturan mikroorganizmalar arastirilmistir. Enterococcus
feacalis, Bacillus cereus, Staphylococcus hominis, S.saprophyticus, S.epidermidis, S.aureus,
E.coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter calcoaceticus, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa, Esherichia vulneris, Proteus mirabilis, Chrysobacterium spp. ve
Streptomyces spp. tiirlinde mikroorganizmalar izole edilerek tanimlanmistir. Hervet ve ark.
(2016) tarafindan yapilan ¢alismada siit {iriinleri tiretim hatlarindan 3M Petri kullanilarak
elde edilen izolatlar1 Acinetobacter, Breviundimonas, Pseudomonas, Vibrio spp. ve

Enterobacteriacea olarak tanimlanmustir.
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Schon ve ark., (2016) drenajlardaki mikrobiyal floray: belirlemistir. Lactobacillus
kefiranofaciens 1n laboratuvardaki drenajda tespit edildigini bildirmistir. Bu bakterinin
ayrica ¢ig siitte de bulundugu bildirilmistir (Montel ve ark., 2014). Streptococcus
thermopbilus, Pseudoalteromas tetraodonis, Aeromonas punctata, Citrobacter freundii
laboratuvar drenajinda, Pseudomonas spp. olgunlastirma alanlarindaki drenajlarda
rastlanmistir. Ayrica bu alanda P. asplenii, P. oleovarans ve Arcobacter spp. benzeri
bakteriler de saptanmistir. Mayalar agisindan da Debaryomyces hanseni en ¢ok belirlenen
maya tirii olurken, Saccharomyces unisporus spp. yiizey olgunlastirma alanlarinda
bulunmus Torulaspora delbruecki biitiin alanlarda, Crytococcus randhawai ise laboratuvar
drenajlarinda bulunmustur.

Calismamiz boyunca ii¢ farklt Ezine peyniri {reticisi firmanin iiretim hatti
yiizeylerinden ise  Listeria, Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas,
Achromobacter, Ochrobacterium, Sphingomonas, Mannheimia, Breviundimonas,
Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Pantoea, Ochrobacterium, Pasteurella, Bacillus,
Aneurinibacillus,  Geobacillus, Streptococcus ve Enterococcus spp.’ye ait

mikroorganizmalar izole edilmistir.

4.1.4.3. zolatlarin Biyofilm Olusturma Potansiyelleri

4.1.4.3.1. izolatlarin Biyofilm Olusturma Potansiyellerinin Congo Red Agar
Yontemi ile Tespiti

Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma kapasitesi oncelikle Congo Red Agar
yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontemde biyofilm olusturan mikroorganizmalar
0zel bir besiyeri olan Congo Red agar iizerinde siyah koloniler ve yapiskan (slime) koloniler
olarak gelismektedir. Calisma kapsaminda izole edilerek tanimlanan tiim izolatlar Congo
Red agar lizerine inokiile edilmistir. (Congo Red Agar metodu kullanilarak biyofilm
olusturdugu belirlenen izolatlar i¢in Bkz. Cizelge 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12.)

Tanimlanan Listeria tiirlerinden yalnizca drenajdan izole edilen L.innocua biyofilm
pozitif kabul edilmistir. Tanimlanan Pseudomonas tiirlerinden yine yanlizca biri gelik
borudan izole edilen P.sturtzeri biyofilm pozitif kabul edilirken; CFC agar ile salamura
tanklarindan izole edilen Ochrobacterium anthropi ve Mannheimia haemolytica 'da biyofilm
pozitif olarak tanimlanmistir. Tamimlanan Enterobacteriacea tiirlerinden toplam 28
izolatinin 21’inin Enterobacteriacea’ya ait oldugu bulunmustur. Bu izolatlarin 14’
biyofilm pozitif olarak degerlendirilirken; biyofilm olusturma potansiyeli olan izolatlarin

2’si Klebsiella oxytoca, 2’si Aeromonas hydrophila, 4t Klebsiella pneumonia, 5’i
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Enterobacter cloacea, 1°i Enterobacter aerogenes olarak tanimlanmstir. Ilgili
mikroorganizmalar firmalarin ¢ig siit tanki, drenaj, duvar, personel eli ve maya masrapasi
gibi yiizeylerinden izole edilmistir. Toplam 32 adet izolatin ancak 7 tanesi ilgili yontem ile
biyofilm pozitif kabul edilmistir. Bacillus spp. icerisinde biyofilm pozitif olarak
degerlendirilen izolatlarin 1’1 Bacillus lincheniformis, 1’1 B.firmus, 1’1 B.lentus ve 4’ ise
B.coagulans olarak tanimlanmistir. Plastik boru, salamura tanki, bigak ve personel elinden
izole edilen Bacillus spp.’lerin biyofilm pozitif oldugu degerlendirilmistir.

Siit ve siit Grlinleri enddistrisi igin 6nemli patojen tiirleri bulunduran Listeria spp.’in
cam polipropilen ve plastik yiizeylere tutunabildigi ve plastik yiizeylerde dezenfektan
maddelere kars1 direngli biyofilm iirettigi arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir (Herald
ve Zottola, 1988; Mafu ve ark., 1990; Yildirim 2013). Yildirim (2013) tarafindan yapilan
calismada ¢ig siit ve peynirden izole edilen Listeria spp’nin biyofilm olusturma kapasitesi
aragtirtlmistir. Calismada incelenen 160 ¢ig siit ve peynir ornekten 15 Listeria spp. izolatt
elde edilmistir. Bu izolatlarin 11’1 Listeria innocua, 3’t Listeria grayi ve 1’i Listeria
welshimeri olarak tanimlanmistir. Ayni ¢alismada cam lameller ile yapilan tutunma miktart
ile ilgili aragtirmada, bu izolatlardan 9’unun ilk 24 saat igerisinde yiiksek derecede tutunma
gosterdigi diger izolatlarin ise 48. ve 72. saatlerde tutunma gosterdigi yani biyofilm
olusturma kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edimistir. Bu calismada ise izole edilen,
tanimlanan Listeria spp arasinda Congo red agar yontemi ile sadece 1 izolatin biyofilm
olusturma potansiyeli oldugu belirlenmistir.

Bir baska calismada, Ankara gevresinden toplanan 50 ¢ig siit 6rneginden izole edilen
109 Bacillus izolatinin 105’inin biyofilm olusturabildigi tespit edilmistir. Bu izolatlarn 11’1
Bacillus licheniformis, 22’si B.subtilis, 14’i B.macerans,4’i, B.Stearothermophilus, 20’si
B.brevis, 1’1 B.pumilus, 2’si B.cereus,1’i, B.lentus, 1’1 B.megaterium, 5’i B.polymyxa, 6’s1
B.coagulans ve 22’si diger Bacillus tiirleri olarak adlandirilmistir. Kristal viyole mikroplaka
yontemi kullanilarak 109 izolatin 105’1 (%96,3) biyofilm pozitif, 4’1 (%3,7) biyofilm negatif
olarak tespit edilmistir (Teke Glindiiz, 2012). Yapilan calisma sirasinda Congo Red agar
yontemi kullanildiginda Bacillus spp olarak tanimlanan izolatlarin yaklasik % 26’sinin
biyofilm olusturabilecegi belirlenmistir.

Aeromonas spp su kaynakli bir bakteri oldugu i¢in gida isletim sistemlerinde ve su
dagitim sistemlerinde de kolonize olabilmektedir. Son ¢alismalar iki farkli flageller sisteme
sahip olan Aeromonas’larin, flagellalarinin plastik yiizeylerde biyofilm olusturmasina

yardimi oldugunu gostermistir (Gavin ve ark., 2003). Enterobacteriacea olarak izole edilen
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izolatlarin 2 tanesi Aeromonas spp olarak tanimlanmis iki izolattinda biyofilm olusturma
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Benzer sekilde yliksek sicakliklarda gelisebilen ve siit teknolojisi agisindan dnemli bir
bakteri olan Streptococcus thermophilus un siit isletmelerinde 1s1 degistiriciler iizerine
tutunabildigi tespit edilmistir (Andersson ve ark., 1995). Bizim c¢alismamizda da

Streptococcus spp ve Enterococcus spp yiizeylerden izole edilmistir.

4.1.4.3.2. lizolatlarin Biyofilm Olusturma Potansiyellerinin Kristal Viyole
Mikroplaka Yontemi fle Tespiti

Elde edilen izolatlarin biyofilm olusturma kapasitesi, biyofilm olusumunun tespiti i¢in
altin standart yontem olarak kabul edilen kristalviyole mikroplaka yontemi kullanilarak da
incelenmistir. Kristal viyole mikroplaka yontemi; mikroorganizmalarin mikroplaka
kuyucuklarinda gelistirilmesi, kuyucuklarin yikanmasi ve bu islem sonrasi kuyucuklarda
tutunmus olarak kalan mikroorganizmalarin optik densitidesinin Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir (O’Toole, 2011; Biswa and Doble, 2013; Lade et.al., 2014). Calismada basta
Congo Red Agar metodu ile biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlar olmak iizere tiim
izolatlarin biyofilm olusturma durumu kristal viyole yontemi ile incelenerek iki yontem
arasinda bir karsilastirma amacglanmistir. Bu karsilastirma sonucunda Congo Red Agar
metodunun kristal viyole mikroplaka yontemi yerine hizli bir ydntem olarak
kullanilabilirligi tespit edilmeye calisilmistir. Baglangi¢ asamasinda Congo Red Agar
yontemi ile biyofilm olusturdugu tespit edilen izolatlarin biyofilm olusturma durumunun
kristalviyole mikroplaka yontemi ile belirlenmistir. Calisma kapsaminda elde edilen
sonuglar Sekil 4.2 ve 4.3’de goriilebilir. Bir sonraki agamada ise Congo Red Agar 6ntemi ile
biyofilm olusturmadig: tespit edilen izolatlarin biyofilm olusturma durumu kristal viyole

mikroplate yontemi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.2. Congo Red Agar metodu ile biyofilm olusturdugu belirlenen Gram pozitif

izolatlarin kristal viyole mikroplaka yontemi ile biyofilm olusum kapasitesi
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Sekil 4.3. Congo Red Agar metodu ile biyofilm olusturdugu belirlenen Gram negatif

izolatlarn kristalviyole mikroplaka yontemi ile biyofilm olusum kapasitesi

Sepanovic ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada herhangi bir kuyucuktan elde
edilen OD degerinin, kontrol kuyucugundan (ODkontrol) €lde edilen deger ile esit veya az ise
mikroorganizmanin biyofilm olusturmadig1 seklinde degerlendirme yapildig1 bidirilmistir.
Magesh ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise OD<0,120 olmasi durumunda
mikroorganizma biyofilm olusturmayan veya zayif seviyede biyofilm olusturan, OD degeri
0,120-0,240 arasinda ise orta seviyede biyofilm olusturan ve 0,240<OD ise giiclii seviyede

biyofilm olusturan olarak degerlendirilmektedir. Cruz ve Fletcher (2011) tarafindan yapilan
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calismada ise OD degerleri 0,0-0,7 arasinda ise mikroorganizma zayif biyofilm
olusturabilen, 0,7-1,1 arasinda ise orta seviyede biyofilm olusturabilen ve 1,1’den fazla ise
giiclii seviyede biyofilm olusturabilen olarak tanimlanmaktadir.

Calismamizda kontrol kuyucugunun OD degeri 0,204 diir. Sepanovic ve ark. (2000)
tarafindan kullanilan skala kullanilmistir. Bu durumda OD degeri 0,204’a esit veya az ise
biyofilm negatif, 0,204<OD<0,408 zay1f, 0,408<OD<0,816 orta ve 0,816<OD ise giiclii
seviyede biyofilm olusturan mikroorganizma olarak degerlendirilmistir. Congo red agar
metodu ile biyofilm pozitif olan izolatlarin OD degerlerinin degerlendirildigi calisma
incelendiginde hemen tliim izolatlarin gii¢lii biyofilm olusturucu mikroorganizmalar oldugu
belirlenmistir. Sadece 26 nolu iiretim personelinden izole edilen Enterococcus feacalis orta
seviyede bir biyofilm iireticisi oldugu belirlenmistir.

Congo Red agar metodu ile siyah pigment olusturmamasi nedeniyle biyofilm negatif
olarak degerlendirilen izolatlarin tiimii kristalviyole mikroplaka ydntemi incelenen
izolatlarin da giiclii biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar oldugu belirlenmistir (Sekil

4.4,45,4.6vedT).
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Sekil 4.4. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm olusturmadigi belirlenen Listeria spp.’lerin

kristalviyole mikroplaka yontemi ile biyofilm olusum kapasitesi
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Congo Red Agar metodu ile biyofilm olusturmadigi degerlendirilen izolatlarin
incelendigi ¢alismada ise cendere bezinden elde edilen Listeria innocua; bigak ve teleme
kirma bi¢agindan elde edilen Ochrobacterium anthropi; plastik boru ve drenajdan izole
edilmis Achromobacter xylosoxidans ve Breviundimonas dimiuta; biri duvar digeri bigaktan
izole edilmis Bacillus subtilis ve B. megaterium orta seviyede biyofilm olusturan
mikroorganizma olarak degerlendirilmistir. Uretim personelinden izole edilen Klebsiella
oxytoca, salamura teknesinden izole edilen Pseudomonas fluorescens ve drenajdan izole
edilen Bacillus pumilus ise zayif zeviyede biyofilm olusturan mikroorganizma olarak
degerlendirilirken; digerler tiim izolatlar gii¢lii biyofilm olusturan mikroorganizma olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen son sonuglara gore sadece cendere bezinden izole edilen
Listeria innocua orta seviyede; diger Listeria spp.’ler drenajdan izole edilen Listeria
monocytogenes de dahil olmak iizere gii¢lii biyofilm {ireticileri olarak degerlendirilmistir.
Bu durum ciddi bir soruna isaret etmektedir. Yine Enterobacteriacea’e ait, su ve tiretim
personelinden izole edilen, insan sagligi i¢in tehlike olusturabilen Klebsiella pneumonia ve
Klebsiella pneumonia sub ozanae’nin da giiglii biyofilm olusturan mikroorganizmalar
arasinda oldugu belirlenmistir. Pseudomonas spp.’den sogukta gelisebilen ve hidrolitik
enzim {ireten Pseudomonas fluorescens’in drenajda orta ve salamurada giiglii seviyede
biyofilm olusturmasi son {irlin kalitesi igin olduk¢a 6nemli bir sonugtur. Bacillus spp.’lerden
olan su ve drenajdan izole edilerek tanimlanan B.cereus’un enteroroksin olusturabildigi
bilinmektedir. Akan ve ark. (2011) tarafindan belirtildigi iizere sogukta da gelisebilen ve
1styada direngli olan bu mikroorganizmalar son iiriin kalitesi ve insan saglig1 agisinan énemli

soru igaretleri olusturmaktadir.
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Sekil 4.5. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm olusturmadigi belirlenen CFC Agar

kullanilarak izole edilmis izolatlarin kristalviyole mikroplaka yontemi ile biyofilm olusum

kapasitesi
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Sekil 4.6. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm olusturmadigi belirlenen VRBGA Agar

kullanilarak izole edilen izolatlarin kristalviyole mikroplaka yontemi ile biyofilm olusum

kapasitesi
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Bacillus lincheniformis
Bacillus lentus
Bacillus firmus
Bacillus lentus

Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Aneurinibacillus...
Aneurinibacillus...
Bacillus cereus
Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis
Bacillus cereus
Bacillus firmus
Bacillus firmus
Bacillus megaterium
Aneurinibacillus...
Bacillus megaterium
Bacillus smithii
Bacillus coagulans
Bacillus coagulans
Aneurinibacillus...
Bacillus subtilis
Bacillus pumilus
Bacillus megaterium

Geobacillus stearothermophilus

Sekil 4.7. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm olusturmadigi belirlenen Hicrome Bacillus
Agar kullanilarak izole edilen izolatlarin kristalviyole mikroplaka yontemi ile biyofilm

olusum kapasitesi

Caligmamizda Congo Red Agar metodu kullanimi mikroorganizmalarin biyofilm
olusturma durumlarmi belirlemek icin yeterli goriilmemistir. Saising ve ark. (2012)
tarafindan yapilan caligmada aknelerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin biyofilm
olusturma kapasitesi her iki yontem ile de aragtirllmistir. Koagiilaz pozitif Staphylococcus
spp.’nin biyofilm olusturma kapasitesi mikroplaka yontemi ile %68,8 olarak bulunurken
Congo Red Agar metodu ile %62,5 olarak bulunmustur. Koagiilaz negatif Staphylococcus
spp.’nin biyofilm olusturma kapasitesi mikroplaka yontemi ile %97,7 olarak bulunurken
Congo Red Agar metodu ile %84,7 olarak bulunmustur. Aragtirmacilar Congo Red Agar
metodunun biyofilm {iretiminin tespiti i¢in hizli bir yontem olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Darwish ve Asfour (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise mastitis sebebi
olan 40 koagiilaz pozitif, 68 koagiilaz negatif Staphylococcus spp.’nin biyofilm olusturma
kapasitesi her iki yontem ile belirlenmistir. 40 adet koagiilaz pozitif Staphylococcus spp.’nin
biyofilm olusturma kapasitesi Congo Red agar metodu kullanilarak sira ile %32,5 gii¢li,
%35 orta seviyede biyofilm fireticisi ve %32,5’in biyofilm iiretmedigi belirlenirken;
mikroplaka yontemi ile %52,5’1 giiclii, %27,5’si orta ve %20’si zayif oranda biyofilm
tireticisi oldugu tespit edilmistir. 68 adet koagiilaz negatif Staphylococcus spp.’nin biyofilm
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olusturma kapasitesi ise Congo Red agar metodu kullanilarak sira ile %29,5’1 giicli,
%42,6’s1 orta seviyede biyofilm fireticisi ve %27,9’in ise biyofilm iiretmeyen olarak
belirlenirken; mikroplaka yontemi ile %44°1 giiclii, %30,9’si orta ve %19,2’s1 zayif seviyede
biyofilm {ireticisi oldugu tespit edilmistir. Calisma sirasinda biyofilm olusumu ile
iliskilendirilen eno, icaA, icaD ve bap genleri de arastinlmistir. Koagiilaz pozitif olan
mikroorganizmalarda genler sirasi ile %75, %15, %62,5 ve %?2,5 oraninda tespit
edilebilirken; kogiilaz negatif olan mikroorganizmalarda %92,6, %5.,9, %47,1 ve %4,4
oranlarinda belirlenmistir. Arastirmacilar Congo Red agar metodu ile kristalviyole
mikroplaka yonteminin tam olarak birbirini karsilamadigini belirtirken; genler ile biyofilm
olusumunun da tam olarak ac¢iklanamadigina da dikkat ¢ekmislerdir.

Yapilan ¢aligmada Congo Red agar metodu kullanilarak iiretim hatlarindan izole
edilen ve API kitleri ile tanimlanan Listeria spp. izolatlarin %10’u biyofilm iiretici olarak
tanimlanirken; kristal viyole mikroplaka yontemiyle izolatlarin tamaminin biyofilm iireticisi
oldugu belirlenmistir. Muhtemel Pseudomonas spp olarak tanimlanan izolatlarin %11,54°1
biyofilm fiiretici olarak tanimlanirken; kristal viyole mikroplaka yontemiyle izolatlarin 1’1
zayif, 2’si orta seviyede digerleri giiglii seviyede biyofilm iireticisi olarak tanimlanmustir.
Muhtemel Enterobacteriacea olarak tanimlanan izolatlarin %42,86’s1 biyofilm iiretici
olarak tanimlanirken; kristal viyole mikroplaka yontemiyle izolatlarin 1’1 zayif, 2’si orta
seviyede digerleri giiclii seviyede biyofilm fireticisi olarak tanimlanmistir. Muhtemel
Streptococcus spp. olarak tanimlanan izolatlarin %100’s1 biyofilm {iretici olarak
tanimlanirken; kristal viyole mikroplaka yontemiyle izolatlarin 1’si orta seviyede digerleri
giicli seviyede biyofilm iireticisi olarak tanimlanmistir. Muhtemel Bacillus spp. olarak
tanimlanan izolatlarin %?21,88’s1 biyofilm iiretici olarak tanimlanirken; kristal viyole
mikroplaka yontemiyle izolatlarin 1’1 zayif, 2’si orta seviyede digerleri gliglii seviyede
biyofilm fireticisi olarak tanimlanmistir. Calisma sonucunda Congo Red agar metodu ile
biyofilm iireticisi olmadig1 belirlenen tiim izolatlarin; Congo Red agar metodu ile biyofilm
tireticisi oldugu tespit edilmistir. Yine Congo Red agar metodu ile biyofilm iireticisi olarak
tanimlanan tiim izolatlar kristal viyole mikroplaka yontemi ile yine biyofilm iireticisi olarak
tanimlanmistir. Bu durum nedeniyle Congo Red agar metodunun biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin tespiti i¢in yeterli bir yontem olarak goriilmemesi gerektigi kanisina

varilmistir.
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4.1.3.3. izolatlarin Quorum Sensing Sinyallerinin Varliginin Arastirilmas: (AHL,
Al-2)

Calismamizda biyofilm olusumuna ve diren¢ gelisimine katkis1 oldugu diisiiniilen,
mikroorganizmalarin birbiri ile haberlesmesini saglayan kimyasal konusma sistemi
sinyallerinin varlig1 da arastirllmigtir. Peynir iiretim hatlarindan izole edilen Gram negatif
(Enterobacteriacea ve Pseudomonas spp.) ve Gram pozitif (Listeria spp., Streptococcus spp.
ve Bacillus spp.) bakterilerin quorum sensing(QS) sinyallerinin varligi incelenmistir. Gram
negatif bakterilerin konusma sinyali olan N-Acyl homoserine lactone (AHL) ile Gram

pozitif bakterilerinde konusma sinyali olan Auto inducer-2 (Al-2) varliklar arastirilmistir.

4.1.3.3.1. Gram Negatif I1zolatlarin AHL Sinyallerinin Varhginin Arastirilmasi

Gram negatif bakterilerin QS sinyali olan AHL’lerden olan kisa zincirli AHL sinyalleri
(C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL ve 3-0x0-C4~C8) Chromobacterium violaceum CV026
indikatorliigiinde tespit edilmistir. Orta ve uzun zincirli AHL sinyalleri (C8-HSL, 3-0xo-
C8HSL, C10-HSL, C12-HSL, 3-o0xo0-C12-HSL ve C14-HSL) Agrobacterium tumefaciens
A136 indikatorliigiinde B-galaktosidaz aktivitesi ile tespit edilmistir.

Sekil 4.8. Gram negatif bakterilerde AHL sinyal varliginin tespiti

Calismamiz sirasinda tim Gram negatif izolatlarin kisa ve uzun sinyal varliklari
incelenmistir. Chromobacterium violaceum CV026 indikatorliigiinde Luria Bentani agara
nokta ekim yapilan izolatlardan hicbiri mor pigment vermemistir. Bu neden ile

izolatlarimizin kisa zincirli AHL olusturmadigi tespit edilmistir. Agrobacterium tumefaciens
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A136 indikatorliigiinde nokta ekim yapilan Gram negatif izolatlarin bilyiik ¢ogunlugu mavi-
yesil pigment vermistir. Bununla birlikte Enterobacteriacea ait izolatlardan olan ve maya
masrapasindan izole edilen biyofilm pozitif Aeromonas hydrophila’nin mavi-yesil pigment
olusturmadigi tespit edilmistir. Aeromonas hydrophila’nin Congo Red Agar ve kristal viyole
mikroplaka yontemi ile biyofilm iireticisi oldugu tespit edilmistir. CFC agardan izole edilen
ve Congo Red Agar ile biyofilm pozitif oldugu belirlenen izolatlarin da higbirinin mavi-yesil
pigment olusturmadigi tespit edilmistir. Bu izolatlar ¢elik borudan izole edilen Pseudomonas
sturtzeri, salamura teknelerinden izole edilen Ochrobacterium anthropi ve Mannheimia
heamolytica’dir. Bu durum nedeniyle bakterilerin indikatorliigiinde tespit edilemeyecek
daha uzun zincirli sinyallerin varligina isaret ettigi degerlendirilmesi yapilmistir.

Lade ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada biyoreaktoérlerden izole edilen ve
biyofilm 6zellikleri tespit edilmis Gram negatif Pseudomonas ve Aeromonas spp.’ye ait
izolatlarin kisa, orta ve uzun AHL sinyal varliklar1 incelenmistir. Toplam 200 izolatin
168’inin AHL iiretmedigi tespit edilirken; 32 izolatin kisa ve orta AHL iirettigini
belirlemislerdir. Arastirmacilar da calismamiza benzer olarak elde ettikleri Aeromonas
hydrophila nin kisa zincirli AHL {iretmedigini belirlemislerdir. Yine ayni calismada
Pseudomonas japonica izole edilmis; izolatin kisa AHL iiretmedigi belirlenmistir. Tang ve
ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada Pseudomonas spp.’ye ait izolatlarda sadece orta

ve uzun zincirli AHL sinyalerini tespit edebildikleri bildirilmistir.

4.1.3.3.2. Gram Pozitif Izolatlarin AI-2 sinyallerinin Varh@mnin Arastirilmasi

Calismamizda Ezine peynir liretim hatlar1 elde edilen Gram pozitif izolatlarin biyofilm
olusumu ve diren¢ gelisimi i¢in dnemli bir faktdr olan quorum sensing sinyal varliklar
arastirilmistir. Gram pozitif (Listeria spp., Streptococcus spp.ve Bacillus spp.) bakterilerin
de kullandigi bir sinyal sistemi olan AI-2 sinyal varliklar1 Vibrio harveyi BB 170
indikatorliigiinde incelenmistir (Sekil 4.9, 4.10, 4.11). Calismada AI-2 sinyal varliginin
incelemesi i¢in Congo Red agar metodu ile biyofilm pozitif oldugu belirlenen izolatlar yani
sira kristal viyole mikroplaka yontemi ile giiclii biyofilm {ireticisi oldugu tespit edilen

izolatlar kullanilmstir.
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Sekil 4.9. Listeria spp. Al-2 sinyal varliginin belirlenmesi (nc: negatif kontrol)
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Sekil 4.10. Streptococcus spp. Al-2 sinyal varliginin belirlenmesi (nc: negatif kontrol)
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Sekil 4.11. Hicrome Bacillus Agar kullanilarak izole edilmis izolatlarin AI-2 sinyal

varliginin belirlenmesi (nc: negatif kontrol)

Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°da nc olarak ifade edilen birim negatif kontrol kuyucugudur ve
icinde sadece indikator mikroorganizma olan AB besiyeri icerisinde Vibrio harveyi BB 170
bulunmaktadir. Yontemin temelinde indikator mikroorganizmanin ortamda AI-2 sinyali
varliginda 1s1ma yapmasi vardir. Vibrio harveyi BB 170 Al-2 sinyali varliginda 1s1ma yapan
bir mikroorganizmadir (Bassler, 2002; Waters and Bassler, 2007; Park ve ark., 2014).
Calismada AI-2 sinyal varligi negatif kontrole (nc) oranla tespit edilmistir. Vilchez ve ark.
(2007) tarafindan yapilan ¢alismada yontemde negatif kontrol olarak kullanilan V.harveyi
MM 30 yerine Vibrio harveyi BB 170 iceren AB besiyeri kullanimi arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemsiz oldugu bildirilmistir (P<0,05). Turovskiy ve Chinkidas (2006)
tarafindan yapilan ¢alismada 600 nm’de pozitif kontrol olarak kullanilan Vibrio harveyi BB
120’nin OD degeri 1,0 olarak bulunurken; negatif kontrol (nc) olarak kullanilan V.harveyi
MM 30’in OD degeri 0,0 olarak tespit edilmistir. Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8’de goriildiigii iizere
negative kontrol olarak kullanilan i¢inde V.harveyi BB 170 igeren AB besiyerinin OD degeri
0,0375 olarak okunmustur. Bu duruma AB besiyerinde bulunan ve AI-2 sinyal molekiilii

gibi davranan baz1 maddelerin sebep olmus olabilecegi degerlendirilmektedir (Vilchez ve
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ark., 2007). Okunan degerin diisiik olmasindan dolayr V.harveyi BB 170 igeren AB
besiyerinin negatif kontrol olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Sekil 4.9, 4.10 ve
4.11°de goriildigii lizere tiim Gram pozitif izolatlarin OD degeri nc degerinden yiiksektir.
Bu nedenle belirlenmis tiim izolatlar Al-2 sinyali iireticisi olarak degerlendirilmistir.
Calismada belirlendigi iizere en yiikksek OD degeri veren Streptococcus bovis cendere
bezinden izole edilmistir. ikinci en yiiksek degeri veren Aneurinibacillus aneurinilyticus
sudan, Streptococcus thermophilus ¢elik borudan, Enterococcus feacalis duvardan izole
edilmistir. Listeria spp.’e ait en yiiksek degerin ¢elik borudan izole edilen Listeria innocua’a
ait oldugu belirlenmistir.

Vilchez ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada mikroplate okuyucular (600
nm) ve Biyoliiminesans okuyucular ile elde edilen sonuglar incelenmistir. Pozitif kontrol
olarak Vibrio harveyi BB 152 kullanilan ¢alismada, mikroorganizma 0,75-3,75 saat 30°C’de
inkiibe edilmis ve AI-2 aktivitesi incelenmistir. 600 nm’de AI-2 aktivitesi degerleri 0,831-
0,121 degeri arasinda tespit edilmistir. RLU degerleri ise 6,1-5,8 degerleri arasinda
bulunmustur. Arastirmacilar 600 nm’de okunan optik yogunluk degeri ile Biyoliiminesans
degerinin (RLU) okundugu yontemin benzerlik tasidigini belirtmislerdir. Zhang ve ark.
(2011) tarafindan yapilan calismada atik aritma tesislerinden izole edilen R1 ve R2
izolatlarimin toplam 35 giin boyunca Al-2 aktivitesi incelenmistir. Caligmada Al-2 aktivitesi
negatif kontrole kars1 izolatlardan elde edilen OD degerleri ile aritma tesisinden elde edilen
camurun Graminda AI-2 aktivitesi olarak hesaplanmistir. Calisma baslangicinda AI-2
aktivitesi/g izolatlar igin 0,83-2,33 degerlerinde hesaplanmistir. Calismada AI-2 aktivitesi
14. giinde en yiiksek degerine ulasmis (8,33), 35. giinde bu degerler 1,8-2,55 seviyelerine
geri donmiistiir. Blana ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada marketlerde satilan
kiymalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (Leuconostoc spp., Weisseria spp. ve
Lactococcus spp.) Al-2 aktiviteleri incelenmistir. Calismada Gram pozitif laktik asit
bakterilerin Al-2 sinyal aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Benzer olarak yapilan
calismada da bir laktik asit bakterisi olan S.thermophilus’un AI-2 aktivitesi oldugu tespit
edilmistir. Almasoud ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Esherichia coli ve
Salmonella spp. ait mikroorganzimalarin AI-2 aktivitesi luminometre kullanilarak
arastiritlmig;  degerler 55 ve 53 RLU olarak  bulunmustur. Arastirmacilar
mikroorganizmalarin Al-2 aktivitesinin olduk¢a yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Jones ve
Blasser (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada Bacillus anthracis ve B.subtilis gibi Bacillus

tiirlerinde AI-2 sinyali olusumunu saglayan genlerin tespit edildiginden bahsedilmistir.
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4.2. Peynir Uretim Hatlarindan Elde Edilen Biyofilm Pozitif izolatlar1 Uzerine
Etkili Antimikrobiyal ve Antiquorum Sensing Dogal Maddelerin Belirlenmesi

Dogal, antibiyofilm ve antiquorum sensing dezenfektan madde liretiminin ana agsamast
olarak cesitli dogal maddelerin belirlenmesi amaciyla; maddelerin antimikrobiyal ve
quorumquenching etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir. Dogal madde olarak Epigallocatechin
gallate, Panax ginseng, curcumin, Camellia sinensis, vanilin, kirmiz1 panax ginseng,
Ganoderma lucidum, Prunella vulgaris, Sambucus nigra, Cichorium intybuss, Calendula
officinalis, boraks, propolis, resveratrol, elma sirkesi, nisin, Hypericum perforatum ve
Thymus vulgaris kullanilmistir. Bu maddelerin se¢iminde dogal olusu, kolay elde
edilebilirligi ve literatiirde antimikrobiyal etkisi ile karsilagilmast etkili olmustur. Boraks
maddesi hari¢ tiim maddelerin 1 mg/mL’lik konsantrasyonlari hazirlanmistir. Boraks
maddesi ise lilkemiz i¢in oldukc¢a 6nemli bir madde olup; diinya rezervinin yaklasik %611
iilkemizde bulunmaktadir. Tkinci biiyiik rezerv ise Amerika Birlesmis Devletleri’nde olup;
iki tilke ise diinya rezervinin %90’nin1 elinde bulundurmaktadir (Tiirker ve ark., 2014;
Erkmen ve Yapici, 2015). Bu madde 1 mg/mL ve 2 mg/mL konsantrasyon seviyelerinde
hazirlanmistir. Ekstraktlar gida sanayinde dezenfektan olarak kullanilan ve dezenfektanlarin

hazirlanmasinda kullanilan %70’lik etil alkol ile hazirlanmistir.

4.2.1. Dogal Ekstraktlarin  Antimikrobiyal-Antibiyofilm  Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Calisma sirasinda oncelikle ilgili maddelerin Congo Red Agar ve kristal viyole
mikroplaka metot ile biyofilm pozitif izolatlar, dezenfektan direngli kontrol suslari tizerine
antimikrobiyal-antibiyofilm 6zellikleri incelenmistir. Calismada bu maddelerin etkileri disk
difizyon metodu (Kirby-Bauer) ile arastirilmis; incelenen maddelerin antibiyofilm-
antimikrobiyal etkisi Cizelge 4.14’de verilmistir.

Camellia sinensis, Panax ginseng, vanilin, curcumin, kirmizi panax ginseng,
Ganoderma lucidum, Prunella vulgaris ve Sambucus nigra maddelerinden herhangi bir zon
elde edilememistir. Calismada negatif kontrol olarak kullanilan su ve %70’lik etil alkol

maddelerinden herhangi bir zon elde edilememistir.
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Cizelge 4.14. Dogal maddelerin antimikrobiyal madde analizlerinde zon caplar1 sonuglari

Kiiltiir Calendula  Boraks1 Propolisl  Boraks 2 Propolis2  Resveratrol
officinalis o

(Lmg/ml) (2mg/ml)  (Ticari)
L.innocua (1) 9+0,0 12+1 9+0,0 9+0,0 10+0,0 10+0,0
E.cloacea (6) 8+0,0 9+0,0 8+0,0 8,5+0,5 8+0,0 7,5+0,5
P.stutzeri (18) 9+0,0 8+0,0 9+0,0 7,5+0,5 <6 <6
S.lactis (27) 740,0 9+0,0 9+0,0 7,5+0.,5 9+1,0 7,540,5
B.coagulans (32) 8+0,0 8+0,0 80,0 9,5+0,5 8+0,0 <6
P.aeruginosa 10+0,0 8+0,0 7,5+0,5 8+0,0 8+0,0 <6
ATCC 27853
S.aureus ATCC 9+0,0 8+0,0 10£0,0 8+0,0 15+1 9+0,0
6538 P
M.luteus ATCC 9+0,0 8+0,0 8+0,0 8+0,0 10+0,0 8+0,0
4698
E.coli ATCC 9+0,0 10+0,0 8,5+0,5 9+0,5 <6 <6
25922
Kiiltiir Nisin Hypericum Thymus EGCG Cichorium Elma

Perforatum  vulgaris intybus Sirkesi
L.innocua (1) 9,5+0,5 8,5+0,5 7+0,0 18,5+0,5 <6 7,5+0,5
E.cloacea (6) 7+0,0 7+0,0 8,5+0,5 16+1 <6 <6
P.stutzeri (18) 7+0,0 8+0,0 <6 17+0,0 <6 7+0,0
S.lactis (27) 10+0,0 9+0,0 8,5+0,5 18+1 <6 <6
B.coagulans (32) 7,5+0,5 8+1,0 7+0,0 18+0,0 <6 <6
P.aeruginosa 7+0,0 7,5+0,5 7+0,0 15+0,0 7+0,0 <6
ATCC 27853
S.aureus ATCC 9+1,0 10+0,0 10+0,0 17,540,5 8+0,0 <6
6538 P
M.luteus ATCC 8+0,0 7+0,0 7+0,0 13,5+0,5 <6 8+0,0
4698
E.coli ATCC 7+0,0 7+0,0 <6 18,5+0,5 8+0,0 <6
25922

*QOrtalama+Sandart Sapma, mm
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Cizelge 4.14’de goriildiigli iizere Epigallocatechin gallate (EGCG), Calendula
officinalis, boraks 1, boraks 2, propolis 1, nisin ve Hypericum perforatum tim
mikroorganizmalar {lizerine antimikrobiyal-antibiyofilm etkili oldugu tespit edilmistir.
Propolis 2, 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri ve Esherichia coli ATCC 25922 iizerine
etkili olmadig tespit edildigi gibi ekstraktin son derece yapiskan ve yiizeyi boyar oldugu
tespit edilmistir. Bu nedenlerle propolis 2 olarak adlandirilan ticari popolis ekstrakt: ile
calisilmaya devam edilmemistir.

Calismamizda giiglii biyofilm olusturan ve dezenfektan direngli mikroorganizmalar
tizerine en etkili madde epigallocatechin gallate oldugu belirlenmis; ikinci en etkili
maddenin ise boraks 1 oldugu goriilmiistiir.

Laird ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada bergamot ve portakal esansiyel
yagimin 1:1 oraninda karistirilmast ile elde edilen dogal maddenin hastanelerden izole edilen
vankomisin direngli Enterococcus faecalis ve metisilin direngli Staphylococcus aureus’un
biyofilm olusumunun iizerine etkisi incelenmistir. Kristal viyole mikroplaka yontemi
kullanilarak maddelerin E.feacalis’in biyofilm olusumunu %76 oraninda, S.aureus’un
biofim olusumunu %48 oraninda azaldigi tespit edilmistir. DeOliveira ve ark. (2010)
tarafindan yapilan caligmada ise limon otu esansiyel yaginin Listeria monoctogenes’in
biyofilm olusumunu %40 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Ozcan ve Zorba (2016)
tarafindan yapilan calismada ise tarcin esansiyel yagi, limon esansiyel yagi ve ultrases ile
kombinasyonlarinin Listeria monoctogenes iizerine antimikrobiyal etkisi aragtirtlmistir.
Arastirmacilar limon esansiyel yagmin Listeria monoctogenes iizerine inhibisyon zonu
capinin 13,67 mm olarak tespit ederken; tar¢in esansiyel yaginin inhibisyon zonu ¢apinin 21
mm oldugu belirlemislerdir. Arastirmacilar tarafindan tespit edilen inhibisyon zon ¢aplar1
calismada elde edilen degerlerden oldukga fazladir. Bununla birlikte tar¢in esansiyel yagi
disinda diger esansiyel yaglarin asidik yapida olusu gida iiretim hatlarinda korozyon sebebi
olabileceginden, bu tiir esansiyel yaglar tercih edilmemistir. Yine yagl yapinin yiizeylerden
uzaklastirilmasinin zor olacagi ¢aligma baslangicinda diisiiniildiigiinden esansiyel yaglar ile
calisilmamasi karar1 verilmistir.

Lade ve ark. (2015) yapilan calismada curcumin ve epigallocatechin gallate
(EGCG)’in DMSO ile hazirlanan ekstraktlarinin aritma sistemlerinden elde edilen biyofilm
olusturabilen Gram negatif bakteriler iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada ilgili
maddelerin yar1 MIK degerlerinin mikroorganizmlarin biyofilm iiretime iizerine %52-78
oraninda etkili oldugu tespit edilmistir. Serra ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada

ise EGCG’1n csgD mRNA ve sRNA RybB’yi baskilayarak biyofilm iiretimini engelledigini
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belirlemislerdir. Calismamizda da EGCG’1n inhibisyon zonu ¢aplarinin diger dogal madde
ekstraktlarina oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bayoub ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir calismada 13 adet bitkinin %9011k etil
alkol ile hazirlanan eckstraklarimin Listeria monocytogenes ATCC 19117 iizerine
antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Caligmada tetrasiklin antibiyotiginin Listeria
monocytogenes ATCC 19117 iizerinde inhibisyon zonu 33 mm, vankomisin antibiyotiginin
ise inhibisyon zonu ¢ap1 20 mm olarak oOl¢iilmiistiir. %90 etil alkolle hazirlanan nane
ekstraktinin inhibisyon zonu 26 mm, mine ¢igegi ekstraktinin ise inhibisyon zonu 14 mm
olarak tespit edilmistir. Bayoub ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada Listeria
monocytogenes ATCC 19117 iizerine Thymus vulgaris’in %90 etil alkolle hazirlanan
ekstiraktinin kullanilmasi durumunda 18 mm’lik zonlar elde edilirken, ¢alismamizda
Thymus vulgaris’in %70°1ik etil alkol ile hazirlanan ekstraktinin biyofilm pozitif, AI-2 aktif
Listeria innocua izolat1 lizerine inhibisyon zonu ¢apinin 7 mm oldugu belirlenmistir. Ezine
peyniri liretim hatlarindan izole edilen Listeria innocua’nin giiglii biyofilm iireticisi olusu
ve siirekli temizlik yapilan bir iiretim hattindan izole edilmesi nedeniyle kimyasallara
olduk¢a dayanikli olmasinin zon ¢aplarin daha diisiik olmasina sebep olabilecegi, bunun yani
sira kullanilan Thymus vulgaris 'in farkli kaynaklardan elde edilmis olmasini da etkili oldugu
distiniilmiistir. Kavanaugh ve Ribbeck (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise Thymus
vulgaris esansiyel yagmin Pseudomonas ve Staphyloccocus spp. lizerine antimikrobiyal
etkisi arastirilmis; ticari Thymus vulgaris yagimin Pseudomonas ve Staphyloccocus spp.
lizerine inhibisyon zon ¢aplarinin 18-20 mm civarinda oldugu bildirilmistir.

Kim ve Park (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise toluene ile hazirlanmis zencefil
(Zingiber officinale) ekstraktinin Pseudomonas aeruginosa PA14’nin biyofilm olusumu
tizerine etkisi arastirilmistir. Zencefil ekstraktinin Pseudomonas aeruginosa PA14 gelisimi
tizerine higbir etksi olmadigi bulunmustur. Ekstraktin kullanimi sirasinda ilk 8 saatte
biyofilm olusum yaklasik % 39 degerinde azalirken; 24 saatin sonucunda % 56 oraninda
azaldig1 arastirmacilar tarafindan aktarilmistir.

Bryan ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise ticari olarak hazirlanmig Rus
propolis’inin etil alkollii ekstraktinin penisilin-direngli Staphylococcus aureus ve
antibiyotige duyarli Escherichia coli {izerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ticari Rus
propolis ekstraktinin mikroorganizma sivi ortamina % 20 oraninda eklenilmesi ve 18 saat
beklenmesi sonucunda her iki tiir bakterinin biyofilm olusumunu % 100 oraninda inhibe
ettigi aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir. Calismamizda propolis 1’in (%70 etil alkol ile

hazirlanan) standart bakteri suslar1 Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Escherichia coli
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ATCC 25922 iizerinde etkili oldugu tespit edilirken (10 ve 8,5 mm); propolis 2’nin (ticari
Tiirk propolis’i) sadece Staphylococcus aureus ATCC 6538 P lizerinde etkili oldugu tespit
edilmistir (15 mm).

Rathore ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada boraksin Candida albicans
tizerine antimikrobiyal etkisi olmadig1 tespit edilmistir. Wang ve ark. (2016) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ise deiyonize su ile hazirlanan boraks, yttrium ve TiO2 maddeleri
iceren karisimlarin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli {izerine antimikrobiyal etkisi
oldugu belirtilmistir. Calismada sadece boraks ile TiOz igeren karisimin karisimin S.aureus
ve E.coli iizerine inhibisyon zon caplar1 8,21 ve 10,61 mm olarak 6lgiilmiistiir. lgili
calismada iic madde karisgtmmin 8,02 ve 7,75 mm zon c¢api olusturabilmektedir.
Calismamizda 1mg/mL’lik %70 etil alkolle hazirlanmis boraks ekstrakti S.aureus ATCC
6538 P ve E.coli ATCC 25922 i¢in 8 ve 10 mm ¢aplarinda inhibisyon zonu olusturmustur.
2mg/ml’lik %70 etil alkolle hazirlanmis boraks ekstraktinin ise S.aureus ATCC 6538 P ve
E.coli ATCC 25922 igin 8 ve 9 mm gaplarinda inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.

4.2.2. Dogal Ekstraktlarinin Antiquorum sensing Ozelliklerinin Belirlenmesi
Calismamizin bu asamasinda antimikrobiyal etkileri belirlenen dogal maddelerin
biyofilm olusumuna 6nemli katkist bulunan quorum sensing sinyallerinden AHL ve Al-2

sinyallerini kesme durumlar1 incelenmistir.

4.2.2.1. Dogal Ekstraktlarin AHL Sinyalleri Uzerine Antiquorum sensing Etkisi

Calismada dogal maddelerin Gram negatif bakterilerin kullandigr kisa AHL
(AcylHomoserin Lactone) (C4, C6 ve C8-HSL) ve uzun AHL (C8-C14-HSL) sinyallerini
kesici Ozellikleri incelenmistir. Kisa AHL sinyalleri goriiniirliigii igin Chromobacterium
violaceum CV026, uzun AHL sinyalleri goriiniirliigii icin Agrobacterium tumefaciens A 136
indikator olarak kullanilmistir. Luria Bentani agar tizerinde indikator mikroorganizmalarin
pigment olusumu saglanmis ve disklere emdirilmis dogal maddelerin bu pigmentler iizerinde
zon olusumlari incelenmistir.

Calismada Chromobacterium violaceum CV026 mor pigment olustururken;

Agrobacterium tumefaciens A 136 agik mavi-yesil pigment olusturmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Disk difiizyon metodu ile antiqgourum sensing analizi

Olusan zonlarin ¢aplarina gore dogal maddelerin quorum quenching O6zellikleri
belirlenmistir. Ilgili ¢alismada antimikrobiyal calismasi sirasinda son derece yapiskan
ozelligi oldugu tespit edilen propolis 2 ve 1 mg/ml’lik ekstrakt ile aralarinda belirgin bir fark
bulunmadigi goriilen Boraks 2 kullanilmamisgtir. Yine antimikrobiyal-antibiyofilm etkisi
bulunamadigi halde Camellia sinensis, Panax ginseng, vanilin ve curcumin ekstraktlari
secilerek herhangi bir antimikrobiyal etkisi bulunmayip QQ etkisi bulunan ekstraktlarinin
olup olmadig1 da arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuglar ¢izelge 4.15°de verilmistir.

Dogal maddelerin %70 etil alkol ile hazirlanmis ekstraklarinin kisa ve uzun zincirli
AHL sinyalleri {izerine etkileri incelendiginde %70 etil alkoliin ve Cichorium intybuss’un
herhangi bir QQ etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Epigallocatechin gallate’in(EGCG) uzun
ve kisa zincirli AHL sinyalleri {izerine en etkili dogal ekstrakt oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.15). vanilin, Panax ginseng, curcumin, Camellia sinensis ekstraklarinin ve elma
sirkesinin kisa zincirli AHL sinyalleri iizerine olan etkileri uzun zincirli AHL sinyalleri
iizerine olan etkilerinden daha fazladir. Boraks’in kisa ve uzun zincirli AHL sinyalleri
iizerine etkisi esit olup; diger dogal maddelere oranla ¢ok yiiksek bir QQ etkisine sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Propolis, Calendula officinalis, Thymus wvulgaris, Hypericum

perforatum, resveratrol ve nisin’in uzun zincirli AHL sinyalleri tizerine QQ etkisinin daha
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yiikksek oldugu goriilmiistiir. Calismada disklerin boyutlarinin 6 mm oldugu géz Oniinde
bulundurulacak olursa; nisin, boraks ve Hypericum perforatum’un kisa AHL sinyalleri

tizerine QQ etkisinin ¢ok yiiksek olmadig1 degerlendirilmistir.

Cizelge 4.15. Dogal maddelerin AHL sinyalleri i¢in QQ analizlerinde zon ¢aplari sonuglari

Dogal Madde Kisa Zincirli AHL Uzun Zincirli AHL
(C.violeceum CV026) (Atumefaciens A 136)

Epigallocatechin gallate 16,5+1,5 20+0,0
(EGCG)
Vanilin 11,5+0,5 9,0+1,0
Panax ginseng 11,0£1,0 8,5+0,5
Curcumin 9,0£0,0 8,5+0,5
Camellia sinensis 17,5+0,5 10,0+0,0
Propolis 8,0+1,0 9,0+1,0
Elma Sirkesi 13,0+0,5 12,0+0,5
Cichorium intybuss <6,0 <6,0
Calendula officinalis 7,5+0,0 13,5+0,5
Thymus vulgaris 7,5+0,0 9,5+0,5
Hypericum perforatum 7,0+0,0 8,0+0,5
Boraks 7,0+0,0 7,0+0,5
Resveratrol 8,5+1,0 10,5£0,5
Nisin 6,5+0,0,0 26,5+0,5
%70 Etil Alkol <6,0 <6,0

*QOrtalama+Standart Sapma, mm

Nagy (2010) tarafindan yapilan ¢alismada yaklagsik 50 adet dogal bitki ektraktinin kisa
zincirli AHL sinyalleri iizerine etkisi arastirilmistir. Ekstraktlar %40 etil alkol kullanilarak
hazirlanmistir. Arastirmaci ¢aligmamizla ortak olarak kekik (Thymus vulgaris) ve kirmizi
ginseng’in (Panax ginseng) QQ etkisi incelenmis; kekik i¢cin 16 mm inhibisyon zonu elde

edilmistir. Calismamizda ise Kazdaglar1 kokenli kekigin (Thymus vulgaris) 7,5 mm
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inhibisyon zonu oldugu goriilmiistiir. Kirmiz1 ginseng’in Nagy (2010) tarafindan yapilan
calismada kisa zincirli AHL sinyalleri iizerine herhangi bir inhibisyon zonu olmadig: tespit
edilmistir. Calismamizda ise antimikrobiyal etkisi olmayan kirmizi ginseng ve ginseng
maddelerinden ginseng’in AHL QQ etkisi arastirilmis; maddenin kisa zincirli AHL
sinyalleri i¢in 11 mm, uzun zincirli AHL sinyalleri i¢in 8,5 mm inhibisyon zonlar1 elde
edilmstir.

Propolis ise arilar tarafindan tretilen ve kovanlarin1 mikroorganizmalardan korumak
i¢cin kullandiklar1 bir maddedir. Propolis’in ve etil alkolle iiretilen ekstraktinin 6zellikle kisa
zincirli AHL sinyallerini inhibe ettigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Lamberte ve ark.,
2011; Lazar ve ark., 2013). Lamberte ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada %95 etil
alkol ile kullanilan Filipinler propolis’inin ekstrakti hazirlanmais; kisa zincirli AHL varliginin
belirlenmesi i¢in kullanilan C.violaceum kullanilarak sinyal inhibisyonu arastirilmistir.
Caligmada etil alkol ile hazirlanmig propolis ekstraktinin kisa zincirli AHL sinyalleri izerine
inhibisyon etkisi oldugu bulunmustur (10 mm). Bulmman ve ark. (2011) tarafindan yapilan
calismada ise propolis’in % 70 etil alkol ile ekstrakt1 hazirlanmis ve C.violaceum CV026’nin
sinyal tiretimi tizerine inhibisyon etkisi OD degerlerine bakilarak aragtirilmigtir. Calismada
%70 etil alkol ile hazirlanan propolis’in C.violaceum CV026’nin sinyal tiretimini %67
oraninda azalttig1 bulunurken; uzun zincirli sinyallerden C10-HSL i¢in inhibisyon orani ise
% 80 seviyesinde oldugu bildirilmistir. Calismamiz sirasinda ise propolis’in %70 etil alkol
ile hazirlanmistir. Ekstraktlarininin kisa ve uzun zincirli AHL sinyalleri iizerine QQ etkisi
arastrilmis; kisa zincirli AHL sinyaller iizerine 8 mm, uzun zincirli AHL sinyalleri {izerine
9 mm inhisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Bu durum Bulman ve ark. (2011) tarafindan
elde edilen sonuca benzerlik gostermektedir.

Koh ve ark. (2013) tarafindan yapilan derlemede, ¢alismamizda da yer verilen Panax
ginseng, curcumin, vanilin ve Prunella vulgaris’in kisa AHL sinyalleri iizerine antagonistik
etkisi derlenmis; tiim maddelerin indikat6r C.violaceum CV026 iizerine antagonistik etkiye
sahip oldugu vurgulanmistur. Choo ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada vanilyanin
metil alkol ile hazirlanan ekstraktinin C.violaceum CV026 iizerinde higbir inhibisyon zonu
olusturamadigini bildirmistir. Chang ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise dimetil
siilfoksit (DMSO) kullanilarak hazirlanan %10’luk (v/v) curcumin ekstraktinin AHL
sinyalleri iizerine etkisinin bulunmadig tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma da ise Thymus
vulgaris, vanilin, Panax ginseng ve curcuminin %70 etil alkol ile hazirlanan ekstraktlarinin

kisa zincirli AHL sinyalleri iizerine sirasi ile 7,5;11,5; 11 ve 9 mm inhibisyon zonu
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olusturdugu belirlenmistir. Ayrica curcuminin %70 etil alkol ile hazirlanan ekstraktlarinin
uzun zincirli AHL sinyalleri {izerine inhibisyon etkisnin varligi tespit edilmistir (8,5 mm).
Lade ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Epigallocatechin gallate (EGCG)’1n
DMSO ile hazirlanan ekstraktinin uzun ve kisa AHL sinyalleri iizerine inhibisyon etkisi
oldugunu belirlenmistir. Ayni calismada ve Lade ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢calismada
DMSO ile hazirlanan curcumin ekstraktinin atik aritma sistemleri biyoreaktorlerinde AHL
sinyal kontrolii i¢in kullanilabilecegi; fakat ilgili maddenin kullanimi ile sadece kisa zincirli

AHL sinyallerinin engellenebilecegi belirtilmistir.

4.2.2.2. Dogal Ekstraktlarinin AI-2 Sinyalleri Uzerine Quorum Quenching Etkisi

Bu calismada elde edilen izolatlardan bir kisminin AI-2 sinyal {ireticisi oldugu tespit
edilmistir. Bu asamada dogal ekstraktlarin bu sinyaller {izerine quorum quenching etkinligi
incelenmistir. Al-2 sinyali indikatorii olarak Vibrio harveyi BB 170 ve en yiiksek Al-2
sinyaline sahip olan cendere bezinden izole edilen 25 no kodlu Streptococcus bovis
kullanilmis; siyah mikroplaka kullanilarak optik yogunluk degerlerine gore yiizde
inhibisyon degeri belirlenmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13°de goriildiigi izere en yiiksek AI-2 sinyali inhibisyonunu %47,8 ile
Epicatechin gallate (EGCG)’1n sagladig1 belirlenmistir. ikinci en yiiksek deger %46,7 ile
%70’lik etil alkole ait oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.13’de goriilen “none” hi¢cbir madde
kullanilmadiginda goriilen yiizde AI-2 sinyali inhibisyon degeridir. Calismada en diisiik
yiizde inhibisyon degeri %6,8 ile Sambucus nigra ekstrakti ile elde edilmistir.
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Sekil 4.13. 25 nolu S. bovis’in AI-2 sinyallerinin yiizde inhibisyonunun belirlenmesi metodu

ile Antiquorum sensing analizi

En yiiksek AI-2 inhibisyon degerini veren Epigallocatechin gallate (EGCG)’'1in ve
%70’1ik etil alkoliin, AI-2 sinyal aktiviteleri yiiksek olan ii¢ farkli tiir izolat iizerine
inhibisyon etkileri de arastirilmistir (sekil 4.14). L3 kodlu Listeria innocua gelik borudan,
25 no kodlu Streptococcus bovis cendere bezinden ve B9 kodlu Aneurinibacillus
aneurinilyticus sudan izole edilmistir. Aneurinibacillus aneurinilyticus, Listeria innocua ve
Streptococcus bovis’in Al-2 sinyallerinin inhibisyon degerinin en fazla EGCG kullanilarak
elde edildigi Sekil 4.14’de goriilebilmektedir. Bu durumdan da anlasilacagi iizere
mikroorganizma tiiriiniin degismesi ilgili maddenin AI-2 sinyalleri iizerine inhibisyon
durumunu biiyiik 6l¢iide degistirmemistir. Yine Sekil 4.15’e bakilarak EGCG’1n AI-2 sinyal
inhibisyon degerinin sirasi ile Listeria, Streptocoocus ve Bacillus spp. sinyalleri iizerinde

daha yiiksek oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.14. En yiiksek AI-2 sinyalleri veren izolatlarin en yiliksek %inhibisyon degeri olan
EGCG ve %70’lik etil alkol ile gelisim durumu

Zhu ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Cin targini bitkisi yaginin DMSO ile
1:50 oraninda hazirlanmis ekstiraktinin AI-2 sinyalleri {izerine etkisi arastirilmistir.
Calismada mastitis etmeni olan Staphylococcus aureus ve Esherichia coli 29 bakterilerinin
sinyalleri iizerine inhibisyon analizi yapilmis; . MIK degerinin mikroorganizmalarin
inhibisyonunu saglayamazken AI-2 inhibisyonunu saglayabildigi belirtilmistir. Calismada
Gram pozitif S.aureus’un AI-2 sinyallerinin miktarinin sifirlanamadigi, % MIK degerinde
en diisiik diizeyde oldugu, MIK degerinde goriilen sinyal degerinin 2 MIK degerin goriilen
Al-2 degerinin istiine ¢iktig1 goriilmiistiir. Gram negatif E.coli 29 bakterisinin Al-2 sinyali
MIK degerleri dogrultusunda azaldig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Almasoud ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 1spanak ve kavundan izole
edilmis Salmonella Typhimurium’un AI-2 sinyal varlig1 tespit edilmis; laktik asit, malik asit
ve kombinasyonunun sinyaller iizerine etkisi arastirilmistir. Laktik asit %1-4, malik asit %1-
4 ve malik asit-laktik asit kombinasyonun % 1 ve 4 oraninda hazirlanarak AI-2 sinyallerinin
inhibisyonu {iizerine etkisi incelenmistir. AI-2 sinyallerinin sirasi ile % 26,2-80,2; % 23,4-
37,5 ve %17,2-25,4 arasinda inhibe oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada ise etkili madde

olan EGCG’1n AI-2 sinyalleri inhibisyon oram1 %47,8 oraninda gerceklesmistir. Bu oran
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malik asit ve malik asit/laktik asit kombinasyonlarindan fazla; % 4’lik laktik asit
uygulamasindan azdir.

Bu calismada AI-2 sinyal inhibisyonu arastirmasi i¢in hazirlanan dogal madde
ekstraktlarinin hazirlandig1 % 70 etil alkoliin inhibisyon yiizdesinin EGCG harig tiim dogal
maddelerden yiiksek oldugu belirlenmis. Incelenebilen AI-2 inhibisyon c¢alismalarinda
ekstraktlarin hazirlandig1 ¢oziiciilerin inhibisyon etkisinin arastirilmadigi tespit edilmistir.
Benzer olarak Soni ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada dana kiyma 6rneklerinin
farkli solventler ile hazirlanan ekstraktlarinin AI-2 inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu
caligmada su ile hazirlanan ekstraktin inhibisyon degeri %88 olarak tespit edilirlen; hekzan
ile hazirlanan ekstraktin % 95, etil asetat ile hazirlanan ekstraktin %30 ve metil asetat ile
hazirlanan ekstraktin % 15 civarinda inhibisyon etkisinin oldugu belirlenmistir. Vilchez ve
ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ortamda bulunan iz maddelerin AI-2 aktivitesini
etkiliyebildigi bildirilmistir. Bu ¢alisma ¢6ziicii maddelerin de AI-2 aktivitesi olabilecegine

dair bir isaret olarak yorumlanabilir.

4.2.3. Dogal Ekstraktlarmmn Minimum Inhibitor Konsantrasyonu (MIK),
Minimum Bakterisidal Etki Konsantrasyonunun (MBK) ve Yiizde inhibisyon (%1hb.)
Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda hem antimikrobiyel ham de quorum sensing 6zelligi olan
dogal maddelerin MiK, MBK ve yiizde inhibisyon degerleri boliim 3.3.3.4’de belirtilen
yontemler ile tespit edilmistir. ilgili degerler Cizelge 4.16°da verilmistir.

Calisma sonucunda EGCG, Calendula officinalis ve propolis 1 ekstraktlari disinda
tim dogal maddelerin MIK ve MBK degerlerinin esit oldugu bulunmustur. En yiiksek
inhibisyon degerine sahip dogal maddenin EGCG oldugu tespit edilmistir. EGCG 1 nolu
izolat Listeria innocua gelisimini %93 oraninda azaltirken; 6 nolu izolat Enterobacter
cloacea gelisimini % 87, 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri gelisimini %82,2, 27 nolu
izolat Streptococcus lactis gelisimini %93, 32 nolu izolat Bacillus cloacea gelisimini %53,2
oraninda azaltmistir. Standart kiiltlirler ile yapilan denemelerde ise inhibisyon orani
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Micrococcus luteus ATCC 4698 ve Esherichia coli ATCC 25922 igin sirasi ile %88,8, %98,
%81,6 ve %97 olmustur. Propolis 1 ise diger en yliksek inhibisyon degerlerine sahip dogal
madde oldugu goriilmistiir. Propolis 1 ekstraktinin en yiiksek inhibisyon degeri 27 nolu

izolat Streptococcus lactis’in (%97,2) gelisimi iizerinde gergeklesirken; en az inhibisyon
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degeri Esherichia coli ATCC 25922 (%14,8) gelisimi lizerinde gergeklesmistir. En diisiik
inhibisyon degeri ise boraks 1 ekstrati ile elde edilmistir (%]1,4-2,8).

Cizelge 4.16. Dogal antimikrobiyal maddelerin MIK, MBK ve %Inhibisyon degerleri

Kiiltiirler Madde MiK Degeri MBK Degeri %Inhibisyon
Listeria innocua (1) EGCG 500 pg/mL 250 pg/mL %93
Enterobacter cloacea (6) EGCG 500 pg/mL 500 pg/mL %87
Pseudomonas stutzeri (18) EGCG 500 pg/mL 500 pg/mL %82,8
Streptococcus lactis (27) EGCG 500 pg/mL 250 pg/mL %93
Bacillus coagulans (32) EGCG 500 pg/mL 500 pg/mL %53,2
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P EGCG 500 pg/mL 500 pg/mL %88,8
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 EGCG 500 pg/mL 250 pg/mL %98
Micrococcus luteus ATCC 4698 EGCG 500 pg/mL 500 pg/mL %81,6
Esherichia coli ATCC 25922 EGCG 500 pg/mL 250 pg/mL %97
Listeria innocua (1) Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %?2,8
Enterobacter cloacea (6) Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %1,8
Pseudomonas stutzeri (18) Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %2,2
Streptococcus lactis (27) Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %1,25
Bacillus coagulans (32) Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %1,7
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %2
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %1,4
Micrococcus luteus ATCC 4698 Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %1,8
Esherichia coli ATCC 25922 Boraks 1 500 pg/mL 500 pg/mL %1,6
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Cizelge 4.16.’in devamu

Kiiltiirler Madde MiK Degeri MBK Degeri  %lInhibisyon
Listeria innocua (1) Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %21,2
Enterobacter cloacea (6) Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %49,4
Pseudomonas stutzeri (18) Calendula officinalis 500 ug/mL 500 pg/mL %38,8
Streptococcus lactis (27) Calendula officinalis 500 pg/mL 250 pg/mL %33,6
Bacillus coagulans (32) Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %21,7
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P | Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %47,7
Pseudomonas aeruginosa ATCC Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %22,6
27853

Micrococcus luteus ATCC 4698 Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %24
Esherichia coli ATCC 25922 Calendula officinalis 500 pg/mL 500 pg/mL %72,4
Listeria innocua (1) Propolisl 500 pg/mL 250 pg/mL %87,7
Enterobacter cloacea (6) Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %44,2
Pseudomonas stutzeri (18) Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %53,6
Streptococcus lactis (27) Propolisl 500 pg/mL 250 pg/mL %97,2
Bacillus coagulans (32) Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %24,3
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P | Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %66,7
Pseudomonas aeruginosa ATCC Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %328,6
27853

Micrococcus luteus ATCC 4698 Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %27,5
Esherichia coli ATCC 25922 Propolisl 500 pg/mL 500 pg/mL %14,8
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Cizelge 4.16.’in devamu

Kiiltiirler Madde MiK Degeri MBK Degeri  %Inhibisyon
Listeria innocua (1) Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %7,14
Enterobacter cloacea (6) Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %7,5
Pseudomonas stutzeri (18) Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %7,6
Streptococcus lactis (27) Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %6,5
Bacillus coagulans (32) Resveratrol 500 ug/mL 500 ug/mL %8,4
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %7,6
p

Pseudomonas aeruginosa ATCC Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %11,7
27853

Micrococcus luteus ATCC 4698 Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %8,9
Esherichia coli ATCC 25922 Resveratrol 500 pg/mL 500 pg/mL %6,5
Listeria innocua (1) Thymus vulgaris 500 pg/mL 500 pg/mL %21,6
Enterobacter cloacea (6) Thymus vulgaris 500 pug/mL 500 pg/mL %12,4
Pseudomonas stutzeri (18) Thymus vulgaris 500 pug/mL 500 pg/mL %18,8
Streptococcus lactis (27) Thymus vulgaris 500 pg/mL 500 pg/mL %10,2
Bacillus coagulans (32) Thymus vulgaris 500 pug/mL 500 pg/mL %15,1
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Thymus vulgaris 500 pug/mL 500 pg/mL %8,7
P

Pseudomonas aeruginosa ATCC Thymus vulgaris 500 pg/mL 500 pg/mL %18,2
27853

Micrococcus luteus ATCC 4698 Thymus vulgaris 500 pug/mL 500 pg/mL %14,1
Esherichia coli ATCC 25922 Thymus vulgaris 500 pg/mL 500 pg/mL %16,5
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Cizelge 4.16.’in devamu

Kiiltiirler Madde MIK Degeri MBK Degeri  %lInhibisyon
Listeria innocua (1) Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %18,9
Enterobacter cloacea (6) Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %53,04
Pseudomonas stutzeri (18) Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %43,4
Streptococcus lactis (27) Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %48
Bacillus coagulans (32) Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %26,2
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P | Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %12,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %39,2
27853

Micrococcus luteus ATCC 4698 Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %47,5
Esherichia coli ATCC 25922 Nisin 500 pg/mL 500 pg/mL %37,2
Listeria innocua (1) Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %11,8
Enterobacter cloacea (6) Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %17,01
Pseudomonas stutzeri (18) Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %16,5
Streptococcus lactis (27) Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %8,5
Bacillus coagulans (32) Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %11,3
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P | Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %16,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %10,5
27853

Micrococcus luteus ATCC 4698 Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %34
Esherichia coli ATCC 25922 Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %38,8
Listeria innocua (1) Hypericum perforatum 500 pg/mL 500 pg/mL %11,8

Tim dogal maddelerin MIK degeri %50 olup, ilgili deger 500 pg/mL madde
kullanimin minimum inhibisyon konsantrasyonu i¢in gerektigini gdstermektedir. En yiiksek
inhibisyon degerine sahip EGCG’1in minimum bakterisidal konsantrasyon degeri (1) nolu
izolat Listeria innocua, 27 nolu izolat Streptococcus lactis ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 250 pg/mL (%25)’dir; diger mikroorganizmalar i¢in 500 pg/mL (%50) oldugu

belirlenmistir. Propolis 1’in minimum bakterisidal konsantrasyon degeri 1 nolu izolat
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Listeria innocua ve 27 nolu izolat Streptococcus lactis 250 pg/mL (%25)’dir; diger
mikroorganizmalar i¢in 500 pg/mL (%50) oldugu belirlenmistir. En diisiik ylizde inhibisyon
degerine sahip boraks 2 maddesinin minimum bakterisidal konsantrasyon degeri tiim
mikroorganizmalar i¢in 500 pg/mL (%50) oldugu belirlenmistir.

Yilmaz (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada boraksin ve borik asitin
Staphylococcus aureus, Acinetobacter septicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
tizerine antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Calismada borik asitin Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Acinetobacter septicus DSM 19415, Escherichia coli ATCC 35218 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i¢in MIK degerleri sirasiyla 3,80 mg/mL, 3,80
mg/mL, 7,60 mg/mL ve 7,60 mg/mL olarak tespit edilmistirr MBK degerleri de ayni
degerlerde bulunmustur. Boraksin, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Acinetobacter
septicus DSM 19415, Escherichia coli ATCC 35218 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 igin MIK degerleri ise sirastyla 23,80 mg/mL, 23,80 mg/mL, 47,60 mg/mL ve 47,60
mg/mL olarak tespit edilirken; MBK degerleri de yine ayni degerlerde tespit edilmistir.
Sonug olarak calismada boraks ve borik asitin mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal
etkisi oldugu bulunmus; tespit edilen MIK ve MBK degerlerinin ¢alismamizda elde edilen
degerlerden yiiksek oldugu belirlenmistir.

Adukwu ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada limon otu ve greyfurt esansiyel
yaglarinin (EO) hastanelerden izole edilen metisilin direngli ve biyofilm pozitif
Staphylococcus aureus izolatlar1 {izerine minimum inhibitor konsantasyonu (MIK) ile
birlikte  minimum baktersidal etki konsantrasyonu (MBK) arastirilmistir. Calismada
ekstraklar arastirmacilar tarafindan hazirlanmamis, ticari olarak hazir ekstraklar
kullanilmistir. Kullanilan ticari olarak satilan ekstraklarin mikroorganizmalar {izerindeki
MIK ve MBK degerleri sirast ile %0,06 ve > %4 (Limon otu EO); % 1 ve > %4 (Greyfurt
EO) olarak tespit edilmistir. Tespit edilen miktarlar calismamizda kullanilan oranlardan
oldukca diisiiktiir. Bu duruma ticari ekstrak olarak kullanilan {iriiniin nasil hazirlandiginin
bilinmemesi (DMSO, etil alkol veya metil alkol), esansiyel yaglarin yapisi ve igerigi farkli
oldugundan etkilerinin farkli olmasiin neden oldugu diigiiniilmektedir. Baz1 dogal madde
ekstraktlarinda icerdigi maddeler nedeniyle sinerjistik etki olusurken; baz1 maddelerde ise
antagonistik etki goriilmektedir. Yine dogal madde ekstraktlarinin karsilasti§i ortamin
ozellikleri (pH, aw, basing, ¢elat olusturabilen maddeler v.b.) de ayn1 maddelerin farkl
arastirmalarda farkli sonuglar vermesi durumunu agiklamaktadir (Burt, 2004).

Hasanshahian ve Khosravi (2015) tarafindan yapilan c¢alismada Artemisia

santonica’nin (yavsan otu veya pelin otu) %80’lik etil alkol ile hazirlanan ekstraklarinin
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(100mg/ml) baz1 patojenler (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Esherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa) iizerine antimikrobiyal etkileri arastirilmigtir. Ekstraktin
mikroorganizmalar tiizerinde 9-13 mm inhibisyon zonu olusturdugu goriilmiistiir.
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Esherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa
tizerine MIK ve MBK degerleri sirastyla 1,56 ve 3,12 mg/mL; 3,12 ve 4,12 mg/mL; 6,25 ve
7,56 mg/mL; 6,25 ve 7,78 mg/mL oldugu belirtilmistir. Calismamizda dogal maddelerin
icinde bulunan ve antimikrobiyal aktivitesi bulunan fenolik maddeler gibi bilesenlerin
aktivitelerinden daha ¢ok yararlanabilmek igin ekstraklarimiz %70 etil alkol ile
hazirlanmistir (Shah ve ark., 2013; Akter ve ark. 2016; Lin ve ark.,, 2017). Fakat
calismamizda dezenfektan maddelerin etkinliginin belirlenmesi i¢in kullanilan standart
suslar yan1 sira gergek iiretim hatlarindan elde edilmis, biyofilm iireticisi olan, quorum
sensing aktif ve dezenfektan maddeler ile siklikla karsilasmis izolatlar kullanildigindan
dolayr MIK ve MBK degerinin 0,5-0,25 mg/mL diizeyinde olusu son derece olumlu
gorilmiustir.

Ozdikmenli ve Zorba (2014) tarafindan yapilan calismada bir baska kekik tiirii olan
Origanum onites esansiyel yaginin Salmonella Typimurium {izerine antimikrobiyal etkisi
arastirilmis ve MIK degeri 2,50 pl/mL olarak tespit edilmistir. Calismamizda kullanilan
kekik tiirti Kaz daglarindan toplanan Thymus vulgarus olup; Gram pozitif bakteriler [(1)
Listeria innocua, (27) Streptococcus lactis, (32) Bacillus cloacea, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 P ve Micrococcus luteus ATCC 4698] iizerine MIK degeri 500 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Bu sonuca kekik tiirlerinin farkliligi, ekstrakt eldesi farkliligi, genel itibari
ile esansiyal yaglarin antimikrobiyal etkinliginin ekstraklara oranla daha fazla olusu (Burt,
2004) ve calisgmamizda kullanilan tiirlerin direngli mikroorganizmalar olusu etkilidir.

Lade ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir calismada EGCG’1n bioreaktdrlerden izole
edilen, biyofilm olusturdugu belirlenmis Gram negatif izolatlar ilizeine etkisi arastirilmistir
Calismada EGCG dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilarak hazirlanmistir. Arastirmacilar MIK
degerini Aeromonas hydrophila igin 500 pg/mL, Pseudomonas japonica igin 550 pg/mL ve
Enterobacter ludwigi i¢in 600 pg/mL olarak belirlemislerdir. Calismamizda ise EGCG’1n
%70 etil alkol ile hazirlanmis ekstraktinin tiim Gram negatif mikroorganizmalar {izerine
etkili MIK degeri 500 pg/mL olarak tespit edilmistir. Lade ve ark. (2015) tarafindan yapilan
caligmada yiizde inhibisyon degerinin ise %52-68 arasinda degismektedir. Tarafimizdan
hazirlanan EGCG ekstrakti ise Gram negatif bakteriler ilizerine %82,8-98 arasinda
inhibisyon etkisine sahip oldugu; Gram pozitif izolatlar lizerine %81,6-93 arasinda

inhibisyon etkisine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu oran Lade ve ark. (2015) tarafindan
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tespit edilen degerden yiiksektir. Calismamizda kullanilan EGCG maddesinin benzer
kaynaktan gelmesine ragmen etki degerinin farkli olusu ekstrakin hazirlandig1 ¢oziicii
maddelerin etki degerinden kaynaklandig1 sdylenebilir.

Chalova ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada portakal yaginin %95 etanol,
DMSO ve tween 80 kullanilarak hazirlanan ekstraklarinin Listeria monocytogenes ATCC
19115, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve Lactobacillus plantarum WCFS1 {izerine
antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Calismada, 200 pL portakal yagi ¢oziiciilerde %20 v/v
olacak sekilde coziilerek ekstraktlar hazirlandigi belirtilmektedir. Calismada, etanoliin
¢ozlicii olarak kullanimi1 sonucu Listeria monocytogenes ATCC 19115, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 ve Lactobacillus plantarum WCFSI {izerine elde edilen MIK
degerleri sirastyla %0,3, %0,25 %0,1 olarak belirlenmistir. Coziicii olarak DMSO’nun
kullanimiyla elde edilen degerler %1, %1, %0,3 ve tween 80’in ¢oziicii olarak kullanimi
sonucu degerler %0,75, %0,75, %0 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada da goriildiigii tizere
farkli mikroorganizma tiirlerin iizerine farkli solventler ile ¢6zlilmiis ayn1 dogal maddelerin

antimikrobiyal etkisi birbirinden farkli olarak elde edilmektedir.

4.3. Peynir Uretim Hatlarindan Elde Edilen Biyofilm Olusturan izolatlar Uzerine
Etkili Yeni Dezenfektan Formiillerinin Gelistirilmesi
Calismanin bu basamaginda giiclii seviyede biyofilm {ireticisi oldugu tespit edilen
izolatlar ve dezenfektan direngli kontrol suslari {izerine antimikrobiyal, quorum quenching
etkili MIK, MBK ve yiizde inhibisyon degeri belirlenmis dogal maddelerin birbiri ile
kombine edilmesi durumunda olusacak durumun tespiti amaclanmistir. Maddelerin
birbirlerinin etkileri iizerine antagonistik veya sinerjistik davraniglari incelenerek bir

kombinasyon hazirlanmasi planlanmaigtir.

4.3.1. Dogal Madde Kombinasyonlarinin Antimikrobiyal Etki Analizleri

Calisma 2’de elde edilen sonuglar kullanilarak Epigallocathechin gallat, propolis,
Hypericum perforatum, Thymus vulgaris, Calendula officinalis ve nisinin ikili, Giglii ve
dortlii kombinasyonlarinin antimikrobiyal etkinligi disk diflizyon metodu kullanilarak

arastirilmistir (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. Dogal madde kombinasyonlarinin antimikrobiyal etki zon ¢aplar1 (mm)*

Kiiltiirler E+A E+P A+P E+N E+K E+SK

Listeria innocua (1) 8,0+0,0 8,0+0,0 8,0£0,0 7,0£0,0  7,5+0,0 8,0+0,0
Enterobacter cloacea (6) 8,0£0,0  7,0£0,0  7,0£0,0  7,5£0,5 7,0£0,0 8,0+0,0
Pseudomonas stutzeri (18) 8,0£0,0  10,0£0,0  7,0£0,0  8,0£0,0  7,0£0,0 8,0£1,0
Streptococcus lactis (27) 8,0+0,0 7,0+0,0 8,0+0,0 8,0+0,0  7,5+0,5 9,0+0,0
Bacillus coagulans (36) 7,0+0,0 7,0+0,0 9,0+0,0 7,0£0,0  7,0+£0,0 8,0+0,0

Staphylococcus aureus ATCC 7,5+0,5 7,0+0,0 7,0£0,0  10,0+0,0 9,5+0,5 7,5+0,5

6538 P

Pseudomonas aeruginosa 9,0+0,5 10,0£0,0  7,0+0,0 7,0£0,0  9,0£0,0 8,0+0,0
ATCC 27853

Micrococcus luteus ATCC 7,0+0,8 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+£0,0  8,0+0,0 8,0+1,0
4698

Esherichia coli ATCC 25922 7,5+0,5 8,5+0,5 8,0£1,0 8,0+0,0  8,5+0,5 7,0+0,0

*Ortalama Deger+Standart Sapma, EGCG (E), Calendula officinalis (A), Propolis (P), Nisin (N), Thymus
vulgaris (K), Hypericum perforatum (SK)
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Cizelge 4.17°nin Devam1*

Kiiltiirler P+K K+N SK+N A+N A+SK A+K

Listeria innocua (1) 9,0£0,0  7,5£0,5  9,060,0  9,040,0 7,060  9,0+0,0
Enterobacter cloacea (6) 8,0£1,0  7,0640,0  8,5+0,5  9,041,0  7,040,0  7,50,5
Pseudomonas stutzeri (18) |  8,040,0  7,040,0  8,5+0,5  8,5+0,5  8,5+0,5  7,040,0

Streptococcus lactis (27) 7,5+0,5 7,5+0,5 8,0+0,0 7,5+0,5 8,0£1,0 8,0+0,0

Bacillus coagulans (36) 8,060,0  7,040,0  9,040,0  7,00,0  7,5+0,5  8,0+0,0
Staphylococcus aureus 8,060,0  9,0£0,0  8,0+1,0  7,040,0 7,040  8,5%0,5
ATCC 6538 P

Pseudomonas aeruginosa | 9.540,5  8,0£1,0  9,5+0,5  8,5+0,5 10,040  10,0+0,0
ATCC 27853

Micrococcus luteus 8,0+0,0 8,040,0 7,5+0,5 8,0+0,0 9,0+0,0 7,0+0,0
ATCC 4698

Esherichia coli ATCC 7,5+0,5 8,5+0,5 10,040 8,0+0,0 8,0+1,0 7,0£0,0
25922

Kiiltiirler P+N P+SK SK+K E+P+N E+P+A E+P+K
Listeria innocua (1) 9,0+0,0 10,0+0,0 8,0+0,0 7,0£0,0 8,00 7,0£0,0

Enterobacter cloacea (6) 9,0+0,0 9,0+1,0 7,5+0,5 8,5+0,5  8,0£0,0  7,0+0,0
Pseudomonas stutzeri (18) 8,5+0,5 8,0+0,0 8,0+0,0 7,0£0,0 9,0+0,0 7,0£0,0

Streptococcus lactis (27) 8,5+0,5 7,5+£0,5  10,0+0,0  8,0+£0,0 10,0+0,0 7,0+£0,0

Bacillus coagulans (36) 8,0+0,0 7,0£0,0 8,0+0,0 8,5+0,5 9+0 7,5+0,5
Staphylococcus aureus 9,0+0,0 8,0+0,0 7,0+0,0 7,0£0,0 11,5+0,5 7,0+£0,0
ATCC 6538 P

Pseudomonas aeruginosa 9,0+0,0 7,5+0,5 7,5+0,5 7,0£0,0 9,0+0,0 9,0£1,0
ATCC 27853

Micrococcus luteus 7,5+0,5 8,0=£1,0 8,0£0,0 7,0£0,0  7,5£0,5  7,0£0,0
ATCC 4698

Esherichia coli ATCC 8,0£1,0 8,5+0,5 8,0+0,0 7,0£0,0  9,0£0,0  7,0+0,0
25922

*QOrtalama Deger+Standart Sapma, EGCG (E), Calendula officinalis (A), Propolis (P), Nisin (N), Thymus
vulgaris (K), Hypericum perforatum (SK)
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Cizelge 4.17°nin Devam1*
Kiiltiirler E+K+N E+A+N  A+N+SK SK+K+N A+P+N+E E+P+N+K

Listeria innocua (1) 7,0+0,0 9,0£0,0  7,5+0,5  8,0£0,0 7,0+0,0 9,0+0,0
Enterobacter cloacea (6) 7,5+0,5 8,5+0,5  8,0+£0,0  7,5+0,5 7,0+0,0 10,0+0,0

Pseudomonas stutzeri (18) 7,5+0,5 9,0£0,0  9,0£0,0  8,0+0,0 8,0+0,0 7,0+0,0

Streptococcus lactis (27) 8,0+0,0 7,5+0,5 8,0£0,0 11,5+0,5  8,5+0,5 7,00
Bacillus coagulans (36) 7,0£0,0 8,0+0,0 7,5+£0,0  8,0+0,0 7,0£0,0 7+0
Staphylococcus aureus 8,0+0,0 8,0£1,0 8,0£0,0  7,0£0,0 7,0+0,0 8,5+0,5
ATCC 6538 P

Pseudomonas aeruginosa 7,0£0,0 8,0+0,0 8,5+0,5 7,5+0,5 7,0£0,0 9,5+0,5
ATCC 27853

Micrococcus luteus ATCC 8,0+0,0 8,0+£0,0 7,5£0,5  8,0+0,5 8,5+0,5 8,0+0,0
4698

Esherichia coli ATCC 8,0£0,0 8,0£0,0  8,0+£0,0  8,0+0,0 7,0+0,0 8,0£1,0
25922

*Ortalama DegertStandart Sapma, EGCG (E), Calendula officinalis (A), Propolis (P), Nisin (N), Thymus
vulgaris (K), Hypericum perforatum (SK)

Kombinasyon ¢aligmasi sirasinda elde edilen zon degerleri incelendiginde en etkili
madde olarak tespit edilen EGCG’1n antimikrobiyal etkisinin diger ekstraktlar ile kombine
edildiginde azaldig1 goriilmiistiir. Diger dogal madde ekstraktlarinin EGCG’m etkisi
tizerinde antagonistik bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Yine ¢izelge 4.17°deki zon
degerleri incelenecek olursa EGCG disindaki dogal ekstrak maddelerin antimikrobiyal etki
zonlar1 ise ¢ok 6nemli bir 6lgiide etkilenmemistir. Thymus vulgaris’in diger dogal maddeler
ile kombinasyonu sonucunda, tek basina lizerinde etkili olamadig1 Pseudomonas stutzeri ve
Esherichia coli ATCC 25922 iizerine etkili olabildigi goriilmistiir. Bununla birlikte etki
degerindeki artiglar 6nemli bir Olgiide degildir. Higbir kombinasyon denemesinde
EGCG’nin tek basina elde ettigi etki degerine ulagilamamaistir. Bu nedenler ile ¢alismamizin
geri kalaninda ilgili dogal maddelerin birbirleri ile kombine edilmesine gerek kalmadigina
karar verilmistir; fakat iilkemiz i¢in 6nemli bir ekonomik deger olan, mikroorganizmalar
izerine inhibisyon zon caplart EGCG’dan sonra en yliksek degere sahip olan ve AI-2
sinyalleri lizerine etkili ikinci dogal madde ekstrakti olan boraks ile EGCG’in

kombinasyonunun denenmesine gerek goriilmiistiir. Bu nedenle boraksin 1mg/mL’lik
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ekstrakt ile yine Img/mL’lik EGCG’1n 1:1 oraninda karisiminin antimikrobiyal etki analizi,

MIK degeri, MBK degeri ve yiizde inhibisyon degeri aragtirilmistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. EGCG ve Boraks 1 kombinasyonun antimikrobiyal etki zon ¢aplari, MIK,
MBK ve %inhibisyon degeri

Kiiltiirler MIK MBK %Inhibisyon Antimikrobiyal
Zonlar1 (mm)*

Listeria innocua 950 %50 %59,9 1240
(500pg/mL) (500pg/mL)

Enterobacter cloacea | %50 %50 %68 9+1
(500pg/mL) (500pug/mL)

Pseudomonas stutzeri | %50 %50 %76,9 10,5+0,5
(500pg/mL) (500ug/mL)

Streptococcus lactis %50 %50 %67,7 1140
(500pg/mL) (500pg/mL)

Bacillus coagulans %50 %50 %47,8 9+1
(500pg/mL) (500pg/mL)

Staphylococcus %50 %50 %60,7 11,5+0,5

aureus ATCC 6538 P | (500pg/mL) (500pg/mL)

Pseudomonas %50 %50 %67,2 11,5+0,5

aeruginosa ATCC (500pg/mL) (500pg/mL)

27853

Micrococcus luteus %50 %50 %71,7 10+1

ATCC 4698 (500pg/mL) (500pg/mL)

Esherichia coli %50 %50 %68,2 10,5+0,5

ATCC 25922 (500pg/mL) (500pg/mL)

*Ortalama Deger+Standart Sapma

Cizelge 4.18’de gorildiigli iizere Boraks maddesi EGCG’in etki degerini azaltma
egilimi gostermektedir; fakat bu deger diger maddelere oranla az oldugu inhibisyon zonlar1
caplarindan anlasilmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin (Listeria innocua-1, Streptocoocus
bovis-27, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Esherichia coli ATCC 25922) MBK
degerleri %25’den %50’ye ¢cikmis; digerlerinin ise ayni kalmistir (%50). EGCG maddesinin
tek basina ekstrakti kullanilarak elde edilen ytlizde inhibisyon degerleri EGCG ve boraks’in
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karisimina oran ile daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte boraks maddesinin
EGCG maddesinin etkisi lizerine antagonistik etkisi diger dogal maddelerden daha azdir.

EGCG ve boraks karisimmnin en gii¢lii inhibisyon etksinin Pseudomonas stutzeri
iizerinde gergeklestigi belirlenmistir. Ikinci en yiiksek inhibisyon degeri Micrococcus luteus
ATCC 4698 tlizerinde gerceklesirken; en diisiik inhibisyon degeri iiretim hatlarinda %47,8
ile Bacillus coagulans iizerinde gergeklestigi tespit edilmistir. Her ii¢ iretim hattinda da ¢ok
fazla yayilmis oldugu gozlemlenen ve sporlu bir bakteri tiirii olmas1 nedeniyle temizligi
oldukga zor olan Bacillus spp. lizerine mikroplaka ortaminda bu oranda inhibisyon 6zelligi
EGCG’mm tek basina uygulandigi durumdan g¢ok fazla diisiik olmadigi tespit edilmistir
(%53,2).

Lade ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada curcumin ve EGCG’1n esit oranda
karisiminin su aritma sistemlerinden izole edilmis olan Gram negatif Enterobacteriacea ve
Pseudomonas spp. tizerine etkisi incelenmistir. Calismada curcumin ve EGCG’in DMSO ile
hazirlanan ekstraktlarininin esit oranda karistirilmasi ile Enterobacteriacea ailesinden olan
mikroorganzimalar iizerine genel olarak etkili degerinin MIK miktar1 250 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Pseudomonas japonica tizerine etkili MIK degeri ise 200 pg/mL olarak
tespit edilmistir. ilgili karisimin biyofilm inhibisyonu iizerine etkisi ise Enterobacteriacea
ailesinden olan mikroorganizmalar iizerine ortalama % 98 olarak tespit edilirken;
Pseudomonas japonica iizerine % 97 olarak tespit edilmistir. Bu degerler ¢alismamizda elde
edilen degerlerden oldukga yiiksektir. Curcumin’in dimetil siilfoksit (DMSO) ile hazirlanan
ekstiraktinin  EGCG’imm DMSO ile hazirlanan ekstrakti {izerine bir sinerjistik etkisi
gorilmektedir. Calismamizda ise durum oldukg¢a farklidir. Calismada ekstraktlar insan
saglig1 iizerine olumsuz etkisi olmayan ve gida sanayinde kullanilan dezenfektanlarin
bilesiminde de bulunan %70’lik etil alkol ile hazirlanmistir. Etil alkol ile hazirlanan
curcumin ekstrakti Ezine peyniri {iretim hatlarindan izole edilen Gram pozitif ve negatif
izolatlar iizerine antimikrobiyal etkili olarak tespit edilememistir. Ustelik curcumin
yiizeyleri olduk¢a boyayan bir yapiya sahiptir. Bu durum Lade ve ark. (2017) tarafindan
yapilan ¢alismada 150 mg/L curcumin 3 L’lik bioreaktére konulmustur. Curcuminin
bioreaktdr i¢indeki membran modiili boyadigi calismada belirtilmistir Gida sanayinde
dezenfeksiyon sonrasi su ile durulama asamasi olmasina ragmen curcumin maddesinin
yagda ¢oziiniir bir madde olmasi sebebiyle su ile tamamen yiizeylerden uzaklagtirilamamasi

ve siit gibi yagli bir hammadde igerisine karisma olasiligi bulunmaktadir.
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4.3.2. Yeni Dezenfektan Madde Gelistirme Calismalar:

Calismanin bu asamasinda etkili bulunan kombinasyonun dogal maddeleri olan EGCG
ve Boraks ekstraktlari ile esit miktarda karisimlarinin kullanildigi yeni formiilasyonlarin
mikroorganizmalar iizerine yiizde inhibisyon miktarlar1 aragtirilmistir. Calisma sirasinda
dezenfektan olarak kullanilacak dogal maddelerin iiretim hattinda ¢ok iyi sirkiile olarak
dolasabilmesi ve CIP-COP temizlik prosediirlerine kolay adapte olarak kullanilabilinmesi
i¢cin s1vi maddelerin EGCG-Boraks kombinasyonu ile karistirilarak etki arttirimi olabilecegi
On goriilmiistiir.

Vaara (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada EDTA giivenli ve ekonomik, metal
celatlari olusturabilen bir madde oldugundan bahsetmis; 6zellikle Gram negatif bakterilerin
protein ve lipopolisakkarit yapilar ile etkilesime girebildigini bildirmistir. Helander ve ark.
(1997) ve Walsh ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢aligmalarda EDTA nin 6zellikle Gram
negatif bakterilerin hiicre duvar yapilarint bozarak bakteri hiicresini hassaslastirdigini
bildirmislerdir. Sevens ve ark. (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise nisin ile EDTA
kombinasyonun Esherichia coli ve Salmonella Typhimirum tizerinde giiglii antimikrobiyal
etkisi oldugu belirlenmistir (Sivarooban ve ark., 2008).

Sivarooban ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada liziim ¢ekirdegi ekstrakti (%1),
nisin (10,000 IU/g) ve EDTA (%0,16)’nin ve bu ii¢ maddenin kombinasyonun Escherichia
coliO157:H7, Salmonella Typhimurium ile Listeria monocytogenes iizerine etkisi
aragtirtlmistir. 6 logkob/g olarak inokiile edilen L. monocytogenes sayisi sadece {iziim
cekirdegi ekstrakti kullanildiginda 5,6 logkob/g’a; nisin kullanildiginda 4,9 logkob/g’a ve
EDTA kullanildiginda 5,9 logkob/g’a diismektedir. Calismada EDTA nin diger maddeler ile
kombinasyonu ve {i¢ maddenin birlikte kombinasyonlarinin mikroorganizmalar {izerine
daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Giigbilmez ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada ise yine Gram pozitif
bir tiir olan ve ¢alismamizda da hatlarda ¢ok yaygin olarak izole edilen Bacillus spp.’e ait
Bacillus subtilis iizerine disodium EDTA’nin gii¢lii antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirtilmistir.

Kurita ve Koike (1982) tarafindan yapilan bir ¢alismada %7 NaCl’nin {istliinde tuz
oraninin dogal antimikrobiyal maddelerin etkinligi {izerine antagonistik etkisi oldugu
savunulmustur. Huang ve ark. (1992) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada antimikrobiyal
maddelere diren¢li Gram negatif ve pozitif bakteriler iizerine tuz soliisyonunda
¢Oziindiiriilmiis antibiyotik maddeler uygulanmistir. Caligmada sonug olarak en fazla %2

NaCl igeren soliisyon ile karistirilan antibiyotik maddelerin mikroorganzimalar {izerine
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etkili oldugu bulumustur. Bidlas ve Lambert (2008) yaptiklar1 ¢alismada iki farkli tuz tiirii
olan NaCl ile KCI’nin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Yapilmis olan ¢aligmada her iki
tir tuz tirtiniin de Aeromonas hydrophila, Enterobacter sakazakii, Shigella flexneri,
Yersinia enterocolitica ve Staphylococcus aureus iizerine antimikrobiyal etkisi oldugu
goriilmiis; KCI'nin NaCl’ye oranla daha etkili oldugu savunulmustur.

NaCl ve EDTA’nin EGCG, boraks ekstraklar1 ve bu ekstraklarin kombinasyonu ile
hazirlanacak olan yeni dezenfektan formiilii igerisinde kullanilmasina karar verilmistir.
Calismada NaCl’nin %]1’lik soliisyonu, EDTA’nin ise %0,32 ve %0,16’lik soliisyonlar1
kullanilmistir (Sekil 4.15, 4.16, 4.17 ve Cizelge 4.19). Yeni dezenfekan formiillerinin yiizde
inhibisyon etkisinin arastirilmasi ¢alismasinda mikroorganizma olarak iiretim hatlarinda
olduk¢a yaygin olarak izole edilen 32 nolu Bacillus coagulans kullanilmistir. Sporlu bir
bakteri tiirii olan B.coagulans, en etkili dogal madde kombinasyonu olan EGCG ve boraks
kombinasyonun yiizde inhibisyon degerinin en az tespit edildigi izolat olmas1 nedeniyle de

secilmistir.
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none E+T E+T75 E+T 50 E+T 25 E+0,16 E+0,16 E+0,16 E+0,16 E+0,32 E+0,32 E+0,32 E+0,32
100 100 75 50 25 100 75 50 25

% inhbisyon

o

Sekil 4.15. E(EGCG) ile T(Tuz-NaCl), 0,16-0,32 (%EDTA), 25-75-50-100 karisim

oranlarini yiizde inhibisyon degerleri
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Sekil 4.16. B (Boraks) ile T (Tuz-NaCl), 0,16-0,32 (%EDTA), 25-75-50-100 karisim

oranlarini yiizde inhibisyon degerleri
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Sekil 4.17. E (EGCG), B (Boraks) ile T (Tuz-NaCl), 0,16-0,32 (%EDTA), 25-75-50-100

karisim oranlarini yiizde inhibisyon degerleri
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Cizelge 4.19. EGCG ve Boraks 1 kombinasyonun%?2 NaCl, %0,16 EDTA ve %0,32 EDTA

soliisyonlar ile farkli oranlarda karisimlarinin % Inhibisyon degerleri

Madde Kombinasyon Maddesi  Karisma Orani % Inhibisyon
EGCG %1 NaCl 100:0 %33,4
EGCG %21 NaCl 75:25 % 29,8
EGCG %1 NaCl 50:50 % 12,2
EGCG %21 NaCl 25:75 % 20,7
EGCG %0,16 EDTA 100:0 %38,4
EGCG %0,16 EDTA 75:25 % 37,4
EGCG %0,16 EDTA 50:50 % 99,3
EGCG %0,16 EDTA 25:75 % 99,0
EGCG %0,32 EDTA 100:0 %36,7
EGCG %0,32 EDTA 75:25 % 42,1
EGCG %0,32 EDTA 50:50 % 93,8
EGCG %0,32 EDTA 25:75 % 99,0
Boraks %1 NaCl 100:0 %62,6
Boraks %1 NaCl 75:25 % 41,5
Boraks %21 NaCl 50:50 % 93,8
Boraks %21 NaCl 25:75 % 93,0
Boraks %0,16 EDTA 100:0 %69,4
Boraks %0,16 EDTA 75:25 % 91,0
Boraks %0,16 EDTA 50:50 % 95,6
Boraks %0,16 EDTA 25:75 % 94,7
Boraks %0,32 EDTA 100:0 %76,6
Boraks %0,32 EDTA 75:25 % 73,9
Boraks %0,32 EDTA 50:50 % 92,9
Boraks %0,32 EDTA 25:75 % 92,2
none %1 NaCl - % 17,8
none %0,16 EDTA - % 18,9
none % 0,32 EDTA - % 19,0
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Cizelge 4.19.’un Devami

EGCG + Boraks %1 NaCl 100:0 % 89,5
EGCG + Boraks %1 NaCl 75:25 % 87,5
EGCG + Boraks %1 NaCl 50:50 % 99,
EGCG + Boraks %1 NaCl 25:75 % 98,7
EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 100:0 % 89,
EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 75:25 % 89,9
EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 50:50 % 99,57
EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 25:75 % 98,7
EGCG + Boraks  %0,32 EDTA 100:0 % 95,46
EGCG + Boraks %0,32 EDTA 75:25 % 91,2
EGCG + Boraks ~ %0,32 EDTA 50:50 % 100
EGCG + Boraks ~ %0,32 EDTA 25:75 % 98,58
none %21 NaCl - % 17,8
none %0,16 EDTA - % 18,9
none % 0,32 EDTA - % 19,0

Cizelge 4.19 ve Sekil 4.15, 4.16, 4.17°de goriildiigii gibi en yiiksek ylizde inhibisyon
degerlerine EGCQG ile boraks ekstraktlarininin esit oranda karigiminin yine esit oranda %0,16
ile %0,32 EDTA ile kombinasyonu sonucu ulagilmistir. En diisiik inhibisyon degeri ise
EGCG ekstrakt1 ile %1°1lik NaCl soliisyonlarinin esit oraninda karistirildigr yontem ile elde
edildigi belirlenmistir (%12,2). Giintimiizde kullanilan dezenfektan maddelere oranla daha
diisiik maliyetle dezenfektan tliretiminin hedeflenmesi durumunda boraksin %0,16’lik EDTA
soliisyonu ile karisiminin B.coagulans tizerinde % 95,6 oraninda inhibisyon etkisine sahip
oldugu da gézoniine alinmastir.

Cizelge 4.19 ve Sekil 4.15, 4.16, 4.17°de goriilecegi gibi tuz ve EDTA soliisyonlar1 6n
goriildiigii iizere EGCG, boraks ve EGCG ile boraks kombinasyonun yiizde inhibisyon
degerlerini oldukca arttirmistir. Sivarooban ve ark. (2008) iiziim ¢ekirdegi ekstrakti, nisin,
EDTA ve bu iic maddenin kombinasyonun Gram pozitif ve negatif bakteriler iizerine
antimikrobiyal etkisini incelemistir. Calismada i¢inde EDTA’n1 oldugu kombinasyonlarin
bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayni durum
Gram negatif bakterilerin sayilart i¢in de goriilmistiir. Calismamizda da benzer olarak
EDTA dogal maddeler ile sinerjistik etki gdstererek yiizde inhibisyon degerlerini
yiikseltmistir. Glicbilmez ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda EDTA nin
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Bacillus spp. iizerine giiclii antimikrobiyal etkisi oldugu bulunmustur. Bu durum
calismamizda EDTA’nin dogal maddelerin B.coagulans iizerine etkisinin artigini
acgiklamaktadir.

Boziaris ve ark. (2007) ise NaCl ve KCI tuzlarinin Listeria monocytogenes iizerine esit
oranda etkili oldugu bildirirken (Bidlas ve ark., 2008); Wijnker ve ark. (2006) ise NaCl’nin
antimikrobiyal etksinin Gram negatifler {izerine Gram pozitiflere oranla daha yiiksek
oldugunu belirtmistir. Calismamizda NaCl ve kombinasyon karigimlarinin Gram pozitif bir
bakteri olan B.coagulans iizerinde etkisinin EDTA’l1 karisimlar kadar etkili olmayisini
acgiklamaktadir.

Caligmada iiretim hattinda tuz birakma olasilig1 ve bu olasiligin {iriinii etkileyebilme
durumu nedeniyle %1 NaCl, %0,16 EDTA ve %0,32 EDTA kullanilmistir. Se¢ilen oranlar
yapilan literatiir calismalarinda belirlendigi {izere antimikrobiyal maddelere ile sinerjistik
etki gosterdigi belirlenmistir.

Yeni dezenfektan formiillerinin B.coagulans iizerinde yiizde inhibisyon degerleri
incelenerek ¢alismanin daha sonraki asamalarinda kullanilacak formiilasyonlar
belirlenmistir. EGCG ve boraksin esit karisiminin %0,32 oraninda EDTA ile kombinasyonu,
%100 inhibisyon orani ile en etkili formiil oldugu belirlenmistir. Onu takip eden en yiiksek
inhibisyon etkisine sahip formiilasyonun EGCG ve boraksin esit karisiminin %0,16 oraninda
EDTA ile kombinasyonun oldugu tespit edilmistir (%99,57). Denemesi yapilan dezenfektan
formiilleri arasinda daha ekonomik olmasinin yani sira yiiksek inhibisyon oranina sahip olan
formiilasyonun ise boraks ile %0,16 oraninda EDTA karisim1 oldugu goriilmistiir (%95,6).
Bu ¢alismanin bir sonraki agamasi i¢in en yiiksek inhibisyon degerine sahip olan EGCG ve
boraksin esit karistminin %0,32 oraninda EDTA ile kombinasyonu ile ekonomik olusu yan1
sira yiiksek inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilen boraks ile %0,16 oraninda EDTA

karisiminin kullanilmasina karar verilmistir.

4.4. Antibiyofilm-Antiquorum Sensing Etkili Yeni Dezenfektan Formiillerinin
Celik Plaka Yiizeyleri Uzerine Dezenfektan Etkinligi ve Korozyon Olusturma Durum
Tespiti

Calismanin bu boliimiinde belirlenen yeni dezenfektan formiillerinin etkinliginin
belirlenebilmesi i¢in ger¢ek UHT siitiin ve ger¢ek bir CIP prosediiriiniin kullanildig: invitro

bir aragtirma planlanmistir. Korozyon tespiti i¢in ise SEM-EDX analizleri yapilmistir.
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4.4.1. Antibiyofilm- Antiquorum Sensing Etkili Yeni Kombinasyonlarim Celik
Plaka Yiizeylerinde Dezenfektan Etkinligi Analizi

Calismanin son asamasinda secilen iki farkli dezenfektan formiilasyonunun etkinligi
gercek ticari dezenfektana karsi aragtirilmasi hedeflenmistir. Bu noktada isletmelerde iiretim
yiizeylerinin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan ¢elik plaka yiizeyler kullanilarak invitro
ortamda gergek siit sivist (UHT siit) icerisinde yiizerlerinde biyofilm olusumuna izin
verilmistir. Mikroorganizma olarak tiretim hattinda biyofilm iiretim kapasitesi yiiksek olan
Enterobactericea familyasindan 6 nolu izolat Enterobacter cloacea ve her {ig liretim hattinda

da oldukg¢a yaygin oldugu tespit edilen 32 nolu izolat Bacillus coagulans kullanilmistir.

Uzerinde biyofilm gelistirilmis ¢elik plakalar 316 L iizerine edilen Firma B’nin CIP
prosediirii uygulanmigtir (70-80°C/45 dk. kostik, soguk su 10-15 dk., 70-80°C/45 dk. nitrik
asit, 90°C/10 dk. sicak su).

Sekil 4.18. Celik plakalar iizerinde 24 saatlik biyofilm olusumu, CIP ve dezenfektanlarin

uygulamasi

Firma B iretim hattinda dezenfektan olarak perasetik asit bazli ticari dezenfektan
kullanilmaktadir. Calisma siiresince tespit edilen iki farkli dogal dezenfektan madde ile
birlikte ticari dezenfektan {izerinde 24 saatlik mikrobiyal yiik bulunan ¢elik plakalara CIP
uygulanmasi ardindan 5 ve 15 dk siire ile uygulanmistir (Sekil 4.18).

Uygulama oncesinde ve sonrasinda gelik plaka yiizeylerinden elde edilen biyofilm
olusturan hiicreler ile yiizeye baglanmamis fakat ylizeyden uzaklagsmamis sesil hiicrelerin

sayist Cizelge 4.20°de verilmistir.
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Cizelge 4.20. CIP ve dezenfektan uygulamasi oncesi/sonrasi ¢elik plakalar yilizeylerinden

elde edilen sesil/biyofilm olusturabilir hiicre sayilari, n=6 (kob/cm?)

Sesil Hiicre Biyofilm Olusturan Hiicre
Enterobacter cloacea Enterobacter cloacea
Hig Bir Islem 2,24x108 Hig Bir Islem 2,18x10°¢
Yapilmamis Yapilmamis
Sadece CIP 3,86x10* Sadece CIP 2,89x10*
Perasetik asit 5 dk. 4,3x10* Perasetik asit 5 dk. 0,33x10?
Perasetik asit 15 dk. 1,67x10* Perasetik asit 15 dk. <10
B+EDTAO,16 5dk 1,67x10* B+EDTAO,16 5dk <10
B+EDTAO,16 15dk <10 B+EDTAO,16 15dk <10
B+E+EDTAO,32 5dk <10 B+E+EDTAO,32 5dk <10
B+E+EDTAQ,32 15dk <10 B+E+EDTAQ,32 15dk <10
Bacillus coagulans Bacillus coagulans
Hig Bir Islem 2,27x108 Hig Bir Islem 3,68x10°
Yapilmamis Yapilmamis
Sadece CIP 1,08x10° Sadece CIP 3,1x10*
Perasetik asit 5 dk. 3,58x102 Perasetik asit 5 dk. 2,03x10?
Perasetik asit 15 dk. 5,33x10? Perasetik asit 15 dk. 3,3x10?
B+EDTAO,16 5dk 1,33x10? B+EDTAO,16 5dk <10
B+EDTAO,16 15dk <10 B+EDTAO,16 15dk <10
B+E+EDTAO0,32 5dk <10 B+E+EDTAO0,32 5dk <10
B+E+EDTAO0,32 15dk <10 B+E+EDTAO0,32 15dk <10

*Boraks (B), EGCG (E)

Dufour ve ark. (2004), Olmez (2006), Cabo ve ark. (2009), Valerino ve ark (2012)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda kullanilan yontemlere uygun olarak c¢alismada siite son
hiicre konsantrasyonu 10*® kob/mL olacak sekilde izolatlar inokiile edilmistir. 30 °C/24 saat
inkiibasyon yapilmasinin ardindan mikroorganizma hiicre sayilar1 belirlenmistir. Hi¢ islem
uygulanmamis ¢elik plaka yiizeylerinde Enterobacter cloacea igin sesil hiicre miktart 6
logkob/cm?  civarindayken; biyofilm olusturan hiicre miktar1 da aymi seviyede
gerceklesmistir. Bacillus coagulans icin ise biyofilm olusturan hiicre miktar1 5 logkob/cm?
civarinda gerceklesmistir. Celik plakalara CIP uygulamasi yapildiginda mikroorganizma

yiikiiniin 1 logaritma azalis gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum aymi firmanin iiretim
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hatalarinda temizlik 6ncesi ve sonrasi goriilen sonug ile birebir benzerlik gostermektedir.
Perasetik asitin Enterobacter cloacea hiicreleri tizerinde Bacillus coagulans hiicrelerine
oranla olduk¢a etkili oldugu goriilmiistiir. Bacillus coagulans’in biyofilm iireten hiicreleri
icin 15 dk’lik uygulama bile sayinin sifira diigmesine yetmemistir. Boraks ve EDTA %0,16
ile hazirlanan dezenfektan maddenin 5 dakikalik uygulamasi Enterobacter cloacea ve
Bacillus coagulans’in sesile hiicre sayilarin1 1 logkob/cm? civarinda elde edilmesini
saglarken; 15 dakikalik uygulama hiicre sayilarim1 tespit edilebilir seviyenin altina
diisiirebilmektedir. Boraks ve EDTA %0,16 karisiminin 5 ve 15 dakikalik uygulanmasi
biyofilm olusturabilen mikroorganizma hiicre sayisini tespit edilebilir seviyenin altina
diistirebilmistir. Boraks-EGCG ile EDTA 9%0,32 karigiminin 5 ve 15 dakikalik uygulamasi
sesile hiicrelerle birlikte biyofilm olusturabilen hiicrelerin sayilarini tespit edilebilir
seviyenin altina indirebilmektedir.

Paslanmaz ¢elik 316 L i¢erdigi molibden nedeniyle korozyona daha dayaniklidir; fakat
Bacillus spp. ve sporlarinin, yine 1siya direngli Streptococcus spp. ve Staphylococcus
aureus’un paslanmaz celik yiizeye rahatlikla yapisabildigi bildirilmistir. Buna sebep olarak
yiizeyin piirlizli yapisi, bakteri hiicrelerinin son derece hidrofilik olusu gosterilmistir (Flint
ve ark., 2000; Julien ve ark., 2002; Kruszewski ve ark., 2013). Husmark ve Ronner (1990)
ve Israhelachivili (1991) tarafindan yapilan ¢aligmalarda ise hidrofilik Bacillus cereus
sporlarinin hidrofolik cam yiizeyleri iizerine yapisma oranimi tasiyici sivinin etkiledigi
belirlenmistir. Arastirmacilar ¢alismalarinda deiyonize suyun Bacillus cereus sporlarinin
cama yapisma oranini 15 kat arttirdigini; bunun yani sira etil alkoliin kendi hidrofobisitesi
nedeniyle sporlari da hidrofobik hale getirdigi ve yapisma oranmi diistirdiiglini
bildirmislerdir (Flint ve ark., 2000). Bu durum c¢alismamizda dezenfektan madde
ekstraktlarminin etil alkol kullanilarak hazirlanmasiin ozellikle hatlarda yaygin bir
kontaminasyona sahip Bacillus spp. i¢in dogru bir se¢im oldugunun bir gostergesidir.
Arastirmamizda hazirlanan dezenfektan formiilleri Bacillus coagulans’in sesil ve biyofilm
olusturan hiicre sayilarini belirlenebilir limitin altina diistirmiistiir.

Glindiiz ve Tuncel (2006) tarafindan yapilan bir calismada dondurma iiretim hattinda
cesitli noktalara yerlestirilen celik plakalar iizerinde 8 saat sonra en fazla 103kob/cm?
seviyesinde lireme gergeklesirken; CIP uygulamasi sonrasinda mikrobiyal gelismenin en
fazla 102 kob/cm? seviyesinde goriildiigii bildirilmistir. CIP uygulamas1 yapilmayan drenaj
ve lretim giris alanlarinda bulunan paspaslarda ise temizlik islemi sonrasi en fazla

10*kob/cm? seviyesinde iireme gergeklestigi tespit edilmistir.
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Dufour ve ark. (2004) tarafindan yapilan calismada laboratuar olgekli siit iiretim
hattinda baslangic mikroorganizma konsantasyonu 10° kob/mL olacak sekilde ekim
yapilmustir. Kullanilan mikroorganizmalar Bacillus flavothermus, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, and Streptococcus thermophilus karisik kiiltiirii olarak ortama eklenmistir. 24
saat sonunda yiizeylerde hicbir islem yapilmadiginda 5,3+£0,05 logkob/cm? diizeyinde
mikroorganizma varlig tespit edilmistir. CIP uygulamasiin mikroorganizma sayisinda
onemli bir degisiklige sebep olmadigi belirlenmistir. CIP prosediire ekstra NaOH ile yikama
eklendiginde 2,4+0,1 logkob/cm?lik bir azalma oldugu ekstra nitrik asit ile yikama
eklendiginde mikroorganizma sayisinda 1,9+0,1 logkob/cm? diizeyinde azalma oldugu
caligmacilar tarafindan belirlenmistir. Klor (200ppm) uygulanmasinin mikroorganizma
yiikiinde 0,7 +0,2 logkob/cm?, lauricidin (100ppm) 1,2 logkob/cm?; nisin (500 ppm) 1,2
logkob/cm? ve LPS uygulamasinin ise 2,1 logkob/cm? azalmaya sebep oldugu saptanmistir.

Dosti ve ark. (2005) yapilan ¢alismada ise 304 paslanmaz ¢elik plakalara 2 mL kadar
baslangi¢ miktar1 belli olmayan Pseudomonas spp. kiiltiirleri inokiile edilmistir. Sayim i¢in
hasarl1 hiicreleri geri kazanimini saglayan BHI-agar + %0,2 yeast ekstrakt kullanilmigtir.
Biyofilm olusturan hiicre sayisinin incelendigi c¢alismada; 24 saat sonucunda kontrol
orneklerinde 10° kob/mL seviyesinde P. fragi, 10°kob/mL seviyesinde P. putida, 10° kob/mL
seviyesinde P. fluorescens varligi tespit edilmistir. Calismada klor ve ozon kullaniminin
biyofilm olusturan hiicre sayisi iizerine etkisi arastirilmistir. Klorun kullanimi sonucunda;
10* kob/cm? seviyesinde P. fragi, 102 kob/mL seviyesinde P.putida, 102 kob/mL seviyesinde
P. fluorescens varlig tespit edilmistir. Ozon kullanimi ile 10 kob/mL seviyesinde P. fragi,
10! kob/mL seviyesinde P. putida, 10? kob/ml seviyesinde P. fluorescens varhig: tespit
edilmistir. Calismada sesil bakteri hiicre sayilar1 da arastirilmis ve ortam olarak UHT siit
kullanilmigtir. UHT siit ortamina Pseudomonas spp. kiiltiirleri yani1 sira Enterobacter
cloacea, Enterobacter aerogenes ve Bacillus licheniformis inokiile edilmistir. Calismada
kontrol &rneklerinde 1078 kob/mL seviyesinde sesil hiicre varligi tespit edilmistir. Ozon ile
yapilan denemede Pseudomonas spp. sesil hiicre sayilarini 10* kob/mL seviyesine diiserken;
Enterobacter spp. sesil hiicre sayilarin1 10 ve 0 kob/mL seviyesine, Bacillus spp. sesil hiicre
sayilarmi ise 10* kob/mL seviyesine diistiigii tespit edilmistir. 2 dk klor kullaniminin ise
Pseudomonas spp. sesil hiicre sayilarmi 10° kob/mL seviyesine diiserken; Enterobacter spp.
sesil hiicre sayilarmi 10°° kob/mL seviyesine diistiigii tespit edilmistir. Bacillus spp. sesil
hiicre sayilarini ise 10° kob/mL seviyesine diistiigii goriilmiistiir.

Olmez (2006) tarafindan yapilan ve siit endiistrisinde biyofilm olusumunun ve ticari

dezenfektanlarin etkinliginin incelendigi calismada ise 108-10° kob/mL seviyesinde
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mikroorganizma baslangi¢ konsantrasyonu 10°-10° kob/mL olacak sekilde hazirlanmis broth
ortamina inokiile edilmistir. Denemelerde paslanmaz ¢elik 316 kullanilmis; fakat ayni ¢elik
yiizeyler lizerine tutunmanin farkli oldugu vurgulanmistir. Calismada ayni celik ylizeyden 7
adet secilmis ayni sartlar altinda tutunma 5,69-8,55 logkob/cm? arasinda degismistir. Sonug
olarak celik plakalar iizerine ortalama tutunan mikroorganizma sayisinin 6,5 logkob/cm?
(8,55-5,69) oldugu; ticari dezenfektanlarin uygulanmasi sonucunda elde edilen en diisiik
mikroorganizma sayisinin 2,865 logkob/cm?, en yiiksek mikroorganizma sayisinin ise 7,44
logkob/cm? oldugu tespit edilmistir.

Cabo ve ark. (2009) tarafindan yapilan calismada ise son konsantrasyon 108 cfu/mL
seviyesinde Staphylococcus aureus CECT4459 iginde polistiren kuponlar bulunan
Tyriptone Soy Broth’a inokiilasyon yapilmis; dezenfektan maddelerin yiizeyde bulunan sesil
ve biyofilm olusturan hiicreler {izerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Benzalkonium
chloride (BAC), ozon ve nisinin sesil ve biyofilm hiicreleri tizerine LD 90 (bakteri hiicrelerin
%90’nimin 6ldiigi siire) degerleri belirlenmistir. BAC kullanimu ile sesil hiicreler tizerinde
20 dk’da, biyofilm hiicreleri lizerinde 5 dk LD 90 degerlerinin elde edildigi goriilmiistiir.
Ozon kullanimi ile sesil hiicreler tlizerinde 15 dk’da, biyofilm hiicreleri iizerinde 10 dk da
LD 90 degerleri elde edilmistir. Nisin kullanimi ile ise sesil hiicreler {izerinde 30 dk’da,
biyofilm hiicreleri tizerinde 120 dk’da LD 90 degerleri elde edilmistir.

Valeriano ve ark (2012) de yaptiklari ¢alismada Tyrptone Soya Broth besiyerinde
mikroorganizma yiikii 108 kob/L olacak sekilde Salmonella enterica serotype Enteritidis S64
paslanmaz ¢elik 304 yiizeyler iizerine inokiile edilmis; toplamda 240 saat sonra sonug
alimmistir. Calismada kontrol olarak %0,85 lik NaCl kullanilmis celik plakalardaki
mikroorganizma says1 10 dk’da 7,76 logkob/cm?, 20 dk’da 6,75 logkob/cm? ve 40 dk’da
5,18 logkob/cm? olarak tespit edilmistir. C. citratus ve M. piperita isimli dogal maddelerin
kullanimu ile ise gelik plakalardaki mikroorganizma yiikii 10 dk’da 3,56 log kob/cm?ve 3,7,
20 dk’da ve 40 dk’da ise <10 logkob/cm? seviyesinde tespit edilmistir.

Laird ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada bergamot ve portakal esansiyel
yaginin 1:1 oraninda karistirilmasi ile elde edilen dogal madde karisiminin hastanelerden
izole edilen vankomisin direngli Enterococcus faecalis ve metisilin direngli Staphylococcus
aureus’un biyofilm olusumunun iizerine etkisi incelenmistir. Maddelerin 316 L celik
yiizeyler tizerine 24 saatlik uygulamasi sonucunda E. feacalis’in biyofilm olusturan hiicre
sayisint 1,5 logaritmik deger, S. aureus’un biofim olusturan hiicre sayisinin 3 logaritmik

deger azaldig1 tespit edilmistir.
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Kumari ve Sarkar (2014) tarafindan yapilan ¢alismada sogutma tanklarindan izole
edilen Bacillus cereus hiicreleri iizerine CIP prosediirlerinin etkinligi incelenmistir.
Arastirmacilar sogutma tanklarinda B. cereus hiicre sayismin 10° kob/cm?’ye ¢iktig
belirlemis ve invitro sartlarda ayni seviyede mikroorganizmay1 ¢elik plakalar {izerine
inokiile etmistir. Calismada iki farkli CIP prosediirii kullanilmigtir. Referans prosediir olarak
%1 NaOH 65°C/10dk-su ¢alkalama- %1 HNO3 65°C/10dk-su ¢alkalama kullanilirken; ikinci
metot olarak %1,5 NaOH 65°C/30dk-su ¢alkalama- %1 HNOs; 65°C/10dk-su c¢alkalama
kullanilmistir. 24 saatlik biyofilm tabakalari iizerine her iki CIP metoduda uygulanmis ve
mikrobiyal yiikiin azalis miktar1 incelenmistir. Referans CIP’in kullanildigir ¢alismada
uygulama dncesi hiicre sayis1 5,33 logkob/cm? olarak tespit edilirken; uygulama sonrasi say1
2,03 logkob/cm? olarak tespit edilmistir. Ikinci CIP metodu uygulamasinda ise uygulama
oncesi hiicre sayis1 5,10 logkob/cm? olarak tespit edilirken; uygulama sonras1 say1 4.77
logkob/cm?’ye diismiistiir.

Vazguez-Sanchez ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise Staphylococcus
aureus son hiicre konsantrasyonu 7x10° kob/mL olacak sekilde icinde paslanmaz ¢elik 304
celik plakalar bulunan Tyrptone Soya Broth besiyerinde inokiile edilerek 25°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. 48 saat sonra gelik plaka yiizeylerinde biyofilm yapan hiicre
sayis1 4 logkob/cm? olarak bulunurken sesil hiicre say1s1 4-5 logkob/cm? olarak bulunmustur.
Calismada 200, 500 ve 800 mg/L seviyesinde klor uygulamasi yapilmis ve biyofilm iireten
mikroorganizma seviyesindeki azalis sirastyla 3,84, 4,44 ve 5,51 logkob/cm? olarak tespit
edilmistir.

Yapilan calismalar ve cizelge 4.20°de verilen calismamizda elde edilen sonuglar
incelenecek olursa; paslanmaz celik 316 L kupon yiizeylerinde tespit edilebilen sesil ve
biyofilm olusturabilen hiicre sayilarinin benzer oldugu goriilmektedir. Calismamizda
kullanilan ticari dezenfektan madde perasetik asit ve tarafimizdan hazirlanan yeni
dezenfektan formiilleri sesil ve biyofilm olusturan hiicreler iizerine referans olarak belirtilen
caligmalarda bahsi gegen ticari dezenfektan (klor, Benzalkonium chloride, 0zon, nisin ve
lauricidin) yontemlerine oranla daha etkili bulunmustur.

Calismamizda paslanmaz celik 316 L plakalar iizerine Firma B’ye ait CIP prosediirii
uygulandiginda elde edilen sonuglar yine Bacillus spp. CIP islemi sonrasi gelik plaka
yiizeylerindeki yiikiinii arastirmis olan Kumari ve Sarkar (2014) tarafindan elde edilen
sonuglarla karsilagtirildiginda temizlik i¢in bagsarili olmadig1 yorumu yapilabilir. Kumari ve
Sarkar (2014) tarafindan yapilan ¢alismada siit iirlinleri tiretim hatlarinda bulunan sogutma

tanklaridan izole edilen Bacillus cereus 10* kob/ml seviyesinde i¢inde paslanmaz gelik 304
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plakalar bulunan yagsiz siit ortamimna inokiile edilmistir. 4°C’de 24 saat inkiibasyon
sonucunda ¢elik plaka yiizeylerine B.cereus sayisinin arastirmacilar tarafindan 6nerilen CIP
prosediiriin uygulanmasi sonucu hiice olusturan hiicre saymin 4,77 logaritmik deger azaldigi
tespit edilmistir. Bu calismada ise UHT siit igerisinde paslanmaz ¢elik 316 L {izerinde Firma
B’ni CIP prosediirii uygulandiginda 30°C’de 24 saat gelistirilen B.coagulans’in biyofilm
olusturan hiicre sayisinda ancak 1 logaritmik deger azalma oldugu belirlenmistir. Bu noktada
calismamizda kullanilan izolatlarin {iretim hatlarindan izole edildigi, giiclii biyofilm
olusturucu mikroorganizmalar oldugu ve ilgili CIP prosediirlerine ragmen ylizeylere
tutundugu gz oniinde bulundurulmalidir.

Firma B’nin gergek iiretim hatlarindan alinan degerler ile invitro ortamda yapilan
calisma karsilastirilacak olursa; herhangi bir temizlik islemi uygulanmadiginda gercek
liretim hatt1 gelik yiizeylerinde 10° kob/100cm? seviyesinde mikrobiyal yiik tespit edilirken
invitro sartlarda Enterobacter cloacea icin 10° kob/cm?, Bacillus coagulans igin 10° kob/cm?
seviyelerinde mikrobiyal yiik tespit edilmistir. Bu duruma gercek iiretim hattinda siitiin
baslangi¢c asamasindaki mikrobiyal ylikiiniin bilinmemesi yan sira gercek liretim hattinda
mikroorganizmalarin karigik kiiltiir halinde bulunmas1 ve bu karisik kiiltiir icinde birbirine
antagonistik etki gosterebilen tiirlerin bulunmasi gerekg¢e olarak gosterilebilir. Bununla
birlikte gercek iiretim hattinda genel mikrobiyal yiik temizlik sonrasi 1 logaritmik deger
azalis gostermektedir. Enterobactericea yiikii gelik yiizeyler igin 1-2 logaritmik deger,
Bacillus spp. yiikii yine gelik yiizeyler i¢in 1->1 logaritmik deger azalis gdstermistir. /nvitro
calismada ise CIP uygulamasi sonucunda ¢elik kuponlar tizerindeki E.cloacea yiikii 2
logaritmik deger, B.coagulans yiikii 1 logaritmik deger azalmistir. Firma kullanilan perasetik
asitin yiizeylere uygulanmasi sonucunda azalis her iki tiir mikroorganizma i¢in 3-6
logaritmik deger arasinda ger¢eklesmistir.

Perasedik asit toksik olmayan, bakterisidal, virusidal ve sporosidal bir dezenfektan
madde olup; ortamda organik madde varlig1 aktivitesini etkilememektedir. Uriin 0-50°C
sicaklik, pH 5,5-8,2 araliginda aktif olarak ¢alismaktadir. Perasetik asit atik sularinda klor
gibi toksik yan iiriinler (trihalometanlar ve haloasetik) maddeler olusturmadigy; fakat atik
sulariin BOD ve COD degerlerini arttirdigr bildirilmistir. Fakat son derece korozif olan
dezenfektan madde, iizerinde biyofilm olusmus yiizeylerde serbest radikallerin olusmasina
neden oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda perasetik asitin diisiik konsantrasyonlarda
(£%1) kullanima uygun oldugu bildirilirken; stabil bir iirlin olmadig1 gosterilmistir. Bununla
birlikte perasetik asitin biyofilm igerindeki kimyasal yapilar1 okside ederek; yapismayi

saglayan yapilarin ve kovalent baglarin ylizeye iyice yapismasina neden oldugu
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bildirilmektedir. Su kullanim1 ise perasetik asitin korozif etkisini azaltmak ile birlikte
biyofilmler iizerine olumsuz etkisini arttirabilmektedir (Wirtanen ve ark., 2000; Wirtanen ve
Salo, 2003; Kitis, 2003; Vural ve Celen, 2005; Dell’Erba ve ark., 2007).

Gergek tiretim hattinda perasetik asitin invitro sartlara oranla biyofilm olusturan
mikroorganizmalar iizerine sadece 1 logaritmik deger azalisa neden olabilmesi
dezenfektanin gergek TUretim hattinda dogru konsantrasyon, siire ve sicaklikta
kullanilmamas1 yani1 sira CIP prosediiriinde uygulanan su ile son durulama asamasinin
siiresine uyulmamasi ve dezenfektan maddenin dogru bir sekilde depolanmamasi oldugu

distiniilmektedir.

4.4.2. CIP, Ticari ve Dogal Dezenfektan Maddelerin Celik Plaka Yiizeyleri
Uzerine Korozyon Tespiti Analizi

Calismanin son asamasinda antibiyofilm ve quorum quenching etkili iki yeni
dezenfektan formulii ile referans isletmemiz (Firma B) tarafindan kullanilan ticari
dezenfektan maddenin yine Ezine peyniri iiretim hatlarinda kullanilan paslanmaz celik 316

L iizerinde korozyona neden olabilme durumu arastirilmistir.
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Sekil 4.19. Paslanmaz celik 316 L plakalarin SEM goriintiileri (A Uzerine herhangi bir
temizlik uygulanmamis pasif paslanmaz celik 316 L yiizey, B Uzerine sadece CIP
uygulanmis yiizey, C Uzerine CIP ve 5 dk. Perasetik asit uygulanmus yiizey, D Uzerine CIP
ve 5 dk. Boraks-%0,16 EDTA uygulanmis yiizey, E Uzerine CIP ve 5 dk EGCG-Boraks-
%0,32 EDTA uygulanmis yiizey)

Aragtirma dogrultusunda Ezine peyniri iiretimi yapan firmalarda yapildigr gibi
pasivizasyon yapilmis c¢elik plakalar iizerine tiim dezenfektanlar bir 6nceki g¢alismada
dezenfeksiyon i¢in yeterli oldugu belirlenen 5 dk. siire ile uygulanmistir. Uygulama
sonucunda elde edilen 6rnekler SEM-EDX analizine tabi tutularak korozyon olusumunun
gerceklesme olasigl incelenmistir (Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21).

Sekil 4.19°da goriilen A yiizeyi islem gérmemis pasif ¢elik 316 L ¢elik plakanin

yiizeyidir. Yiizeyde goriilen kiriklar Ezine peyniri iireticilerinin de gelik yiizeylerine
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uyguladigi 1 N HCI ile pasivizasyon sonucu olusmaktadir (Flint ve ark., 2000; Jullien ve
ark., 2002; Faller ve ark., 2005; Yadav ve ark., 2011; Geng ve ark., 2015; Verma ve ark.,
2017). Ahmad ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada korozyondan metallerin
korunmasi i¢in hidrofobitenin 6neminden bahsetmektedir. Calismada hidrofobisitesinin
yiizeylerin tam olarak temizlenmesi ve korozyonun onlenmesi i¢in ¢ok onemli oldugu
vurgulanmistir. Paslanmaz ¢elik 316 L hidrofobik ve piiriizlii bir yilizeye sahiptir.

Sekil 4.19°da pasif ylizeyde (A) asit nedeniyle olugsmus delik seklinde cukur
korozyonlar goriilmektedir. Sadece CIP uygulanmis yiizeyde (B) ise kiriklarin genisledigi
tespit edilirken; yiizeyde ¢ukurcuk korozyon varligi goriilmiistiir. Kirik genislikleri ¢izelge
4.19°da goriilebilir. CIP sonrasi perasetik asitin uygulandigi 6rnek C’de ise kirik genisligi
artmistir. Yiizeyde ¢ukurcuk korozyonun disinda parcalanma goriilmektedir. CIP sonrasi
boraks ve %0,16 EDTA ile hazirlanan birinci formiil paslanmaz celik 316 L {izerine
uygulandiginda (D) kirik genisligi sadece CIP uygulanan yiizeyden daha azdir. Bu durum
korozyon inhibisyonu konusunda olumlu goriilmektedir. Bununla birlikte yiizeyde ¢ukurcuk
korozyon yani sira bazi1 deformasyonlar goriilmektedir. Epicathechin gallat-boraks karigimi
ile %0,32 EDTA ile hazirlanan ikinci fomdiliin ¢elik plaka iizerine uygulanmasi (E) sonucu
yiizeyde goriilen kirik genisligi sadece CIP uygulanmis yiizeyde goriilen kirik genisligine
oranla daha azdir. Yiizeyde herhangi bir ¢ukurcuk korozyonu goriilmezken; ylizeyde tim

orneklerde goriilen asit ¢izgileri haricinde herhangi bir yapisal deformasyon goriilmemistir.

Cizelge 4.21. Paslanmaz celik 316 L plakalarindaki kirik genislikleri (um)

Yiizey Passivize CIP CIP+5 dk. CIP+5dk. Boraks-  CIP+ 5 dk. Boraks-
Tiirii Yiizey Uygulanmus  Perasetik Asit %0,16 EDTA EGCG-%0,32 EDTA
Yiizey Uygulanms Uygulanmis Yiizey Uygulanmis Yiizey
Yiizey
Ort+SD 0,68+0,72 1,09+0,48  1,18+0,63 0,59+0,12 0,94+0,23

Stivari (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada Herba hyperici (farkli bir gesit sar1
kantaron) ve Folium juglandis (ceviz yapragi) bitkilerinin yumusak ¢eligin korozyonu
lizerine inhibitdr etkileri aragtirilmistir. Calismada dogal ekstraktlar 30 g/1L olarak saf su ile
hazirlanmig ve farkli pH (4, 6, 8) degerlerindeki ortamlarda inhibitor etki degelendirilmesi
yapilmistir. Calismada Folium juglandis tim pH degerlerinde geligin korozyonu {izerine
inhibat6r etkisi oldugu belirtilirken; Herba hyperici’nin pH 4 degerinde korozyonu
hizlandirdig goriilmiistiir. Ayni bitki pH 6 degerinde iyi bir inhibitor etki gosterirken; pH 8

degerinde orta diizeyde bir inhibitdr etki gdstermistir.
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Sekil 4.20. Paslanmaz ¢elik 316 L plakalarin EDX analizi 1 (A iizerine herhangi bir temizlik
uygulanmamus pasif paslanmaz celik 316 Lyiizey, B Uzerine sadece CIP uygulanmus yiizey)

Elemental yiizey analiz ¢alismasinda paslanmaz ¢elik 316 L’de bulunan elementler
yani sira pasivizasyon i¢in kullanilan HCI, CIP prosediirii i¢in kullanilan HNO3 ve NaOH;
perasetik asit ile muamele sonucu goriilebilecek olan C2H40s3, boraks B (Na2B4O7-10H20)

ve EGCG C22H18010 elementlerinin yiizeylerde bulunma durumu incelenmistir.
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Sekil 4.21. Paslanmaz celik 16 plakalarin EDX analizi 2 (C Uzerine CIP ve 5 dk. Perasetik
asit uygulanmus yiizey, D Uzerine CIP ve 5 dk. Boraks-%0,16 EDTA uygulanmis yiizey, E
Uzerine CIP ve 5 dk. EGCG-Boraks-%0,32 EDTA uygulanmus yiizey)

Cizelge 4.22. Paslanmaz celik 316 L plakalarinda EDX analizi element miktarlari (%)

Yiizey Tiirii Fe C Cr Ni (0] Si Na Al Cl Ca B N

A 500 275 139 57 21 06 00 00 00 OO 00 00
B 498 276 132 54 34 05 01 00 00 00 00 00
C 484 290 127 56 35 04 01 03 00 00 00 00
D 128 156 34 14 14 01 00 00 00 00 652 00
E 457 224 124 50 30 05 01 00 00 00 106 0,0

*A Uzerine herhangi bir temizlik uygulanmamis pasif paslanmaz ¢elik 316 L yiizey, B Uzerine sadece CIP
uygulanmus yiizey, C Uzerine CIP ve 5 dk. Perasetik asit uygulanmus yiizey, D Uzerine CIP ve 5 dk. Boraks-
%0,16 EDTA uygulanmis yiizey, E Uzerine CIP ve 5 dk EGCG-Boraks-%0,32 EDTA uygulanmis yiizey
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Pasifize edilmis ylizey (A) ile CIP uygulanmis yiizeyde (B) elde edilen elementler
karsilastirildiginda arada onemli bir fark tespit edilememistir. CIP uygulanmis yiizeyde
pasifize ylizeyden farkli olarak %0,1 oranda kostik (NaOH) kaynakl1 Na tespit edilmistir.
Kaynagin kostik oldugu kanisina paslanmaz ¢elik 316 L yapisinda Na olmamasi nedeniyle
vartlmistir (Al-Saadi ve ark., 2016). Perasetik asit ile muamele edilen yiizey incelendiginde
ise yiizeyde Aliimiyum elementine rastlanmasi ¢ukurcuk korozyonun pasif yilizeyi gecerek
paslanmaz yiizeye ulagsdigia bir kanittir. Galvele (1976) tarafindan yapilan bir ¢caligmada
cukurcuk korozyonun ilermemesi durumunda Al iyonuna rastlanabilecegini belirtmistir.
Verma ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada paslanmaz ¢elik 316 L’nin agirligin
%0,008’1 kadar; Kumar ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise paslanmaz c¢elik
316°da agirligin %0,042°si kadar Al elementi oldugu belirtilmektedir. Ayrica paslanmaz
celik 316 L iretiminde oksitlenmenin azalmasi i¢in aliiminyuma daldirma islemi
gerceklestirilmektedir (Pasinli ve Koksal, 2009). Bu durum pasifize edilmis, CIP
uydulanmis ve perasetik asit 5 dk uygulanmis ¢elik plaka ylizeyinde Al iyonu goriilmesini
aciklamaktadir. Dogal maddelerden hazirlanmis ilk dezenfektan formiiliiniin uygulandigi
yiizeylerde (D ve E) Al iyonu goriilmemesi korozyonun pasif yiizeyin altindaki tabakaya
ulagsmadigimin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Analizlerde, 5 dk. boraks ve %0,16 EDTA formiilii ile CIP sonrasi muamele goren
paslanmaz c¢elik 316 L 6rnegi elemental analizinde diger iyonlarin oraninin diismesi ve B
iyonu oraninin %65,2 olarak dl¢iilmesi, yiizeyde B kalintis1 oldugunu gostermektedir. Bor
iyonu kalintilar1 kirik aralarina yerlesebileceginden; kirik genisliklerinin diismesi bu sekilde
aciklanabilir. Bor iyonu korozyon olusumuna inhibitoér etki gosterebilmektedir. Suvari
(2007) tarafindan yapilan ¢aligmada iki dogal maddenin yiizeyde korozyona inhibitor etki
yarattig1 belirlenmistir. Bozorg ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada bakir plakalar
0,5 M siilfiirik asit i¢ine konulmustur. Calismada inhibitor olarak %95 etil alkol ile
hazirlanmis  Myrtus communis (mersin bitkisi) 0, 50 ve 100 mg/L’lik ekstraklar
kullanilmistir. Yapilan aragtirmada dogal ekstraktin bakir korozyonunu inhibe edebildigi
belirtilirken; ylizeydeki kirik genisligini ¢alismamizda oldugu gibi azalttigi SEM analizi ile
tespit edilmistir. Ayrica, Bozorg ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ekstrakt
miktariin artist ile ylizeyde diizlesme gorilmiistiir. Calismamizda boraks miktarmin en
yiiksek oldugu 1:1 boraks+%0,16 EDTA formiilii uygulanan yiizeyin '2’si kadar boraks
bulunan boraks+EGCG+%0,32 EDTA formiilii uygulanan yiizeye oranla kirik genisliginin
daha az oldugu tespit edilmistir. Fouda ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada ise

paslanmaz celik 316 L 1M HCI i¢ine konulmus ve {li¢ adet organik maddenin asitin g¢elik
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plaka iizerine korozyon etkisi {izerine inhibitdr etkisi aragtirilmigtir. Arastirmada kullanilan
organik maddeler (E)-3-oxo-2-(m-toyldiazenyl) pentanenitrile (A), (E)-3-o0xo0-2-
(phenyldiazenyl) pentanenitrile (B) ve (E)-3-(phenyldiazenyl) pentane -2,4-dione (c)’dir.
Organik maddelerin distile su ile hazirlana ekstraklarinin asit korozyonu tiizerine ¢esitli
molaritede etkileri arastirilip koruma yiizdeleri hesaplanmistir. En yliksek molarite
degerinde (25x10® M) A maddesinin yiizde koruma degeri % 76, B maddesinin % 69 ve C
maddesinin % 61 olarak belirlenmistir.

Antimikrobiyal ve quorum quenching etkisi en yiiksek olan EGCG maddesi ve boraks
ile tiretilen ikinci dezenfektan formiilii uygulanan yiizeylerin elemental analizinde diger
elementlerin yiizdeleri CIP uygulanmis yiizeye benzer bir ylizdeye sahipken; bor (B)
elementi miktar1 %10,6°d1r. Yiizeyde herhangi bir deformasyon, yogun ve biiyiik cukurcuk
korozyona rastlanmamistir. Kirik genisligi ise ¢izelge 4.21°de de goriilecegi lizere CIP
uygulanmis ylizeyden daha azdir. Formiiliin yiizey tizerine asit ve kostigin etkisini inhibe
edici bir 6zelligi olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Uretiminin yaklasik % 67’sinin iilkemiz tarafindan gergeklestirilen, dogal bir mineral
olan boraksin birinci formiil kullanildiginda daha yogun olmak iizere yilizeyde kalinti
birakmasi durumunun insan sagligi acisindan bir sorun teskil edip etmeyecegi konusu
literatlirde aragtirilmistir. Boraks birinci formiilde 500 pg/ml konsantrasyona sahipken;
ikinci formiilde 250 pg/ml konsantrasyona sahiptir. Birinci formiilde yiizeyde %065,2
oraninda, ikinci formiilde %10,6 oraninda Bor iyonu bulunmaktadir. Dezenfeksiyon islemi
sonrasi su ile durulama islemi yapilmadiginda; kabaca birinci formiil kullanimiyla yiizeyde
2,01 mg/cm?, ikinci formiil kullanimiyla 0,16 mg/cm? borun yiizeyde kaldig1 soylenebilir.
Bor toprak, deniz ve havada dogal olarak var olan; igtigimiz sularda, yedigimiz meyve, sebze
ve kuru yemislerde bulunan dogal bir mineraldir. En yliksek oranda kabuklu kuruyemislerde
bulunur. Ornegin fistik da 13,8-18 pg/g, elmada 2,38-2,73 ug/g, kuru erikte 21,5-27 pg/g,
cayda 1,03 pg/g, tiirk kahvesinde 14,33 pg/g’dir. Diinya Saglik Orgiitii WHOya gore icme
sularinda bor siir1 0,1-0,3 mg/L olarak belirlenirken; Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi-
EFSA ise bu sunir1 0,2-0,6 mg/giin olarak belirlemistir. Diinya Saglik Orgiiti WHOya gére
borun gida ile alim1 1,2 mg/giin olarak belirlenmistir (Demirtas, 2000; Kuru ve Yarat, 2017).
Fareler lizerinde yapilan toksidite testlerinde sinir, glinliik 9,6 mg/kg olarak tespit edilmistir
(Murray, 1995). Eti Maden isletmesi tarafindan 2014’de yeniden diizenlenen “Eti Matik Bor
Temizlik Uriinii” giivenlik bilgi formuna gdre boraksin herhangi bir karsinojenik ve
mutojenik etkisi tespit edilememistir. Boraksin ortam havasinda 15 mg/m® miktarinda

bulunabilecegi bildirilirken; farelerde oral alim sonucu LDsp degerinin 4500-6000 mg/kg
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oldugu tespit edilmistir. Dogada dogal olarak bulunan boraksin tath su kaynaklarinda 1 mg
B/L, i¢cme sularinda 0,5 mg/L ve toprakta 100-300 mg B/L arasinda bulumasi gerektigi
vurgulanmistir. Bu nedenlerle g¢evreye saliniminin control altinda yapilmasi gerektigi
belirtilmistir.

Calisgmamizda yiizeylerde goriilebilen bor iyon degerleri giinliikk alim ve toksisite
degerlerinin ¢ok altindadir. Bor mineralinin islendigi isletmeler de dahi atik aritma sularinin
cevreyi tehdit etmedigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Tiirker ve ark., 2014; An ve Xue,

2014; Erkmen ve Yapici, 2015; Kanan ve ark., 2015).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Calisma dort boliim halinde planmistir. Calismanin birinci boliimiinde Ezine yoresinde
faaliyet gosteren li¢ farkli Ezine peyniri iireticisinin tiretim hatlarinda biyofilm olusturan,
iletisim sinyalleri (quorum sensing) olan bakteri florasi tespit edilmistir. izole edilen Gram
negatif bakterilerin, Gram negatif bakteriler i¢in spesifik sinyal sistemi olan AHL sinyal
varlig1 arastirlirken; Gram pozitif izolatlar i¢in genel sinyal sistemi olan AI-2 sinyal varligi
incelenmistir.

Ikinci galisma kapsaminda iiretim alanlarindan izole edilmis olan biyofilm pozitif
izolatlar iizerine etkili olabilecek dogal, antibiyofilm ve quorum quenching maddeler
belirlenmeye c¢alisilmigtir.

Ucgiincii ¢alismada ise antimikrobiyal, antibiyofilm ve quorum quenching etkili oldugu
belirlenen maddelerden dezenfektan formiilasyonu bulunmaya ¢alisilmis; bu nedenle dogal
maddelerin ikili, iiclii ve dortlii kombinasyonlarinin se¢ilen izolatlar tizerine antimikrobiyal
etkisi ile birlikte % inhibisyon degerleri tespit edilmeye calisilmistir.

Calismanin son boliimiinde ise, birinci ¢alismada temizlik oncesi ve temizlik sonrasi
yiizey yiikleri belirlenmis olan Firma B’nin temizlik prosediirii kullanilarak; laboratuar
ortaminda hazirlanan yeni dezenfektan formiillerinin sesil ve biyofilm olusturan
mikroorganizma yiikiinii azaltma miktari, ¢elik plakalarin korozyonuna katkilari konusunda
tespitler yapilmistir.

Caligmanin birinci boliimiinde Ezine peyniri liretiminin yaklasik % 60°n1 yapan {i¢
tireticinin Uiretim hatlar1 incelenmis; koku problemine neden olabilecek bakteri tiirleri izole
edilmistir. Her ii¢ iiretim hattinda da Bacillus spp. yaygin bir sekilde oldugu tespit
edilmistir. Firmalarin konumlari dolayisiyla ¢gevrenin kuyu suyu kullaniminin bu bakterinin
kaynagr oldugu degerlendirilmistir. Yine {retim hatlarinda Enterobacteriacea,
Streptococcus spp. ve Pseudomonas spp. gibi kotii koku nedeni olabilecek bakteriler yani
sira Listeria spp. gibi siit endiistrisinde ciddi problemlere sebep olan bakteriler izole
edilmistir. Yapilan ¢alisma sirasinda elde edilen tiim izolatlarin biyofilm iireticisi
oldugu belirlenmistir. Biyofilm {ireticisi mikroorganizmalar arasinda Listeria
monocytogenes, L. ivanovii, Bacillus cereus, B. coagulans, B. subtilis, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumonia, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Streptococcus
thermophilus, S. bovis ve S. mitis gibi 6nemli bakteri tiirleri ylizeylerden izole edilerek

tanimlanmistir. Gram negatif izolatlarin hicbiri kisa zincirli AHL iireticisi olmadigy;
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Enterobacteriacea’larin %096,43’liniin uzun zincirli AHL iireticisi oldugu tespit edilmistir.
izole edilen Gram pozitif izolatlarin ise Al-2 sinyali iireticisi oldugu belirlenmistir.

Mikroorganizmalar tarafinda biyofilm olusumu icin iki adet Onemli faktor
bulunmaktadir. Bu faktorlerin birincisi mikroorganizmalarin genetik yapisiyken; ikincisi
bakteriler arasi iletisim sistemidir (O’Toole ve ark., 2000; Hammer ve Bassier, 2003;
Reisner ve ark. 2006; Toyofuku ve ark., 2016). Mikroorganizmalarin biyofilm yapisi
icerisinde antibiyotik, dezenfektan gibi kimyasallara diren¢ kazandigi, direng genlerini
paylastigr bilinmektedir (Mah ve O’Toole, 2003; Hammer ve Bassier, 2003).
Mikroorganizmalarin iletisimi quorum quenching etki ile kesilerek biyofilm olusturmalari
ve direng paylasimlar: engellenebilmektedir.

Calismamizda elde edilen izolatlarin biyofilm {ireticisi oldugunun tespiti; Ezine
peyniri  iiretim hatlarinda  biyofilm olusumuna genetik  yatkinligit  bulunan
mikroorganizmalarin var oldugunu bizlere isaret etmektedir. Gram negatif izolatlarimizdan
Pseudomonas spp. olarak izole edilerek tanimlanan izolatlarimizin uzun veya kisa zincirli
AHL f{ireticisi olmadig1 indikator bakteriler ile belirlenmistir; fakat bu izolatlarin iletisim
sistemi sahibi olmadig1 sOylenemez.

Igili izolatlarin petri yontemi ile tespit edilemeyen C14-HSL’den daha yiiksek AHL
sinyalleri ile iletisim kurabilecegi gibi daha farkli sinyal sistemleri ile de iletisim kuruyor
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenlerle konunun daha ileri asamalarda arastirilmasi
gerekmektedir.

Uretim hatt1 yiizeylerinde biyofilm olusturan bakterilerin ortamdan uzaklastirilmasi
icin Oncelikle antimikrobiyal dogal madde ekstraktlarin kullanimi ¢alismamizda
hedeflenmistir. Bu nedenle 18 adet dogal materyalin %70 etil alkol kullanilarak ekstraklari
hazirlanmustir. izolatlar iizerine antimikrobiyal etkisi en yiiksek olan maddenin EGCG
oldugu tespit edilirken; ikinci sirada boraks vardir. Cayin etken maddesi olan
Epigallocathecine gallat’in inhibisyon c¢aplarinin diger maddelere oranla daha biiytik oldugu
tespit edilmistir. Calismada boraksin biyofilm iireticisi olan mikroorganizmalar {izerine
antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edilmis; inhibisyon ¢aplar1 acisindan ilgili maddenin
ikinci sirada oldugu belirlenmistir. Biyofilm olusumu yapabilen izolatlarimizin yine
biyofilm olusumu i¢in 6nemli bir faktér olan quorum sensing sinyalleri {ireticisi oldugu
belirlenmis ve dogal ekstraklarin bu sinyaller iizerine quorum quenching etkisi
aragtirilmugtir. Ilgili dogal maddelerden Epigallocathecine gallat’in her iki sinyal tiirii
(AHL ve Al-2) i¢cin de QQ etkisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Boraksin AHL

sinyalleri iizerine QQ etkisi AI-2 sinyalleri zerine olan etkisi kadar yiiksek olmadig:
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belirlenmistir. EGCG’1n AHL sinyalleri lizerine zon ¢ap1 ekstraklar i¢in de en yiiksek iken;
boraksin zon ¢ap1 ise EGCG ile elde edilen degerden oldukga diisiiktiir. AI-2 inhibisyon
degeri agisindan EGCG ekstrakti ile en yiiksek inhibisyon degeri elde edilmistir.

Calismanin tiglincti kisminda ise antimikrobiyal-antibiyofilm ve quorum quenching
etkili dogal madde ekstraktlarininin kombinasyonlarinin antimikrobiyal aktivite {izerine
etkileri incelenmis ve maddelerin birbiri {izerine antagonistik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Tek basina en etkili madde olan EGCG ile boraksin kombine edildigi ¢calismada,
EGCG iizerine boraksin antagonistik etkisinin diger dogal ekstraktlara oranla oldukea diisiik
oldugu goriilmiistiir. EGCG ile boraksin kombine edildigi calismada, EGCG iizerine
boraksin antagonistik etkisinin diger dogal ekstraktlara oranla olduk¢a diisiik oldugu
goriilmiis; varhiklarinda hazirlana dezenfektan formiillerinden biri %100 inhibisyon
oranini saglamstir.

Caligmanin son basamaginda ise Ezine peyniri iireticisi firmalarda kullanilan ve
korozyon konusunda olduk¢a direngli paslanmaz ¢elik 316 L {izerindeki korozyon etkileri
ve yine paslanmaz celik plakalar {izerinde gelistirilmis 24 saatlik biyofilm tabakalari tizerine
inhibisyon etkisi arastirtlmistir. Calismada CIP prosediirii uygulanan firmanin kullandigi
ticari dezenfektan madde perasetik asit de kullanilmistir. CIP prosediiriiniin ¢elik plakalar
tizerine korozif etkisinin oldugu tespit edilmistir. Calismamizda olusturulan yeni
dezenfektan formiillerinin 5 dk. uygulamasinin sesil ve biofilm olusturan hiicre sayisim
<10 kob/cm2 seviyesine c¢ekebildigi tespit edilmistir. Ticari dezenfektan madde olan
perasetik asitin mikobiyal yikii 5 dakikalik uygulama sonrasi 5 logaritmik deger
azaltabildigi goriiliirken; 5 dakikalik uygulamanin celik plaka iizerine son derece korozif
etki gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 maddenin 15 dakikalik uygulamasi mikrobiyal yiikii 6
logaritmik degere kadar azaltabilmektedir; fakat bu siirenin ¢elik plaka {izerine korozif etkiyi
arttiracagi agiktir. Calismamizda kurgulanan dogal dezenfektan formiilleri ise genel itibari
ile 5 dakikalik uygulama sonucunda mikrobiyal yiikii 6 logaritmik deger azaltmaktadir. Ek
olarak, dogal dezenfektan formiillerinin yiizeyler iizerine perasetik asit ve CIP’e oranla
daha az korozif oldugu hatta yiizeylerin piiriizliiliigii iizerine olumlu etkiye sahip
oldugu calisma sirasinda tespit edilmistir.

EGCG’m 1 kg’1 354 TL’dir (Anonim a, 2017). Boraks’in 100 gr’1 2,99 TL’dir
(Anonim b, 2017). Kullanilacak olan dogal madde ekstiraktinin ayn1 zamanda ¢ok pahali
olmamasi, firmalar tarafindan kolay kullanilmasi ve giiniimiizde kullanilan dezenfektan
maddelere tercih edilebilir olmasi gerekmektedir. Calismamiz sirasinda temizlik prosediirii

uygulanan firma B’nin iiretim hattinda kullandig1 perasetik asit bazli1 dezenfektanin ortalama

136



fiyat1 401,20 TL/20 L’dir (Anonim c, 2017). Fiyat olarak EGCG’1n tek basina kullaniminin
maliyeti arttirict oldugu tespit edilmis; bu nedenle EGCG’1n boraks ile kombinasyonun
ileriki asamalarda kullanimi1 hedeflenmistir. Verilen fiyatlar ile hesaplama yapildiginda
EGCG ve boraksin kullanildig1 dezenfektan formiiliiniin kabaca fiyatt 197 TL/20L olarak
hesaplanmistir. Dezenfektan formiil gelisimi sirasinda dogal maddelerin tim {iretim
alani/hatt1 ylizeylerine daha ucuz yollarla ulasabilmesi ve dogal maddelerin etkilerini arttiric
stvt kullanimi tercih edilmis; %0,32 ve %0,16 EDTA, %I1NaCl kullanilmistir. Yapilan
calismada EGCG ve Boraks kombinasyonunun esit oranda %0,32 EDTA’ll formiil ile
boraks-%0,16 EDTA’l1 ikinci formiiliin biyofilm olusturan mikroorganizmalar {izerine
yiizde inhibisyon etkisinin %100 seviyesine kadar ¢ikabildigi belirlenmistir.

Sonug olarak, ¢alismamiz sirasinda iki adet dogal madde tabanli dogal dezenfektan
formiilii gelistirilmistir. Bu dezenfektan formiillerinin 24 saatlik biyofilm tabakalar
tizerinde inhibisyon etkileri ve paslanmaz celik plakalar iizerine anti-korozif etkileri basarili
bulunmustur.

Bundan sonra yapilacak calismalarda bu calisma sirasinda elde edilen dogal madde
kombinasyonlarinin Al-1 ve Gram pozitiflere 6zel AIP sistemleri gibi sinyal molekiilleri
tizerine QQ etkileri belirlenmelidir. Yeni iki formiiliin mikroorganizmalar1 hangi
mekanizma ile antimikrobiyal-antibiyofilm, quorum quenching etkiyi olusturdugu
arastirilmalidir. Bu yol ile DNA’nin parcalanmamasi durumunda mikroorganizmalarin yeni
formiillere diren¢ kazanma durumun ortaya ¢ikabilme durumu degerlendirilmelidir. Ayrica
bu formiillerin kullaniminin atik aritma sistemlerinde aritma maliyetlerine azaltabilme

oranlar1 ve ¢evrey olumsuz katki durumlari incelenmelidir.
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EK 1. Sekil 1. Calismanin Is Akis Plani

c
(4]
g
=
£
4‘__]'
o
£
P}
o
3
)
=
£
K=
=
2
iy
£
0
oy
N
=
=
c
o]
o
=
ks
=
<
£
)
o
3
=
L
k)
=
o
3
£
£,
L]
el
L]
E
N
[ad)

@
o
(=
=
w
£
£
=
2
2
[
£
0
@
%
=
)
>
=
w

Acerobik Mezofilik
Bakteri,
Enterobacteriacea,
Pseudomonas,
Bacillus ve Listeria
besiyerlerinden
izolatlarin alinmasit

fzolatlarin
Saflastirilmasi ve
API Kitleriile
Tanimlanmasi

ATP Biyoliiminans
Ydntemi ve Swap
yontemi ile
Mikrobiyal Yiikiin
Belirlenmesi

fzolatlarm
Biofilm
Olugturma
Potansiyelinin
Belirlenmesi

_ Biyofilm Olusturabilen
Izolatlarin QS Sinyallerinin
Belirlenmesi

Biyofilm Pozitif izolatlar
Uzerine Etkili Dogal,
Antibiyofilm ve QQ
Maddelerin Belirlenmesi

Antimikrobiyal-Antibiyofilm

| Dogal Maddelerin AHL ve AI-2

[letisim Sinyallerini Kesebilme
Durumlarinin Incelenmesi

Antibiyofilm + QQ Maddelerin
MIK, MBK ve % Inhibisyon
Degerlerinin Belirlenmesi

Antibiyofilm + QQ Maddelerin
Kombinasyonlarinin %
Inhibisyon Degerlerinin

Belirlenmesi

Antibiyofilm + QQ
Maddelerden Yeni

| Dezenfeksiyon Formiilasyonun

Gelistirlmesi

|_| Dogal Dezenfektan Formiiliin

Etkinliginin Belirlenmesi

Celik Plakalrda Biyofilm
Olugturan B coagulans Uzerine
Etlasi

Gelik Plakalar Uzerine Korozif
Etkisinin Incelenmesi



EK 2. Sekil 2. Streptococcus spp. Tanimlama Anahtar1 (Cullimore, 2000)
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EK 3. Cizelge 1. igerikten Hazirlanan Besiyerler

Besiyer Icerik Referans
Congo Red 50 gr siikroz (PubChem CID:5988), 37gr Brain ~ (Arciola ve ark.,
Agar Heart Infusion Broth (Merck 110493, Almanya), 2002; Mariana ve
10 gr agar (Merck 101614, Almanya), 0,8 g ark., 2009;
Congo Red (PubChem CID:11314)ve 1000 ml Giindogan ve
saf su ile hazirlanmistir. 121°C/15 dk otoklavda  Ataol, 2012; Kala
steril edilerek kullanilmaktadir. ve ark., 2002;
Saising, 2012)
AB Besiyeri | NaCl (17,5g) (PubChem CID: 5234), MgSO4 (Almasoud et.al.,
(12,3g) (PubChem CID: 24083), casamino asit 2016; Zhu et.al.,
(2,09) (22090, Sigma-Aldrich, Almanya), saf su  2015)
(970 ml). Coziinlinen maddelerin pH’s1 3N
NaOH (PubChem CID: 14798) kullanilarak 7,5’
ayarlanip; 121°C/15 dk otoklavda steril
edilmektedir. Karisim soguduktan sonra 10’ar ml
steril stok soliisyonlar eklenerek AB besiyeri
hazirlanir. Stok soliisyonlar; 1M potasyum fosfat
(pH:7,0) (PubChem CID: 62657), 0,1M L-arjinin
(PubChem CID: 6322) ve gliserol (PubChem
CID: 753)’dur.
D/E Glikoz (10g) (PubChem CID: 79025), kazein (5  (Doufour ve ark.,
Notralizasyon | g) (PubChem CID: 73995022) ve Yeast ekstrakt ~ 2004; Dosti ve
Broth (2,59) (Merck 111926, Almanya) 1 litre saf su ile ark., 2005; Olmez,
hazirlanip; pH (7,6+0,2) degeri kontrol edilerek ~ 2009; Valerino ve
121°C/15 dk otoklavda steril edilerek ark., 2012;
kullanilmaktadir. Vazguez-Sanchez
ve ark., 2013)



cid:11314

EK 4. Sekil 3. Kromojenik Hicrome Bacillus Agar’da (92325, Sigma-Aldrich, Isvicre)
Koloni Renlerine Gore Bacillus spp.
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