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OZET

L egionella pneumophila UZERINE BiYOFILM ARA STIRMALARI VE
CESITLT DOGAL URUNLER iN ANTIBAKTER IYEL VE ANT iBiYOFiLM
ETKILERININ DENENMESI

Bulent TURASAY

Yuksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dal
Dansman: Yrd. Dog. Dr. Ozgur CEYLAN
Aralik 2014, 95 sayfa

Calsmada Mgla ilindeki caitli binalara ait susebeke sistemlerinden alinan
numunelerden izole edilgill adetL. pneumophilasusu kullaniimstir. Bu sylarin
Buffered Yeast Extract (BYE) besiyeri ve steril nukssuyu ortamlarindaki biyofilm
olusturma kapasiteleri incelengmve BYE’'de olgan biyofilmlere ait optik dansite
degerlerinin steril musluk suyundaki gerlerin yaklgik 2 kati oldgu tespit
edilmigtir.

L. pneumophilanin biyofilm 6zellikleri bakimindan,Pseudomonas aerugingsa
Pseudomonas flourescensPseudomonas putida Klebsiella pneumoniage
Enterobacter aerogenesve Enterococcus faecalisgibi sularda bulunabilen
bakterilerle ilgkisi aratiriimistir. L. pneumophila bakterisinin P.fluorescens
E.faecalis P.putida ile birlikte anlamli derecede fazla biyofilm eturdusu,
P.aerugionosaile birlikte ise biyofilm miktarinda azalma olgu gorulmigtor.
Bahsedilen bakterilere ait 24 saatlik biyofilmlermtdugu ortamaL. pneumophila
eklendginde ise P.aerugionosya ait biyofilm (zerinde tutunma orani negatif
kontrollere gore daha yuksek bulungtur. Tim L. pneumophilaswslarl en fazla
K.pneumoniaebiyofilmleri tzerinde biyofilm olgumu gdstermgiir. Bu sonuclar
L.pneumophilanin tutunma 0ozelliklerinin farkh tir bakterilerait planktonik
hiicreler veya biyofilm variinda deisiklik gosterdgini ortaya koymugtur.

CalismadalL. pneumophilaswlarinin 6lt bakteri hiicreleri iceren steril musisikyu
ortaminda biyofilm olgturma kapasiteleri agairilmis ve bu sglarin 6li bakteri
hicrelerini  kullanarak  okturduklart  biyofilm  oranlarinin, steril musluk
suyundakilerden ve negatif kontrollerden anlamtedede fazla oldtu gérulmitar.

L. pneumophilahiicrelerinin biyofilm olgumu esnasinda 6lu bakteri hicrelerinden
yararlanma miktarinin BYE besiyeri seviyesinesataadgi goralmistir.

Calismada ticari preparat olarak satin alinan Adacagfn®, Kekik, Limon ve Nane
yaglarinin L. pneumophilaswlari Uzerinde antibakteriyel ve antibiyofilm etkile
arsstirlmistir. Antibakteriyel aktivite sonuclari ¢amada kullanilan tim yg@arin
antibakteriyel etki gostergini ortaya koymugtur. Ozellikle defne ya ve limon ya
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yiksek antibakteriyel etki gostergtit. Minimum inhibisyon (MK) ve minimum
bakterisidal (MBK) konsantrasyonlar sirasiyla, @efm@g! icin 0.044-0.100 ve 0.16-
0.31 pl/ml, limon y& icin 0.83-1.25 ve 1.25-3.75 ul/ml olarak tesuitimmistir.

Yaglarin antibiyofilm etkileri biyofilm olgumunun inhibisyonu ve énceden giws
biyofilmin giderimi seklinde, MK, MIiK/2, MiK/4, MIK/8 ve MIiK/16
konsantrasyonlarinda denentimi Tespit edilen en yuksek biyofilm inhibisyone v
giderimi deserleri: Defne yal icin %78 - %49.1, limon ya& icin %63.3 - %34.2,
nane ydi icin %45.5 — 16.7, adagayi gaigin %35.6 — 39.4 ve kekik ga igin
%23 - 31.9 oranindadir. Defne gya antibakteriyel etki yanisira en yiksek
antibiyofilm etkiye sahip y&olarak da tespit edilrgtir. En diik antibiyofilm etki
oranlari kekik y@inda tespit edilngtir. Tim yagslarin biyofilm olusumunu inhibe
edici aktiviteleri, biyofilm giderici aktiviteleria gére daha fazla bulungtur.

Calsma sonuclart L. pneumophilanin  nekrotrofik ortamlarda biyofilm
olusturabildigini ve farkli bakteri turleri ile biyofilm olgumu yoninden etkiggm
icinde old@gunu ortaya cikarngtir. Ayrica calgmada kullanilan y&arin yiuksek
antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri nedeniyle pneumophilain dezenfeksiyonu
amaciyla kullanilabilegg sonucuna ukalmistir.

Anahtar Kelimeler: Legionella pneumohila Lejyoner hastafn, Biyofilm,
Antibiyofilm aktivite, Antimikrobiyal aktivite, Esasiyel

yaglar.



ABSTRACT

BIOFILM EXPERIMENTS ON Legionela pneumophila and
INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL AND ANTIBIOFILM
ACTIVITIES OF NATURAL PRODUCTS

Bulent TURASAY

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ozgiir CEYLAN
December 2014, 95 pages

ElevenL. pneumophilastrains were used in the study, which have bedatexd from
water samples of supply systems of various builimgMugla. Biofilm production
capabilities of the strains in Buffered Yeast EgtréBYE) medium and sterile tap
water (STW) were investigated, and it was foundeat pptical density values of
BYE biofilms was approximately two-fold higher thahSTW biofilms.

Relationship ofL. pneumophilawas investigated with other bacteria that can be
found in water such asPseudomonas aerugingsaPseudomonas putigda
Pseudomonas fluorescen&nterobacter aerogengsEnterococcus faecalisand
Klebsiella pneumonia in terms of biofilm features. It was observed ttha
L. pneumophilaformed significantly greater biofilms witR.fluorescensk.faecalis
and P.putidg but biofilms formed withP. aeruginosawere significantly lower.
Contrarily, whenL.pneumophilaadded to preformed 24h biofilms of other bacteria,
attachment ofL. pneumophilato P. aeruginosabiofiims was significantly higher
than negative controlsL. pneumophila strains produced highest biofilms on
K. pneumoniaebiofilms. Results showed that biofilm productiomafures of
L. pneumophilanight change in the presence of planktonic orchtd cells of other
bacterial species.

In the study, biofilm formation of. pneumophilan STW containing dead bacteria
cells was investigated, and it was shown that resbic biofilms of L.
pneumophilahas significantly higher values than negative kmatand medium
contain only STW. It was observed that the amotfith® benefits ot..pneumophila
from dead cells for the biofilm production did metich the level of BYE medium.

Antibacterial and antibiofilm activities of sagaurel, thyme, lemon and peppermint
essential oils supplied as commercially were ingagtd against.. pneumophila
Antibacterial activity results showed that all sedloils have antibacterial activities.
Above all laurel oil and lemon oil was shown gresatantibacterial activities.
Minimum inhibition and minimum bactericidal conceattons was determinated as
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0.044-0.100 and 0.16-0.31 ul/ml for laurel oil, B 25 and 1.25-3.75 for lemon oill,
respectively.

Antibiofilm activities of essential oils were stedi as inhibition of biofilm formation
and as eradication of preformed biofilms, at th@cemtrations of MIC, MIC/2,
MIC/4, MIC/8 and MIC/16. Highest biofilm inhibitioand eradication rates detected
as: 78% - 49.1% for laurel oil, 63.3% - 34.2% fembn oil, 45.5% - 16.7% for
peppermint oil, 35.6% - 39.4% for sage oil and 23%4.9% for thyme oil. Laurel oll
was detected to have most antibiofilm effects,naantibacterial activity. Thyme oil
was detected to have lowest antibiofilm activiliywas observed that the rates for
inhibition of biofilm production activity were muclmigher than the rates for
eradication of preformed biofilms, for all studiesisential oils.

Results of the study reveal the ability of pneumophilato form biofilm in
necrotrophic media, and its interactions with ddéfg bacteria in terms of biofilm
production. Furthermore, it was shown that the engployed in the study could be
used in disinfection olL. pneumophila,because of their high antibacterial and
antibiofilm activities.

Keywords: Legionella pneumohila Legionnaires’ disease, Biofilm, Antibiofilm
activity, Antimicrobial activity, Essential oils.
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1. GIRIS

1976 yilinda Birlgik Devletler Philadelphia kentinde, Amerikan Legi&ongresi
sonrasinda, kongreye katilanlar arasinda pnomoredog atgli seyreden bir salgin
basgdsterir. Kongre 21-24 Temmuz tarihleri arasindecgidesmistir. ilk olum 27
Temmuz'da gercekdr ve 2 Agustos’ta hastaliktan dlenlerin sayisi 18’ bulur.
Salginin kayng olarak tek bir otel gozukmektedir: The BellevueaBord Hotel.
Salgin sona erdinde toplam 182 ki hastalga yakalanmy ve bunlardan 29'u
Olmuistur (Fraser vd., 1977). Yapilan rutin laboratuvaratmasi ve kaltar
calismalarina r@men, hicbir etken izole edilemegive salginin sebebi
bulunamamytir. Basinda salgindan “Philly killer”, “Killer fear” ve “Legion fever”
gibi isimlerle bahsedilmektedir. Bigi Devletler Bulgici Hastalik Kontrol Merkezi
(CDC) 1977 Ocak ayinda etkenin izole ediidi bildirir: Hastalarin akgier
dokusunda bulunan, gram (-), skiilpesent bir basil (Chandler vd., 1977; McDade
vd., 1977). Salginin kaygaise otel havalandirma sistemi olarak tespit eigtim
Hastalgin ve etkeninin adlar ilk salginin g@gadurlarinin isimleriyle anilacaktir:

Lejyoner hastafii ve Legionella pneumophila

Etkeni belirlenemengi eski salginlara ait hasta numuneleriningardmasi sonucu,
saklanmg Kklinik drneklerdeLegionellaspp. tespit edilngive eski salginlarin nedeni
ortaya cikarillmgtir (Terranova vd., 1978, Imperato, 1981). Hatjgideer hastafi
salginlarinin 1947'ye dek uzagdigosterilmgtir (McDade vd., 1979). Cevresel su
drneklerinin laboratuvar analizleri sonucunda skterinin dgada sucul ortamlarda
yaygin olarak bulundiu tespit edilmgtir (Morris vd., 1979; Fliermans vd., 1979;
Fliermans vd., 1981).



1.1. Amag ve Kapsam

Dogada yaygin olarak bulunabegionella tirlerinin insanlara bukamasi sonucu
hastalik olgturmasi, sehirlerin ve susebeke sistemlerinin giderek buylimesi

neticesinde ilk olarak 20.yy'da ortaya ¢ilkghm.

Lejyoner hastafn risk grubunda yuksek o6lim oranina sahiptir. 20Mlinda
Avrupa’da hastafja yakalandil tespit edilebilen yakkak 4800 kginin %10'u
Olmustar (Anonim, 2013). GUunumuizde nufusun sehirlerin hizla blayudgl g6z
onune alinirsalLegionella salginlarinin artmasi muhtemeldir. Hagal en sik
gorulen etkeni olanL. pneumophilain su sistemlerinde @alarak hastalik
olusturucu dizeye gelebilmesini @ayan fenomenlerinin agarilmasi, bu bakteri
Uzerine etkili dgal GrUnlerin tespit edilerek su sistemlerinden @iasyonunun

sglanmasi gelecek acgisindan dnem arz etmektedir.

L. pneumophilamUskulpesent bir bakteri olup, galabilmek icin 6zel bir ortama
ihtiyac duymaktadir. Dgada, 6zellikle de su sistemlerindegatabilmesi ve hayatta

kalabilmesini hiicre ici parazitlik ve biyofilmleagesinde olmaktadir.

Hastalgin seyahat ikkili olmasi turizmin ygun oldy@u bdlgeler icin ayri bir
hassasiyet noktasi glurmaktadir. Bu nedenle Mia ilindeki su sebeke
sistemlerinden izole edilmiyerel L. pneumophilaswularinin biyofilm olwturma
Ozelliklerinin agga cikarilmasi ve biyofilm okiurmalarini 6nlemek Uzere bitkisel

yaglarin kullaniminin argiirilmasi bu tez caimasinin hedefi olarak belirlengtir.



2. KAYNAK OZETLER i

2.1.Legiondla pneumophila

L. pneumophilaLegionellaceadamilyasi tyesi, gram negatif, kokobasil formunda,
bazi besiyerlerinde uzun filamentdéz formda goriéehi zorunlu aerob, 20-42°C

arasinda Ureyebilen bir bakteridir (Diederen, 2008)

Fry vd. (1991) A egionellatirt ile yaptiklar 16s ribozomal DNA analizi gahasi
sonucundal.egionellaceadamilyasininProteobacteriagama 2 subdivisionuna dabhil

oldugunu gostermierdir.

Familya sadeckegionellagenusundan ofjmakta ve 58 tir ile 3 alttir icermektedir
(Euzeby, 1997; Ratcliff vd., 1998). En iyi bilingfir olan L. pneumophila 15
serogruba sahiptir. Ayri bir tur olarak tanimlanamrave protozoa korfa olmadan
kiultirde Uretilemeyeriegionellae Uyeleri, Legionella benzeri amoebal patojenler
(LLAPS) olarak adlandiriimaktadirlar (Diederen, 8R0

Legionella Gyeleri d@ada yaygin olarak bulunmalarina gmeen rastlantisal

patojendirler ve insanlarda lejyoner hagiala sebep olurlar.

2.2. Lejyoner Hastalgl

Lejyoner hasta@l %10-15 vaka/6lum oranina sahip ciddi bir pnémimmmudur.
Hastalik grip benzeri bir tablo ile dayarak, devaminda kuru 6ksuruk ile zatlrreye
ilerler. Eger tedavi edilmezse, semptomlar hizla kdafiillee solunum yetmexsi,

sok, ¢coklu organ yetmezlikleri ve sonunda 6lum desclanabilir (Anonim, 2007).

Hastalik icin risk faktorleri ygilik, sigara icmek, erkek cinsiyet, kronik ajer

hastaliklari, diyabet, akger kanseri ve Rkasiklhk sisteminin baskilangi

(immunosupresif tedavi, AIDS veya hematolojik maltgler gibi) durumlardir
(Guyard ve Low, 2011).



Diger pnomonilerden ayrimini @ayabilecek hicbir 6zgul klinik belirtisi yoktur.
Laboratuvar tanisinda uriner antijen testi ile ihednug¢ alinmaktadir, fakat bu test
sadecd.. pneumophile&SG1'i tespit edebilmektedir (Dominguez vd., 199algam
boyamasinda bol noétrofil goérilmesine gm@en bakteri gorilemez. Kiltirde

bakterinin Gretilmesi tani igin altin standartfefh Boer ve Yzerman, 2004).

Bakterinin insanlara bujanasi kontamine aerosollerin solunum yolu ile aliama
veya bakteri iceren suyun aspirasyonu yoluyladuy@d ve Low, 2011)insandan
insana bulg gérilmemektedir. Bakteri iceren aerosol solomunun en sik sebepleri
ise s@utma sistemleri, dubsgliklari, musluklar ve su fiskiyeleridit.. pneumophila
aerosol damlaciklar igcinde 2 saate yakin sure thenyalabilmektedir (Hambleton
vd., 1983).

Legionellanin insana bulgmasi durumunda 3 farkh Klinik tablo gortlmektedir
(Fields vd., 2002):

1. Pontiac atg: Akut, grip benzeri ategorulur. Hafif seyirlidir.
2. Lejyoner hastafii: Agir seyirli bir Pnémoni formudur, 6limcal olabilir.
3. Asemptomatik: Serolojik olarak direncli dderde hichbir semptom

gorulmeyebilir.

Bu Klinik tablolardan ilk ikisi lejyonelloz olarakdlandiriimaktadir. Epidemiyolojik
calismalarda kullanilan vaka tanimlari ve farkli lejyorteastalgl turleri Cizelge
2.1.’de belirtiimektedir.

Hastalgin molekiler temelinde, bakterinin fagositoz yole imakrofaja gidi,
komplementer sisteme direnci sayesinde fagozonmistdn kagl, makrofajdaki
olgunlgmay! yeniden programlamasi, ggdarak konak hicrenin iginin tamamen
bakteri ile dolmasi ve hicrenin parcalanmasi sonhbakterinin yeni konaklar
bulmak Uzere ortama salinmasi surecleri yer alndaki@offman, 1997; Steinert
vd., 2002)L. pneumophilanin konak hiicreyi programlamasinda, yakta200 farkl
proteini kodlayan tip IV sekresyon sistemi (Newtath, 2011) ve konak hicre Rab

proteinlerinin adenilazyonu (ltzen ve Goody, 20ddloynamaktadir.

Legionellatirlerinden 20 tanesi insanlarda hastalik tablidesulgilidir (Muder ve
Yu, 2002). Bunlar arasinda ise sadecg@neumophiléSG1 tiim hastalik tablosunun
neredeyse tamamina yakinindan sorumludur (Yu v@D2R 2011 yih siUrveyans
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raporlarina gore Avrupa Ulkelerinde go6rilen Lejyonkastalg vakalarinin
%96’sindan L.pneumophilaSG1 sorumludur (Anonim, 2013). Bu durumun tek
istisnasi olan Giiney Avustralya’da isepneumophildliskili vaka orani %50 iken,
%30’'undan fazlasindd.. longbeachaetespit edilmgtir (Yu vd., 2002). Klinik
izolatlardakiL. pneumophilé&5G1 yuksekginin nedenleri, serotipler arasi genetik ve
fenotipik farkhliklar olmasi yanisira (Samrakandid., 2002), Kklinik tani

yontemlerininL. pneumophilé&8G1 tzerine odaklangholmasidir.

Ayrica bu durum bakterinin gadaki yayihmi ile tam olarak orthemektedir.
Ornezin Fransa’da gevresel izolatlarin %28'inin, klin#olatlarin ise % 95.4’Unb.
pneumophileéSG1 oldgu bildirilmistir (Doleans vd., 2004).

Cizelge 2.1. Lejyoner hastag i¢in kullanilan epidemiyolojik tanimlamalar (Anonim, 2007)

Klinik ve radyolojik pnomoni belirtileri ile birlike,

Dogrulanms solunum yolu numunelerinin kdltiriinde organizmat@spiti veya serum
Vaka L. pneumophilaserogrup (sg) 1 antikor seviyesinde 4 kat yiukselsea
idrardaL. pneumophilaantijeni tespiti veya pozitif direk immunofloresan
(DFA) test sonucu ile tanisi kongwaka.

Klinik ve radyolojik pnomoni belirtileri ile birlike,

Stipheli Vaka serumL. pneumophilaserogroup (sg) 1 antikor seviyesinde tek bir ykkse
sonug veyd.. pneumophilasg 1. harici dier serogrup ve ger Legionella
turlerine kagi serokonversiyonun gosterilmesi.

Hastalik balangicindan 6nceki 10 giin boyunca hastanede yasnmdéth
Nozokomiyal| vakalar kesin hastane kaynakli,

Vaka Hastalik balangicindan 6nceki 10 ginin 1-9 glinini hastanedienge
vakalar, olasi hastane kaynakl vaka olarak tammla

Seyahat Hastalik balangicindan dnceki 10 gin igerisinde, en az bieggart ici
Iliskili Vaka | veya yurtdsi seyahat 6ykiisii olan vaka.

Seyahat Ayni konaklama tesisinde kalma dykisl olan, ikiigihde iki veya daha
Iliskili Kime | fazla seyahat gkili vaka gorulmesi.

Toplum Ayni ikamet, § veya ziyaret mekani ile gkili, iki veya daha fazla vaka
Kaynakh gorulmesi ve hastalik bangiclarinin detayli agarma gerektirecek kadar
Kameler yakin olmasi.

Toplumsal kiime vakalarin ortak bir enfeksiyon kaynelduguna dair,
mikrobiyolojik tani olsun veya olmasin, gucli egidyolojik kanitlar

Salginlar bulunmasi ve yanit olarakiipheli enfeksiyon kaynaklarina kontrol
onlemlerinin uygulanmasi.

Evsel Tum diger temas kaynaklarinin elimine edfidive inkiibasyon periyodu

Kaynakh suresince sadece evsel su sistemini kularalinen ve ¢evresel ve klinik

Vakalar orneklerdd_egionellapozitif sonucuna sahip vakalardir.




Hastalgin nifusa oranla gorulme sigliAvrupa’da 9.7/10 (2011 yili), Amerika’da
ise 11.5/18 (2009 yili) olarak hesaplangar ve dzellikle Temmuz, Austos, Eylul
aylarinda arya gecmektedir (Anonim, 201la; Anonim, 2013). gMp yasls

donemlerinin de sporadik lejyoner hagtalicin risk faktori olabilecg ortaya
konulmutur (Garcia-Vidal vd., 2013).

Lejyoner hasta#i vaka sayilarinin gercek gerlerinin ¢ok altinda oldiu, ¢caqsu
vakanin tani koyulamagh veya bildirilmedgi distntlmektedir. Bu durumun en

muhtemel nedenlestyle siralanabilir (Anonim, 2012a):

* Pnomoni hastalarinin ayirt edici taniya gerek domaklsizin ampirik antibiyotik
tedavisi ile iyilemeleri,

» Duyarlihgl disuk tani metotlari nedeniyle hatali negatif sonualarmasi,

* En cok kullanilan tani testi olan driner antijersadecel. pneumophilaSG1’i
tespit edebilmesi nedeniyle gdir serogrup veya turlere ga vakalarin tespit
edilememesi,

* Lejyoner hastagi agir bir hastalik olarak bilinginden, hafif atlatilan vakalarda
hastalgin akla gelmemesi,

» Bazi ulkelerde, 6zellikle seyahatkili vakalarin tespit edilmesine gamen gerekli

makamlara bildirilmemesidir.

Avrupa’da lejyoner hastal surveyansi Avrupa Bujeci Hastalik Kontrol Merkezi
(ECDC) tarafindan yudrutilmektedir. Seyahagkili oldugu tespit edilen vakalarda,
konaklamanin gercekiegi Ulkeye bildirim yapilarak, ilgili turistik tesist gerekli
onlemlerin ve incelemelerin yapilmasi istenmektefliman dnlemlere ait raporlarin
ECDC’'ye gonderilmedi kime vaka durumlarinda tesisin ismi ECDC internet
sitesinde afie edilmekte ve hatta tur operatérlerine bilgilenddr yapiimaktadir
(Anonim, 2012a).

2.3Legionella Tarlerinin Do gada Yayilimi

Legionella tirleri dggada tim sucul ekosistemlerde ve nemli ortamlardggiya
olarak bulunurlar (Fliermans vd., 1981). Termal likap sulari (Alim vd., 2002;



Liguori vd., 2014) ve yeralti sulari (Costa vd.08DLegionellaspp. izole edildii
bildirilmi s ilging 6rnekler arasindadir.

L. pneumophilaiin sucul ortamlarda yaygin olarak bulunmasinirebli: farkl
nislerde hayatta kalma yetefig€Hilbi vd., 2011); protozoalari enfekte ederekicte
ici replikasyon yapabilmesi (Rowbotham, 1980) veklia mikroorganizmalar
tarafindan olsgturulmus biyofilmlerde hayatta kalabilmesidi(Declerck, 2010).
Bakteri dg@ada biyofilmler ve konak hucrelerde parazitlik karde, canli fakat
kultirde Uremeyen (Viable but not culturable - VBN@ya serbest planktonik
formlarda da bulunabilmektedir (Mekkour vd., 2013).

Dogal su ekosistemlerinin lejyoner hasgalicin kaynak olgturmadiklari kabul
edilir, cuinkl cevresel kaollar Legionella tirlerinin hastalik olgturacak sayida
Uremesine uygun d@édir (Declerck, 2010). Hastain epidemiyolojik kayng icme

kullanma su sistemleridir (Ruf vd., 1988). Japodgki bir kaplica, lejyoner
hastalgl sebebi olarak kayitlara girgiistisnai d@al su Orneklerinden birisidir
(Mashiba vd., 1993)L. pneumophilacevresel izolatlari ile klinik izolatlarinin
kultirde gelsim 6zellikleri bakimindan 6nemli farkliliklari olrdgs (Orrison vd.,
1981), fakat cevresel izolatlarin virulans Ozeéikhin desisken olabildgi (Bollin

vd., 1985) gdsterilngtir.

Legionellatiirleri ekstrem kgullarda hayatta kalabilirler. Orgim: algler tarafindan
olusturulmus pH 2.7 asidik biyofilm ortamind&egionellatirleri izole edilmgtir
(Sheehan vd., 2005).

2.3.1. Paraziter ygam dongusu

Protozoalarlegionellatirlerine hiicre icinde @alabilecekleri ve ¢evresgrtlardan
korunacaklarn bir ortam gkdiklarindan, hayat doéngulerinde 6nemli bir role
sahiptirler (Kwaik vd., 1998; Molmeret vd., 2005ucul ekosistemlerde protozoalar
cogunlukla biyofilmlerde bulunan bakterilerle beslésirki, bu durumLegionella
turlerine hicre icine gegme vegadmasansi sunmaktadir (Valster vd., 2010; Valster
vd., 2011). Amiplerin ¢cevresel stres durumunda &lsgturmalari velLegionellanin

kist icinde hayatini devam ettirebilmesi, bakterifiesin kitlgi ve dezenfektanlar



gibi olumsuz keullarda hayatta kalmgansini biyuk ol¢tide arttirmaktadir (Richards
vd., 2013).

Amip hicrelerindeki parazitik gyam dongusu,Legionellanin amiplere yapisal
olarak benzeyen insan makrofajlarinda tutunabilntEside anahtar rol oynamaktadir
(Harb vd., 2000)L. pneumophilave konak protozoalar arasindakiskii genetik
materyalin adaptasyonuna ve Okaryotlardakilere @engek c¢ok proteininin,
prokaryot genomuna dahil olmasina neden gtomuJules ve Buchrieser, 2007). Bu
genlerin bazilar yatay gen transferi veya nonkattkalitim, bazilari ise konvergent
evrim ile kazanilmgtir (Coscolla vd., 2011). Bu dururbegionelldya hem amip
hiicrelerinde parazitlik konusunda, hem de begekitde insan fagositik hicrelerine
giris ve c@almada kolayllik sgamaktadir (Gomez-Valero vd., 2009).
L. pneumophila25-42°C arasinda ureyebilme 6zgéhie sahiptir, fakat motilite ve
konak hucrelere tutunma o6zellikleri 37°C’de optimwwaviyededir (Richards vd.,
2013).

Transmisif form konak
hiicrede ER igine
yerleserek replikatif
forma déntsar.

Transmisif form:
Kalin duvarli,
flagellah, hareketli,

Protozoa
, (Amip)

S\’Leglo nella

Transmisif formlar bazen
hiicre icinde MIF (highly
< infectious Mature *
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Sekil 2.1.L. pneumophila’nin konak protozoa hiicrelerindeki yasam déngisa.
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Fields vd. (2002) yararlanilarak hazirlanmstir.



L. pneumophilahayat dongusit boyunca birbirinden tamamen fakilifenotipik
forma dongmektedir Sekil 2.1.). Replikatif formdaki bakteriler avirulartuza
direncli ve flagellasiz iken, transmisif formdakilevirulan, flagellah ve

hareketlidirler (Molofsky ve Swanson, 2004).

Legionella spptarafindan konak olarak kullanifditespit edilmg protozoa turleri
sunlardir (Lau ve Ashbolt, 2009; Taylor vd., 2009):

Amipler: Acanthamoeba castellani, A. culbertsoni, A. hatthet. polyphaga,
A. palestinensis, A. royreba, Amoeba proteus, Baiaim mandrillaris,
Comandonia operculata, Echinamoeba exudans, Fil&@aoeaolandi,
Hartmanella cantabrigiensis, H. vermiformis, Naegle fowleri,
N. gruberi, N. jadini, N. lovaniensis, Paratetragstjugosis, Vahlkampfia

jugosa, V. ustiana.
Siliatlar: Tetrahymena pyriformisT. thermophila, T. vorax.
Civik Kuf: Dictyostelium discoideum.

Pek cok endoparazit bakteri tirtiniin akslnggneumophilaorunlu hiicre ici parazit
degildir (Taylor vd., 2009). Halbuki yakin zamanlarllesfedilmis 2 Legionellattri
zorunlu hicreigi parazitlerdir ve yapay kultir ontéada konak hticreleri olmaksizin
cogaltilamamglardir: Legionella drancourtii(La Scola vd., 2004) vé.egionella
jeonii (Park vd., 2004).

Legionellatirleri konak amip hicreleri icinde galdiginda, planktonik formlarindan
farkli 6zellikler kazanabilmektedirler. Orpi@ biosidlere duyarlliklari azalmakta
(Barker vd., 1992) veya insan hucrelerindeki patiogteri artmaktadir (Cirillo vd.,

1999; Neumeister vd., 2000).

2.3.2Insan yapimi su sistemlerindé.egionella

Legionellatirleri yapay su sistemlerinde ¢ok yaygin olarakubabilirler (Borella
vd., 2004; Hrub4, 2009).. pneumophilasebeke sularinda 25 - 37°C sicakliklarda,
55 - 9.2 pH araginda ve 6.0 — 6.7 mg/L c¢Ozungmibksijen araliklarinda
cogalabilmektedir (Yee ve Wadowsky, 1982; Wadowsky, 1885).



Wang vd. (2012) ABD Virginia’daki iki farkli susebeke sisteminde, numune
noktalarinin  %69’'undan fazlasindbegionella tespit etmglerdir. Polonya’daki
benzer bir cajmada kentselebekelerde %77.5, kirsalda ise %4 oranibeigionella
tespit edilmgtir (Stojek ve Dutkiewicz, 2011)talya’daki Legionellatespit oranlari
ise %47.5 (Bargellini vd., 2011) ve %60 (Borella.,vA005) olarak bildirilmytir.
Tayvan’daki kaplica tesislerinde ise numune noktala %27.8'sindeLegionella
cinsi bakteriler izole edilngtir (Huang vd., 2010)italya’daki farkl binalardaki su
sistemlerinde yapilan bir atamada ise numunelerin genelinde %HU8gionella
tespiti yapiimgken, hastane sicak su sistemlerine ait oran %98ralobulunmstur
(Leoni vd., 2005).

Sasutma kulesi su tanklarinda gan biyofilmler, L. pneumophil&kolonizasyonuna
uygun komunitelerdir (Carvalho vd., 2007).gatma kulesi sularinin periyodik
incelenmesi, genel bakteriyel yapida onemli birkliak olmamasina rgmen,
Legionella populasyonunun dssiklikler gosterdgi, Ozellikle temmuz ayinda
L. pneumophilasayisinda kayda ger bir arty oldugunu ortaya koymgtur (Wery
vd., 2008).

Ulkemizdeki su sistemlerindeLegionella varliginin argtiriimasina  yonelik
argtirmalarda ise, sautma kulelerinde %26 (Turetgen vd., 2005), kapsakrinda
%11.5 (Alim vd., 2002), evsel su depolarinda %@&kkéaya ve Ozbal, 2011), evsel
sicak su sistemlerinde %21 (Burak ve Zeybek, 2@taplarinda, ayrica giinitesi
sularinda (Tiretgen vd., 2009) ve iniversite hastasu sistemlerindelgnak ve
Gurler, 2012)Legionellaspp. tespit edilgi bildirilmistir. Zeybek vd., (2009) ise
Istanbul’dan izole edilmi L. pneumophilaswlarinin RAPD metodu ile DNA

profillerini ¢ikartmslardir.

Lejyoner hastafiinin seyahat veya hastangklli olmasi, 6zellikle turistik tesisler ve
hastanelerin su sistemlerindeki kontaminasyonurstiafenasini daha 6n plana
ctkarmaktadir. Bina ya, tesisin sezonluk ¢amasi, oda sayisinin fazlalj su isitma
sisteminin yapisi, su deposu bulunmasigifgiz dezenfeksiyon sisteminin
bulunmamasi, sgebekesindeki total koloni sayiminin limitlerin Gstié olmasi gibi
degiskenler konaklama tesislerindekiegionella kontaminasyonu ile yakin gkili
gorunmektedir (Mouchtouri vd., 2007)egionella kolonizasyonunu destekleyen
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faktorler ise su sicalgi, sicak su tankinin yapisi vesyasuyun fiziko-kimyasal
bilesenleri, tesisat malzemesi ve kommensal floradm {id., 1998).

Wullings vd. (2011) tarafindan yeralti suyunglbaebeke sistemlerinden alinan su
ve biyofilm &rneklerinde 10 hiicre/L'ye varan oranlardaegionella spp.tespit

edilmistir. Fakat sebekenin bgi oldugu yeralti suyunun direkt analizi sonucu
Legionella icermedgi gdsterilmitir. Bu durum Legionella kontaminasyonunun
sadece suyun meginden dgil, sebeke sistemi icindeki faktorlerden de

kaynaklanabileggni ortaya koymaktadir.

L. pneumophilaok kisitli cevre kgullarinda bile serbest organizma olarak uzun sire
metabolik aktivitelerini sirdirme ve hayatta kalat@ potansiyeline sahiptir (Ohno
vd., 2003). Biyofilm, konak htcreler, sicakhk, besniktari gibi pek ¢cok cevresel
faktor bu potansiyele etkilidir (Guerrieri vd., 280

2.3.2.1 Su orneklerinde Legionella tespiti ve izgtanu

Cevresel su orneklerindéegionella turlerinin tespit edilmesi ve izolasyonu,
bakterinin  blyime gereksinimleri, kdltirde dremeyedBNC formuna
donisebilmesi, protozoa ile gki icinde olwu ve biyofilmlerde bulunmasi nedeni ile
zor ve uzun bir surectir (Atlas, 1999). Geh teknolojiyle birlikte PCR, DFA gibi
pek ¢cok metot ortaya c¢iksa da, altin standart thktigontemidir (Diederen, 2008).

L. pneumophila miskilpesent karakterde bir bakteridir ve standart iyiees
ortamlarinda Ureyemez. L-sistein, demir, glisin taenpon madde ilavesi iceren
Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) besiyedgionella kiltirt igin yaygin
olarak kullaniimaktadir (Feeley vd., 1979; Ristroquh, 1980, Edelstein ve Edelstein,
2010). Bu besiyerine ¢ili antibiyotiklerin ilavesi ile selektif besiyesti elde
edilmektedir, 6rngin MWY ve GVPC (Bopp vd., 1981; Edelstein, 1981, dvasky
ve Yee, 1981). Antibiyotik iceren secici besiyerleegionella harici bakterilerin
yogun oldysu orneklerde kontaminasyonu oOnleyerek sayimi kedayirlar, fakat
BCYE besiyeri daha yuksek koloni sayisi ve drensmpsglamaktadir (Ditommaso
vd., 2011).

Uluslararasi Standartlar Enstitlisii, su numunelerinkliltiir metodu ild_egionella

izolasyonu ve sayimini standartize eatimi (Anonim, 1998). ingiltere Cevre
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Bakanlgl da sulardan numune alma kegionellatespit metotlarini diizenleyen bir
renber yayimlangtir (Anonim 2005). Ulkemizde cahmalar Refik Saydam
Hifzisihha Enstitist tarafindan hazirlanan analiss@diri kapsaminda, Halk

Saligl Laboratuvarlarinda yiratilmektedir.

ISO standart metodunun, 6zellikle sicaklik uygulamae segici besiyerine ekimin
(Leoni ve Legnani, 2001; Bartie vd., 2003) veyattasbekletme sonrasi BCYE
besiyerine ekimin (Ta vd., 1995)gdr kultir metotlarina oranla dahashali oldysu
gosterilmitir. Ne var ki 1SO standart kiltir metoduna gdregionella olarak
tanimlanan bakterilerin, serolojik veya genetikleete dgrulanmamasi durumunda
hatali sonuclar alinabilmektedir (Borges vd., 2012yrica VBNC formunun
kiltirde Grememesi ve kilttr yontemlerinin genddlik. pneumophilgya optimize
olmasi, sudakiLegionella konsantrasyonunun %10-60 arasi eksik tespitineemed
olabilmektedir (Buse vd., 2012).

PCR gibi genetik materyalin tanimlanmasina yonejintemler daha yuksek
spesifiteye sahiptirler (Merault vd., 2011). Ancd&zenfeksiyon sonrasi sistemde
bulunan 6lG bakterilere ait DNA'nin da pozitif oddr yorumlanabilmesi bu
yontemlerin  duyarlifini  disirmektedir. Epifluoresans mikroskobiye dayal
gelistiriimis bir yontem ile kultir metoduna gore ¢cok daha hsdnug almak, ve
canli-6lU htcreleri ayirabilmek miamkin olgtur (Delgado-Viscogliosi vd., 2005).

Fakat bu tarz metotlar rutin analizler icin palvaikarmaiktirlar.

2.3.2.2 Su sistemlerinden Legionella dezenfeksiyonu

Lejyoner hastafinin insandan insana bglg yoninde hicbir kanit yoktur. Bu
nedenle tek epidemiyolojik kaynak olan insan yapsui sistemlerindeki bakteri
populasyonunun takip ve elimine edilebilmesi, hastansidansini kontrol altina

almak acisindan hayati 6nemitaaktadir (Hilbi vd., 2010).

Farhat vd. (2010, 2011, 2012) pilot sicak su sistdm yaptiklari catmalar ile
onemli sonuclar elde etgher: Sicaklik ile dezenfeksiyon (70°C sicakliktadq ve
biodispersant & biosit kombinasyonu ile yapilan kémal dezenfeksiyonlardan sonra
alinan biyofilm numunelerinin analizleri,egionellatirleri ve konak 6karyotlarin

tamamen yok edilemeglni gostermgtir. Kimyasal dezenfeksiyondan sonra 3 gun
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boyunca biyofilm o6rneklerinde Legionella tespit edilemezken,7. glnde
hicrelerinin klorla dezenfeksiyon sonrasi VBNC fama doéngerek, 4 ay boyunca
hayatta kalabildikleri de bildirilngtir (Alleron vd., 2008).

Benzer sekilde, 1sil glem ile dezenfekte edilmi durgun sebeke suyunda,
L. pneumophilaeskisinden daha hizli galabilmektedir (Vervaeren vd., 2006).
L. pneumophila konak amip hicreleri icinde galdiginda, biosidlere direnci
planktonik formuna gore artmaktadir (Barker vd.,92P Legionella tirlerinin
konaklarindan birisi ve sularda serbest olarak aurtubir amip ola\canthamoebae
kistleri, 10 dakikalik 100 mg/L serbest klor vey®°8 sicaklik gibi hiper
dezenfeksiyon uygulamalarinda bile canl kalabiltedk (Storey vd., 2004b).

Yao vd. (2011) hava filtrelerinde kullanilan titamg dioksit kapl kordiyerit kopuk
maddesinin,L. pneumophilalizerine bakteri oldurtct 6zellikleri olgunu ortaya
koymuslardir. Bakir ve gumgiiyonlari (Kusnetsov vd. 2001; Lin vd. 2002; Shié v
Lin 2010), klor ve 2,2dibromo3nitrilopropionamid k&iy vd., 1980), klor (Bodet
vd., 2012), ve elektrokimyasal dezenfeksiyon (Défael., 2008)Legionellanin su

sistemlerinden dezenfeksiyonu giramalarina 6rnek olarak verilebilir.

Hastane su sistemlerininddregionella dezenfeksiyonu ¢ok Onem arz eden ve
Uzerinde durulan bir problemdir (Zhang vd., 2009 d., 2011). Bu sorunun
¢6zUmu icin uzun yillar boyu yapilan gozlemler scumda klor dioksit ve elektrikli
boylerin beraber kullanimi Onerilmektedir (Marchesi., 2011). Kim vd. (2002)
yaptiklari literatir derlemesi ile su sistemlerindéegionella dezenfeksiyonu
konusunu ele alnglar ve okside edici ajanlarin (engte klor), digerlerinden daha

etkili oldugunu belirtmglerdir.

ECDC ve EWGLI (Avrupa Lejyoner hastalicalsma grubu) tarafindan 6zellikle
turistik tesisler icinLegionella ile mucadelede yol gosterici ve bilgilendirici bir
teknik dokiiman yayimlangtir (Anonim, 2011b).

2.3.3L. pneumophila diger bakteri turleri ile etkile simleri

Legionella turleri dgzada c¢@alma, tutunma ve hayatta kalma streclerinde,
protozoalar ile oldgu kadar dier bakteriyel turler ile de etkgen icindedirler
13



(Wadowsky ve Yee, 1985). Fotosentetik siyanobdkterihetetrofik bakteriler,
amipler ve siliatlat.. pneumophilain gogalmasini destekleyen mikroorganizmalara

ornek olarak verilebilir (Wadowsky vd., 1988).

L. pneumophilain in vitro gelisimi icin gerekli sartlarin bulunmadi besiyerinde
Flavobacterium breevie etkilesim icinde gelgebildigi gosterilmitir (Wadowsky ve
Yee, 1983). Bu durum ger bakteri atiklari Uzerinde ggdbildigine isaret
etmektedir. Temmerman vd. (2006) pneumophilehiicrelerinin steril su ortaminda
Isil islemle o&ldurilmig bakteri hudcrelerini  kullanarak nekrotrofik buyime
gosterdgini tespit etmglerdir. Ayrica Gram-negatif bakterilerin galmasi sonucu
olusan yan drunlerin, bakteri hicreleri ortamdan fd#gyran ile uzaklgtirilsa bile,
L. pneumophilablyimesini destekleyebilegieortaya konulmstur (El Zanfaly vd.,
2011).

L. pneumophildbenzersekilde siyanobakteriler ile etkgerek gelsim yetengine de
sahiptir (Tison vd., 1980; Bohach ve Snyder, 198&8).durum g¢iga maruz kalan su
sistemlerinin alglere ve dolayisiylhegionella kolonizasyonuna acik olaga
anlamina gelmektedir. Ayridascherellasp.,L. pneumophilain aerosoller igindeki

dayaniklilgl Gzerinde de pozitif etkiye sahip{Berendt, 1981).

Anti-legionella aktiviteye sahip oldgu bildirilen ilk bakterilerden birisi
Staphylococcus warneédir (Héchard vd., 2005). Yapilan caiada, bu bakteri
turinin sadeckegionellatirleri Gzerine etkili oldgu belirlenen, bacteriosin benzeri
bir peptid salgiladn tespit edilmgtir. ileri calsmalar, S. warnerinin salgiladg
anti{egionellapeptid sayisinin daha fazla ogdunu (Verdon vd., 2008) ve 12 farkli
Staphylococcusiiriinin daha benzer etkilere sahip @lgw gosterngtir (Marchand
vd., 2011).

Guerrieri vd., (2008) bakteriosin benzeri maddelefBLSs) Uretimi yoninden
inceledikleri, 11 farkh akuatik bakteri tirtine &0 sytan, 53 tanesininLegionella
turleri Gzerinde antagonistik etkiye sahip gidau gostermierdir. Ayni calsmada

L. pneumophilase, dger bakteri tirleri Gizerine antagonistik etki gostemitir.

Sucul ortamlarda bulunabilen bakteriler olaoidovorax spve Sphingomonas sp.
L. pneumophilaain VBNC forma dongmesine neden olurkenMycobacterium
chelonaetam tersi etki gostermektir (Giao vd., 2011).
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Su sistemlerindé.egionellattrleri ile birlikte bulunma sik§ yoninden pozitif bir
korelasyon tespit edilmibakteriler:Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium spp.
ve Xanthomonas spmibi Enterobacteriaceae harici Gram-negatif tdite(Stojek

ve Dutkiewicz, 2011). Bunun yanisitzgionellagelisimini inhibe ettgi bildirilmis
bakteriler arasind®. aeruginosgKimura vd., 2009) veAeromonas spfAl-Sulami
vd., 2013) bulunmaktadir. Cotuk vd. (2005) yapuiklealsmada,P. aeruginosa
Pseudomonas stutzem Aeromonaspp. sglarinin,L. pneumophilagelisimi Gizerine
inhibitér etki gosterirkenPseudomonas alcaligenes P. fluorescerig;n stimile

ettigini bildirmislerdir.

2.4 Biyofilm

Biyofilm, basit olarak, bir yluzeye tutunmumikroorganizmalar toplugu olarak
tanimlanabilir (O’toole vd., 2000). Biyofilm ojturan mikroorganizmalar kendi
urettikleri hicre du polimerik (EPS) bir matriks icindedirler. Bu salge cevresel
etmenlere daha dayanikli hale gelebilirler (Habtegliey ve Stoodley, 2005).
Biyofilmler tek bir tlre ait bir populasyogeklinde olabilecgi gibi, farkli mikrobiyal
turlerden meydana gelmmikommunitelerseklinde de olabilir (Davey ve O’toole,
2000).

Biyofilm olusumu birka¢ basamakta gercekteektedir §ekil 2.2.): 1- tutunma, 2-
geri dongsuz tutunma, 3- mikrokolonizasyon ve ilk olgumea, 4- kompleks
biyofilm yapisi ve 5- yayllma (Sauer, 2003). Biyofi olusumu esnasinda
hiicrelerarasi iletim ve plantonik htcrelerinkinden farkli bir gen riskripsiyon
profili gereklidir (Watnick ve Kolter, 2000)Ik basamak olan tutunma, tutunulacak
yuzey, biyime ortami ve hicre yuzeyinin etkisingléi gerceklgen bir surectir
(Donlan, 2002). Tutunan hicreler bolinmeyesldgmrak 6nce mikrokoloniler
olustururlar ve ardindan EPS matriks salgilayarak liiyofolusumu tamamlanir
(Donlan, 2001b). Olgun biyofilm yapisi mikroorgamaya ve cevresel faktorlere
bagli olarak sekillenmektedir. Olgun biyofilm, homojen hiicre tabkarindan olgan
ince bir yapi olabilegé gibi, besinlerin giri ve atiklarin ¢ikgini saglayan kanallar

ve destek sutunlari iceren kompleks bir yapi daibgStanley ve Lazarra, 2004).
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Sekil 2.2. Biyofilm olusum asamalari (Stoodley vd., 2002)

Biyofilm olusumunu etkileyen bdica faktorlersu sekilde siralanmaktadir (Kim vd.,
2012):

* Ylzeysel oOzellikler: YlUzey duzgurgl, polaritesi, yuzeysel katyonlar,
porosite, nanostructure, vs.

» Hidrodinamik kagullar: Bekleme suresi, yuzey gerilimi, vs.

* Quorum sensing sinyalleri

* Sucul ortamin karakteristikleri: Besin kayna besin kitlgl, oksijen ve

karbondioksit konsantrasyonlari vs.

Su sebeke borularinda ojan biyofilmler, pek cok patojen mikroorganizmanin
tutunarak uzun sire hayatta kalabilmesirglaaakta ve hatta kiltir metodu ile bu
mikroorganizmalarin tespit edilebilmesini engelléteelirler (Wingender ve
Flemming, 2011). Sgebeke sistemleri ginda, besin endustrisi, atik su aritimigika
Uretimi gibi endustriyel alanlarda da biyofilmlebzgimi zor problemlere neden
olabilmektedirler (Bott, 2011). Biyoremediasyonyddorozyon kontroll, biyolojik
yakit ve kimyasallarin dretimi, ila¢ denemeleri igioygulamalar ise endustriyel
olarak biyofilmlerden yararlanilan alanlara 6rné&rak verilebilir (Wood vd., 2011).

Biyofilmler direkt insan sgligl tzerine de etkili olabilirler. Kistik fibrozis, agal
kapak endokarditi, otitis media, periodontit ve rkkoprostat iltihabi gibi hastaliklar
patojen mikroorganizmalar tarafindan gluan biyofilmlerle ilgkilidirler (Donlan,
2002). Kateterler, protezler ve tibbi cihazlarglbanfeksiyonlarin sebebi de, bu tur
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vicut ici cihazlarda okan biyofilmlerdir (Donlan, 2001a). Ayrica biyofilm
yapisindaki patojenler, antibiyotiklere ve vicudiogal savunma mekanizmalarina
karsi daha direnclidirler ve bu nedenle biyofilnsKili hastaliklarda tedavi daha zor
ve uzun surmektedir (Olson vd., 2002; Hall-Stoodiel, 2004). Revdiwala vd.
(2012) bir ygun bakim unitesindeki cihazlardan izole edgnbakteriyel patojen
suslarin % 88'inin biyofilm olyturabildigini ve %85’inin ¢oklu ila¢ direncine sahip

oldugunu bildirmglerdir.

Biyofilm olusumunun 6nlenmesi veya ghaus biyofilmlerin giderimi son yillarda
onem kazanan bir konudur. Antimikrobiyal ajanlatkisel yaslar, biyofilm yapisini
bozan enzimlergelatlayici ajanlar, biyosurfaktanlar, tuzlar ve tikkasit, asetil
sistein, ibuprofen gibi farkli amach kimyasallantidiyofilm etkileri bakimindan
denenmy maddelerdir (Ceyhan, 2008; Taraszkiewicz vd., 20Bakterilerin hiicre
disina salgiladiklari polisakkaritler hiicreler arasihticre-yizey etkigmlerinde rol
alarak biyofilm olgumuna yardimci olduklari gibi (Vu vd., 2009), babkakteriyel
polisakkaritler tersine antibiyofilm etkinlik gostaektedirler (Rendueles vd., 2013).
Endustriyel olcekte ise elektriksel alanlar, ka@alimodifiye yizeyler, ultrason,
enzimler, amonyak ve formaldehit, deterjan maddeieryiksek basingh temizleme
sistemleri gibi yontemlerle biyofilmlerin engelleesine cakilmaktadir (Gun ve
Ekinci, 2009).

Su daitim sistemlerinde biyofilmlerin engellenmesi anydei anti-mikrobiyal
ajanlarin kullanimi kisithidir, ¢unkii hem biyofiligindeki htcrelerin bu ajanlara
direnci artmg durumdadir, hemgebeke sistemlerine bu tarz kimyasallarin rahatlkla
uygulanmasi mumkin didir. Bitkisel dogal Urlnlerle biyofilm olgumunun
onlenmesine yonelik ¢camalar bu nedenlerle agtgdstermektedir (Cizelge 2.2.).
Calismalarin 6zellikle halk arasinda tibbi kullanimi roleitkilerin esansiyel y&ari
Uzerine y@unlastigl gorilmektedir. Esansiyel gtar, aromatik veya tibbi bitkilerin
sekonder metabolizmalari sonucusaln ugucu molekillerin kompleks kamlaridir
ve farkl bitki kisimlarinin distilasyonu ile eldedilebilirler (Faleiro, 2011).
Esansiyel yglar gecmg caglardan beri halk arasinda tibbi veya kozmetik aarde!
kullaniimaktadirlar ve sitotoksik, genotoksik, antitajenik ve karsinojenik gibi pek
cok biyolojik oOzellikleri old@gu yapilan cakmalar sonucu ortaya cikarilghr
(Bakkali vd., 2008).
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Cizelge 2.2. Bitkisel Urtinlerin antibiyofilm aktivitelerinin tespiti calismalarina dérnekler

Antibiyofilm etkisi denenen
bitki veya bitkisel trtin

Mikroorganizmalar

Referans

Capparis spinosa

S. marcescens,
P. aeruginosa,

E. coli ve P.mirabilis

Abraham vd., 2011

Salviaturleri

MRSA

Al-Bakri vd., 2010

Couroupita guianensis

P. aeruginosa

Al-Dhabi vd., 2012

Loniceratatarica ve Viburnumopulus

Staphylococcus
swslari

Bubulica vd., 2012

Melaleuca alternifolia,
Lavandula angustifolia
Melissa officinalis

S.aureus, E.coli

Budzynska vd., 2011

Origanum vulgaressp.viride

S.aureus,
S.epidermidis
P.aeruginosa,
P.fluorescens,
C.albicans

Ceylan vd., 2014a

Epimedium brevicornum, Malus
pumila,

Polygonum cuspidatum,

Rhodiola crenulata, Dolichos lablab

Propionibacterium
acnes

Coenye vd., 2012

Dentol
(Saturejakhuzestanich

P.aeruginosa
S. aureus

Hosainzadegan ve
Delfan (2007)

Okaliptus y&i, Cay @&acl ya&l ve
thymol

S.epidermidis

Karpanen vd., 2008

Cinnamomum aromaticum
Myroxylon balsamum

P. aeruginosa

Kavanaugh ve Ribbeck

. S.aureus 2012
Thymus vulgaris
Eugenol ve cinnemaldehid C.albicans Khan ve Ahmad, 2012
Syzygium aromaticum, Listeria Leonard vd.. 2010
Mentha spicata monocytogenes
Boesenbergia pandurata, .
Eleutherine americana Streptococcus L'mS”"VaT‘ ve

’ pyogenes Voravuthikunchai, 2008

Rhodomyrtus tomentosa

Curcumin (Curcuma longa)

E. coli, S. aureus

Moshe vd., 2011

Andrographis paniculata

P. aeruginosa

Murugan vd., 2011

Cinnamomum cassia,

Cinnamomum zeylanicum E. coli Niu ve Gilbert, 2004
Cymbopogon nardus

Oregano, carvacrol ve thymol S. aureus, Nostro vd., 2007 ve
(Origanum vulgare) S.epidermidis 2009
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Cizelge 2.2(devam

Antibiyofilm etkisi denenen
bitki veya bitkisel trtin

Mikroorganizmalar

Referans

Lonicera alpigena, Castanea sativa,
Juglans regia, Ballota nigra,
Rosmarinus officinalis,

. . MRSA Quave vd., 2008
Leopoldia comosa, Malva sylvestris,
Cyclamen hederifolium, Rosa canina
Rubus ulmifolius
Rosmarinus officinalis, Mentha Listeria
piperita Sandasi vd., 2009
monocytogenes

Melaleuca alternifolia

Mentha piperita

P. aeruginosa,
Candida albicans

Sandasi vd., 2011

Zingiber officinale

P. aeruginosa

Yahya vd., 2013

2.5L. pneumophila ve Biyofilm Calismalari

Biyofilmler mikroorganizmalar icin, ekstrem cevgartlarindan korunacaklari ve

besin maddelerine nispeten kolay sehilecekleri

sistemlerinde ¢gtli ytzeylere tutunarak biyofilm okturabilen ve biyofilm

icerisinde gelebilen bir bakteridir (Wright vd, 1989).
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Sekil 2.3.L. pneumophila’nin biyofilm olu sumunu ve kolonizasyonunu etkileyen faktérler ve
cevre kasullari (Abdel-Nour vd., 2013).

Biyofilm olusumu, kolonizasyon ve protozoalarda replikasyonulesten cevresel
sartlar Sekil 3.3.'te 6zetlenmtir. Sekilde L.pneumophilahiicreleri turuncu renklerle
gosterilmitir.  Ortamda protozoa hicrelerinin - ve gedr mikroorganizmalarin
bulunmasi, Quorum sensing gibi faktdrler hicrerégplikasyonu desteklerkensia
populasyon ve olumsuz cevrgartlari biyofilm olsumu ve kolonizasyonunu
induklemektedir.

Nanopartikuller, bakir ve bazi bakteri turleri, &im P. aeruginosaL. pneumophila
kolonizasyonu uzerine olumsuz etkili ikdflebsiellapneumoniagibi bakteri tirleri
ve katyonlar L. pneumophila biyofilm kolonizasyonunu arttirici  etki

gostermektedirler (Abdel-Nour vd., 2013). Nanopaitere maruz birakilan
20



L. pneumophilabiyofilmlerinin morfolojik olarak bozulmaya gnadg1 Stojak vd.
(2011) tarafindan gosterilgtir.

Biyofilm olusturan L. pneumophila swlarinin bazi metabolik ve morfolojik
degisimler gecirdgi (6rn. patojenitelerinin arttl) bilinmektedir. Biyofiimden izole
edilmis L. pneumophilahtcrelerinin, kemirgen makrofajlarinda planktowilanlara
nazaran daha fazla galdigi gosterilmgtir (Khweek vd., 2013). Ayni c¢aimada
planktonik bakterilerin %72’sinin makrofajlarda dzomlarin icinde hizlica
parcalandii, ancak biyofiim kdkenlilerin yariya yakininin dizomlarda

parcalanmaktan kactiklari ortaya konuktuuw.

Chaabna vd. (2013) ise sicak kaynak suyundaki imylerden izole ettikleri
L.pneumophilaswlarinin A.castellaniiye kari daha yuksek sitotoksisite ve virulans

gosterdiklerini bulgulanglardir.

2.5.1.L. pneumophila biyofilm olusumunu etkileyen faktorler

L. pneumophila'ninin vitro kiltir ortaminda gealebilmesi igin hicre ici kgullari
taklit eden spesifik besiyeri ortamina ihtiyaci ciar Bu nedenle besin i¢cgridisik
dogal su sistemlerinde tek faa biyofilm olwturmak yerine, halihazirdaki

biyofilmlerin yapisina katilgyn kabul edilmektedir (Declerck, 2010).

Yapilan calgmalar L. pneumophilanin distk besin icerikli ortamlarda, farkh
mikroorganizma turlerine ait tek bir tirden gdn (Stewart vd., 2012) veya farkl
turler iceren (Vervaeren vd., 2006; Declerck v@dQ®) biyofilmlere ¢cok kisa surede
kolonize olabildgini gostermgtir. Model sebeke suyu sistemindB. aeruginosa,
K. pneumoniae, Flavobacterium spre Hartmanella vermiformis tarafindan
olusturulmus  biyofilmlerdeki L. pneumophila konsantrasyonunun, ortama
inokiilasyonu yapildiktan 2 giin sonra® tu/yiizey seviyesine ¢k bildirilmi stir
(Murga vd., 2001).

2.5.1.1.Tutunma yiizeyi ve sicaklik

Sebeke su sistemlerindeL. pneumophilatin  biyofilm olwturmak Gzere
tutunmasindaki en 6nemli faktdrlerden birisi yunegteryalidir (Rogers vd., 1994b).
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L. pneumophilanin statik kultir ortaminda, 42°C’ye kadar olan siddkhda, cam,
PP ve PS yizeylere tututanarak biyofilm stlwabildigi gosterilmitir (Piao vd.,
2006).

L. pneumophilasu tesisatlarinda kullanilan pek cok plastik tipetinde tutunarak
kolonizasyon yapabilmekte, ancak bakir Uzerindenamamaktadir (Rogers vd.,
1994a). Ayrica paslanmaz celik ve PEX vyuzeyler Kegaslandginda, bakir
yuzeylerin Legionella biyofilm olusumu ve c¢@almasini sinirlagh gérulmektedir
(Kooij vd., 2005, Tai vd., 2012). Bunagraen, su sistemlerinde sik kullanilan PVC
ve Dbakir yilzeylerin kadastirildigi  bir c¢alsmanin  sonuclarina  gore,
L. pneumophilanin bakir ylizeyde daha uzun sure hayatta kalapilgbhsterilmitir
(Buse vd., 2014).

2.5.1.2. Adhesinler

Bakteri hicreleri adhesin adi verilen ve hucreresitlc yizeylere tutunabilmesinde
rol oynayan maddeler salgilarlar. Adhesinlerin, &orhlicre yapilarina tutunma
esnasinda rolleri oldw gibi, biyofilm olusumunda da rol oynarlar (Dunne Jr., 2002;
Kline vd., 2009).

Lcl (Legionellacollagen-like) proteini konak hiicrelere tutunmaimeazyonda rol
almaktadir ve vyapisindaki tekrarlayan birimlerinyisa tutunma Ozelliklerini
etkilemektedir (Vandersmissen vd., 2010). Duncan(2811) LclI'ninakciger epitel
hicreleri yanisira, biyofilm matriksindeki GAG yama bglanmada da rol
oynadgini ve Lcl Uretemeyen mutantssun biyofilm olusumunun azalgini ortaya
koymuslardir. Ayni calsmadal. pneumophiladisindaki Legionella turlerinde Lcl
tespit edilemegi bildirilmi stir. Piao vd. (2006) 38 farkliLegionella tura ile
yaptiklari biyofilm calgmasindalL. pneumohilanin, diger turlere kiyasla dikkate
deger olcude fazla biyofilm okturma kapasitesine sahip ofglunu gostermierdir.
Bu bulgu Lcl hakkindaki bilgiler ile uyumlu goérinktedir. LcI’'nin biyofilm
olusumundaki rold, ilk ylzeye tutunma evresi ile hierearasi ve hicre-matriks

arasi etkilgimlerde yer almaktadir (Mallegol vd., 2012).

Tip IV piluslarin, L. pneumophilain akciger dokusunda kolonizasyonu ve protozoa

hiicrelerine invazyonunda yardimci rol oyriad{Stone ve Kwaik, 1998), ancak
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ortamda konak htcreler bulunuyorsa biyofilm solonu icin sart olmadgi
gosterilmitir (Lucas vd., 2004).

2.5.1.3. Quorum sensing

Quorum sensing (QS), mikrobiyal hicre topluluklamngok hicreli bir birim gibi
davranabilmesini gdayan, hiucreden hiicreye molekiler diuzeydekisitatittradur

(Whitehead vd., 2001). Gram (-) negatif bakter#ertoinducer (Al), yani hucreler
arasi iletsim molekull olarak genellikle acil homoserine laktr (AHL) kullanirlar

(Miller ve Bassler, 2001).

Birden fazla tur iceren biyofilmlerin yapisina fariirlerin tutunabilmesini ggayan
faktorlerden birisinin de, Al-2 (Auto Inducer 2)ptiturler arasi hicre sinyalleri
oldugu belirtilmistir (Rickard vd., 2006). Ne var Ki. pneumophilaAl-2 de dahil
olmak UzereN-acil homoserine lakton tabanli bir quorum sensigjemine sahip
degildir. Spirig vd. (2008)L. pneumophilahtcrelerinin, a-hidroksiketon (AHK)
sinyal molekulleri iceren farkli bir habeglae yontemi kullandini agga cikarmg
ve LegionellaAuto Inducer-1 (LAI-1) olarak adlandirgtardir. LAI-1 Gretiminden
sorumlu gen boélgeslds), Vibrio choleraecqsASgeni ile homolog yapidadir (Tiaden
vd., 2007) ve her iki bakteri de AHK sinyal molelail Uretirler (Tiaden vd., 2010).
Lgs gen boélgesi cikariimimutantL. pneumophilahtcrelerinin 6zellikle virulansla
ilgili ozelliklerini kaybettigi Tiaden vd. (2008) tarafindan gosterigm. Daha
sonraki argtirmalar Iqgs gen bdolgesinin kodlagh baslica genlerin, bir LAI-1
autoinducer sentaz, iki adet sensor kinaz LqsS geTL regulator LgsR’den
olustugunu ortaya koymgtur (Kessler vd., 2013).

L. pneumophilaifazik hayat déngtisi boyuncasitk prosesleri koordine etmek icin
AHK sinyallerini kullanmaktadir: patojen-konak d#gimleri, virulans faktérlerinin
aretimi, biyofilm oliumu, filament gelimi ve genomik duzenlemeler (Tiaden ve
Hilbi, 2012).

2.5.1.4. Biyofilm yapisindakigbr mikroorganizmalarla etkikem

Dogal ortamlarda bulunan biyofilmler genellikle farkhakteri turlerini birarada

icerirler (Rendueles ve Ghigo, 2012). Biyofilm id& ve biyofilme vyeni
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mikroorganizmalarin tutunmasi esnasinda tir ictireer arasi etkilgmler oldusu
bilinmektedir. Ozellikle L. pneumophilacevresel ortamlarda tek paa biyofilm

olusturmak yerine hazir biyofilm yapisina katiimayicireden bir ttrddr.

L. pneumophildarafindan salgilanan TolC surfaktan proteigediegionellatirleri
Uzerinde antagonistik etkiye sahipken, farkl tirlizerinde bir etki gostermegi
Stewart vd. (2011) tarafindan ortaya konwimu

P. aeruginosatarafindan salgilanan quorum sensing molekilegionellatirleri
Uzerinde buyumeyi ve biyofilm ojumunu baskilayici etki gostermektedir (Kimura
vd., 2009). Ne var ki kompleks biyofilm yapisindae€lerck vd., 2007) ve konak
amip hucrelerinin ortamda bulunglu durumlarda (Declerck vd., 2005Ip.

aeruginosave L. pneumophildiyofilm yapisinda beraber bulunabilmektedirler.

Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniadaxeliacterium sptarafindan
olusturulmus biyofilmlerde L. pneumophilain tutunarak hayatta kalabilgli
gosterilmitir (Stewart vd., 2012).

2.5.1.5. Su akihizi

Yapay su sistemlerindeL. pneumophilain kolonizasyonunu Kkolay$airan
etkenlerden birisi de sistemdeki durgunluktur (@&kski vd., 1984). Borulardaki 610
noktalar, kullaniimayan kisimlar veya uzun siuredmulmayan bina tesisati durgun

su olgumu icin zemin hazirlar.

Hareketli sivi kltdr biyofilmlerindd.. pneumophilehiicrelerin gekimi, statik sivi
kultardekilere oranla daha az bulungtur (Konishi vd., 2011).

Ne var ki Liu vd. (2006) yaptiklar camada, bir susebekesi modeli Uzerinde
tirbulent akim, laminar akim ve durgun akima sabifgeleri kagilastirarak; en
distk Legionella konsantrasyonlarinin durgun akimdaki biyofiimleréa yilksek
konsantrasyonlarin ise tlrbulent akimdaki biyofildrneklerinde oldgunu
belirtmiglerdir. L. pneumophilaiin turbldlent akimda direng goOsterebilmesinin
sebebi, tirbulanstan daha az etkilgndedimentte lokalize olmasi ile agiklanabilir
(Stout vd., 1985; Storey vd., 2004a).
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2.5.2. Biyofilm iginde beslenme ve gaine

L. pneumophilaarkli tir mikroorganizmalar tarafindan eturulmus biyofilmlere
tutunabilmektedir. Bu tir biyofilmlerde. pneumophilanticrelerinin konak protozoa
varhiginda c@alabildikleri, tersine konak hicrelerin yokunda c@alamadiklari
farkl aragtirmacilar tarafindan ortaya konulgtur (Murga vd., 2001; Kuiper vd.,
2004; Declerck vd., 2009). Bunun aksine Rogers veewW (1992) konak
protozoalarin olmagi multispecies biyofilm yapisinda pneumophilahticrelerinin

mikrokoloniler olyturabildiklerini belirtmglerdir.

Mampel vd. (2006) BYE broth statik kdltir ortaminda. pneumophila
biyofilmlerindeki gelsimin, planktonik olarak gejen htcrelerin biyofilm ylizeyinde
birikmesine dayandini gostermglerdir. Planktonik hicreler uzakfarildiginda

biyofilme tutunmy hticreler kayda der bir gelsim géstermensierdir.

Diger yandan, demir-sistein supplementi {BYE) ilave edilmi biyofilm broth’da,
L. pneumophilain plantonik olarak gejememesine gamen, biyofilm
olusturabildigi ve olwisan biyofilmlerin gel§tigi ortaya konulmstur (Pecastaings vd.,
2010).

Konishi vd. (2011) hareketli sivi ortaminda @lo L. pneumophilabiyofilmlerinde,
sicaklik yukseldikge mikrokoloni sayisinin azgldancak koloni ¢aplarinin agtni
tespit etmglerdir. Sonuclarin dnceki bir cama (Konishi vd., 2006) ile kiyaslanmasi,
bakteri hiicre boylarinin hareketli sivi ortamdaaraglaklari ve statik sivi ortamina
gore dikkate dger olctde kicik oldiu ve her 3 ortamda da sicaklik sirile dagru
orantili arttgini acga c¢ikarmgtir. Piao vd. (2006)'nin benzer sonuglarina gore
25°C’deki biyofilmler cubuksekilli hicrelerden olgurken, 37°C ve 42°C’de c¢ok
nukleuslu, septasiz, misel benzeri hiicre yapigitteslilmistir. Ayni kosullardaki

plantonik hticreler ise basil formunda olup bigidan gozlenmemtir.

Cevresel ortamlardaki demir konsantrasyonlaripneumophilagogalmasi Uzerine
onemli etkilere sahiptir (Cianciotto, 2007). Ogire besiyeri ortamindaki yiksek
demir konsantrasyonlari L. pneumophila biyofilm olusumunu ve geimini

engelleyici etki gostermektedir (Hindre vd., 2008).
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2.6.L.pneumophila Uzerine Antibakteriyel ve Antibiyofilm Etki Cali smalar

LiteratiirdeL.pneumophilaiizerine yapilmy antibakteriyel etki cagmalarinin ¢gu
tedavide kullanilan antimikrobiyal ajanlarin denigmngalismalardir.L. pneumophila
beta laktam grubu antibiyotiklere gl olarak direnclidir (Fu ve Neu, 1979). Bu
nedenle Lejyoner hastgiitedavisi kinolon ve makrolid grubu antibiyotiklézerinde

yogunlasmaktadir.

ABT-773 ve azitromisin (Stout vd., 2005), kinolonlae rifampisin (Gomez-Lus vd.,
2001), antranilik asit (Sasaki vd., 2012), quinspni/dalfopristin (Edelstein ve
Edelstein, 2000), kinolonlar ve makrolidler (Pe@otet ve Yu, 2006), rifampisin ve
siprofloksasin (Birteks6z vd., 2004), rifampisin nekrolidler (Erdgan vd., 2010)

Legionella Gzerinde etkingi gosterilmi antibiyotik gruplarina 6rnek olarak

verilebilir.

Antibiyotik ilaclar dsinda dezenfektanlaricegionellatizerine etkinliklerini argtliran
calismalarda mevcuttur. Bu catnalardan “2.3.2.2. Su sistemlerinden Legionella

dezenfeksiyonu” béliminde bahsedytimi

Dogal UrUnlerinLegionellaiizerinde antibakteriyel etkilerinin dene@dgalismalar
ise sinirl sayidadir. Chang vd. (200&ihnamomum osmophloeuyivialanci targin)
ve Cryptomeria japonicaJaponya’ya endemik bir selvi tlrl) esansiyeglganin
etkilerini denedikleri cajmalarinda C.osmophloeum yapraklarinda bulunan
sinamaldehidin antiL. pneumophilaaktiviteye sahip oldgunu gosterngierdir.
Cinnamon yainin biyoaktivitesi, pH 8-10 arasinda daha etkiiunmutur (Chang
vd., 2008a).

Japonya’ya 6zgu bir selvi tiri ol&hamaecyparis obtusacucu yginin, Legionella

anisanin plakta gelgimini inhibe ettgi Hong vd. (2004) tarafindan gosteriktr.

Avustralya cay gaci yainin (Melaleuca alternifolia),bakterinin izolasyon yeri ve
serogrubuna I olarak dgismekle birlikte,L. pneumophildizerine antibakteriyel
etki gosterdii rapor edilmgtir (Mondello vd., 2009).

Deniz kabuklularindan elde edilen bir ticari Grltaro chitosan solusyonunun
L. pneumophilave E.coli tzerinde bakterisidal aktivitesi Fujimoto vd. (B)0
tarafindan gosterilmiir. Suarez vd. (2003) ise, geleneksel olarak icsugu
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temizliginde kullanilan Moringa oleifera (Tropik bir gac¢ turt) tohumlarinin,
Stafilokoklar, Streptekoklar veé.egionella gibi suda bulunan pek cok patojen

Uzerinde bakterisidal etkileri olgunu ortaya koymglardir.

Koruyucu bir gida katkisi olarak kullanilan greyfutohum ekstrati ticari
preparatinin, banyo kuvetlerinden izole ed§lrhi pneumophilaizolatlar Gzerinde
denemeleri, bu preparatinsbali bir dgzal bakterisid oldgunu ortaya koymgiur
(Furuhata vd., 2003).

Furuhata vd., (2000) Japonya’da kullanilan 28sitcekurutulmus bitkinin

L. pneumophila tzerine antibakteriyel 0Ozelliklerini disk difizyometodu ile
argtirmiglar ve 22 tanesinde inhibisyon zonu tespit elendir. Calsmada 28 adet
farkl L. pneumophilasusu kullaniims olup; ahududu, adacayi, melisa ve nane tim
suslarda, kekik 27, geyikotu 26, yaban guli 23, frenkydanozu ve okaliptus 20,
tarhun otu 17, hibiscus ve japon nanesi 1Hiserinde anti-legionella etkiye sahip
oldugu gosterilmgtir. Geyik otu Gatureja spping.Savory) ve hibiscusun 16 kat
dilusyonda bile ayni etkiyi gostermeye devam attikfapor edilmgtir. Fakat elde

edilen zon caplari, IK veya MBK deserleri belirtiimemitir.

Cesitli dogal parfum bilgenleri antiLegionellaetkileri bakimindan incelengplup,
mese yosunu ve huagaci katran yginin en dgiik MIK degerlerine sahip olduklari
tespit edilmgtir (Shimizu vd., 2009). Mg yosunuEvernia prunastriing. oakmoss)
parfumeride hammadde olarak kullanilan bir likeritliir. Mge yosunundan izole
edilen maddelerirLegionellaturleri tGzerine antibakteriyel (Nomura vd., 2022
biyofilm giderici (Nomura vd., 2013) etkileri ol@gu gosterilmgtir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Kullanilan Mikroorganizmalar
3.1.1.L. pneumophila suslari

Calismada 11 adet. pneumophilaswsu kullaniimstir (Cizelge 3.1.). Slar Mugla
Halk Sa&ligl Laboratuvarl Kultir Kolleksiyonundan alingnolup, Seyahailiskili
Lejyoner Hastafii Kontrol Programi (Anonim, 2001) cergevesinde emalapilan
Mugla yoresine ait su numunelerinden izole edilerdir. Su numuneleri Mgla
ilindeki bazi bina ve tesislerin sicak veyagsk su sistemlerindeki musluklardan

alinmstir. Suslarin serogruplari lateks aglitinasyon kiti (Oxaid)belirlenmitir.

Cizelge 3.1. Cakmada kullanilan L.pneumophila suslari

E? MHSL Stok No  Tur-Serogrup IEZc(I)illcejigi flce ISZ|(<):|aGkES ldgi
L1 MHSL 2013-159 L. pneumophilé&8G 2-14 Fethiye 23.8°C
L2 MHSL 2013-162 L. pneumophilésG 1 Fethiye 26.0°C
L3 MHSL 2013-170 L. pneumophilé&sG 2-14 Bodrum 52.0°C
L4 MHSL 2013-181 L. pneumophilé&8G 2-14 Bodrum 48.5°C
L5 MHSL 2013-239 L. pneumophilé&sG 1 Fethiye 52.3°C
L6 MHSL 2013-241 L. pneumophilésG 1 Fethiye 53.0°C
L7 MHSL 2013-248 L. pneumophilé&s8G 2-14 Bodrum 62.0°C
L8 MHSL 2013-272 L. pneumophil&8G 2-14 Milas 24.6°C
L9 MHSL 2013-384 L. pneumophilé&6G 2-14 Mentee 59.0°C
L10 MHSL 2013-393 L. pneumophilésG 1 Mentee 26.2°C
L11 MHSL 2013-414 L. pneumophil&8G 2-14 Fethiye 49.6°C
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Tam sylar -20°C’de, cryovial icerisinde saklanmaktadialiggnada sglar her test
icin dondurulmy stoktan BCYE agara ekim yapilarak, 37°C’de 3-4 gikiibasyon

sonrasi ¢galtiimistir.

3.1.2 Dger mikroorganizmalar

Cizelge 3.2. Cakmada kullanilan L.pneumophila harici bakteri suslari

S No Tur-Serogrup Kaynak

MHSLO02 Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
MHSL10 Enterococcus faecalis ATCC 19433
MHSL11 Enterobacter aerogenes RSKK
MHSL20 Klebsiella pneumoniae  ATCC 13883
MU171 Pseudomonas putida MUKK

MU87 Pseudomonas flourescensMUKK

Tam sylar -20°C’de, cryovial icerisinde saklangtir. Suslar dondurulmsg stoktan
Triptik Soy Agara (TSA) ekim vyapilarak, 37°C’de lirg inkibasyon sonrasi
aktiflestirilmi stir.

3.2 Bitkisel Yaglar, Besiyerleri ve Cozeltiler

3.2.1 Bitkisel yglar

Calismada kullanilan bitkisel ygar ticari olarak temin edilngiir (Cizelge 3.2.).
Tarkiye'de dretilmg, herhangi bir katki maddesi icermeyen safglgm tercih

edilmistir.
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Cizelge 3. 3. Cakmada kullanilan bitkisel yaglar

- o Uretim .

Yagin Adi Icerigi Markasi Tarihi Ambalaji
Salviayaprak ydi :

Adacay! Ya&I %100 Biotama  08.2013 20 ml

Laurusnobilis yaprak

yag %100 Biotama 03.2013 20 ml

Defne Y&

Thymusvulgaris yagl

Kekik Yagi %100

Biotama 05.2013 20 ml

Citrus Limon y&g|

%100 Biotama 09.2013 20 ml

Limon Yagl

Menthapiperita yagi

%100 Mecitefendi 01.2013 20 ml

Nane Yai

3.2.2. Besiyerleri

Buffered Charcoal Yeast Extract Agar(BCYE) (Oxoid)

Maya ekstrakti 10 g/L

Aktif kdmur 2g/L

Agar 13 g/L

LegionellaBCYE Growth Supplement (Oxoid)

ACES Buffer /potasyum hidroksit 5 g/500 ml
Ferrik pirofosfat 0.125 g/500 ml
L-sistein HCI 0.20 g/500 ml
a-ketoglutarat 0.50 g/500 ml

Toz besiyeri 900 ml distile suda ¢ozuldikten sodéd °C'de 15 dk otoklavlanarak
steril edilmgtir. 2 adet Growth Supplement 56t ml steril distile su ile ¢6zllerek,
sterilizasyondan sonra besiyerine ilave editmiArdindan steril potasyum hidroksit
(KOH) ile pH 6.90 — 6.97 ardina ayarlannstir.

Bu besiyeriL.pneumophilasuslarinin stoktan canlandiriimasindagatiimasinda ve
MBK tespiti icin kullaniimstir.
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Buffered Yeast Extract Broth (BYE)
Maya ekstrakti (MERCK) 10 g/L

LegionellaBCYE Growth Supplement (Oxoid) (BCYE ile ayni)

Maya ektrakti 900 ml suda eritilerek, ardindanse0ml steril distile su ile ¢ozulngu
2 adet growth supplement ilave edigtm KOH ile pH 6.90 — 6.97 arasina
ayarlanmgtir. Hazirlanan besiyeri 0.20 nm por capli filtrad&artourius) gecirilerek

steril edilmitir.

Bu besiyeriL.pneumophilaswslarinin biyofiim oliturma denemelerinde ve IM
degerlerinin tespitinde kullanilngtir.

Triptik Soy Agar (TSA) (Oxoid)

Pancreatic digest of casein 15.0 g/L
Enzymatic digest of soya bean 5.0 g/L
NacCl 5.0 g/L
Agar 15.0 g/L

Besiyeri hazirlanarak pH 7.3 £ 0.2 ayarlagim Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril
edilmistir. Bu besiyeri L. pneumophila harici bakterilerin stoktan alinarak
cogaltiimasinda kullaningtir.

Triptik Soy Broth (TSB)

Pepton from casein 20.0 g/L
Glukoz 2.50 g/L
NacCl 5.0 g/L
KoHPOy 2.5 g/L

Besiyeri hazirlanarak pH 7.3 + 0.2 ayarlagtmni Hazirlanan besiyeri 0.20 nm por
capl filtreden (Sartourius) gegcirilerek steril kediistir. Bu besiyeriL. pneumophila
ve diger bakterilerin biyofilm olgturma 6zelliklerinin denenmesinde sivi ortam

olarak kullaniimgtir.

Kristal Viyole % 0.3

Toz Kristal viyole (MERCK) 3¢
Distile su 1000 ml

% 0.3 Kristal Viyole boya ¢o6zeltisi, cam tupleréuinmus bakteriyel biyofilmlerin

boyanmasinda kullanilstir.
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Sekil 3.1.L. pneumophila kolonilerinin BCYE besiyerinde a) ¢iplak gozle ve

b) koloni mikroskobi ile géranimu.
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3.2.3. Steril musluk suyu

Calismada, biyofilm olgumu igin ortam olarak kullanilan steril musluk suyu
laboratuvaringsebeke sisteminden alinghir. Su, Sodyum Tiyosilfat (Na.ThioSO
icerensiselere alinmy ve klor icermediinden emin olmak icin dlcim yapilgtir.
0.20 nm por caph filtreden gecirilerek steril edigtir. Suyun fiziko kimyasal
Ozellikleri Mugla Halk Sgligi Laboratuvari Kimyasal Analizler Biriminde analiz

edilerek aagidaki degerler bulunmstur (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Cakmada kullanilan musluk suyunun fiziko-kimyasal 6zelikleri

pH: 7.55 Iletkenlik: 623 ps/cm

Fe: 22.8 pg/L Al: 8.33 pg/L Cu: TE Hg: TE

Cr: 2.96 pg/L Zn: 1.22 mg/L Pb: 0.002 mg/L As: Qg/L
Na: 8.86 mg/L K: 0.96 mg/L Ca: 93.43 mg/L Mg: 16155/L

TE: Tespit edilemedi.

3.3. YOntemler

L. pneumophilanin biyogivenlik dizeyi 2 (BG2)'dir. Bu nedenle pneumophila
kullanildigr  tim mikrobiyolojik ekim ve boyama camalarr BG2 dizeyi
biyoguvenlik kabininde gercelggrilmi stir.

Sekil 3.2. Biyoguvenlik kabininde preparatlarin boyanmasi slemi
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3.3.1 Biyofilm olusumu denemeleri

Bakterilerin farkli ortam ve kallarda biyofilm olgturma kapasitelerinin tespiti igin
kristal viyole metodu (Christensen vd., 1985) kuailaistir. Metod, Mampel vd.
(2006), Merritt vd. (2011) ve O’'Toole (2011) taradan kullanilan ydntemlerden
yararlanilarak modifiye edilrgive 100x16 mm cam tiplerde biyofilm elumu

gozlenmitir.

L.pneumophilaswlari BCYE agarda 3 gun inkibasyonu takiben, besigen 6ze
ile toplanarak BYE broth veya steril musluk suyursiesspansiyon hazirlangtr.
Diger bakteri sglar ise TSA agarda 37°C’de bir gun inkibasyonub@ak, TSB
Broth ile suspansiyon hazirlangtir. Spektrofotometri (Hach DR 6000) ile
suspansiyonlar OD 0.2 (600nm) olagakilde ayarlannstir.

3.3.1.1. Tek tir (Monospecies) biyofilmgimu

Steril cam tuplere, yukarida hazirlgranlatilan bakteri sispansiyonlarindage2’'ml
konularak 37°C’del. pneumophila3 gun, dger bakterisuslari 1 gin inkiibasyona
birakilmstir.

Her numune 3’er tekrar calimistir. Negatif kontrol olarak 3 adet s&r ml steril

BYE ve/veya TSB iceren tupler kullanilgtr.
3.3.1.2. Biyofilm boyanmasi ve absorbans 6lgimu

Inkiibasyon sonunda tiipteki besiyeri ve planktonikrdélér steril pipetle nazikce
uzaklgtinimistir. Tutunmy hdcrelerin daha iyi tespiti icin tlpler 80°C’de H&
bekletilmistir. Her ttipe 2 ml % 0.3 Kristal viyole ekleneralda sicakiginda 15 dk
boyanmaya birakilmgtir. Boyamanin ardindan her tip steril distile ®u3’er kez
yikanmg ve kurutma kgidi Gzerinde ters cevrilerek oda sicgkida yaklalk 3-4 s.
kurumaya birakilmtir. Biyofilme tutunmyg kristal viyolenin ¢éziinmesi amaciyla
tiplere 2’er ml % 96 etanol ilave edilerek, odaaklginda 15 dk inktbe edilrgir.
Boya iceren etanol numuneleri, 12x92 mm’lik PS éipl alinarak
Spektrofotometrede (Hach DR 6000) 570 nm’de ODri¢yapiimstir.

34



Sekil 3.3. Spektrofotometre ile OD &lcimi

3.3.1.3. L. pneumophila’nin farkli tir bakterilde ibirlikte biyofilm olyturmasinin

tespit edilmesi

Yukarida anlatildii sekilde 0.2 OD olarak TSB besiyerinde hazirlanan térak
suspansiyonlarindan, her tipe 1 ral pneumophila 1 ml diger bakteri
suspansiyonlarindan olacaékilde toplam Xer ml da&itiimistir. Calsmada 6 farkl

bakteri syu ve 4L.pneumophilasusu kullaniimstir.

Her numune 3’er tekrar calimistir. Negatif kontrol olarak 3 adet ¢&r ml steril
TSB igeren tlp, ayrica ¢ca@nadaki her syayri ayri (3 tup x 2 ml) kontrol olarak

kullaniimustir.

TUm tupler 37°C’de 3 gun inkibe ediktir. Biyofilm boyanmasi ve OD 6lcimu
3.3.1.2. béliminde anlatifgisekilde gergeklgtirilmi stir.

3.3.1.4. L. pneumophila’nin farkli bakteri turlearafindan olgturulmus biyofilm

varliginda biyofilm olgturmasinin tespit edilmesi

Onceden anlatilgh sekilde TSB besiyerinde hazirlangnL. pneumophilaharici
bakteri sispansiyonlarindan, heg sgin 24 adet cam tipe @r ml paylatirilarak,
37°C’de 24 s. inkubasyon ile biyofilm glumu s&lanmstir. Kontrol olarak steril
TSB iceren 18 adet ttp kullanilgtr.
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Inkiibasyon sonunda, hersdgin hazirlanan 24 tiipten, 3 tanesi 24 saatlilofilipin
Olcimua icin kullaniimgtir. Kalan 21 tupteki plantonik htcreler ve sivitaon
alinarak, 3 tanesine aynissuait stspansiyon, 3 tanesine steril TSB besiyeri v

digerlerine 2%er miL. pneumophilastspansiyonu ilave edilgtir.

Kontrol olarak sadece steril TSB iceren tuplerdedsiyerleri ve sivi ortam alinarak,
3 tanesine tekrar steril TSB,gérlerineL. pneumophilasiispansiyonlarindan s&r

ml ilave edilmitir. Tam tUpler 37°C’de 3 gun inktiibasyona birakgtmn.

Inkiibasyon sonunda. pneumophilmin ortamda dier turlere ait biyofilmler
mevcutken, bu biyofilmlere tutunarak eturdusu biyofilmlerin boyanmasi ve
Olcimu bolim 3.3.1.2'de anlatifgisekilde yapilmgtir.

3.3.1.5. Ol bakteri huicrelerinin vaginda (nekrotrofik) biyofilm olgumu

TSA agarda cgaltilan L. pneumophilaharici bakteri sglarindan, steril musluk
suyunda 600 nm'de OD 0.2 olacakekilde siuspansiyon hazirlargtr.
Suspansiyonlar 70°C'de 45 dk bekletilerek, baktditreleri olduriimitir. Ol
bakteri hiicresi sispansiyonlarindan 0.1’er ml T§Ara inokile edilerek canli hicre

kalip kalmadgl kontrol edilmitir.

KullanilacakL. pneumophilaswlari, BCYE agarda ggaltmay! takiben, steril musluk
suyunda 600 nm’de OD 0.2 olacgékilde siispansiyon hazirlarghr. Cam deney
tuplerine 1 mlL. pneumophilave 1 ml 6li bakteri hiicresi stspansiyonu olacak
sekilde daitilarak 37°C’de 3 gun inkibasyona birakgtm Negatif kontrol olarak
sadece Olu bakteri hicresi suspansiyonu icerenertiuglllaniimstir. Ayrica
kargilastirma amaciyla, BYER. pneumophilave Steril musluk suyu+. pneumophila
tupleri ve bunlarin negatif kontroll icin, steriE ve musluk suyu iceren tlplerde

biyofilm denemeleri gzamanli olarak gercelkgerilmi stir.
3.3.1.6. Biyofilm élctimindn gerlendirilmesi

Biyofilm olusumunun dgerlendiriimesinde Stepanovic vd. (2000)'nin metodu
kullaniimistir. Buna goére her denemede steril besiyeri icenmgatif kontrol
numunelerinin absorbans 6lcim sonuclarinin  ortasamaulunmygtur. Negatif

kontrol ortalamasina +3 SD ilavesi ile cut-offgde bulunmgtur. Numunelerin
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ortalama OD dgerleri, cut-off dgerine bolunmigtir. Cikan sonuclara gore
degerlendirmesu sekilde yapiimgtir:

(Numune OD / Cut-offx 0.99 = Biyofilm olgumu yok(-)

1 < (Numune OD / Cut-offx 1.99 = Zayif Biyofilm olgumu(+)
2 < (Numune OD / Cut-offx 3.99 = Orta Biyofilm olgumu (++)
(Numune OD / Cut-offy 4 = Kuvvetli Biyofilm olusumu (+++)

Biyofilm denemelerinde negatif kontrol grubu ilestegrubu arasindaki farkliliklarin
istatiksel analizi amaciyla MS Excel programind&ebt fonksiyonu ile P derleri

hesaplannstir.

3.3.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MK) tespiti

MIK ve MBK deserlerinin belirlenmesi caimalari, EUCAST (Anonim, 2003) ve
CLSI (Anonim, 2012b) prosedirleri temel alinarak rcg&lestirilmi stir.
L. pneumophila swlarinin 2x16  bakteri/ml olacak sekilde BYE broth'ta
suspansiyonu hazirlangtir. Denemede kullanilacak bitkisel gtar DMSO ile 1:5
oraninda c¢ozulerek, steril BYE ilavesi ile istenkonsantrasyona ayarlangtr.
16x100 mm’lik cam tuplere 1’er ml BYE+Bitkisel ggDMSO c¢o6zeltisi, 1’er ml
L. pneumophila suspansiyonu ilave edilgtir. Tuplerdeki son bakteri
konsantrasyonu 1 x $nl olmustur. Pozitif kontrol olarak sadedepneumophila
suispansiyonu iceren tipler, negatif kontrol olaisk sadece bitkisel gaBYE ve

steril BYE iceren tupler kullanilrgiir. Her numune 3 tekrar hazirlangtmi.

Tam tapler 37°C’de 4 gun inktibasyonu takiben g&deOD 6lgiimi ile bulaniklik
tespiti yapilarak, tremenin olmgden diik yag konsantrasyonu K olarak tespit

edilmigtir.

Pozitif kontrol olarak Eritromisin antibiyaii kullaniimis ve L. pneumophilasuslari

icin MIK degerleri agar difiizyon metodu (Anonim, 2000) ile tiésalilmistir
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3.3.3. Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) teiti

MIK tespiti calsmasinda reme olmayan tiiplerden 0.1’er ml alin@@KE agar
besiyerine ekim vyapilmgiir. 37°C’de 3 gun inkiibasyon sonucunda dremenin
gorulmedgi konsantrasyon MBK olarak belirlengtir. Tum ekimler 3’er tekrar

olarak gerceklgirilmi stir.

3.3.4 Antibiyofilm yontemleri
3.3.4.1 Biyofilm olgumunu engelleyici etki

Calismada kullanilan bitkisel yarin biyofilm oluisumunu engelleyici etkilerinin
ortaya konulmasi amaciyla Nomura vd. (2013) kuligndhetod modifiye edilerek

kullaniimistir.

L. pneumophilaswlari BCYE agarda 37°C’de 3 gin inkibasyonu takibBME
broth ile 600 nm’'de OD 0.2 olacajekilde siispansiyon hazirlangnr. Denemeye
alinan bitkisel yalar DMSO ile 1:5 oraninda c¢o6zuldikten sonra, sgah
konsantrasyonlari BYE kullanilarak elde editmi 16 x 100 mm’lik cam tuplere
1 ml L. pneumophilsstispansiyonu ve 1 ml bitkisel #DMSO+BYE kargimi, son
konsantrasyonlari kK/2, MiK/4, MiK/8 ve MiK/16 olacaksekilde ilave edilmitir.
Pozitif kontrol olarak 1 ml BYE + 1 mil. pneumophilastispansiyonu igeren tipler,
negatif kontrol olarak bakteri icermeyen, bitkiselz+DMSO+BYE iceren tupler

kullaniimustir.

Tam tupler 37°C’de 3 gun inkibasyonu takibeéh3.1.2'de anlatildgl sekilde,
boyama, tespit, kurutma, etanolde ¢éziinme ve 578en@D Ol¢cim glemlerine tabi

tutulmustur.

Biyofilm olusumu (%) ve biyofilm inhibisyonu (%) oranlarsagidaki formullerle

hesaplannstir:

. . OD¢ —OD, i
Biyofilm olusumu (%) s———omek —Negatfkontol__ 7 o0 (3.1)
ODpoyitit KontroI_ODNegatif Kontrol

_(ODpo;z KonODneg Kont) — (ODgynek—OPNeg Kont) %100 (3.2)
ODpqzitif KontroI_ODNegatif Kontrol
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3.3.4.2. Onceden aimus biyofilmi giderici etki

Bitkisel yaglarin 6nceden okimus biyofilm Uzerine etkileri Sandasi vd. (2010) ve
Murugan vd. (2011) tarafindan kullanilan metotlamodifiye edilmesi sonucunda

elde edilen metotla tespit edilgtir.

L. pneumophilaswlari BCYE agarda 37°C’de 3 gun inktubasyonu takibBME
broth ile 600 nm’de OD 0.2 olacalekilde sispansiyon hazirlanghir. Hazirlanan
suspansiyon deney tiplerine 2 ml pagtamistir. Negatif kontrol olarak 2 ml steril
BYE iceren tupler kullanilngtir. 3. gun tuplere, 0.1 ml BYE+DMSO+bitkisel ga
siispansiyonu ilave edilerek, tiiplerdeki bitkiseg \@nsantrasyonlari kK, MiK/2,
MIK/4 ve MIK/8 olacaksekilde ayarlanngtir. Pozitif kontrol tiiplerine sadece BYE,
negatif kontrol tiplerine ise DMSO+Bitkisel Failave edilmitir. Bitkisel yag
ilavesinden sonra 24 s. 37°C’de inkibasyona dediimigtir.

Inkiibasyon siiresi sonunda tum tiip88.1.2'de anlatildgi sekilde, boyama, tespit,
kurutma, etanolde ¢6ziinme ve 570 nm’de OD oOlgilemlerine tabi tutulmgtur.

Onceden olgmus biyofilmi inhibisyon etkisi @agidaki formil ile hesaplanrtir:

) _(ODpo;z KonODneg Kont)-(ODeyme OPneg Kond) % 100 (3. 3)
ODpqzitif Kontrol‘ODNegatif Kontrol

Biyofilm inhibisyonu (%
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4. SONUCLAR

4.1.L. pneumophila Suslarinin Biyofilm Olu sturma Ozellikleri
4.1.1. Steril musluk suyu ve BYE besiyerinde biydin olusumu

Mugla ilindeki bazi binalarin su sistemlerinden izetilmis 11 adet.. pneumophila
swunun 37°C'de 72 saatte biyofilm glurma kapasiteleri, filtrasyon ile steril
edilmis musluk suyu ve BYE sivi besiyeri ortaminda olmaleré Cizelge 4.1.'de
verilmistir. Steril musluk suyunda en fazla biyofilm giuran sglar sirasiyla L7, L8
ve L11 olarak tespit edilrir. L1 swunda negatif kontrol derlerine kiyasla
biyofilm olusumu tespit edilmezken, gér tim sglarda zayif (+) biyofilm olgumu
gozlenmgtir. BYE sivi besiyerinde ise slardan 5 tanesinin zayif (+), 6 tanesinin
orta (++) seviye biyofilm olgturabildigi bulunmuwtur. OD degerleri 0.840 ile 1.354;
OD/Cut off degerleri 1.72 ile 2.77 arasindaggmektedir. BYE besiyerinde en fazla
biyofilm olusturan sglar ise sirasiyla L8, L10 ve L7 olarak tespit edlgtmn.

Cizelge 4.1L . pneumophila suslarinin 37°C’de 72s inkiibasyon sonucunda biyofilm loisturma

kapasiteleri
Su Steril Musluk Suyu BYE Broth

war OD570nm OD/Cut off Dg OD570nm OD/Cut off Dg
L1 0.404+0.040 0.96 - 0.840+0.097 1.72 +
L2 0.534+0.062 1.26 + 0.905+0.058 1.85 +
L3 0.532+0.027 1.26 + 1.072+0.037 2.19 ++
L4 0.565+0.065 1.34 + 1.095+0.064 2.24 ++
L5 0.557+0.089 1.32 + 1.053+0.049 2.15 ++
L6 0.485+0.083 1.15 + 0.971+0.037 1.98 +
L7 0.614+0.057 1.45 + 1.106+0.043 2.26 ++
L8 0.611+0.038 1.44 + 1.354+0.074 2.77 ++
L9 0.537+0.088 1.27 + 0.951+0.057 1.94 +
L10 0.575+.0.025 1.36 + 1.270+£0.077 2.60 ++
L11 0.596+0.026 141 + 0.920+0.042 1.88 +
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Sekil 4.1.L. pneumophila suslarinin 37°C’de 72s inkiibasyon sonucunda biyofilm losturma
kapasiteleri

Swlarin ¢@u icin BYE besiyerindeki biyofilm olgturma dgerlerinin, steril musluk
suyundaki dgerlerin 2 katina yakkugr Sekil 4.1.’deki grafikte daha iyi
anlgiimaktadir.

Sonuclara gore en iyi biyofilm ojturma oranina sahip 6 ssirasiyla L8, L10, L7,
L4, L3 ve L5 olarak belirlenngiir ve bu sglar daha sonraki biyofilm okwmu ve

antibiyofilm denemelerinde kullaniimak tzere segjlardir.

Sekil 4.2. Cam tuplerde, kristal viyole ile boyanmg L. pneumophila biyofilmleri (BYE)
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4.1.2. L. pneumophila’nin 6lt bakteri hicresi iceren ortamlarda biyofilm

olusturma kapasitesi

L.pneumophilaswlarinin, besiyeri ortami olarak 6li bakteri hiicrelave edilmi

steril

musluk suyundaki

gorilmektedir.

biyofilm ofturma kapasiteleri

Cizelge 4.2.de

Cizelge 4.2L. pneumophila suslarinin 61t bakteri hiicreleri iceren ortamda biyofilm olusturma

kapasiteleri
Suglar L3 L4 L5 L7 L8 L10
E.faecalisolu hiicreleri 106mi*
ODsyonm  0.664+0.07 0.597+0.08 0.765+0.080.799+0.04 0.634+0.09 0.783+0.02
OD/Cut off 1.23 1.11 1.42 1.48* 1.17 1.45**
Deg. + + + + + +
E.aerogene$li hiicreleri 1&mil*
ODsyonm  0.561#0.05 0.542+0.09 0.532+0.030.657+0.09 0.833+0.07 0.556+0.04
OD/Cut off 1.37 1.32 1.29 1.60 2.03** 1.35
Deg. + + + + ++ +
K.pneumoniaéli hiicreleri 1&mi™*
ODssonm ~ 0.589+0.06 0.586+0.05 0.643+0.060.663+0.05 0.725+0.07 0.718+0.06
OD/Cut off 1.30 1.30 1.42 1.47 1.60 1.59*
Deg. + + + + + +
P.putidasli hiicreleri 10 ml™
ODs70nm 0.519+0.02 0.585+0.02 0.796+0.060.851+0.09 0.620£0.02 0.777+0.10
OD/Cut off 0.99 1.12 1.53* 1.63* 1.19 1.49*
Deg. - + + + + +
P.fluorescenslii hiicreleri 16 mI™*
ODs70nm 0.601+0.08 0.657+0.05 0.776+0.060.683+0.07 0.791+0.03 0.765+0.10
OD/Cut off 1.10 1.20 1.42* 1.25 1.45** 1.40*
Deg. + + + + + +
*P<0.05; ** P<0.01
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Negatif kontrol dgerine kiyasla biyofilm olgumu goérilmeyen (-) tek sonug, L3
swununP.putidadlt hicreleri iceren ortamdaki denemesidir. L§UsEE. aerogenes
Olt hicre ortaminda orta seviye biyofilm (++) glumustur. Diger tum deneme

ortamlarinda zayif (+) biyofilm okwmu go6zlenmitir.

Olu bakteri hiicresi ortamlarindaki biyofilm gexlerinden L3 ve L5 sgari icin 2, L8
swu icin 3, L7 ve L10 sglari icin 4 tanesinin steril musluk suyundakigdderinden
yuksek oldgu tespit edilmgtir. Sonuclarin steril musluk suyu gkglerine gore
istatiksel olarak farklliklar1 “P” dgeri olarak hesaplanmve cizelgede belirtilngtir.

1600

1400 % _I_

1200

1000

800 T
600 T T T T §

400 -

OD 570nm

200 -+

O = T T
L3 L4 L5 L7 L8 L10 Ortalama

@ S. Musluk suyu Nekrotrofik @ BYE

Sekil 4.3.L. pneumophila suslarina ait nekrotrofik ortamdaki biyofilmlerin, ste ril musluk suyu

ve BYE'de olusan biyofilmler ile kiyaslanmasi

L. pneumophilasularinin nekrotrofik ortamda biyofilm ofumu kapasitelerine gore
siralamasi buyukten kigé daggru L7, L8, L10, L5, L4 ve L3seklindedir. Sekil
4.3.’de goruldgu gibi nekrotrofik ortamda oban ortalama biyofilm miktarlari, steril
musluk suyundan bir miktar fazla olmakla birlikYE’'de olusan biyofilmlere ait

deserlerin epey altindadir.

Calismada kullanilan 6l bakteri hiicresi ortamlarindakalama OD dgerlerinin,
steril musluk suyu ve BYE'de odan biyofilmlere ait dgerlerle kasilastiriimasi

Sekil 4.4.’teki grafikte gorulmektedir. Tunl.pneumophilasularinin ortalama
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degerlerinin, negatif kontroller (cut/off) ile kiyasimnasina gore, en fazla biyofilm
olusumu E.aerogenesdlu hicrelerini iceren ortamda goézlentmi E.faecalis ve
P.putida Oli hicre ortamlarindaki biyofilm miktarlari isetedl musluk

suyundakinden daha gik bulunmytur.

TN N m NN
» N\ N
A EEE S
=N N 0N\ 0

E.faecalis P.putida  S.musluk suyu K.pneumoniae E.aerogenes BYE

Sekil 4.4. Nekrotrofik ortamlarin biyofilm olu sumu yéninden steril musluk suyu ve BYE ile

kiyaslanmasi.

4.1.3.L. pneumophila’nin diger bakteri turleri ile birlikte biyofilm olu sturmasi

4.1.3.1. Farkli bakteri turlerine ait planktonik tiler varliginda biyofilm olgumu

Dort L.pneumophilaswu ile alti farkli bakteri ssgunun TSB ortaminda 37°C’de, 72
saat inkibasyonda biyofilm altwrma 06zellikleri incelenmgtir. Olusan c¢oklu
biyofilmlerin tek tire ait biyofilmlerle karlastiriimasi Sekil 4.5.'te gorilmektedir.
L.pneumophilasuslarinin P.aeruginosaile birlikte olusturdugu biyofilm miktarinin,
tek ture ait biyofilmlerden daha az ofgly diger biyofilmlerin ise, tek tire ait
olanlardan fazla oldiu tespit edilmgtir. L.pneumophilanin, P.fluorescensve
E.faecalisile birlikte olusturdugu biyofilmler negatif kontrol dgerlerine kiyasla orta
seviye (++) olarak hesaplangtir. Diger turlerle birlikte olgturdusu biyofilmlerin
degerlendiriimesi ise zayif (+) aralikta bulungur.
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Sekil 4.5.L. pneumophila suslari ile diger bakteri suslarinin birlikte olu sturduklar 72 saatlik

biyofilmlerin, tek tire ait biyofilmlerle kiyaslanm asi.(*P<0.05; **P<0.01)

Tez calsmasinda kullanilan tim bakterisgarinin TSB broth besiyerindeki 24 ve
72s inkibasyon sonunda giurduklari biyofilm miktarlan Cizelge 4.3.'te
verilmistir. 24s inkibasyon sonund&.aerogenewve P.aeruginosa ¢ok iyi (+++)
biyofilm Uretimi gosterirkenk.faecalisve K.pneumoniad++) orta,P.fluorescenve
P.putida (+) zayif biyofilm olgturmuwstur. 72s inkiibasyon sonunda timslatda
zayif (+) biyofilm olisumu tespit edilmitir. L.pneumophilaya ait sonuclar 4 sun
(L4, L7, L8, L10) ortalamasi alinarak bulungtuwr ve 24s inkibasyon sonunda

biyofilm olusumu tespit edilemersytir.

Cizelge 4.3. Cakmada kullanilan tirlerinin TSB sivi ortaminda biyofilm olusturma kapasiteleri

24 h 72 h
Swlar

ODs70nm OD/Cut off Des. ODs70nm OD/Cut off Des.

E.aerogenes 2.174#.081 6.22 +++  0.6898.044 1.27 +
P.aeruginosa 2.062#.144 5.90 +++  0.8548.049 1.57 +
E.faecalis  0.998#€.066 2.86 ++ 0.7866.085 1.45 +
K.pneumoniae 0.930#.064 2.66 ++ 0.789&.072 1.45 +
P.fluorescens 0.6016€.036 1.72 + 0.558.045 1.03 +
P.putida 0.5799€.038 1.66 + 0.648@.054 1.19 +
L.pneumophila NT NT NT 0.8079€.088 1.49 +

NT: Tespit edilmedi.
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4.1.3.2. Farkli bakteri turlerine ait tutunmintcreler varlginda biyofilm olgumu

L.pneumophila harici bakteri sglarinin  24s inkiibasyon sonunda g @lo
biyofilmlerini iceren tuplere,L.pneumophilailavesi sonucu okan biyofilmler
incelenmgtir. Dort L.pneumophilaswuna kasgilik, alti adet farkli bakteri su
kullaniimistir. Sonuglar Cizelge 4.4.te verilgtir. P.putida hari¢ tim bakteri
sularinda, L.pneumophilailavesi ile olgan biyofilm miktarlari, TSB veya ayni

bakterinin ilave edilmesinden fazla bulungtur.

Kontrol olarak 24 saatlik biyofilm iceren tlplerges|l TSB ilavesi ve biyofilmin ait
oldugu ayni bakteri squnun ilavesi sonucu elde edilengdder tespit edilnsitir. Bu
kontrol dezerleri genellikle birbirlerine yakin bulunmwlup, sadec®.fluorescene
ait dezer TSB ilavesine gore yaklk %30 oraninda diik tespit edilmjtir.

Cizelge 4.4L. pneumophila suslarinin énceden olymus biyofilm tGzerinde biyofilm olusturma
kapasiteleri (OD 570 nm)

P.aeruginos&4h biyofilm +
TSB P.aeruginosa L4 L7 L8 L10
0.764+0.11 0.749+0.12 0.837+0.09 1.025+0.07* 1.055+0.10* 0.969+0.05*

E.aerogeneg4h biyofilm +
TSB E.aerogenes L4 L7 L8 L10
1.457+0.18 1.407+0.19 1.878+0.16* 1.489+0.12 1.620+0.13 1.532+0.16

K.pneumonia@4h biyofilm +
TSB K.pneumoniae L4 L7 L8 L10
0.980+0.10 0.863+0.04 1.650+0.15**1.669+0.11** 1.774+0.05**  1.502+0.16**
P.putida24h biyofilm +
TSB P.putida L4 L7 L8 L10
2.232+0.17 2.225+0.21 1.912+0.16 1.968+0.11 1.988+0.11 1.925+0.09

P.fluoresceng4h biyofilm +
TSB P.fluorescens L4 L7 L8 L10
1.584+0.07 1.105+0.10 1.837+0.16 1.730+0.07 1.948+0.06** 1.324+0.09

E.faecalis24h biyofilm +
TSB E.faecalis L4 L7 L8 L10
0.520+0.05 0.542+0.08 0.715£0.01** 0.710x0.04** 0.687+0.08* 0.709+0.06*

* P <0.05 ** P<0.01 (Karsilastirma TSB dgerleri ile yapilmstir)
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Kontrol deserleri ile deney sonuclari arasinda yapilan issalikkagilastirma
testlerine gore toplam 24 sonugtan 6 tanesi P<@03 tanesi P<0.01 seviyesinde

farklillk gostermektedir.

K.pneumoniae 24s inkiibasyon sonucu &&n biyofilm Uzerine L.pneumohila
swlarinin ilave edilmesi sonucu elde edilen biyofilrerileri, TSB ilavesi ile elde
edilen dgerden ortalama %68 daha yuksek @auespit edilmgtir (Sekil 4.6.). Bu
deger E.faecalis igin %36, P.aeroginosaigin %27, E.aerogenesi¢cin %12 ve
P.fluorescensicin %8 olarak bulunmyiur. P.putida biyofilmi Uzerinde ise, TSB
kontrol dggerinden ortalama %13 dahasdl biyofilm olustugu 6lculmutar.

100 P aeruginosa 100 E- faecalis
80 80
60 60
40 40
0 - 0 -
20 20
40 40
PA L4 L7 18 L10 EF 4 L7 L8 L0
100 E. aerogenes 100 K. pneumoniae
80 80
60 60
40 40
20 I 20
0 - 0 -
20 20
40 40
EA 4 L7 18 L0 KP4 L7 18 L10
100 Pputida 100 P, fluorescens
80 80
60 60
40 40
20 20
S B B B DR
20 20 -
-40 -40
PP L4 L7 18 LI10 PF L4 L7 L8 L10

Sekil 4.6. 24 saatlik biyofilmler tzerine bakteri sispansiyonu ilavesi ile olgan biyofilmlerin,

TSB ilave edilen kontrollere gore % degisim oranlari.
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4.2. Bitkisel Yaglarin L. pneumophila Uzerinde Antibakteriyel ve Antibiyofilm
Etkileri

4.2.1. Antibakteriyel aktivite

Calsmada kullanilan 5 adet ticari bitkisel gya, calsmamizdaki 11 adet
L. pneumophila swu (zerine antibakteriyel etkilerinin tespiti amdalyMiK
(Minimum inhibe edici konsantrasyon) ve MBK (Minimmu bakterisidal
konsantrasyon) gerleri bulunmytur. Kullanilan yglarin hepsininL. pneumophila
Uzerine antibakteriyel etkiye sahip ofutespit edilmitir. Bulunan MK degerleri
Cizelge 4.5.'te, MBK dgerleri ise Cizelge 4.6.’da verilgtir.

Cizelge 4.5. Bitkisel y&larin ve Eritromisinin M IK (Minimum inhibisyon Konsantrasyonu)

degerleri
Bitkisel Yaglar . -
- . Eritromisin
Suslar Adacayi Kekik Limon Defne Nane
pl/mi mg/L
L1 20.0 1.80 1.25 0.100 1.25 0.06
L2 13.3 1.20 0.83 0.067 2.50 0.03
L3 13.3 1.20 0.83 0.067 2.50 0.03
L4 20.0 1.20 1.25 0.100 1.25 0.06
L5 13.3 1.80 1.25 0.067 1.25 0.06
L6 20.0 1.20 0.83 0.044 1.25 0.06
L7 13.3 1.80 1.25 0.067 2.50 0.06
L8 13.3 1.80 1.25 0.100 1.25 0.06
L9 13.3 1.20 0.83 0.044 1.25 0.03
L10 13.3 1.20 0.83 0.067 1.25 0.06
L11 13.3 1.20 0.83 0.100 1.25 0.06

Bitkisel yaglardan L. pneumophilatizerine en yiksek antibakteriyel etki defne
yaginda bulunmstur (MIK: 0.067-0.1 pl/ml). Elde edilen M sonugclari Limon,
Kekik ve Nane yglarinin benzer antibakteriyel etkiye sahip olduidagdstermitir;
limon yagl 0.83-1.25 ul/ml, kekik y& 1.20-1.80ul/ml ve nane §al1.25-2.5 ul/ml.
Calismada kullanilan y&ar arasinda en guk anti-legionella aktivite ise 13.3-20
ul/ml MiK degeri ile adacay! y@anda tespit edilngtir.
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L. pneumophilasularinin yalarin antibakteriyel etkilerine ksar duyarhliklari
incelendginde sylar arasinda anlaml farkliliklar bulunmgdgérulmektedir.

Eritromisin’e ait MIK degerleri ise 0.03 — 0.06 mg/L olarak tespit ediitini BSAC
tarafindan yabanil ti.. pneumophilaicin eritromisine duyarlihk argh 0.06-0.5
mg/L olarak verilmgtir (Anonim, 2013b). Casmamizda bulunan K degerlerinden
8 tanesi bu aralik icerisinde iken, 3 ¢u2, L3 ve L9) daha duyarl bulunrgardir.

Cizelge 4.6. Bitkisel yglarin MBK (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) de gerleri

Bitkisel Yaglar

Suslar Adacayi Kekik Limon Defne Nane
pl/ml
L1 >20.0 4.00 3.75 0.31 5.0
L2 >20.0 2.70 2.50 0.31 5.0
L3 >20.0 4.00 1.25 0.16 5.0
L4 >20.0 2.70 1.25 0.31 5.0
L5 >20.0 4.00 2.50 0.31 2.5
L6 >20.0 4.00 2.50 0.16 2.5
L7 >20.0 4.00 2.50 0.31 5.0
L8 >20.0 4.00 2.50 0.31 5.0
L9 20.0 2.70 1.25 0.16 5.0
L10 >20.0 4.00 1.25 0.31 5.0
L11 >20.0 4.00 1.25 0.31 2.5

Minimum bakterisidal konsantrasyonlar (MBK) defgagi icin 0.16-0.31 pl/ml,
limon yagi icin 1.25-3.75 pl/ml, kekik y& icin 2.7-4.0 pl/ml, nane yaicin 2.5-5.0
pl/ml ve adacayi iciz20 pl/ml olarak bulunmgur.

2.50

Kekik yag: Nane yag:
L8 L6

Sekil 4.7. BCYE plaklarinda MBK belirlenmesi
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4.2.2. Biyofilm olusumunun inhibisyonu

Bitkisel ygslarin L. pneumophilaiin biyofilm olusumu inhibe edici etkilerinin tespiti
amaclyla, BYE ortaminda en iyi biyofiim chlurdusu tespit edilen alti su
kullaniimistir. Calsmada kullanilan bitkisel ygarin farkli oranlarda biyofilm

olusumunu inhibe etgi tespit edilmgtir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Bitkisel yglarin L. pneumophila biyofilm olusumu inhibisyon oranlari

Suslar L3 L4 L5 L7 L8 L10

Adacay! y&i (% inhibisyon)
MIiK/2 28.1+3.7 32,9139 24.3x5,5 30.8#55 35.6£3.2 31.1+7A2
MIK/4 21.314.1 26.4+39 14.4+3.9 23.216.1 31.4+1.3 20.2+72
MIK/8 7.5+3.3 18.7£5.5 6.8+1.7 11.1+3.9 13.7+1.1 6.5+3.6
MIK/16 TE 4.0t£1.4 TE TE 8.312.4 TE
Kekik yagi (% Inhibisyon)
MiK/2 17.9x2.2 22.615.2 16.8+2.1 19.9+3.3 23.0£8.7 20.2+6.4
MIK/4 10.3x2.9 11.5+6.1 12.2+6.2 12.6+4.8 17.7¢4.1 13.7£3.9
MIK/8 5.1+2.9 7.0x4.0 10.5+£3.5 9.3%6.7 8.314.0 12.0£5.8
MIK/16 3.6x2.8 TE 5.1+2.0 4.7+1.9 TE TE
Nane y&! (% Inhibisyon)
MiK/2 36.9£2.% 45542 39.148.6 41.2+6.% 35.7+2.% 33.1+6.8*
MiK/4 32.3£3.3 29.9+48 26.4+5.3 35.7x8.3+ 24.9+3.6 23.1£8#7
MiK/8 22.9£3.3 22.614.6 19.2+5.2 19.6+3.3+ 20.7+5.8 14.3+4.8
MiK/16 6.9+3.8 8.1£2.0 9.8+24 3.0£24 8.4+£2.7 8.8+4.7
Defne ya&! (% Inhibisyon)
MiK/2 74.5+7.4« 67.9x4.2 75.545.6* 78.0x6.4 74.616.3+ 77.57.5
MiK/4 62.2+6.3+ 62.4+7.% 66.1+6.2 71.5x7.5 70.3t3.% 75.3x7.9
MiK/8 57.6£3.8« 58.6x5.%» 60.845.5 56.2+1.% 54.1+1.% 60.7+6.%
MiK/16 43.3+3.3+ 43.3+3.3* 41.0+4.6 41.3+6.0 38.7+2.3 40.5+4.7

Limon yag1 (% inhibisyon)

MIK/2 60.0+5.0 59.5£9.8+ 61.249.%7 63.3+4.8* 62.0+8.8* 62.7+6.7
MIK/4 54.7+2.2 46.348.8+ 57.5+7.8 54.2+7.2* 584+6.} 53.1+6.%
MIK/8 44.8+8.0 40.2+4.9+ 39.2+7.2 485+8.8 51.4+9.3+ 35.6+6.9

MIK/16  22.3+7.2 16.3#8.2 21.348.2 23.4+8.0 31.9+4.%* 12.6%3.7

* P <0.05; ** P<0.01 TE: Tespit Edilemedi
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En yiksek biyofilm inhibisyonu defne gada tespit edilntir (%78.0+£6.4). Defne,
limon ve nane ygarinin, MiK alti konsantrasyonlarda timstar tizerinde biyofilm
olusumunu inhibe etfii, kekik ve adacay! ydarinin ise MK/16 konsantrasyonda

tum sylar Uzerinde inhibisyon etkisi gostermgdoulunmutur.

Bulunan yuzde inhibisyon @erlerinin, pozitif kontrollerle kaulastiriimalari sonucu
elde edilen P deerleri (P<0.01 ve P<0.05) Cizelge 4.7.’de gdstdkilim
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Sekil 4.8. Bitkisel yaglarin L. pneumophila biyofilm olusumunu dnleyici etkileri.

Biyofilm olusumunun inhibisyonu calmasina alinar. pneumophilasularina ait
inhibisyon dgerlerin ortalamasina gore en yuksek biyofilmsalmu inhibisyonu
defne y@&inda, sonra sirasiyla limon &anane ygi, adacay! ya ve kekik yginda
tespit edilmgtir (Sekil 4.8.). MIK/8 konsantrasyonlarda Adacayi ve kekikjKyiL6
konsantrasyonlarda ise adacayi, kekik ve nangagaa ait ortalama inhibisyon

yuzdeleri birbirlerine cok yakin bulunrgtur.
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Sekil 4.9. Biyofilm olusumunun inhibisyonu ¢alismasi, tiplerde boyanms biyofilmler.

4.2.3. Onceden olgmus biyofilmin eradikasyonu

72s. inkiibasyon sonucu ehaus L. pneumophilabiyofilmleri iceren ortamlara NK
ve MIK alti konsantrasyonlarda bitkisel gfarin ilave edilmesi sonucu mevcut

biyofilm oranindaki azalma tespit edilmeye génistir.

Sonuglara gére tim garin MK konsantrasyonlarinda biyofilm giderimi etkileri
tespit edilm§, ancak MK/8 konsantrasyonlarinda biyofilm giderici etki
gostermedikleri gorulmgitr (Cizelge 4.8.). En yiksek biyofilm giderimi def
yaginin MIK konsantrasyonunda, %49.1 +2.7 oraninda inhibisijenL10 su

Uzerinde tespit edilngiir.
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Cizelge 4.8. Bitkisel yglarin dnceden olymus L. pneumophila biyofilmini giderim oranlari

Swlar L3 L4 L5 L7 L8 L10
Adagcayi yg@l (% Inhibisyon)

MiK 21.6£3.3 17.6£2.9 39.416%5 26.9t4.0 20.3£2.2 35.2+6.8

MiK/2 6.2t£1.6 4.5+2.8 19.9+7%#0 12.9£3.5 5.5+3.5 15.7£5.5

MIK/4 TE TE 4.7+£3.0 3.3x2.5 TE 6.6x2.3

MIK/8 TE TE TE TE TE TE
Kekik yagi (% inhibisyon)

MiK 15.5+4.4 22.0£2.7 25.4+20 31.9+2.4 15.4+1.7 14.6£2.5

MIiK/2  13.5#4.1 10.8+3.1 15.4+3.1 8.8%£1.2 6.2+2.3 3.3x1.5

MIK/4 TE TE TE TE TE TE

MiK/8 TE TE TE TE TE TE
Nane y& (% Inhibisyon)

MIK 16.6x2.5 9.6x2.6 11.5£3.9 8.6%2.9 10.024.0 16.7+1.5*

MiK/2 9.2+2.6 TE TE TE 5.5+2.5 TE

MiK/4 TE TE TE TE TE TE

MiK/8 TE TE TE TE TE TE
Defne ya& (% inhibisyon)

MiK 40.9+2.8 13.6£3.6 22.4+7.0 29.1+£2.F 20.7£5.7 49.1+2%

MIiK/2 15.5£5.0 4.812.2 TE 9.917.4 1.7+£1.5 21.9+4.2

MiK/4 TE TE TE TE TE TE

MIK/8 TE TE TE TE TE TE
Limon yagl (% inhibisyon)

MiK 24.1+4.8 11.8+3.6 19.9+62 25.9+2.4 24.41+6.0 34.2+2.F

MiK/2 16.7+4.3 4.242.2 TE 8.8t4.6 15.1+3.4 12.9+3.6

MIK/4 15.3+1.4 TE TE TE 4.9+2.1 TE

MIK/8 TE TE TE TE TE TE

*P <0.05; * P<0.01 TE: Tespit Edilemedi
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Sekil 4.10. Bitkisel ygslarin L. pneumophila biyofilm giderici etkileri.

L. pneumophilasularinin ortalama dgerlerine goére ygarin biyofilm giderim
oranlarl birbirlerine ¢ok yakin seviyelerde bulungom (Sekil 4.10.). MK
konsantrasyonlarinda en yuksek giderim defn@gngait iken, dierleri adacay! ya&,
limon yag, kekik ya ve nane ya seklinde siralanmaktadir. M/2
konsantrasyonlarinda nanegyaari¢c tum yglar birbirlerine ¢cok yakin dgerlerde
biyofilm giderimine sahipken, §K/4 konsantrasyonlarinda tim ghalerin sifira

yaklastigl gorulmustar.
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5. TARTISMA VE YORUM

5.1.L.pneumophila Suslarinin Biyofilm Olu sturma Ozellikleri

L. pneumophilamiskilpesent Greme 6zelliklerine sahip bir bakteridirogada
aquatik ortamlarda protozoa hicreleri veya biyofilperisinde olmady taktirde
cogalamadgl kabul edilmektedir. Bir mikroorganizmaningaamadg! bir ortamda,
yuzeye tutunarak biyofilm ofturmasi da oldukcga zor bir surectir. Eldegmtiz
biyofilm olusumu sonuclarina gére. pneumophilaswlari, ¢ggalamadiklari steril
musluk suyu ortaminda, zayif da olsa biyofilm stlumaktadirlar. OD sonuclari
570nm’de 0.404 - 0.614 ve biyofilm (OD/cutoff) gleri 0.96 — 1.45 arasinda
bulunmutur. Steril musluk suyu elde edilirken, besin okatallanilabilecek olu
bakteri hiicrelerine engel olmak amaciyla, muslwus.20 nm por ¢capli membran

filtre ile steril edilmitir.

Calismamizda kullanilar. pneumophilaswuslarinin BYE besiyerinde 6 tanesi orta
(++), 5 tanesi zayif (+) derecede biyofilm uretigodstermgtir. Steril musluk
suyundaki en yuksek biyofilm OD/cutoff gleri 1.45 iken, BYE'deki en diik dezer
1.72dir. Bu durum sglarin c¢agalabildikleri besiyeri ortamindaki biyofilm
yeteneklerinin de orta seviyeyi gecenimdi ortaya koymgtur. Bu acidan
bakildginda steril musluk suyundaki biyofilm gerleri daha anlaml gézikmektedir.
Sonuglar gcabmamizdakiL. pneumophilaswlarinin musluk suyunda herhangi besin
maddesi veya Onceden emus biyofiim olmaksizin tutunarak, biyofilm

olusturabildiklerini gostermektedir.

Mampel vd. (2006) benzer bir yontemle. pneumophilaswlarinin BYE'de
olusturduklari biyofilmler icin 600nm’deki absorbansi®D 3.0 olarak tespit
etmilerdir. Tai vd. (2012) ise 550 nm’de OD 0.2 ila @f&sinda dagsen degerler
bulmuwlardir. Calsmamizdaki biyofilm sonuclart Mampel vd. (2006)yadrg
yaklasik 3 kat daha djilk olmakla birlikte, Tai vd. (2012)’nin sonugclate iuyumlu
gozukmektedir. Burada dikkat ¢ceken nokta Mampel (2906) klinik ve cevresel
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izolatlar kullanirken, Tai vd. (2012) bizim c¢ahamizda da oldiu gibi su
sistemlerinden izole edilgiL. pneumophilaswuslari kullanmsglardir. Aradaki 3 kat
absorbans farkinin, yontemler arasi kicuk farkahdkan ziyade, kullanilan siara

bagli olmasi muhtemel gézikmektedir.

Su sistemlerinde dezenfeksiyateimleri ile mikroorganizmalarinin gonun 6lmesi
sonucunda, dezenfeksiyondan kurtulabilen mikroamaalar icin rekabetin
olmadgl ve olu hicre atiklarinin bol bulunglu bir ortam olgmaktadir.
L. pneumophilanin su sistemlerinde yuksek sicaklik ile dezenifgiksu takiben daha
yuksek konsantrasyonlara geédpildigi bildirilmi stir (Kooij vd., 2005; Vervaeren vd.,
2006). Temmerman vd. (2006) yakla10® cfu/ml L. pneumophiléhiicresi ve 19ml
Olu P.putida hiicresi iceren inokulumdaki. pneumophilakonsantrasyonunun 96 s
sonunda 1.1 x 10e yiikseldgini tespit etmilerdir. Bu sonud.. pneumophilaiin
Olu bakteri hicrelerini besin olarak kullanarakigsbildigini gostermektedir. Bu
sayede su sistemlerinde gdr bakterilerin O0lmelerini gdayan dezenfeksiyon
islemlerinin, hayatta kalabilenL. pneumophila hticreleri icin Ureme firsat

yaratabilecgi anlasilmaktadir.

Bizim calsmamizda isel.. pneumophilanin benzer 6li hiicre ortamlarinda biyofilm
olusturma kapasiteleri agairilmistir. Alti L. pneumophilaswsuna kagi 5 farkli ola
bakteri hiicresi iceren ortamin denenmesi ile ortakan 30 adet biyofilm okumu
sonucundan, 7 tanesi P<0.05 ve 3 tanesi P<0.0%es@vde steril musluk suyunda
olusan biyofilmlerden fazla bulunmgtur. Baska bir deysle, nekrotrofik ortamda
yapilan denemelerin 3’te birindepneumophilahticrelerinin istatiksel olarak anlamli

seviyede biyofilm olgturabildikleri tespit edilmytir.

Literatir taramasinda, 6l0 hicre ortaminda biyofitdusumununun argirnlidig
baska bir calgmaya rastlaniimargtir. SonuclarL. pneumophilahicrelerinin 610
bakteri hiicreleri Gizerinde Ureyebidbilgisini tamamlayici niteliktedir. Bu sonuclar
Isiginda, su sistemlerindeegionelladezenfeksiyonu ¢gimalarinin sik araliklarla ve
farkli metotlar denenerek birka¢c kez tekrar edilmgsrektgi ve 0Ozellikle su

depolarinda sedimentin uzaftiamasi gerekgi ortaya cikmaktadir.

Gerek dgada ve gerekse siebeke sistemlerinde mikroorganizmalar birbirleriyle

iliski icerisinde ygamaktadir. Protozoalac. pneumophilain hayat déngusinde

konak roli oynamaktadirlar ve bu nedenle 06zellikgofilm icinde birlikte
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bulunmaktadirlar. Fakat biyofilmlerin igerisinde dege protozalar ¢d, farkl
bakteri turleri deL. pneumophilale birarada bulunabilmektedir. Cgtnamizin bu
bolumiu su sistemlerinde bulunabilengeli bakteri tUrlerinin biyofilm olgturma

acisindar. pneumophilale iliskilerini incelemeyi amaclamaktadir.

L. pneumophilanin farkli mikroorganizmalar tarafindan gturulmus biyofilm
yapilarina katilabildi bilinmektedir. Bu konuda laboratuvar ortaminda d@gada

yapilms pek cok argtirma bulunmaktadir.

Murga vd. (2001)P.aeruginosa K.pneumoniaeve Flavobacterium sptarafindan
olusturulmus biyofilm iginde L. pneumophilaiin 15 gin boyunca tutunabigglni
gostermglerdir. Stewart vd. (2012) ise yukarida sayilan 3ktbri turi ve
P.fluorescens tarafindan olgturulmus biyofilmler ile yaptiklari denemelerde,
L. pneumophilaain  P. aeruginosa tarafindan olgturulmus  biyofilmlerde
tutunamadil, diger bakterilere ait biyofilmlerde ise 12 giine kadatunabildgini
gostermglerdir.  Kimura vd. (2009) P.aeruginosa QS  molekullerinin

L.pneumophilanin Gremesini ve biyofilm okiurmasini baskilagini bildirmiglerdir.

Bizim calsmamizda isd.. pneumophilanin, gram (+) bir bakteri olai. faecalisve
gram (-) bakterilerK. pneumoniae, P.fluorescense P.putida ile pozitif yonde
biyofilm olusturma etkilgimine sahip oldgu ortaya konulmaktadir. Bahsedilen
turlerle birlikte olyturduklar biyofilmler istatiksel olarak anlamli\sgede, tek bir
tire ait biyofilm dgerlerinden fazla bulunngtur (Sekil 4.4.). Bu sonuclan.
pneumophilain bahsedilen bakteri turleri ile birlikte biyéfi olusturabildigini
gOstermektedir.

Sonuclarimiza gore, literatlr bilgileriyle de uywmblarak, L. pneumophilaile
P.aeruginosa(-) negatif yonde biyofilm olgturma etkilgimine sabhiptirler. iki
bakteri tirinin birlikte inklibasyonu sonucu galn biyofilm deseri, tek balarina
olusturduklari biyofilmlere ait dgerlerden daha giik deserde bulunmgtur. Fakat
tam tersine dnceden glaus P.aeruginosabiyofilmi GzerineL. pneumophilalave
edildiginde kontrol dgerlerine nispeten anlamh bir artgbzlenmgtir. Calisma
sonugclariL. pneumophilaswlarinin P. aeruginosabiyofilmlerine tutunabildini ve

literattirde yer alan sonuclarin bir genel kural @j@abilecgini gostermgtir.

Elde ettgimiz sonuclara gore. pneumophilaggalsmamizdaki tirler arasinda en fazla

K.pneumoniae'yait biyofilm Uzerinde tutunarak gedéibilmektedir.K.pneumoniae
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ve E.faecalidn hem birlikte biyofilm oluturma, hem mevcut biyofilm lzerine
kolonizasyon yonundeih. pneumophilaile pozitif etkilesim icerisinde olduklari
gorulmistr. E.aerogenesise ne biyofilm olgturma, ne de biyofilm Uzerine

tutunabilme yonindebh.pneumophilale herhangi bir etkilgm gdstermensiir.

Calismamizdaki dier Pseudomonadurleri olan P.putida ve P.fluorescensise
L. pneumophilale birlikte biyofilm olusturmalarina rgmen, bu tirlere ait mevcut
biyofilmlere L. pneumophilain kolonize olamady sonuclardan angdmaktadir.
HattaP.putidabiyofilmlerinde sadece TSB ilave edilen kontrogedderine nazaran,

L. pneumophilalave edilen drneklerin derlerinde dils saptanmtir.

Bu bulgulara dayanilarak iki bakteri tirt arasindbaiyofilm olusumu esnasinda
gorulen etkilgimlerin, ayni turlerden birisine ait mevcut biyofie digerinin

yerlesmeye cakmasi sirasinda ters yonde etki gostarsidylenebilir.

CalismamizdakiL. pneumophilaharici bakteri turlerinin 24s. inkibasyon sonunda
olusturduklari biyofilm tGzerine sadece TSB’nin veya dfiimi olusturan bakterinin
TSB’deki solusyonunun eklenmesinin birbirlerine c¢olakin sonuclar verdi
gorulmisttr. Bu durum 72s.lik inklibasyon siresinin, gkiilpesent Greme 6zellikli
L. pneumophilahicrelerinin statik kiltirde tutunarak dreyebilm&gn optimum
iken, dger turler icin uzun oldgu ve biyofiimden ayriimalar oldiu seklinde
yorumlanabilir. Cizelge 4.3.te de gorulgcegibi L. pneumophilaharici bakteri
turlerine ait biyofilm miktarlari 24s’te maksimunewyede iken, 72s’te belirgin

olarak digmektedir.

5.2. Bitkisel Yaglarin L.pneumophila Uzerine Antibakteriyel ve Antibiyofilm
Etkileri

Bitkiler geleneksel tip alaninda pek ¢ok hagtalkagi kullaniimaktadirlar (Cornara
vd., 2010; Kargiglu vd., 2010; Sari vd., 2010). Bu nedenle ila¢ wénaikrobiyal
madde arglirmalarinda bitki ekstratlari cok énemli bir yesahiptir (Fabricant ve
Farnsworth, 2001). Ozellikle esansiyelgha biyolojik etkileri yoniinden pek cok
argtirmaya konu olmglardir (Bakkali vd., 2008; Faleiro, 2011).

Calsmamizda kullanilan  bitkisel géarin literatirde pek ¢ok farkl

mikroorganizmaya kar antibakteriyel etkileri gosterilnglir. Cizelge 5.1.de bu
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referans gosterilen yayimlara gore dizengtimi

calismalara ve bulunan M degerlerine 6rnekler verilmektedir. Cizelgegyara ve

Cizelge 5.1. Cakmada kullanilan bitkisel yaglarin farkli mikroorganizmalara kar sl

antibakteriyel etkilerine dair literatlir érnekleri

Esansiyel Y& Kaynak Mikroorganizma MIC de geri
Adagayi yagl Sookto vd. (2013) C. albicans 2.78 g/L
(Salvia officinalis)  Jirovetz vd. (2006) S. aureus 60 ppm
E. faecalis 60 ppm
E. coli 60 ppm
P. aeruginosa 6 ppm
K. pneumoniae 600 ppm
P. vulgaris 60 ppm
Mitic-Culafic vd. S. aureus 1.25 pl/ml
(2005) B. subtilis 0.30 pl/ml
Pierozan vd. (2009) E. coli 4.62-6.93 mg/mi
K. pneumoniae  6.93 mg/mi
S. marcescens 6.93 mg/mi
S. flexneri 6.93 mg/mi
B. subtilis 3.42 mg/mi
E. faecalis 2.87 mg/mi
M. luteus 6.93 mg/mi
S. mutans 4.62 mg/mi
Kekik yagi Thosar vd. (2013) E. faecalis 32 pl/mi
(Thymusvulgaris) E. coli 2 pl/ml
S. aureus 32 pl/ml
C. albicans 16 pl/ml
Sokovic vd. (2009) Fungus 0.05-0.25 pl/ml
Sadiki vd. (2014) E. coli 0.03 (% Vv/v)
S. aureus 0.03 (% v/v)
Al-Shuneigat vd. E. coli 0.0625 (% v/v)

(2014)

K. pneumoniae
MRSA
P. aeruginosa

0.125 (% v/v)
0.25 (% v/v)
0.5 (% v/v)

P. mirabilis 0.25 (% viv)
S. epidermidis 0.125 (% v/v)
Khan vd. (2014) Candida sp. 90-360 pg/ml
Gongalves vd. (2011) S. mutans NT*
Millezi vd. (2012) L. monocytogenes 0.5 (%)
P. aeruginosa 5 (%)
S. aureus 0.5 (%)
E. coli 50 (%)
Millezi vd. (2012) S. enteridis 10 (%)
Sandasi vd. (2011) P. aeruginosa 1-8 mg/ml
C. albicans 1-1.25 mg/mi
Nane yasi Thosar vd. (2013) E. faecalis 32 pl/ml
(Mentha piperita) E. coli 1 pl/ml
S. aureus 2 pl/ml
C. albicans 0.5 pl/ml
Sokovic vd. (2009) Fungus 1-3 pl/mi
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Ertiirk (2006)

Ceylan vd. (2014b)

Iscan vd.

Saharkhiz vd. (2012)

E. coli

S. aureus
P. aeruginosa

B. subtilis

S. aureus

S. epidermidis

P. aeruginosa
E.coli

. aureus

. aeruginosa

. aerogenes

. vulgaris

. typhimurium

. monocytogenes
. enterocolitica
Candida sp.
Aspergillus sp.

<rnoumowm

5 mg/ml

5 mg/ml

5 mg/ml

5 mg/ml

1 pl/ml

>25 pl/ml

>25 pl/ml
1.25-2.5 mg/ml
0.625-2.5 mg/ml
2.5-5.0 mg/ml
1.25-2.5 mg/ml
1.25-5.0 mg/ml
1.25-2.5 mg/mi
0.156-2.5 mg/ml
2.5 mg/mi
0.5—40 pl/ml
0.5—-40 pl/ml

Tsai vd. (2013) E. coli 0.15-0.23 (% viv)
S. aureus 0.08-0.09 (% v/iv)
P. aeruginosa 0.92-1.22 (% v/v)
Sandasi vd. (2011)  P. aeruginosa 0.75-1 mg/ml
C. albicans 1-2.5 mg/ml
Limon yagi Prabuseenivasan vd. S. aureus >12.8 mg/mi
(Citruslimon) (2006) B. subtilis >12.8 mg/mi
K. pneumoniae >12.8 mg/ml
P. vulgaris >6.4 mg/ml
E. coli >6.4 mg/ml
P. aeruginosa 12.8 mg/ml
Dhanavade vd. (2011) S.typhimurium NT*
M. aureus NT*
P. aeruginosa NT*
Upadhyay vd. (2010) K. pneumoniae  0.25 pl/ml
E. coli 0.125 pl/ml
M. luteus 1.0 pl/ml
S. pneumoniae 1.0 pl/ml
S. aureus 2.0 ul/ml
B. cereus 0.125 pl/ml
L. acidophilus 0.25 pl/ml
Defne yasi Derwich vd. (2009)  S. aureus 0.35 mg/L
(Laurus nohilis) S. intermedius 0.56 mg/L
K. pneumoniae  0.70 mg/L
Simic vd. (2004) Fungus 10-40 pl/mi
Ertiirk (2006) E. coli 5 mg/ml
S. aureus 5 mg/ml
Ertiirk (2006) P. aeruginosa 5 mg/ml
B. subtilis 5 mg/ml
Al-Hussaini ve S. aureus 0.5-0.75 mg/disk
Mahasneh (2009) E. coli 0.5-3.0 mg/disk
P. aeruginosa 0.5-3.0 mg/disk
B. subtilis 0.5-1.0 mg/disk
K. pneumoniae  0.5-2.4 mg/disk
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Millezi vd. (2012) L. monocytogenes 5 (%)
P. aeruginosa 15 (%)
S. aureus 50 (%)
E. coli 0.5 (%)
S. enteridis 1.5 (%)
Babic vd. (2014) L. pneumophila 0.4 pg/ml

*NT: Antibakteriyel etki tespit edilgiM/K degeri bildiriimemis.

Mitic-Culafic vd. (2005) sonuglarina goére, adacgagsansiyel ya B.subtilis
(MIK:0.30 pl/ml)ve S.aureugMiK:1.25 pl/ml) gibi gram pozitif bakterilere kar,
L. pneumophilya karsi bulunandan 10 ila 50 kat daha fazla antimikrobakdivite
gOstermektedir.

Kekik yagl icin ayni bakterilere kar degsisken MIK degerleri bildirildigi
gorilmektedir. Orngin S. aureusgin 32 pl/ml (Thosar vd., 2013) ve %0.03 (v/v)
(Sadiki vd., 2014) gibi birbirinin yakfak 10 kati konsantrasyonlar bildirilgtir.
Bizim calsmamizdaL. pneumophilacin bulunan dgerler literatirdeki kekik y&ina
ait MiK yelpazesi icinde yer almaktadir.

Upadhyay vd. (2010) tarafindan limongyacin farkli bakteri trlerine kar bulunan
MIK degerleri (0.125 — 2.0 pl/ml), bu tez gahasinda.. pneumophilagin bulunan
MIK degerleri (0.83 - 1.25 pl/ml) ile uyumlu gdzikmektedir

Nane ya&inin E.coli, S.aureuse funguslara kar bildirilen MiK degerleri (Sokovic
vd. 2009; Thosar vd., 2013; Tsai vd., 2013; Ceyldn 2014b) ild_.pneumophilaya
karsi buldusumuz MK degerleri, birbirlerine yakin dgerler icermektedir.

Cizelge 5.1.deki farkli bakterilere kar sonuclar ileL. pneumophilya kari
buldusumuz MK degerlerinin birlikte yorumlanmasi, kekik, limon ve ma
yaglarinin literattirde bildirilen gier mikroorganizmalar il&. pneumophilya karsi
birbirine yakin antimikrobiyal aktiviteler sergilggini gostermektedir. Adacayi
yaginin L.pneumophilgya kari antibakteriyel etkisinin ise ger mikroorganizmalara
gore daha dfiik oldysu gorulmektedir.

Defne y&inin iseL. pneumophilaya kasi literatiirde yer alan bakterilerin @andan
daha dgiuk MIK degerlerine sahip oldgu, yani daha fazla antimikrobiyal aktivite
gosterdgi tespit edilmgtir.
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Tez calgmamizda kullanilan glarin  eritromisine kaw duyarli olduklari
gorulmektedir. Sglardan 3 tanesi BSAC (Anonim 2013b) tarafindan yaliigp L.
pneumophilasuslari icin bildirilen eritromisine duyarlilik seviginden daha diik
MIK oranlarina sahipken, 8 tanesininib degerleri bu aralik icerisindedir. Bu
durum kullanilan sglarin antibiyotiklere @ri direncli mutant sglar olmadgini
gOstermektedir.

Calismamizda kullanilan bitkisel géarin pek cok bakteri tirt Gzerine antibakteriyel
etkileri gosterilmg olmasina ramen,L. pneumophildizerine etkilerini ortaya koyan
sadece iki cajma bulunabilmitir. Babic vd. (2014) defne esansiyel gyain
L.pneumophilaicin MiK ve MBK deserlerini, sirasiyla 0.4 ve 3.2 pg/ml olarak
bildirmislerdir. MiK degerlerini girlik/hacim cinsinden bildirdiklerinden dolayi,
Babic vd. (2014) sonuclari ile bu gahadaki sonuclar arasinda tam bir mukayese

yapmak muamkin olmartir.

Furuhata vd. (2000) aralarinda kekik, nane ve adagada bulundgu 28 ture ait
kurutulmus bitki ekstratininL. pneumophilalizerine antibakteriyel etkilerini disk
difizyonu yontemi ile denemiive 22 bitki ekstratinin antibakteriyel etkiye gahi
oldugunu bildirmilerdir. Ozellikle geyik otu, ebegiimeci, kekik, nares adacayinin
distk dilusyon oranlarinda bile antibakteriyel etkiter strdurdtklerini

belirtmislerdir. Ancak Furuhata vd. (2000) sadece inhibisgon caplarini belirtip,
MIK veya MBK deserlerini bildirmedginden ve bitkisel ya degzil bitki ekstrakt

kullanildigindan dolayi, bu caimadaki sonuclar ile kiyaslama yapilamstm.

Britanya Antimikrobiyal Kemoterapi Dergie (BSAC), disk difizyon metodunun
miskulpesent bakteriler icin uygun olmgchi bildirdiginden (Anonim, 2013b) tez

calismamizda bu metod kullaniimagtr.

Furuhata vd. (2003) tarafindan greyfu@itus paradis) tohum ekstraktinini_.
pneumophilaizerine antibakteriyel etkisi gosterignie MiK degerleri 98-390 mg/I
olarak bildirilmistir.

Mondello vd. (2009) Melaleuca alternifolia (Avustralya cay gacil) yainin
L. pneumophilaicin MIK degerlerini %0.125-0.5 (v/v) olarak bildirglerdir. Bu
degerlere gore defne ve limon §lari M. alternifolia’dan daha fazla anti-legionella
etkiye sahiptirler.
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Mese yosunu ve huagaci katran yginin L. pneumophilalizerinde antibakteriyel
etkiye sahip olduklari Shimizu vd. (2009) tarafindgosterilmgtir. MIiK degerleri
sirasiyla 9%0.0020 ve %0.0024 (v/v) olarak bildirgtm. Bu deserler bizim
calsmamizdaki en kicik MK degerinden (Defne y&, 0.044-0.1 pl/ml) 1/2 ila 1/5

oraninda daha duktarler.

Calismamizda kullanilan bitkisel géarin tamaminin NK alti konsantrasyonlarda
L. pneumophilmin  biyofilm  olusturmasini  6nleyici, NK ve MiK/2
konsantrasyonlarinda ise e@hus biyofilmi giderici aktivitelere sahip oldiu ortaya

konulmustur.

Biyofilm olusumunun 6nlenmesi ile mevcut biyofilmin giderimi &ielerinin
birbirlerinden oldukca farkli olduklar anidmaktadir. iki aktivitenin MiK/2
konsantrasyonu igin kstastiriimasi Sekil 5.1.’de verilmgtir. Kekik yaginda iki
aktivite arasindaki % inhibisyon farki yari yariyleen, defne yginda biyofilm
olusumunun ©nlenmesi orani, giderim oraninin yakla7 katli olarak tespit

edilmistir.
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Oinhibisyon W Giderim

Sekil 5.1. Bitkisel yaglarin M iK/2 konsantrasyondal . pneumophila tizerine biyofilm olusumu

inhibisyonu ve olusmus biyofilmi giderici aktivitelerinin kar silastirilmasi.

Literatiirdeki L. pneumophilatizerine tek antibiyofilm c¢aimasi, Nomura vd.
(2013)’nin Evernia prunastri(mese yosunu-oakmoss) ile yaptiklarn gabadir.
Bildirdikleri sonuclara gore absolute oakmoss praparinin L. pneumophila
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biyofilmleri Gzerine inhibe edici etkisi bulunmantakir. Ancak didepside ve fenol
tirevi oakmoss bikenlerinin MiK/2 konsantrasyonlarinin  %82-%83’e varan
oranlarda biyofilm olgumunu engelledikleri rapor edilgtir. Bu oranlar bizim
calismamizda denegimiz bitkisel yglara ait oranlardan daha ytksek seviyelerdedir.

Sadece defne ga%?78’lere varan biyofilm inhibisyonu gostertr.

Kekik yagl ve nane yanin literatirde pek ¢ok mikroorganizmaya santibiyofilm
etkileri bildiriimektedir. Thymus vulgarisesansiyel yanin Candida albicansn
biyofilm olusumunu MK/2 konsantrasyonda %92.51 vell#M %88.3 oraninda
Onledigi tespit edilmgtir (Khan vd., 2014). Kekik y& bileseni olan thymol ise
Gardnerella vaginalisbiyofiim olusumunu MK/2 konsantrasyonda %25 inhibe
etmitir (Braga vd., 2010). Al- Shuneigat vd. (2014) kekyaginin S.aureus,
S.epidermidis, K.pneumoniae, E.coli, P.mirabilie P.aeruginosagibi pekcok
bakteri tiriinde antibiyofilm aktivitesi olgunu bildirmglerdir. Ancak bu ¢cagmada
%inhibisyon oranlari yerine OD derlerinde %30’luk d§ls saglayan y&

konsantrasyonlarini belirtgierdir.

Nane ya&inin C.albicans biyofilmini MIK alti konsantrasyonlarda % 21.8 - %60
oraninda (Saharkhiz vd. 2012)monocytogenés biyofilm olusturmasini ise %60-
70 oraninda (Sandasi vd., 2009) inhibegettildirilmi stir. Ceylan vd. (2014) ise
doza bgmli olarak nane yanin S.aureus(%5.12-61.93)P. aeruginosa(%8.35-
32.25),S.epidermidig%5.12-31.97)P.fluorescen$%20-84.5) veC.albicans(%10-
52) oranlarinda biyofilm inhibisyonu aktivitesinedpit etmglerdir. Sandasi vd.
(2011) nane yanin P.aeruginosa biyofiim olusumunu %57 oOnledini, ayni
bakteriye ait mevcut biyofilmi ise %38 gidegdii bildirmislerdir.

Bizim calsmamizda en ytksek antibiyofilm aktiviteye sahifg ydan defne yanin,
S.epidermidis biyofilm olusumunu da %8.5 ila %37.75 oraninda oOngedi
bildirilmi stir (Chmit vd., 2014).

Limon yasinin E.coli, E.faecalisve C.albicanstarafindan olgturulmus biyofilm
Uzerine uygulanmasi ilé.coli ve C.albicansiremesini %100E.faecali§ ise %49.3
inhibe ettgi Oliveira vd. (2014) tarafindan bildirilrtir.

Tam bu sonugclar, tez catnasinda kullanilan bitkisel gkarin L. pneumophila
haricinde bircok farkli mikroorganizma Uzerine detildakteriyel ve antibiyofilm

aktivitelere sahip olduklarini gdstermektedir. Baglgrin veya yglardan elde
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edilecek maddelerinL. pneumophila dezenfeksiyonu amaciyla suyebeke
sistemlerinde kullaniimasi, suda bulunan pek ¢@krdnikroorganizmanin da etkisiz

hale getirilmesini sdayacaktir.

Biyofilm olusumu L. pneumophilanin yayillimi ve hastalik okiurmak Uzere
insanlara geginde kilit nokta konumundadir. Tek hastalik kagnasan yapimi su
sistemleridir. Biyofilmler sayesinde su sistemleentutunabilmekte ve uzun stre
hayatta kalabilmektedir. Bu nedenle pneumophilaeliminasyonunda biyofilm

olusumunun 6nlenmesi de 6énemli bir yer tutmaktadir.

Calsmamizda elde edilen sonuglar, denenen bitkiselglayan hepsinin
L. pneumophilya kari antibakteriyel, bakterisidal ve antibiyofilm akitelere sahip
olduklarini koymaktadir. Bu 6zellikleri ild.. pneumophilanin dezenfeksiyonu
calismalarinda kullaniima potansiyelleri bulunmaktadu. bitkisel yalar kozmetik
ve koku Ozellikleri nedeniyle kivet, jakuzi gibjyener hastafii kayna olabilecek

yerlerde direkt olarak da kullanilabilirler.
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