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OZET
Doktora Tezi

Gidalardan Izole Edilen Listeria monocytogenes Suslarinda Viriilens Faktérlerin ve

Biyofilm Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi
Hacer Aslan Canberi
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Dog. Dr. Pmar Sanlibaba

Ankara ve yakin ¢evresindeki market, pazar ve gida isletmelerinden temin edilen toplam
180 adet izolasyon materyali, 1ISO 11290-1 protokoli takip edilerek Listeria spp. varligi
bakimindan taranmistir. Morfolojik ve biyokimyasal olarak muhtemel Listeria spp. olarak
tanimlanan 61 izolata 16S rRNA dizi analizi uygulanmistir. Suslarin 29°u L.
monocytogenes, 18’i L. innocua, 9’u L. grayii ve 5’i L. welshimeri olarak tanimlanmustir.
L. monocytogenes varligr bakimindan tiiketime hazir gidalar en riskli gida grubu olarak
belirlenmistir. Viriilens gen bolgeleri varligi acisindan degerlendirilen 29 L.
monocytogenes susunun higbirinde fla genine ait bant bdlgesi goriilmemistir. Suslarin
%72,4’tinde prfA, %69’unda iap, %48,3’tinde hlyA, %34,5’inde inlA, %24,2’sinde fbp ve
%10,3’iinde ise actA gen bolgesi varligi saptanmistir. L. monocytogenes suslarinin
biyofilm Uretme yetenekleri 24 h, 48 h ve 72 h siireyle arastirilmis ve her U¢ inkibasyon
stiresi sonunda da HL31, HL76 ve HL98 suslar1 gii¢clii biyofilm {ireticisi olarak
tanimlanmistir. Paslanmaz celik kuponlarda ve 96 kuyucuklu mikroplak ortamlarinda 48 h
ve 72 h’lik inkiibasyon siireleri sonunda olusan biyofilm yapisi iizerinde PAA ve QAC’nin
etkinlik diizeyleri farkli konsantrasyonlarda (%0,1, %0,2 ve %0,3), farkl siirelerde (90 ve
120 saniye) ve farkli sicaklik derecelerinde (25°C ve 37°C) test edilmistir. Paslanmaz celik
kuponlarda en etkili dezenfektan olarak PAA saptanirken, mikroplak ortamlarinda
dezenfektanlar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir. Her iki ortamda
da PAA ve QAC’nin 37°C’de %0,3 diizeyindeki uygulama dozunun en etkin eradikasyonu
sagladig: istatistiki olarak tespit edilmistir.

2022, 199 sayfa

Anahtar kelimeler: Listeria monocytogenes; gida; toplum sagligi; biyofilm; viriilens;

dezenfektan.



ABSTRACT
PhD Thesis

Determination of Virulence Factors and Biofilm Forming Properties in Strains of Listeria
monocytogenes Isolated From Food

Hacer Aslan Canberi
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Pmar Sanlibaba

A total of 180 samples obtained from supermarkets, street markets and food vendors in and
around Ankara were screened for Listeria spp., following the 1ISO 11290-1 protocol. 16S
rRNA sequence analysis was performed on 61 isolates identified as probable Listeria spp.
on the basis of their morphological and biochemical properties. Of those, 29 were
identified as L. monocytogenes, 18 as L. innocua, 9 as L. grayii and 5 as L. welshimeri. In
terms of L. monocytogenes positivity, ready-to-eat foods were determined as the food
group with the highest risk. The 29 L. monocytogenes strains detected were evaluated for
virulence genes, and no band corresponding to the fla gene was observed in any of them.
While the prfA gene was found positive in 72.4% of the strains, iap was detected in 69%,
hlyA in 48.3%, inlA in 34.5%, fbp in 24.2%, and actA in 10.3%. Biofilm producing
capababilities of L. monocytogenes strains were investigated for 24 h, 48 h and 72 h, and
HL31, HL76 and HL98 strains were defined as strong biofilm producers for all three
biofilm formation periods. The efficacy of PAA and QAC disinfectants against biofilm
structures formed on stainless steel coupons and in 96 microplate wells for 48 h and 72 h
was tested at different concentrations (0.1%, 0.2% and 0.3%), for different durations (90
and 120 seconds) and at different temperatures (25°C and 37°C). While PAA was found to
be the most effective disinfectant against biofilms formed on stainless steel coupons, no
statistically significant difference was found between the disinfectants in terms of
effectiveness against biofilms formed in microplate wells. It has been statistically
determined that PAA and QAC disinfectants applied at a concentration of 0.3% at 37°C
provide the most effective eradication in both environments.

2022, 199 pages

Keywords: Listeria monocytogenes; food; public health; biofilm; virulence; disinfectant.
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1. GIRIS

Listeria monocytogenes, insan ve hayvanlar i¢in patojen bir mikroorganizmadir (1). L.
monocytogenes hava, su ve toprakta bulunabilen, yiiksek ve diisiik pH ve sicakliklarda
geligebilen, dondurma ve kurutma islemleri gibi olumsuz ¢evre kosullarinda bile canliligmi
koruyabilen halk sagligi agisindan 6nemli bir patojendir (2). Listeria turleri arasinda L.
monocytogenes en sik goriilen patojen olmakla beraber, L. ivanovii, L. seeligeri ve L.
welshimeri de insanlar i¢in patojen olan tiirler arasinda kabul gérmektedir (3,4). L.
monocytogenes ile kontamine olmus gidalarn tiiketimi sonucu goriilen listeriyozis; saglikli
bireylerde bile grip benzeri semptomlara ve gastroenterite neden olabilmektedir. Bununla
beraber L. monocytogenes enfeksiyonu agisindan 0Ozellikle hamileler ve bagisikligi
baskilanmis bireyler buyik risk tasimaktadir. Listeriyozis bu bireylerde menenjit, ensefalit,
septisemi, endokardit gibi Klinik tablolara; hamilelerde ise diisiiklere, 6li veya erken
doguma neden olabilmektedir (5). L. monocytogenes ile kontamine olmus gidalarin
tilketiminden yaklagik 10-12 h sonunda ates, yorgunluk, bas agrisi, kusma, diyare gibi
semptomlar olusmaktadir. Menenjit, ensefalit, septisemi gibi daha ciddi klinik tablolar ise
10-70 giin arasinda ortaya g¢ikmaktadir (6,7). Listeriyozis, 1930’lardan itibaren insan
saghgini tehdit eden bir hastaliktir. Ancak 1980’lerde Kuzey Amerika ve Avrupa’da
goriilen ¢esitli salginlar listeriyozisi yeniden giindeme getirmistir. ilk listeriyozis salgmn
vakasi, 1981 yilinda Kanada’da kontamine lahana salatasinin tiiketilmesi sonucunda ortaya
¢ikmis; daha sonrasinda ise farkli pek ¢ok gida kaynakli L. monocytogenes salgimlari rapor
edilmistir. Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (CDC), listeriyozis salgmlarini
inceleyerek yil bazinda kayit altina almaktadir (8). Salginlarin prevelansindaki artis ve
genis gida yelpazesinin listeriyozise aracilik etmesi Listeria spp. ile ilgili arastirmalarin
guniimiizde daha da artmasina neden olmustur (9-12). Ulkemizde ise listeriyozis salgimlar1

sistematik olarak kayit altima alinmadigindan, ilgili verilere maalesef ulasilamamastir.

Farkli gidalarda bu patojenin prevelansini belirleyen arastirmalar yapilmasma ragmen,
isletmeler bazinda L. monocytogenes’in prevalansi belirleyen ¢alisma sayist ise smirlidir
(13). Bu patojenin gida iiretim tesislerinde ve gida hazirlama ekipmanlarinda da bulasa
neden olabilecegi g6z Oniinde  bulunduruldugunda, L. monocytogenes’in
kontaminasyonunu azaltabilecek dnlemlerin alinmasi toplum saghgi agisindan biiylik 6nem

tagimaktadir. Benzer sekilde iilkemizde L. monocytogenes prevelansina odaklanan
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caligmalar, bu suslarin viriilens 6zelliklerinin belirlemesi konusunda yetersizdir. Virtlens
gen bolgelerinin  varhgmin belirlenmesi, 6zellikle listeriyozis tedavisinde hedef

alinabilecek kriterler olmalar1 bakimindan oldukga 6nemlidir.

L. monocytogenes suslar1 genis pH ve sicaklik araliklari, yliksek tuz konsantrasyonlar1 ve
diistik oksijen seviyelerinde bile gelisebilmektedir. Bununla birlikte bakterinin biyofilm
olusturabilme  Ozelliklerine sahip oldugu da bilinmektedir (14). Biyofilm,
mikroorganizmalarin canli ya da cansiz ylizeylere yapigsmasi sonucu olusan son derece
koordine bir yapidir. L. monocytogenes gibi patojenik bakteriler, gida isleme
ekipmanlarindaki biyofilmlerden gidalara tasinarak birgok hastaliga yol agabilirler (15).
Biyofilm mikroorganizmalara antibiyotiklerden, dezenfektanlardan ve kimyasallardan
korunma gibi bir¢ok avantaj saglamaktadir (16). Gida iiretim tesisi ve ekipmanlarinin
uygun ve yeterli temizlenmemesi, yiizeylerde organik madde birikimine neden olmaktadir.
Bu durum mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasimi kolaylastirarak biyofilm olusumunu
desteklemektedir. Mikroorganizmalar yiizeylere tutunduktan sonra kendi Urettikleri
ekstraselliiler matriks (EPS) i¢ine gomiiliirler ve ardindan geri doniistimsiiz bir hale gelerek
biyofilmi olustururlar (17). Biyofilmler; gida kaynakli hastaliklara neden olmakta, gida
giivenligi, kalitesi ve iiretim verimini azaltmakta birlikte, gida iiretim ekipmanlarinda
tikanma ve bozulmalara da neden olabilmektedir. Ayrica biyofilm yapilar1 diger gida
iirlinlerinin islenmesi sirasinda c¢apraz kontaminasyonlara da neden olabilmektedir. Bu
durum halk saglig1 ve gida sanayi agisindan énemli sorunlar olusturmaktadir. Bu nedenle,
olusabilecek biyofilmlere karsi Onlemlerin almmasi ve olusan biyofilmin ortamdan

uzaklastirilmasi i¢in uygun onleme stratejilerinin gelistirilmesi oldukca dnemlidir.

Bu kapsamda oOncelikli olarak amacimiz; Ankara ve cevre ilgelerden temin edilen gida
ornekleri ile gida iretim yerlerinden temin edilen atik su, yikama suyu, ylzeylerden
alinacak swap oOrnekleri gibi materyallerin L. monocytogenes varhigi bakimindan
taranmasidir. 16S rDNA dizi analizleri ile molekiiler tanimlamasi yapilacak olan

izolatlarn;
1. Viriilens gen bolgelerini igerip icermediginin belirlenmesi,

2. Izole edilen suslarin biyofilm olusturma profillerinin fenotipik olarak belirlenmesi,



3. Viriilens gen bdlgesi icerme orami ile biyofilm olusturma o&zelligi arasindaki

korelasyonun belirlenmesi,

4. Giigli biyofilm iireticisi olarak saptanan suglarin segilerek, bunlarin farkli sicaklik ve

depolama siirelerinde biyofilm olusturma 6zelliginin arastiriimasi,

5. Gida sanayinde CIP sisteminde yaygin olarak kullanilan bazi dezenfektanlarin segilmesi
suretiyle, isletmelerde uygulanan CIP siireglerinin standart prosediirleri de dikkate
alinarak, bunlarin farkli konsantrasyonlarda ve farkli uygulama sirelerinde biyofilm

iizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. LISTERIA SPP.’NiN GENEL OZELLIiKLERIi

Listeria spp. Gram pozitif, fakiltatif anaerop, 0,5 um ¢apinda ve 1-2 um uzunlugunda,
koseleri yuvarlak g¢ubuk sekilli, spor olusturmayan, kapsiilsiiz bir cinstir. Listeria tirleri
genis bir sicaklik araliginda iireyebilme ozelligine sahiptir. Bu cinsin tyeleri (-1,5)—
(+45)°C arasinda canliligini siirdiirebilmekte olup, optimum gelisme sicakliklar1 ise 30-
37°C arasindadir. Ancak (-18) ve (-40)°C’de bile Listeria tlrlerinin canliliklarini
koruyabildigine dair ¢aligmalar bulunmaktadir (18,19). Listeria spp. 4-6 adet peritrik
flagellaya sahip oldugundan 20-25°C’de hareketli olup, 35-37°C’de hareketsizdirler.
Bunun nedeni ise, flagellanin yapisinda bulunan ve flaA geni araciligiyla kodlanan FlaA

proteininin transkripsiyonun 30°C’de durmasidir (20).

Listeria spp. dogada saprofit olarak canliligini siirdiirebilmektedir. Gida iiretim tesisleri ve
iiretim atiklarindan, topraktan, su ve atik sulardan, g¢esitli gida maddelerinden, insan ve
hayvan diskis1 gibi ¢esitli gevresel kaynaklardan siklikla izole edilebilmektedir (1).
Listeria spp. 65°C ve izerindeki 1s11 islem wuygulamalarinda canliliklarmi
koruyamamaktadir. pH gelisim araligi ise 3-12’dir. Ancak optimal gelisim olarak hafif
bazik ortamlar1 daha ¢ok talep ederler. Ortamdaki %10 tuz konsantrasyonunu rahatlikla
tolere edebilirler.  Listeria cinsi iginde patojen Ozellikleri ile 6n plana ¢ikan L.
monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri tirleri B-hemolitik aktivite gdsterirken; bu

cinsin diger tiyeleri B-hemolitik aktivite gostermemektedir (2,21).

2.2. LISTERIA SPP.’ NIN SINIFLANDIRILMASI

Listeria spp. tiyeleri baslangigta Corynebacteriaceae familyasinda yer alan Kurthia cinsi
altinda simniflandirilmistir. Daha sonralar1 16S rRNA dizi analizi ¢alismalar1 sonucunda,
Listeria cinsi Lactobacillus-Bacillus dali i¢inde ayr1 bir takson olarak gruplandirilmistir.
2001 yilindan itibaren ise Bacilli sinifi, Bacillales takimi, Listeriaceae familyasi igerisinde
siniflandirilmaktadir. Taksonomik olarak en yakin oldugu cins Listeriaceae familyasinin
bir diger iiyesi olan Brochothrix’tir (22). Cesitli fenotipik ve genotipik ozellikleri gz
oniinde bulunduruldugunda; Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Staphylococcus ve

Streptococcus gibi Gram (+) bakterilerle benzerlik gostermektedir (23-25).



1985 wyilindan once Listeria cinsi iginde L. monocytogenes, L. innocua,
L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. grayi olmak {iizere alt1 farkli tir
tanimlanmistir. L. innocua ve L. monocytogenes, gidalardan en yaygim olarak izole edilen
tirlerdir (26). Bu tirlerden sadece L. monocytogenes ve L. ivanovii patojenik 0zellik
gOsterirken; L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi patojenik ozellik
gOstermemektedir. Daha sonralar1 yedinci bir tiir olarak L. murrayi tanimlanmis olsa da
Rocourt tarafindan 1992 yilinda bu tlr, L. grayi’nin bir alt tiirii olarak siniflandirilmistir
(21). Ayrica L. denitrificans tird, onceleri Listeria cinsi i¢inde tanimlanmis, ancak 1987

yilinda bu tiir Jonesia denitrificans olarak yeni bir cins igine dahil edilmistir (24).

Gunlimuzde, Listeria cinsi i¢inde tanimlanmig 27 farkl tiir ve 6 alt tiir bulunmaktadir (27)
(Cizelge 2.1.).



Cizelge 2.1. Listeria spp.’ye ait tiir ve alt tiirler

Turler Kaynak

Listeria monocytogenes (28)
Listeria innocua (29)
Listeria seeligeri (30)
Listeria welshimeri (30)
Listeria ivanovii (29)
Listeria grayi (30)
Listeria marthii (31)
Listeria rocourtiae (32)
Listeria fleischmannii (33)
Listeria weihenstephanensis (34)
Listeria aquatica (35)
Listeria cornellensis (35)
Listeria floridensis (35)
Listeria grandensis (35)
Listeria riparia (35)
Listeria booriae (36)
Listeria newyorkensis (36)
Listeria goaensis (37)
Listeria costaricensis (38)
Listeria kielensis (39)
Listeria thailandensis (40)
Listeria valentina (41)
Listeria rustica (42)
Listeria portnoyi (42)
Listeria immobilis (42)
Listeria farberi (42)
Listeria cossartiae (42)
ALT TURLER

Listeria ivanovii subsp. ivanovii (30)
Listeria ivanovii subsp. londoniensis (30)
Listeria fleischmannii subsp. fleischmannii (33)
Listeria fleischmannii subsp. coloradonensis (43)
Listeria cossartiae subsp. cayugensis (42)
Listeria cossartiae subsp. cossartiae (42)




Filogenetik analiz ¢aligmalar1 degerlendirildigi zaman patojenik olan ve olmayan Listeria
tiirleri arasinda akrabalik dereceleri agisindan farkli yakinliklar bulundugu belirtilmektedir
(44-46). Akrabalik derecesi géz Oniinde bulunduruldugunda Listeria cinsi 4 farkli gruba
ayrilmaktadir. Bu gruplar ve gruplar icerisine dahil olan Listeria turleri Cizelge 2.2.’de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Listeria spp. cinsi iiyelerinin ortak atalar bakimindan gruplandirilmasi

Grup Listeria spp.

I L. monocytogenes, L. marthii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii

I L. fleischmannii, L. aquatica, L. floridensis

Il | L. rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. cornellensis, L. grandensis, L. riparia,

L. booriae, L. newyorkensis

IV | L. grayi

Farkli bir arastirma grubu tarafindan ise Listeria spp. turleri Listeria sensu strictu ve
Listeria sensu lato olarak iki farkli gruba ayrilmistir (Cizelge 2.3.). Arastirmacilar, Listeria
sensu strictu i¢inde smiflandirilan tiirlerin hepsinin ortak atadan tiiredigini, patojen
ozellikteki atanin viriilens genlerini kaybetmesi ve/veya bu genlerde meydana gelen
delesyon ya da mutasyonlarla bu genlerin iglevsizlesmesi sonucu yeni tiirlerin olustugunu

bildirmislerdir (47).

Cizelge 2.3. Listeria sensu stictu ve Listeria sensu lato gruplari ve tiirler

Gruplar Listeria spp.

Listeria sensu stricto L. monocytogenes, L. marthii, L. innocua, L. welshimeri, L.

seeligeri, L. ivanovii

Listeria sensu lato L. feischmanni, L. weihenstephanensis, L. rocourtiae, L.
aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L. foridensis, L.

grandensis, L. grayi, L. newyorkensis, L. booriae

Listeria spp. tlrlerinde Listeria Patojenite Adasi (Listeria Pathogenicity Island / LIPI)
olarak isimlendirilen bolgede, patojeniteden sorumlu genler yer almaktadir (48). Listeria
sensu lato grubunda siniflandirilan tiirlerin higbirinde LIPI1 (prfA, plcA, hly, mpl, actA,
plcB) ve LIPIZ (inlA, inIB) gen bdlgelerinin bulunmadigi, bu nedenle de bu grupta yer alan
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tiirlerin patojenik 6zellik gdstermedigi bildirilmistir (49). Bununla beraber Listeria sensu
strictu grubunda yer alan tum tarlerin, virtlens genleri kodlayan dort genomik lokusa sahip

oldugu saptanmustir (50-54). Bu lokuslar;

a) Listeria Patojenite Adas1 1 (LIPI-1): prfA, plcA, hly, mpl, actA, plcB genlerinden

olugsmaktadir ve bu genler hiicreler aras1 motiliteden ve hiicre i¢i sagkalimdan sorumludur.

b) inlAB lokusu: InlA ve inlB genlerini kodlamaktadir. Bu yiizey proteinleri, konakg¢1

hiicrelerin istilasina aracilik etmektedir.

c) inlC lokusu: InIC genini kodlamaktadir. Bu gen bakterinin hiicreden hiicreye

yayilimindan sorumludur.

d) LIPI- 4 lokusu: LIPI-4 lokusu konak hiicre istilasini arttirabilme 6zelligine sahip, noral
ve plesantal listeriyozise neden olabilen, fosfotransferaz sistemlerini (PTS) kodlayan alti

gen icermektedir. Bu lokus hipervirtlensten sorumludur.

Listeria spp. suslarmin sahip olduklar1 antijenik ¢esitlilik nedeniyle, kendi aralarinda farkli
serotiplere/serovaryetelere ayrilmaktadir. Listeria spp. trleri somatik (O) ve flagellar (H)
antijenleri gibi ¢oklu yiizey isaretcilerini tasimaktadir. Listeria spp. somatik antijenlerine
gore 15 alt gruba ayrilirken (I-XV), flagellar antijenlerine gore de dort alt grupta (A-D)
smiflandirilmaktadir (55). Listeria spp. H ve O antijenlerine gore ise 16 farkli serotipe
sahiptir  (1,21,56). Molekiiler alt tipleme teknikleri kullanilarak Listeria spp.
serotiplendirme agisindan farkli filogenetik gruplara ayrilmistir (57). Soylar olarak
smiflandirilan serotipler Cizelge 2.4.’te yer almaktadir. Soy I ve Soy II igerisinde
smiflandirilan serotipler, insanlarda klinik tablolara neden olmaktadir. Soy I epidemik
salgmlara yol agarken, Soy II gida kaynakli suslarla, Soy III ve IV ise hayvanlarda bulunan
suslarla iliskilendirilmistir (49,58).

Cizelge 2.4. Evrimsel surecte Listeria spp. serotiplerinin siniflandirilmasi

Soy | 1/2b, 3b, 3c, 4b, 4d, 4e
Soy Il 1/2a, 1/2c, 3a, 3c

Soy 11 4a, 4c

Soy IV 4a, 4c




2.3. LISTERIA MONOCYTOGENES

Listeria spp. tiirleri arasinda iizerinde en fazla aragtirma yapilan tiir L. monocytogenes’dir.
Bu patojen ilk olarak 1881 yilinda Alman hastalardan alinan numunelerden izole edilmis
ve sonrasinda ise 1911 yilinda Isveg’te tavsan cigerinden, 1925 yilinda ise Almanya’da
koyunlardan izole edilmistir. L. monocytogenes, 1926 yilinda da Murray, Webb ve Swann
tarafindan Cambridge'deki bir laboratuvarda hasta tavsanlardan izole edilmis olup,
taksonomik smiflandirmada diger cinslerle benzer 6zellik gostermedigi ve mononiikleer
16kositoza sebep oldugu igin Bacterium monocytogenes olarak isimlendirmislerdir. 1927'de
Pirie izole etmis oldugu tiir i¢in, antiseptik cerrahinin erken bir savunucusu olan Ingiliz
cerrah Sir Joseph Lister’e (1827-1912) ithafen bu tir icin Listerella hepatolytica ismini
Oonermistir. Murray ve arkadaglar1 ile Pirie’nin farkli tarihlerde birbirlerinden bagimsiz
olarak izole edip isimlendirdikleri bakteriler arastiricilar tarafindan Lister Enstitiisii’ne
gonderilmistir. Burada, bakteri 6rneklerinin benzer 6zelliklere sahip oldugu belirlenmis ve
arastiricilar tarafindan bu bakteri Listerella monocytogenes olarak adlandirilmistir. Pirie,
1939 yilina kadar Listerella isminin daha 6nceden bir kuf tiirtiniin adlandirilmasinda
kullanildigini fark etmemistir. Bu kiif ismi de 1906 yilinda Jahn tarafindan benzer sekilde
Lister’e atfedilmistir. Bu hatali isimlendirme nedeniyle 1940 yilinda bakterinin ismi,

Listeria monocytogenes olarak degistirilmistir (50,59-62).

2.4. LISTERIYOZIS

Listeriyozis, insan ve hayvanlarda goriilen, siklikla da hamilelik doneminde uterus,
merkezi sinir sistemi veya kan dolasim sistemini etkileyen 6nemli bir hastaliktir.
Insanlarda goriilen listeriyozis vakalarmin birincil etmeni olarak L. monocytogenes bilinse
de L. ivanovii ve L. seeligeri kaynakli vakalar da nadiren rapor edilmektedir.
Ruminantlarda (inek, koyun vd.) gozlenen vakalarda ise baslica sorumlunun L.
monocytogenes olmasinin yani sira enfeksiyonlarin yaklasik %10’unun L. ivanovii’den
kaynaklandig1 bildirilmektedir. Listeriyozis vakalarindan sorumlu olan L. monocytogenes
serotipleri ¢ogunlukla 1/2a, 1/2b, 1/2¢ ve 4b olarak tespit edilmis olsa da, biiyiikk boyutlu
salginlara sebep olan serotipin 4b oldugu bilinmektedir (63-66).

L. monocytogenes, c¢ok cesitli hiicre tiplerini enfekte etme ve bagirsak, kan-beyin ile

plasenta bariyerlerini gegme yetenegine sahip hiicre igi bir bakteridir (67). Insanlarda



goriilen listeriyozis vakalarinin tamami kontamine gida drilinlerinin tliketimi ile
baglantilidir (68,69). Hastalik etmeni olan patojenin viicuda alinmasi ile birlikte, hastalarda
yiiksek ates, mide kramplari, kusma, halsizlik ve ishal gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (4).
Baz1 listeriyozis vakalar1 hafif ve kendi kendini sinirlayan, agir olmayan grip benzeri
semptomlarla atlatilabilirken, baz1 vakalarda ise menenjit, septisemi, diisiik yapma veya
olii dogum, perinatal enfeksiyonlar, gastroenterit, ensefalit, beyin absesi ve serebrit ile
iliskilendirilmis daha agir tablolar ortaya ¢ikabilmektedir (26). Hamileler, yeni doganlar,
yaglilar, immiin sistemi baskilanmis bireyler, organ transplantasyonu yapilan hastalar ve

malignitesi olan yetiskinler, listeriyozis bakimindan yiiksek risk tagimaktadir (7).

Avrupa Gida Giivenligi Kurumu'na (EFSA: European Food Safety Authority) gore Avrupa
Birligi'nde (AB) yilda 1300 listeriyozis vakasi goriiliirken, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC: Centers for Disease Control and Prevention) Amerika Birlesik

Devletleri'nde her yil yaklagik 1600 vakanin oldugunu rapor etmektedir (8,70).

Listeriyozisin, invaziv ve invaziv olmayan iki farkli formu bulunmaktadir. invaziv
olmayan listeriyozis immiin sistemi saglam bireylerde diyare, ates, basagrisi ve kas agrisi
gibi semptomlarla seyretmektedir. Hastalilk L. monocytogenes’in gidalar araciligiyla
yiiksek dozlarda viicuda alinmas1 sonucu ortaya ¢ikmakta ve belirtiler birkag giin igerisinde
kendini gdstermektedir. Invaziv listeriyozis ise daha agir klinik belirtilere neden olmakta
ve populasyondaki riskli bireyleri etkilemektedir. Bu tir enfeksiyonlar %20-30 oraninda
mortaliteyle sonu¢lanmaktadir. CDC, listeriyozisin kontamine gida kaynakli hastaliga
neden olan en Onemli iiclincii etken oldugunu bildirmistir. Hastalik kontamine gida
araciligiyla patojenin vicuda almmasmi takiben genellikle 1-2 hafta icerisinde ortaya

¢ikmakta, bazen bu siire 90 giine kadar uzayabilmektedir (8,71,72).

Listeriyozis vakalarmin biiyiik bir kisminin kontamine olmus siit ve siit tirlinleri, kirmizi et
ve kanathl eti, deniz lriinleri, taze meyve ve sebzeler ile tiiketime hazir gidalardan
kaynaklandigi rapor edilmektedir (1,4,23,73). Gidada baslangi¢ L. monocytogenes yiki
olduk¢a diisiik olsa bile, gida iceriginin mikroorganizma gelisimini desteklemesi ve
patojenin buzdolab1 kosullar1 altinda bile gelisebilme yeteneginin olmasi listeriyozis

bakimindan risk olusturmaktadir (1).
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L. monocytogenes suslarmin neden oldugu listeriyozis salgmlari, salginin kaynagi olarak
saptanan gidalar ile vaka ve Oliim sayilart CDC raporlar1 esas alinarak 2015 yilindan

itibaren Cizelge 2.5.” de 6zetlenmistir (8).

Cizelge 2.5. L. monocytogenes suslarinin neden oldugu gida kaynakli salginlar

Yil Gida Kaynag Vaka Sayisi Oliim Sayisi Ulke
2021 Beyaz peynir 12 1 Ispanya
Sarkiiteri eti 3 1 -
2020 Sarkiiteri eti 12 1 New York
Mantar 36 4 Cin
2019 Haslanmis yumurta 8 1 Gdrcistan
Sarkiiteri eti 10 1 -
2018 Domuz eti 4 0 Ispanya
Sarkiiteri eti 4 1 Ispanya
2017 Yumusak peynir 8 2 ABD
2016 Donmus sebze 9 3 ABD
Cig siit 2 1 ABD
Paketli salata 19 1 ABD
2015 Yumusak peynir 30 3 ABD
Dondurma 10 3 ABD

2.5. LISTERIA MONOCYTOGENES iCIN YASAL DUZENLEMELER

Giivenilir gida kavrami gidalarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik agidan ortaya ¢ikabilecek
her tiirlii riskten arindirilmis olmasi gerekliligine isaret etmektedir. Biyolojik risk, gida
maddesinin mikrobiyel agidan saglik kriterlerine uygun kosullar1 saglamadigmin
gostergesidir (66,74)

Cig ve tiiketime hazir gidalar, satisa sunulmadan 6nce, belirlenmis kriterlere uygunluk
acisindan degerlendirilmektedir. Halihazirda Avrupa’da, Avrupa Birligi 2073/2005 sayili
“Gida Maddeleri Igin Mikrobiyolojik Kriterler’” standartlar1 uygulanmaktadir. Avrupa

Komisyonu tarafindan belirlenmis olan bu kriterlere gore (75) :
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. Bebekler ve 6zel tibbi {iriinler icin gelistirilen tiikketime hazir gidalarda, raf omri
sliresince 25 g gida maddesinde L. monocytogenes bulunmamalidir.

J L. monocytogenes’in gelisimini desteklemeyen, bebeklere ve 6zel tibbi amaclara
yonelik olarak hazirlanmis tiiketime hazir gidalar diginda kalan diger tiiketime hazir
gidalarda da raf Omrii siiresince 25 g gida maddesinde L. monocytogenes
bulunmamalidir.

1985 yilinda ABD ve Isvigre’de L. monocytogenes bulasmis yumusak peynir iiriinlerinin

tiketilmesine bagli 6liimlerin goriilmesi, bu bakteriye 6zel bir 6nem verilmesine neden

olmustur (30,50). 1990’1 yillarda goriilen deli dana hastaligi ile birlikte AB’nde gida
giivenligi ve tiiketicinin korunmasi ile ilgili mevzuatlar olusturulmaya baslanmistir. Bu
hastalik bir bakima; gida giivenligi ve tiiketicinin korunmasi agisindan doniim noktasi
olmustur. Bu krizlerle beraber cesitli mevzuatlarin olusturulmasi ve/veya var olan
mevzuatlarda degisiklige gidilmesinin gerekliligi anlasilmistir. Bu baglamda atilan ilk
adim gida hukuku genel prensibine dayanan ‘Yesil Dokiiman’in yayinlanmasidir. Bu

dokiimanin 4 ana hedefi vardir (76):

e Mevzuatin tiiketicilerin, {ireticilerin, imalat¢ilarin ihtiyaglarint  karsilayip
karsilamadigini belirlememek,

e (ida giivenligi ile ilgili 6nlemlerin yeterli olup olmadigimi belirlemek,

e (Gida mevzuati i¢in kamuoyu olusturmak,

e Gerekli durumlarda uygun 6nlemler teklif edilmesini saglamak.

Ulkemizdeki yasal sinirlandirmalar ise ilgili kurumlarca diizenlenmistir. Bu kapsamda

“Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi”nde belirtilen sekilde yasal

sinirlandirmalar uygulanmaktadir. {lgili yonetmelikte krema (pastorize), kaymak, peynir

(eritme peynir disindaki peynirler), eritme peynirler, dondurma ve siitlii buz, fermente

iirtinler (sucuk vb.), 1s1l islem gormiis et {irlinleri, islenmis ¢ift kabuklu yumusakealar,

kabuklular, karindan bacaklilar, kafadan bacaklilar, havyar, pizza, hamur ve hamur bazli
iriinler, tartlar ve yas pastalar, paketlenmis ve dondurulmus sebzeler, tiiketime hazir
meyve ve sebze sulari, tiikketime hazir her tiirlii salata, sarkiiteri liriinleri ve soguk mezeler,

bebek formiilleri ve devam formiilleri ile bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalarmm 25 g / 25

mL’sinde L. monocytogenes bulunmamalidir (77).
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2.6. LISTERIA SPP.’NiN GIDALARDAN iZOLASYONU

Gidalarda Listeria spp. varligmin belirlenmesi i¢in olusturulmus ¢esitli standart yontemler
bulunmaktadir. Bu yontemler birbirlerinin yerine kullanilabilmekle beraber, baz1 gidalarda
ozellikle belirli protokollerin takip edilmesi énerilmektedir. Gida ve Ilag Idaresi (Food and
Drug Adminstration / FDA), ABD Tarim Bakanligi (US Department of Agriculture-Food
and Safety / USDA-FSIS) ve Uluslararas: Standardizasyon Organizasyonu (International
Organization for Standardization / ISO) gibi ¢esitli denetleme ve diizenleme kurumlari
tarafindan hazirlanan bu protokoller, bakterinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri esas
alinarak tanimlanmasin1 6ngérmektedir (4,78). Bu protokollerde, Listeria spp.’nin
gidalardan izole edilmesi sirasinda kullanilan besiyerleri ve protokol basamaklari
birbirinden bazi farkliliklar gostermektedir. Yontemlerin bazilarinda 6n zenginlestirme
asamas1 uygulanirken, bazilarinda ise bu asama uygulanmamaktadir. Listeria spp.

izolasyonunda kullanilan yontemler Cizelge 2.6.’da 6zetlenmistir (79-83).
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Cizelge 2.6. Listeria spp. izolasyonunda kullanilan protokoller

Ydntem

On
Zenginlestirme
Asamasi

Kullamilan Besiyeri

Kullamldig1 Gida
Maddesi

Tespit simir1

FDA

Var

LEB broth (On
zenginlestirme
besiyeri
OXFORD agar
PALCAM agar
MOX agar
LPM agar

Deniz urinleri,
meyve ve sebze,
sut ve sut trinleri

<1 KOB/mL

ISO
11290-1

Var

Yar1 konsantrasyon
Fraser broth (On
zenginlestirme
besiyeri)

Tam konsantrasyon
Fraser broth (Selektif
zenginlestirme
besiyeri)
OXFORD agar
PALCAM agar

Tiim gida tiirleri

25 gram gida
orneginde
<1 KOBJ/g

USDA

Var

UVM agar (On
zenginlestirme
besiyeri)
Fraser broth (Selektif
zenginlestirme
besiyeri)

MOX agar
TSA-YE gar

Kirmizi et, kiimes
hayvanlari,
yumurta

<1 KOB/g

IDF

Var

LEB (On
zenginlestirme
besiyeri)
PALCAM agar
Selektif
zenginlestirme
besiyeri)
OXFORD agar
TSA-YE agar

St ve sut drdnleri

<1 KOB/mL

Listeria tlrlerini tespit etmek igin uygulanan bu protokoller, ¢coklu segici zenginlestirme

asamalarini takiben biyokimyasal tanimlama ve serotipleme gibi basamaklar1 icermektedir.
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Bu galigmalarin sonuglanmasi bazen birka¢ giinii bulmakta ve bu da zaman kaybimna yol
agmaktadir. Bu nedenle, Listeria turlerinin tespitinde, sonuglanma siirelerini kisaltan bir
dizi alternatif molekiiler yontemlerin varligi giliniimiizde 6nem kazanmustir (84). Bu
yontemlerde Listeria spp.’ye 6zgii spesifik genler kullanilmaktadir (81,85,86). Listeria spp.
tanimlanmasinda genellikle tiim bakterilerde evrensel gen bolgesi olarak kabul edilen 16S
rRNA gen bolgesi analizi 6ncelikli olarak yapilmaktadir. Ayrica groESL, rpoB, recA, gyrB,
hlyA, prs, iap, flaA ve fbp gibi gen bdlgelerinin varliginin tanimlanmasi da Listeria
spp.’nin tanimlanmasinda kullanilan diger onemli gen bdlgeleridir. Bu gen bdlgelerinin
aragtirilmasi ile tiir diizeyinde hizli ve giivenilir tanmimlamalar yapmak mimkin
olabilmektedir (21,87). Ayrica; L. ivanovii igin liv22-228 bolgesi, L. seeligeri igin Ise24-
315 bolgesi, L. innocua icin 1in0464 ve 1in2483 bolgeleri, L. welshimeri icin lwe7-571
bolgesi ve L. grayi icin 1gr20-246 bolgesi tiire 6zgii tanimlamada kullanilan diger gen
bolgeleridir (21).

2.7. GIDALARDA LISTERIA MONOCYTOGENES RISKIi

Listeriyozis vakalarinda en ¢ok aracilik eden gidalar arasinda ¢ig ve pastorize siit, yumusak
peynir, dondurma, ¢ig sebze ve meyveler, fermente et {irlinleri, salatalar, ¢ig veya
tiitstilenmis balik, kabuklu deniz iriinleri, tilketime hazir gidalar, kiyma ve tavuk eti

sayilabilir (88,89).

Gidalarin L. monocytogenes ile kontamine olmasinda asagida belirtilen noktalar 6nem
tasimaktadir (10,14,90);

i) Kontamine olmus hammaddenin kullanimu,

i)  Gidalara yetersiz 1s1l iglem uygulanmasi,

iii)  Uretim hattindaki ekipmanlarin yiizeyinden gapraz kontaminasyonun gergeklesmesi,

iv)  Uretim tamamlandiktan sonraki asamalarda (olgunlastirma, paketleme, depolama,
tagima vb.) kontaminasyonun gerceklesmesi.

L. monocytogenes ile gida maddelerinin kontamine olmasinin 6niine gegebilmek i¢in WHO

ve CDC tarafindan tavsiye edilen ve asagida belirtilen hijyen kurallarina mutlaka dikkat

edilmesi gerekmektedir (8,72);

i) Cig kirmiz1 veya kanath etle temas Oncesi ve sonrasi eller sicak suyla ve uygun
dezenfektanli sabunla iyice yikanmalidir.

15



i)  Hayvansal kdkenli gidalar iyice pisirilmelidir.
iii)  Sebze ve meyveler yenmeden 6nce iyice yikanmalidir.
Iv)  Pastorize edilmemis siit veya bu siitlerden yapilan gidalar tiiketilmemelidir.

v)  Listeria spp. sogukta da iireyebilen bir bakteri oldugundan buzdolaplari ve soguk
odalar duzenli olarak temizlenip, dezenfekte edilmelidir.

vi) Tiketime hazir veya cabuk bozulan gidalar mimkiin olan en kisa siirede
tiketilmelidir.

L. monocytogenes ile kontamine olma riski bakimindan tiiketime hazir gidalar 6n siralarda
yer almaktadwr. Bu tarz gidalar, herhangi bir ek isleme gerek duyulmadan kolayca
hazirlanabilen gidalar oldugundan dolayi, genellikle ¢alisan kesim tarafindan ¢ok fazla
tercin edilmektedir (91,92). Tiketime hazir gidalarin L. monocytogenes gelisimini
destekler nitelikte olmasi, L. monocytogenes’in bu tir gidalardan elimine edilmesini
zorlastirmaktadir (1,93,94).

Indrawattana ve ark. (2011) tarafindan Bangkok'ta 104 adet ¢ig et Orneginde L.
monocytogenes kontaminasyon oranini belirlemek amaciyla analiz yapilmistir. Arastiricilar
orneklerin 22 tanesinden L. monocytogenes izole etmisler ve bu izolatlarin hepsinin 4b

serotipinde oldugunu tespit etmislerdir (95).

Tao ve ark. (2016) ise, Cin'in Nanjing kentindeki farkli siipermarketlerden ve gelencksel
tarim triinleri pazarlarindan temin ettikleri toplam 200 farkli gida 6rneginde Listeria spp.
varligini arastirmiglardir. Arastirma sonuglarina goére hayvan eti orneklerinin %10,9'u
(6/55), kiimes hayvani 6rneklerinin %22'si (11/50) ve kabuklu deniz iiriinleri 6rneklerinin
%15'i (6/40), ahtapot 6rneklerinin %13,3'i (4/30) ve tath su baligi 6rneklerinin %4'i (1/25)
olmak Uzere toplam 28 6rnek Listeria spp. agisindan pozitif olarak tanimlanmistir. Toplam
28 Listeria spp. izolatiin 13 tanesi L. monocytogenes, 11 tanesi L. innocua, 2 tanesi L.

ivanovii ve 3 tanesi L. welshimeri olarak belirlenmistir (96).

Vongkamjan ve ark. (2016) Tayland’da tiiketime hazir gidalarda Listeria spp. ve L.
monocytogenes prevelansini aragtirmak i¢in 122 adet deniz iiriinii, 22 adet hayvansal iiriin,
18 adet vejetaryen iirlin, 15 adet sarkditeri {iriinii, 13 adet salata ve sebze iirlinii, 4 adet tatl,
2 adet yumurta bazl {iriin ve 4 adet diger iirlinler olmak {izere toplam 200 adet farkli gida
Ornegini analiz etmislerdir. Denemeye alman 200 6rnegin 15'1 (%7,5) L. monocytogenes

bakimimdan pozitif bulunmustur. Farkl {iriin gruplar1 i¢cin L. monocytogenes bakimindan
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pozitiflik oranlar1 ise; deniz urunlerinde %3, hayvansal kdkenli urtinlerde %1,5, vejetaryen

tiriinlerde %1 ve sarkiiteri et tiriinlerinde %2 olarak tespit edilmistir (97).

Luchansky ve ark. (2017) Aralik 2010 ve Mart 2013 tarihleri arasinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde perakende olarak satin aldiklar1 toplam 27.389 adet soguk olarak tiiketime
sunulan gidada L. monocytogenes varligini analiz etmislerdir. Bu ¢aligmanim sonucunda ise

116 gida Girtinii L. monocytogenes bakimindan pozitif bulunmustur (98).

Amajoud ve ark. (2018) Fas'm kuzey batisinda yer alan Tetouan'da toplam 1096 gida
orneginde Listeria spp. varligimi arastirmiglardir. Test edilen 6rneklerin 80 tanesi (%7,3)
Listeria spp. varligi agisindan pozitif bulunurken, izolatlarm 16°s1 (%1,5) L.

monocytogenes olarak tanimlanmistir (93).

Selvaganapathi ve ark. (2018) Hindistan'mm Tuticorin Sahili'ndeki balik¢1 limani, balik
cikarma merkezleri, deniz iiriinleri isleme tesisleri, balik pazar1 ve balik kiirleme alanlarmni
iceren bes ornekleme alaninda, farkli deniz {iriinlerinin temas ettigi yiizeylerden siiriintii
ornekleri toplamig ve L. monocytogenes varligmi arastirmiglardir. Calismada toplam 115
stirtintii 6rnegi incelenmis ve bu drneklerin %35,22'si L. monocytogenes agisindan pozitif

olarak belirlenmistir (99).

Coradini ve ark. (2018) Hindistan’da ¢ig sigir etinde, gida ile temas eden ve etmeyen
yuzeylerde L. monocytogenes varligini arastirmislardir. Toplam 84 6rnegin alt1 tanesinde
(%7,14) L. monocytogenes tanimlanmustir. 7 adet ¢ig sigir etinden alinan orneklerden 2
tanesinde, 56 adet gida ile temas eden yiizeylerden alman orneklerden 1 tanesinde ve 14
adet gida ile temas etmeyen calisma yiizeylerinden alinan 6rneklerden ise 3 tanesinde L.

monocytogenes varhigi belirlenmistir (100).

Mashak ve ark. (2021) iran’daki marketlerde satilan deniz iiriinlerinde Listeria spp.
varligmi arastirmiglardir. Bu amacla toplam 350 adet deniz iiriinii analiz edilmistir. Bu
calismada incelenen 350 numunenin 40 tanesi (%11,42) Listeria spp. varligi agisindan
pozitif olarak bulunmustur. L. monocytogenes, L. ivanovii ve L. seeligeri tirlerinin
dagilimi ise siras1 ile %62,50, %20 ve %7,50 olarak saptanmustir. Balik, karides, 1stakoz ve
yenge¢ orneklerindeki Listeria spp. bakimindan pozitiflik oranlar1 ise sirasiyla %14, %12,
%13 ve %8 olarak belirlenmistir. Yine ayni orneklerdeki L. monocytogenes prevalansi
sirastyla %9, %6, %7 ve %6 olarak bulunmustur (101).
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Ulkemizde ise listeriyozis salginlar1 sistematik olarak kayit altina alinmadigindan dolayt,
listeriyosiz verilerine ulasim konusunda maalesef sikintilar yagsanmaktadir. Bununla
beraber, lilkemizde ¢ok sayida ¢ig ve tiiketime hazir gidalarda L. monocytogenes varliginin
arastirildig1 calismalar bulunmaktadir. Asagida yapilan bazi ¢aligmalar kisaca 6zetlenmeye

calisilmistir.

Akkaya ve ark. (2006) tarafindan Afyonkarahisar’da yapilan bir ¢alismada, 100 adet beyaz
peynir &rnegi L. monocytogenes varhigi bakimindan taranmustir. Orneklerin 6 tanesinin L.

monocytogenes ile kontamine oldugunu bulunmustur (102).

Ozkaya ve ark. (2010) Kayseri’de agikta satilan ¢ig siit 6rneklerinde Listeria spp. varhgini
arastirmak i¢in Mayis 2009-Eyliil 2009 tarihleri arasinda farkli sokak siit¢iileri tarafindan
satilan toplam 50 adet ¢ig siit Ornegini analiz etmislerdir. Arastirmacilar, 6rneklerden
11’inin (%22) Listeria spp. ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir. Izolatlarin 6’sinin
(%12) L. monocytogenes, 3’iiniin (%6) L. ivanovii ve 1’inin (%2) L. seeligeri oldugu

belirlenmistir. Izolatlardan birinin ise tanimlamasi yapilamamistir (103).

Akkaya ve ark. (2016) Afyonkarahisar sehir merkezindeki pastanelerden 25 adet sade, 25
adet meyveli ve 25 adet ¢ikolatali olmak iizere toplam 75 adet kremal1 pasta satin almiglar
ve bunlar1 Listeria spp. varligi bakimindan incelemislerdir. Toplam 75 kremali pasta
orneginin 10’unda (%13,33) Listeria spp. varligi tanimlanmistir. Izolatlarm 5’inin (%6,66)
L. monocytogenes, 8’inin (%10,66) L. innocua ve 3’tiniin (%4) ise L. seeligeri oldugu

tespit edilmistir (104).

Deniz (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, Sanlurfa semt pazarlarinda satisa
sunulan yoresel Urfa peynirlerinde L. monocytogenes varligini tespit etmek i¢in toplam 97
ornek incelenmistir. Orneklerin 3 tanesinden (%3,09) L. monocytogenes izole edilmistir
(82).

Gokmen ve ark.(2016) Balikesir’deki siipermarketlerde satisa sunulan tiiketime hazir
gidalar1 (et doner, tavuk doner, fermente sosis, kizarmis et, beyaz tursu, peynir, hosmerim,
helva, rus salatasi, sebze salatasi) Listeria spp. varligi bakimindan analiz etmislerdir. Bu
kapsamda toplam 235 tiiketime hazir gida 6rneginin 22’sinde (% 9,4) Listeria spp. varligi

saptanmistir. Izolatlarin 5’inin (%2,1) L. monocytogenes oldugu tanimlanmustir (104).
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Altun (2017), Sanlurfa’nin Akgakale ve Eyyiibiye ilgelerindeki isletmelerden temin ettigi
88 adet ¢ig keci siitii drnegini Listeria spp. varhg1 agisindan degerlendirmistir. Orneklerin
4 tanesi Listeria spp. (%4,54) agisindan pozitif olarak degerlendirilmis ve bu izolatlardan 2

tanesinin (%2,27) ise L. monocytogenes oldugu tanimlanmistir (105).

Sanlibaba ve ark. (2018a) Ankara’da satisa sunulan 201 adet tiiketime hazir giday: L.
monocytogenes varhigi bakimindan incelemislerdir. Orneklerdeki L. monocytogenes

prevalansi ise, %8,5 olarak saptanmistir (106).

Altun ve Atasever (2018) tarafindan Erzurum’da yapilan bir ¢aligmada ise, 60 adet tavuk

etinin 14 tanesinin (%23,3) L. monocytogenes ile kontamine oldugu belirlenmistir (107).

Sanlibaba ve ark. (2018b) tarafindan Ankara’da bulunan market ve pazarlardan temin
edilen 110 adet ¢ig siit ve cesitli sit Urtinlerinde Listeria spp. varhigi arastirilmistir.
Toplamda 23 6rnekte Listeria spp. varligi tanimlanmis ve bu izolatlarm %4,55’1 ise L.

monocytogenes olarak belirlenmistir (108).

Sahin ve ark. (2020) tarafindan Sivas ilinde satilan ¢ig inek (n=50) ve manda siitlerinde
(n=50) Listeria spp. varligi arastirilmistir. Orneklerin 4’tinden (%4) Listeria spp. izole
edilmistir. Inek siitiinden izole edilen izolatlarm hepsinin L. grayi, manda siitlerinden elde
edilen izotlarin ise L. seeligeri (n=2) ve L. grayi (n=1) oldugu saptanmustir. Cig siit

orneklerinde L. monocytogenes varligi saptanmamustir (109).

2.8. LISTERIA MONOCYTOGENES’ IN VIRULENS OZELLIKLERIi

L. monocytogenes ¢esitli konak hiicre tiplerini enfekte etmeyi saglayan, konak hiicrede
hayatta kalabilme sansini arttiran ve konak hiicre igerisinde bakteri ¢ogalmasina izin veren

bir dizi virtlens fakttre sahiptir (110).

L. monocytogenes enfeksiyonunun ilk asamasi, bakterinin konak epitel hiicrelerine
tutunmas1 ve konak hiicre istilasidir. internalin A (InlA) ve internalin B (InIB), konak
hucredeki E-kadherin yiizey reseptorlerine baglanmak suretiyle fagositozu indiikleyerek
konakg1 hiicreler igerisine patojenin girigini modile etmektedir. InlA sadece E-kadherin
eksprese eden hiicrelerde bakteri girisine izin verirken, inlB, E-kadherin reseptéri disinda
farkli reseptorlere de sahip oldugu igin farkli konak hucrelere girisine izin vermektedir
(61,111,112).
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L. monocytogenes konakg¢iya girdikten sonra, bakterinin sitozole ulagsmasi i¢in konak hiicre
cevabindan kagmasi gerekmektedir. Bu kagis, hlyA geni tarafindan kodlanan listeriolizin O
(LLO) proteini sayesinde gerceklesmektedir. LLO, fagosit vakuoliiniin par¢alanmasindan
ve L. monocytogenes’in vakuolden kagmasindan sorumludur. (21,81,113). LLO ayrica
histon modifikasyonu, mitokondriyel fizyon, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve
lizozomal permeabilizasyonunda degisikliklere yol agmaktadir. Bu aktiviteler LLO’nun
por olusturabilme aktivitesinden ileri gelmektedir (111,114). Fosfolipaz A (plcA),
fosfolipaz B (plcB), fosfolipaz C (plcC) ve metalloproteaz (mpl) genleri de hlyA geni ile
beraber vakuoler kagisa aracilik etmektedir (61,114).

Enfeksiyonun son asamasinda L. monocytogenes'in  hiicreden hiicreye yayilimi
gerceklesmektedir. Hiicreden hiicereye yayilim, yiizey proteini actA ve inlC ile iliskilidir.
ActA, L. monocytogenes ylzeyinde bulunan bir transmembran proteinidir. Bu protein
konakgidaki “Wiscott-Aldrich sendromu proteinini (WASP)” fonksiyonel olarak taklit
etmekte ve arp2/3 aktin kompleksini bakteri yiizeyine alarak, aktin polimerizasyonunu
indiklemektedir. Polimerize aktin filamentleri ve inlC'nin aktin baglayic1 protein ile
etkilesimi ise, bakterilerin hiicreden hiicreye yayilimmi saglamaktadir (61,115-117). InIC
delesyonunun bakteriyel invazyon ve hicre ici proliferasyonunu etkilemedigi, ancak
polarize epitel hiicrelerinde hiicreden hiicreye yayilmay1 bozdugu bildirilmektedir. InlC,
memeli adaptor proteini olan Tuba'ya baglanmakta ve N-WASP ile -etkilesimini
onlemektedir. InIC tarafindan Tuba-N-WASP etkilesiminin bozulmasi, hiicre-hiicre
baglantilarindaki kortikal gerilimi azaltmakta ve bakteri yayilmasi tesvik etmektedir

(118,119).

L. monocytogenes, farkli ¢evresel kosullarda ve enfeksiyon sirasinda hayatta kalma sansini
artrmak i¢cin gen ekspresyonunu modiile etmektedir. L. monocytogenes’de viriilens gen
ekspresyonu, promotorun -35 bolgesinde bir konsensus baglanma bolgesi olan CRP
(CAMP reseptor proteini) ailesinin bir transkripsiyon faktdrl olan prfA tarafindan
diizenlenmektedir. PrfA, virllens faktorlerinin  transkripsiyonunu  dogrudan
dizenlemektedir (61,120)
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2.9. BIYOFIiLM OLUSUMU

Biyofilm, hiicre dis1 polimerik madde (EPS, Extracellular Polimeric Substances) icerisinde
organize olmus mikroorganizma topluluklarinin olusturdugu yapidir. Bu topluluklar tek bir
mikroorganizma tiirtinden olusabilecegi gibi farkl tiir mikroorganizmalardan da meydana
gelebilmektedir. Biyofilm yapis1 sayesinde mikroorganizmalar konak bagisikligi,
antimikrobiyel maruziyeti, ¢evresel stres (pH degisikligi, besin yetersizligi, vb.) gibi

olumsuz gevre kosullarindan korunabilmektedir (16,121,122).

Biyofilm kavrami ¢ok eski zamanlardan giiniimiize gelmistir. Anthony van Leeuwenhoek
(1632-1723), yaptig1 ilkel mikroskopta kendi dis eti ve agzindan aldig1 6rneklerde biyofilm
yapisini gozlemlemistir. Incelemelerinde mikroorganizmalarin kiime halinde bulundugunu
gormiistiir. Louis Pasteur (1822-1895) ise, sarabin asidik yapiya dénmesinin nedenini
arastirirken bakteri kiimelerini gzlemleyerek, bu yapiy1 resmetmistir (123). Daha sonraki
yillarda biyofilm kavramimin aydinlatilmasi i¢in ¢alismalar devam etmistir. Heukelekian ve
Heller, mikroorganizmalarin herhangi bir ylizeye tutunmasi halinde, serbest halde bulunma
durumuna gore daha hizli cogalabildiklerini rapor etmistir. Zobell ise deniz suyunda
yasayan bakterilerde ¢ogalma karakteristiklerini kiyaslamis ve bakterilerin su icinde cam
yuzeye tutunabildiklerini ve ylzeylere tutunan bu bakterilerin tutunmayan bakterilere gére

hizli gogaldigin1 gézlemlemistir (124—126).

Tibbi alanda ise, biyofilm ilk kez 1970-1972 yillarinda, kronik Pseudomonas aeruginosa
akciger enfeksiyonu olan kistik fibrozlu (CF) hastalardan alman balgam 6rneklerinin rutin
Gram boyali mikroskobik incelenmesi sirasinda kesfedilmistir. 1974-1978 yillar1 arasinda
yapilan otopsi serilerinde kronik P. aeruginosa enfeksiyonu nedeni ile 6len CF hastalarinin
akcigerleri incelenmistir. 1977 yilinda ise biyofilm goriintiisii yayinlanmig ve bol miktarda
alginat ile gevrelenmis kiimelesmis bakterilerin (yigimnlarin) kronik olarak P. aeruginosa
mukoid suslar ile enfekte olan CF hastalarinin balgaminda goriilebildigi gosterilmistir
(123). Costerton ve ark. (1974) ayrica P. aeruginosa kolonilerini elektron mikroskobu ile
incelediklerinde, bakterilerin birbirine ve yiizeye yapigmast i¢in bir “glikokaliks” yapisinimn
gerektigini fark etmislerdir (127). Sonraki ¢aligmalarda “glikokaliks” yerine “biyofilm”
terimi  kullanilmaya  baslanmistr  (128). 1995 yilinda ise  biyofilmlerin,
mikroorganizmalarin yiizeylere, ara yuzeylere ve birbirlerine tutunarak olusturduklar

mikroorganizma topluluklari oldugu belirtilmistir (121).
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19. yiizyilin baslarindan itibaren biyofilm ile ilgili calismalar yogunluk kazanmus, farkli
yiizeylerde gelisen biyofilmler ve bunlarin yapisi ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Yiiksek c¢oziiniirliikli elektron mikroskoplarmin kullanilmaya baglanmasi sayesinde,
biyofilmlerin yapisal Ozellikleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Biyofilmler
hacmen yaklasik %80-85 EPS ve %15-20 biyofilm hiicrelerinden olugmaktadir. Kimyasal
ve fiziksel 6zellikler agisindan degisiklik gosterebilmekle birlikte, EPS’nin ana bilesenleri
polisakkaritler (homo- ve heteropolisakkaritler), proteinler ve hiicre disit DNA'dir. EPS,
biyofilmin biitiinliigiiniin korunmasinda o6nemli bir rol oynar ve farkli fonksiyonel
gorevlere sahiptir. EPS, su igerigi acisindan zengin bir yap1 oldugu i¢in, baz1 dogal
biyofilmlerde kurumay1 dnleyebilir. Bununla beraber, antibiyotikler ve dezenfektanlar gibi
toksik maddelerin hedeflerine ulagsmasmi onleyen bir diflizyon bariyeri olarak da islev

gorebilir (121,126).

2.9.1. BIYOFILM OLUSUM ASAMALARI

Mikroorganizmalarin planktonik durumdan, biyofilm olusturduklar1 duruma gecisleri
yapilarinda bir dizi degisiklikler meydana getirmelerine neden olmaktadir. Oncelikle
biyofilm yapisinin ilk asamasi olan adezyon i¢in gerekli olan adezin ve hiicre dig1 matriks
bilesenlerin olusumu baslamaktadir (126). Hiicre dis1 polimerik matriks (EPS), hiicrelere
baglanma yeri saglamakta ve yapisal iskelet gorevi gormektedir. EPS, biyofilm igerisindeki
hiicrelerin ¢evresel kosullara ve konak hiicre yanitina kars1 korumada bir kalkan gorevi
gormektedir. Bu durum, beta laktamaz eksikligi olan Klebsiella pneumoniae susu
tarafindan olusturulan biyofilmin ampisilin penetrasyonuna izin verdigini gosteren bir
calisma ile dogrulanmustir (129). Bunun nedeni, ampisilinin yabanil tip susun olusturdugu
biyofilmin igine girmeden Once beta laktamaz tarafindan hizla bozunmasidir. EPS,
yapidaki toplam karbon igeriginin %50-90’mnin1 olusturmakta olup; polisakkaritler,
proteinler ve hiicre dis1t DNA (eDNA), su ve iyonlar gibi farkli bilesenleri icermektedir.
Yapidaki temel bilesen polisakkaritlerdir. Farkli mikroorganizmalarin olusturdugu
biyofilmlerin kimyasal igerikleri ve yapilar1 degisebilmekle beraber, yapidaki temel
ozellikler korunmaktadir. Ornegin; bakteriyel ve fungal biyofilmlerin yapilarinda yapisal
ozellik kaynakli farkli bilesenler olabilmektedir. Bu bilesenlere ek olarak, dis zar
proteinleri ve fimbria, pili ve flagella gibi ¢esitli hiicre uzantilar1 da biyofilm matrisinin bir

pargasi olarak islev gorebilmektedir (16,121,129-133).
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Biyofilm olusumu genel olarak 5 asamada incelenebilir:

a) Gevsek adezyon: Tutunmanin ilk agamasi olarak bilinmekte ve bu esnada gergeklesen
olaylar fizokimyasal etkilesimlerin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hidrofobik
etkilesimler, elektrostatik kuvvetler, Van der Waals etkilesimleri, sicaklik ve pH gibi
degiskenler bu asamada belirleyicidir. Mikroorganizmalarin tiirline bagl olarak flagella ve
fimbrialarin varliginin da tutunmayi kolaylastirdig: bildirilmistir (121,125) Bu asama geri
donlistimlii bir asamadir, yani mikroorganizmalar tutunma durumundan her an tekrar
serbest duruma gegebilirler. Bu nedenle gevsek adezyon asamasi “geri doniisiimlii

adezyon” ya da “primer adezyon” asamasi olarak da adlandirilir (125).

b) Siki adezyon: Gevsek adezyon asamasindan sonra reseptor ve/veya EPS’lerin devreye
girdigi siki adezyon (geri doniisiimsiiz adezyon) asamasi gerg¢eklesmektedir (125).
Yiizeylere gevsek olarak tutunan bakteriler, duyusal proteinlerinin uyarilmasi nedeniyle
EPS iiretmeye baslamaktadir. EPS igeriginde bulunan ¢esitli polisakkaritler, eDNA ve
proteinler mikroorganizmalarin birbirlerine ve ylizeye geri doniisiimsiiz baglanmasini
saglamaktadir (16,134). Bu tutunma geri doniisiimsiiz olarak gergeklestigi i¢in, bu asamaya

“geri doniistimsiiz adezyon” ya da “‘sekonder adezyon” asamasi da denilmektedir (125).

¢) Mikrokoloni olusumu: Siki1 adezyon asamasinda iiretilmeye baslanan EPS miktarinin
daha kalin ve stabil bir duruma geldigi asamadir. Biyofilm yapisindaki EPS miktari
artarken, diger taraftan da hiicreler kendi aralarinda mikrokoloni yapilar1 olusturmaya
baslamaktadir. Heterojen biyofilm yapilarinda ise, her tiir kendi arasinda bir araya gelerek
mikrokoloniler  olusturmaktadir. Bu  esnada, ortamda  bulunan  planktonik
mikroorganizmalar da mikrokoloni yapilarina katilarak, yapinin daha saglam bir duruma
gelmesine aracilik etmektedirler (16,122,135). EPS biyosentezi siirecinde ¢ok sayida enzim
ve diizenleyici proteinler gorev almaktadir. Bu siirecte enerji kaynagi olarak sekerler, azot
kaynag1 olarak ise amino asitler ve amonyum tuzlar1 kullanilmaktadir. A¢iga ¢ikan karbon
(C) ve azot (N) oran1 ise EPS’nin yapisin1 belirlemektedir. Maksimum EPS {iretimi i¢in en

uygun C/N oraninin 10/1 oldugu belirtilmistir (136).

EPS’ler biyofilm matrislerinin 6nemli pargalaridir ve i¢erdikleri polisakkaritlerin kimyasal
bilesimi ve fiziksel 6zellikleri, monomer birimlerinin tiirli, glikozidik baglarn tiirii (B-1,4,

R-1,3, 3-1,6) ve icerdikleri farkli organik ve inorganik bilesenlerden kaynakli cesitlilik

23



gostermektedir (130). Arastirmalar, polisakkaritlerin EPS yapisinda yapisal olarak gorev
almasinin yaninda adezyondan da sorumlu oldugunu gostermektedir. Ma ve ark. (2006), P.
aeruginosa suslarinda polisakkarit kodlayan psl operonunda bulunan pslA ve psiB
genlerindeki mutasyonlarin biyofilm gelisiminin baglatilmasini olumsuz etkiledigini
gostermiglerdir. Arastrrma sonunda psl’nin hiicre-yiizey etkilesiminde 6nemli bir rol
oynadig1 ve dolayisiyla da polisakkaritlerin adezyonda onemli oldugu ifade edilmistir
(137).

Su, biyofilm matrisinin yapisinda bol miktarda bulunmaktadir. EPS matrisi biyo filmdeki
hiicrelerin su igeriklerindeki dalgalanmalara karsi tamponlama gorevi goren yiiksek
derecede hidratli bir ortam saglamakta ve biyofilmi kuruluga kars1 direngli hale
getirmektedir. Bircok EPS higroskopiktir ve spesifik su baglama mekanizmalar1 yerine
entropik olarak suyu tuttugu diisiiniilmektedir. EPS'nin, tamponlama mekanizmasinin,

olumsuz ¢evre kosullarinda bakterileri korudugu ileri siiriilmektedir (138).

Protein ve eDNA gibi bilesenlerin EPS icerisindeki miktarlar1 gérece fazla olmasa da bu
bilesenlerin 6nemli fonksiyonel gérevleri oldugu bilinmektedir. eDNA'nin Pseudomonas
spp., Streptococcus spp. ve Staphylococcus spp. gibi mikroorganizmalarda yiizeye
tutunmay1 ve biyofilm yapisinin saglamligini etkiledigini gdsteren caligmalar mevcuttur.
eDNA’nin ayrica hiicrelerin lizizi ve aktif sekresyon siireci ile iligkili oldugu da
belirtilmektedir (139-141). Hicre yizeyi proteinlerinin ise pili ve flagella ile birlikte
ylzeylere tutunmaya katildigi ve bazi mikroorganizmalarda, yiizeyler boyunca yer
degistirmeye dahil olarak, yiizey kolonizasyonunu kolaylastirdigi belirtilmektedir. EPS
proteinleri ayrica biyofilm yapisina ve stabilitesine de katkida bulunmaktadir. Bu
proteinlerde meydana gelen mutasyonlarm, biyofilm olusumunda ile stabilitesinde
azalmalara ve biyofilm mimarilerinin degismesine neden oldugu gosterilmistir (142).

d) Biyofilmin olgunlasmasi: Mikrokoloniler arasinda gaz aligverisi ve besin alimmin
saglandigi, bununla beraber atik maddelerin disar1 atildigi mikrokanallarin olustugu
evredir. Mikrokanallar biyofilme kubbeye benzeyen bir goriintii ve 3 boyutlu bir yap1
kazandirmaktadir. Teknolojinin gelismesi ve lazer taramali konfokal mikroskop (Confocal
Laser Scanning Microscopy: CLSM)” uygulamasmm miimkiin olmasiyla, biyofilmlerin
yiiksek oranda EPS igerdikleri ve mikrokoloniler arasinda kanallar iceren hidrate yapilar

olduklari agiga ¢ikmustir (121,125,129,131).
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e) Biyofilm hiicrelerinin ayrilmasi: Biyofilm gelisiminin son agamast biyofilm
yapisindaki hiicrelerin yapidan ayrilarak, yeniden planktonik forma ge¢mesidir. Bu agama
mikroorganizmanin hayatta kalma basarisina katkida bulunmaktadir. Biyofilm icerisindeki
hiicrelerin gelisebilmesi, hiicrelerin biyofilm igerisinde besin alimi ve atik madde
uzaklastirilmas: gibi siireclere baghidir. Bununla beraber biyofilm gelisimi ve biiyiimesi,
tastyabilecegi hiicre yogunlugu ile de dogrudan iligkilidir. Biyofilmden hiicrelerin
ayrilmasi aktif bir siirectir. Biyofilm dagilmasimni saglayan mekanizmalar; Quorum Sensing
(QS) mekanizmasi, niikleotit bazli ikinci haberci sinyal yollar1 ve kiigiik RNA diizenleyici
yoldur. Biyofilmlerden aktif dagilim olgun biyofilm yapilarinin merkezinde bulunan
hiicrelerin lokalize 6limi ve lizisi ile gerceklesmektedir. Olgun biyofilmdeki hiicrelerin
heterojen dogas1 nedeniyle, yalnizca bir hiicre alt popiilasyonu lizize ugrayabilmektedir.
Biyofilm yapisindan ayrilan hiicreler farkli yerlerdeki yiizeylere tutunarak orada yeni
biyofilm yapilari meydana getirebilmektedirler (121,129,143,144).

Quorum Sensing Mekanizmasi: Biyofilm olgunlasmasi esnasinda biyofilm igerisindeki
hiicre popiilasyonu da belirli bir yogunluga ulagsmakta ve sonrasinda hiicreler salgiladiklari
sinyal molekiilleri ile popiilasyona 6zgii yanitlar gelistirebilmektedir. Popiilasyonda
meydana gelen bu c¢ok hiicreli yanit “QS mekanizmasi” olarak tanimlanmaktadir
(122,145). QS mekanizmasi sayesinde hiicre popiilasyonu yogunlugundaki dalgalanmalara
yanit olarak gen ifadesi diizenlenebilmektedir. Bagka bir deyisle QS mekanizmasi,
bakterilerin hiicre yogunlugu hakkinda bilgi paylasmasina ve gen ekspresyonunu buna goére
ayarlamasma izin veren bir hiicre-hiicre iletisim siirecidir. Bu sistemin gesitli
mikroorganizmalarda beslenme, iireme, spor olusumu, enzim salgilama, viriilens ve
biyofilm olusumu gibi c¢esitli siirecleri diizenledigi bilinmektedir. QS sisteminin
mekanizmalari mikroorganizmaya gore farklilik gosterebilmektedir. Gram (-) bakteriler
Als adi verilen kiiciik sinyal molekiillerini kullanwrken, Gram (+) bakteriler sinyal

molekiilii olarak otoindiikleyici peptitleri (AIPs) kullanmaktadir (146-150).

Antimikrobiyel direncin yaygimlasmasi, mikroorganizmalarm ortamdan elimine edilmesini
zorlagtrmistir. Bu durum, miroorganizmalar ile basa c¢ikmak i¢in alternatif ydntem
arayisini tesvik etmistir. Bu baglamda, yeni gelistirilen ilag¢ stratejileri dogrultusunda, QS

molekiilleri ve mekanizmas: {iizerinde de durulmaktadir. Mikroorganizmanm QS

25



mekanizmasinin engellenmesi ile beraber, hiicrelerin iletisim yollar1 engellenerek yeni ve

basarili bir tedavi siirecinin miimkiin olacagi diistiniilmektedir (109,147,151).

Biyofilm gelisiminin asamalar1 Sekil 2.1.” de verilmistir (152,153).

Sekil 2.1. Biyofilm gelisiminin agamalar1

Biyofilmler, ¢ok cesitli alanlarda olusmakta ve Onemli sorunlara yol agmaktadir. Bu
sorunlarin ortadan kaldirilabilmesi i¢in ya biyofilmlerin heniiz olusmadan engellenmesine
ya da olusan biyofilmin ortamdan kaldirilmasina yonelik alana uygun stratejilerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, biyofilmlerin yap1 ve olusum mekanizmalarini

iyi anlayabilmek oldukca dnemlidir (154,155).

2.9.2. BIYOFILMLERIN GIDA SANAYI ACISINDAN ONEMI

Gida kaynakli hastaliklar gida iiretim, dagitim ve tiiketim zincirinde olusan
kontaminasyonlarin gida kompozisyonlari igerisine dahil olmasi ve sonrasinda bu gidalarin
tiikketilmesiyle meydana gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin raporunda gida kaynakli
enfeksiyonlarin 6nemli bagka bir nedeninin de gida iiretim siirecinde olusan biyofilmler

oldugu bildirilmistir (72,156).

Gida isleme ortamlarinda olusan biyofilmler sadece ylizeylerde sinirli kalmayip gidanin
kendisinde de olusarak ¢apraz kontaminasyon riskini arttrmaktadir. Bu durum gida
kontaminasyonuna, gida isleme etkinliginin azalmasma, gida enfeksiyonu riskinin
artmasma ve gida ekipmanlarida 1s1 transferinin azalmasina neden olmaktadir. Biyofilm
temizliginin etkisiz oldugu yerlerde ise devam eden bir kontaminasyon rezervuari
olusmakta ve bu rezervuar yeni mikroorganizma i¢in tutunma yeri saglamaktadir (157—

162).
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Gida isleme ortamlari, fizikokimyasal kosullarindan dolayi; mikroorganizmalarm nem
degisikligi, besin kitligi, uygun olmayan sicaklik ve pH kosullar1 gibi ¢evresel streslere
maruz kalmasma neden olmaktadir. Bu maruziyetle beraber uygulanan yetersiz temizlik ve
sanitasyon siirecleri de mikroorganizmalar1 ortamdan elemine edememekte ve strese
sokmaktadir (163-165). Bu stres ortami ise biyofilm olusumunu tesvik etmektedir. Gida
isleme hatlar1 ve ekipmanlarinin yilizeyindeki organik maddeler bakterilerin tutunmasi igin
elverigli bir ortam saglamaktadir. Bu bakteriler c¢esitli temizlik ve dezenfeksiyon
isleminden sonra ortamdan elimine edilebilseler bile, mikroorganizmanin inat¢1 (persister)
formu bu temizlik ve dezenfeksiyon silireglerine karst hayatta kalmayi basarmakta ve
yiizeylere geri doniisiimsiiz olarak tutunmaktadir. Uygulanan temizlik ve dezenfeksiyon
prosedirleriyle  giderilemeyen  kalintilar  ise  tekrarlanan  bakteriyel  gida

kontaminasyonlarinin en dnemli kaynagini olusturmaktadir (154,166,167).

Mikroorganizmalar yiizeye tutunduktan sonra EPS iretimi baslamaktadir. EPS,
mikroorganizmanin gida ekipmani, tasima, dagitim ve depolama yiizeyleri gibi ortamlara
ve/veya sebze, et, kemik, meyve gibi biyolojik yapilara daha saglam tutunabilmesi igin
uygun ortami saglamaktadir. Bununla beraber, mikroorganizmanin koloni olusturmasina ve
ortama tutunmasina yardimci olarak biyofilm olusumunu da desteklemektedir. EPS ayrica,
besin maddelerinin alimi, oksijen diflizyonu ve atik maddelerin disar1 atilmas1 gibi pek ¢ok
isleve sahiptir. Bununla beraber biyofilm hiicreleri tizerinde olusturdugu katman sayesinde,
onlar1 antimikrobiyel ve dezenfektan maruziyeti gibi olumsuz durumlara karsi da

korumaktadir (159,163,168,169).

Gida kaynakli bakteriyel biyofilmler hakkinda yaymlanan ilk raporlar Salmonella spp.
biyofilmlerini bildirmektedir. ilerleyen zamanlarda L. monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus spp. ve Escherichia coli O157:H7

tiirlerinin olusturdugu biyofilmler de literatiirdeki yerini almigtir (170,171).

Biyofilmlerin ortamdan elimine edilebilmesi icin uygun, yeterli ve etkili temizlik ile
birlikte dezenfeksiyon oOnlemlerinin almabilmesi gereklidir. Bu baglamda 0Oncelikle
biyofilm varligmin tespit edilebilmesi, sonrasinda da olusan biyofilmin &zelligine gore
(biyofilmin olustugu yiizey tiirli, biyofilmin homojen/heterojen olmasi1 ve igerdigi

mikroorganizmanin tiirii, biyofilmin fazi) ¢éziimlerin gelistirilebilmesi oldukga 6nemlidir.
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Biyofilm yap1 ve mekanizmasinin iyi anlasilabilmesi, biyofilmlerle miicadelede akilc1

stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir (172—175).

2.9.3. BIYOFIiLM VARLIGINI TESPIT ETME YONTEMLERI

Biyofilm olusumunu belirleme yontemleri, biyofilm enfeksiyonlarini ve biyofilm kaynakli
kontaminasyonlar1 engellemek agisindan olduk¢a dnemlidir. Biyofilm varlig1 in vitro ve in
Vivo olarak, dogrudan ya da dolayl sekilde belirlenebilmektedir. Bu tespit yontemleri,
aragtirmak istenen Ozellige ve c¢alismanin amacma uygun olarak secilmektedir. Bu
baglamda kullanilan in vitro yontemler arasinda besiyerinde koloni olusumu tayini,
kolorimetrik yontemler ve mikroskopi gibi konvansiyonel yontemlerin yani sira, molekiiler
yontemler ve yiiksek verimli -omik teknolojileri gibi yeni nesil teknikler de sayilabilir.

Biyofilm olusumu tayinininde in vivo yontemler de kullanilabilmektedir (176).

2.9.3.1. In-Vitro Yontemler

Biyofilm olusumunun tespit edilmesi i¢in kullanilan yontemlerden bir tanesi besiyerinde
koloni olusmunun gozlenmesidir. Bu amagla en ¢ok tercih edilen besiyeri Kongo Kirmizisi
agardir (177). Biyofilm olusumuna, olusan koloni rengine gore karar verilmektedir. Agarli
ortam (zerinde olusan siyah ve bordo renkli koloniler biyofilm olusumunun; beyaz, pembe
ve kirmuzi renkli koloniler ise mikroorganizmanin biyofilm olusturmadiginin gostergesidir
(177-179). Biyofilm olusumunu tespit etmek igin kullanilan bir diger yOntem ise,
mikroskobi yontemidir. Bu amagla taramali elektron mikroskoplar1 (SEM), geg¢irimli
elektron mikroskoplar1 (TEM) ve CLSM gibi mikroskoplardan yararlanilmaktadir. SEM,
biyofilm yapilarinin yiiksek ¢oziiniirliikli olarak incelenmesi i¢in kullanilan ilk
mikroskobik yontemdir. Bu yontem biyofilm yapisinin ayrintili olarak incelenmesini
saglamaktadir. Ancak mikroskopi dncesi 6n hazirlik asamalarinda (sabitleme, boyama,
kurutma), yapida bozulmalar meydana geldigi ig¢in dolayisiyla Ornekte de bozulmalar
ortaya c¢ikabilmektedir (180-182). TEM ise, biyofilm yapisini incelemek i¢in tercih
edilebilen bir diger mikroskobik yontemdir. Bu yontem de SEM’e benzer 6n hazirlik
asamalarin1 icermektedir. Bununla beraber biyofilm EPS’si re¢ineye gomiildiigii ve ¢ok
ince kesitler alindig1 i¢in, biyofilmin 3 boyutlu yapisi incelenememektedir (181,182).
CLSM, biyofilm yapismi incelemek i¢in kullanilan bir diger mikroskobi yontemidir. Bu

mikroskobi yonteminde incelenecek olan drnekler 6n islem asamasi gerektirmeden direk
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incelenebilmektedir. Bdylece orneklerin canli olarak incelenmesi miimkiin olmaktadir.
CLSM yontemin bir diger avantaji ise, biyofilm yapismnin 3 boyutlu olarak gézlenmesini
miimkiin kilmaktadir. Ayn1 zamanda polisakkaritler, lipitler ve niikleik asitlerin biyofilm
icerisindeki yogunluk ve konumu hakkinda da bilgi vermektedir (121,176,183,184).

Biyofilm varhigini tayin etmek icin kolorimetrik yontemlere de siklikla basvurulmaktadir.
Bu yontemler genellikle biyofilm olusumu, planktonik hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasi, tutunan hiicrelerin boyanmasi ve 6l¢iilmesi asamalarindan olusmaktadir.
Metil tetrazolyum tuzu (MTT) bu amagla kullanilan kolorimetrik bir boyadir. MTT (3-(4,5
dimetildizaol, 2 il)-2,5- feniltetrazolyum bromit), metabolik aktivite ile beraber mor renkli
formozan kristallerine indirgenen sar1 renkli bir tuzdur. Giiniimiizde bu yontem biyofilm
calismalarinda yaygimn olarak kullanilmaktadir (185). Tetrazolyum tuzu (XTT) biyofilm
tayini amaciyla kullanilan bir diger kolorimetrik yontemdir. XTT (2,3 bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianalid), canli hiicreyle aktive oldugunda
formozana indirgenerek renk degisimi ile sonug¢lanmaktadir. Biyofilm igerisindeki canli
hicre aktivitesi Olclldigi icin, biyofilm tayini yaninda antimikrobiyel duyarlilik ya da
dezenfeksiyon basarisini tespit etmek amaciyla da kullanilabilmektedir. Canli hiicre
aktivitesi ile reaksiyon olustugu zaman, acgik sar1 renkli ¢ozelti aktivite derecesine gore
turuncuya doniismektedir. Ancak XTT’nin formozana indirgenmesi icin Onerilen
yogunlukta menadion ¢6zeltisiyle beraber kullanilmasi gerekmektedir (179,186,187). XTT
cogunlukla fungal biyofilm ¢alismalarinda kullanilsa da bakteriyel biyofilmlerin canlilik
aktivitesini 6lgmek icin XTT’nin kullanildig1 cesitli calismalar mevcuttur. Ozellikle
antimikrobiyel duyarlilik ve dezenfektan basarisi testlerinde canli hiicre aktivitesinin
saptanmasi kritik oldugu icin, bu tiir deneylerde siklikla tercih edilmektedir (188-192).
MTT ve XTT sadece antimikrobiyel ve dezenfektan aktivitesi i¢in degil, ayn1 zamanda
stres  kosullarinda  mikroorganizmanin  canlilik  aktivitesini 6lgmek icin  de
kullanilabilmektedir (193). XTT ve MTT kadar sik kullanilmasalar da TTC (2,3,5-trifenil-
2H-tetrazolium Klorlr) ve INT (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolium)
boyalar1 da biyofilm canlilik tayinininde kullanilan tetrazolyum tuzlaridir. Bu tetrazolyum
tuzlarinin uygulama konsantrasyonlari, inkiibasyon siireleri ve spektrofotometrede okutma
dalga boylar1 birbirinden farkliliklar gostermektedir (194). Biyofilm tayini igin kristal
viyole gibi boyalar da kullanilabilmektedir. Bu boyalar, tespit edilmis (sabitlenmis) hiicre

dis1 matris polimerlerini boyar ve bu nedenle canli ve Olii hiicreler birbirinden ayirt
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edilemez (190). Bu yizden antimikrobiyel duyarlilik arastirmalarimda kullanimlari
siirhidir (194).

Biyofilm tayini igin, mikroorganizma tirune 06zgi biyofilmden sorumlu genlerin
arastirtldigrt molekiiler yontemlere de basvurulmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR), bu amagla en sik basvurulan yontemdir (195). Biyofilm olusumuna neden olan
genlerin varliginin molekiiler olarak saptanmasi i¢in konvansiyonel PZR, multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (mPZR), ger¢ek zamanly/kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

(gPZR) gibi yontemler tercih edilmektedir (81,196-198).

Hiicrelerin biyofilm gelisimi esnasindaki gen ekspresyon patternleri ve sentezledikleri
proteinlerin ¢esit ve miktarlar1 planktonik hicrelerden farkliliklar gostermektedir. Dahasi,
biyofilm gelisiminin farkli safhalarindaki gen ekspresyon patternleri ve protein seviyeleri
de birbirinden farkli olmaktadir (199,200). Biyofilm olusumu sirasinda, mikrobiyel
hiicrelerde gen ve protein ekspresyonlar1 ve/veya seviyeleri faza gore degiskenlik
gostermektedir (200). Biyofilm olusum asamalarinda eksprese edilen gen ve proteinleri
belirleyebilmek, amaca yonelik olarak biyofilm tireticisi susun eradike elimine edilmesine
imkan saglayacaktir. Transkriptomik ve proteomik analizler ile biyofilm ve planktonik
hiicre gelisiminde mikroorganizmalarin transkripsiyonel ve translasyonel ekspresyonlari
arasindaki farklar belirlenebilmektedir. Boylece planktonik hiicre ve biyofilm hicreleri
arasindaki diren¢ farkliliklarinin da nedeni anlagilabilmektedir. Ayni zamanda bu
yaklasimlar ile adezyon, hiicreler arasi iletisim ve biyofilm olusturabilme kapasitesi ile

ilgili elde edilen tim veriler, genis bir veri tabaninda toplanabilmektedir (201,202).

2.9.3.2. In-Vivo YOntemler

Yukarida 6zetlenen yontemler sayesinde biyofilm olusum basamaklar1 ve biyofilmlerin
antimikrobiyel/dezenfektan uygulamalarina duyarliligi gibi hususlar ile ilgili 6nemli
bilgiler elde etmek miimkiindiir. Kan akimi, besin ve substrat miktari, konak immiin
sisteminin  tepkisi gibi parametreler de biyofilme ait sdreclerinin  6nemli
belirleyicilerindendir (203,204).

2.9.4. LISTERIA MONOCYTOGENES’ TE BIYOFILM OLUSUMU

Gida isleme ortamlarinda biyofilmlerin olusumu, islenmis iiriiniin kontaminasyonu

acisindan risk olusturmaktadir. Bu ortamlardaki biyofilmler gidanin bozulmasma yol
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acabildigi gibi bazi durumlarda bozulmaya yol agmaksizin sadece patojenin tasinmasina da
neden olabilirler. Biyofilm icindeki mikroorganizmalar dezenfektanlardan korunarak
hayatta kalma basarilarini arttirmaktadirlar. Bu durum, gidanin raf dmriiniin azalmasi ve
hastalik gecis riskinin artmasi gibi sonuglara neden olmaktadir. Ayrica, biyofilm yapisinda
bulunan ve dezenfektanlar ile giderilemeyen ekstraselller polimerik madde, biyofilm
yapisina yeni katilacak olan mikroorganizmalarin baglanmasini kolaylastirmakta ve bu da

hastalik riskini daha da arttirmaktadir (136,175,205-207).

Cesitli calismalarda, L. monocytogenes biyofilm olusumunun bakteri biiylime fazi,
sicaklik, ortam, substratlarin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, nem miktar1 ve diger
mikroorganizmalarm varligi gibi farkli faktorlere bagh oldugu gosterilmistir
(205,208,209). Gida endiistrisinde siklikla kullanilan polipropilen, gelik, kauguk veya cam
yuzeyler L. monocytogens’in kolaylikla tutunup gelisebildikleri yiizeylerdir (175,208).
Biyofilm olusumu 1s1 transferinde bozulmaya ve metal ylizeylerde korozyona neden
olabilir. Bu nedenle biyofilmlerin elimine edilmesi i¢in gerekli Onlemlerin alinmasi
olduk¢a 6nemlidir. Biyofilm olusumunu kontrol etmek icin kullanilan yOontemlerden
bazilar1 mekanik ve elle temizleme, kimyasal temizleme ve sanitasyon, enzim ve faj

uygulamasidir (207).

Yapilan caligmalarda L. monocytogenes suslarmmin farkli serovaryetelerinin viriilens
ozellikleri ve biyofilm olusturma yetenekleri arasinda farkliliklar olabilecegi anlasilmistir.
Cogu listeriyozis salginmin 4b serovaryetesinden kaynaklanmasina ragmen, 1/2b
serovaryetesi gidalardan ve ¢evreden siklikla izole edilmektedir. Djordevic ve ark. (2002)
ile Borucki ve ark. (2003), Soy | hatt1 igerisinde yer alan suslarm (serovar 1/2b ve 4b), Soy
Il (serovar 1/2a ve 1/2c) icerisinde yer alan L. monocytogenes suslarina gore daha fazla
biyofilm {rettiklerini belirtmiglerdir (176,210). Lunden ve ark. (2000) ise 1/2c
serovaryetesinin 1/2a ve 4b’ye gore; 4b’nin de 1/2a’ya gore daha iyi biyofilm

olusturdugunu belirtmislerdir (211).

Borucki ve ark. (2003), L. monocytogenes 'in persister olan ve olmayan suslarinin biyofilm
olusturma O6zelliklerini arastirdiklar: ¢alismalarinda, persister hicrelerin daha iyi biyofilm
olusturdugunu bulmuslardir. Arastiricilar bu deneyin tek bir izolatin ayn1 ortamdan tekrar
tekrar izole edildigi durumlar icin akla yatkin ve aciklayict bir model olabilecegini

diistinmiislerdir (176).
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Oliveria ve ark. (2010), L. monocytogenes ATCC19117 susunun 3, 48, 96, 144, 192 ve 240
h sonunda paslanmaz celik yuzeylerde (AISI 304 (#4)) paslanmaz celik yizeylerde
biyofilm olusumunu SEM ile incelemislerdir. Arastirmacilar, L. monocytogenes
ATCC19117 susunun paslanmaz ¢elige hizli ve kolayca tutunabildigini ve 240 h sonunda
olgun biyofilm yapisi olusturabildigini goézlemlemislerdir. Calismada, yiizeye hizli
yapigsma kapasitesinin L. monocytogenes'i gida endiistrisi i¢in potansiyel bir risk haline

getirdiginin de alt1 ¢izilmistir (212).

Kyere ve ark. (2020), calismalarinda marul yapraklarindan izole ettikleri 3 adet L.
monocytogenes susunun paslanmaz ¢elik kuponlarda 4°C ve 10°C’de biyofilm olusturma
yeteneklerini incelemislerdir. 10°C'lik inkiibasyon sicakligindan sonra biyofilm miktar1
6,4-7,2 log KOB/cm? olarak belirlenirken, 4°C'lik inkiibasyon sicakligindan sonra
biyofilm miktar1 4,3-4,8 log KOB/cm? olarak bulunmustur (213).

295 LISTERIA MONOCYTOGENES’TE BIYOFILM OLUSUMUNUN
MOLEKULER DOGASI

Biyofilm gelisiminde ilk asama olan mikrobiyel hiicrenin yiizey tutunmasi i¢in, flagellar
hareketlilik biiyiik avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, Listeria spp. biyofilmlerinde genetik
diizenlemeler ile iligkili baz1 c¢alismalar, flagellar hareketi saglayan genlere
odaklanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada flaA, flil, fliQ, motA ve Irmg_00396 genlerinin
flagellar hareketten sorumlu oldugu ve bu genlerden biri ya da birkaginda gerceklesen
mutasyonun biyofilm olusumunu olumsuz etkiledigi belirtilmektedir (214). Todhanakasem
ve ark. (2008), flagelluma bagli motilite ve biyofilm olusumu arasindaki iligskiyi ortaya
koymak adina cheA, fliF, flil ve motA mutantlarmin biyofilm olusumunu nasil etkiledigini
arastrmiglar ve bu genlerdeki mutasyonlarin biyofilm olusumunu olumsuz etkiledigini

bulmuslardir (215).

Internalinler, L. monocytogenes'in konak hiicre ylizeyine ve epitelyal hiicrelere tutunmasini
saglayan ylizey proteinleridir. InlA geni, internalini (InlA) kodlamanin yani sira, ylizey
baglanmasinda da rol oynamaktadir. Bakterilerin yiizeylere tutunmasi ayrica ortamin
fizikokimyasal Ozelliklerinden de etkilenmektedir. Bonsaglina ve ark. (2014) tarafindan
yapilan bir ¢aliygmada; 32 adet L. monocytogenes susunu internalin gen bdlgesi varligi
acisindan test etmislerdir. Calismada ayrica, suslarin li¢ farkl yiizeyde (polisistren, cam ve

paslanmaz celik) ve farkli sicakliklarda (4°C, 20°C ve 30°C) biyofilm olusturabilme
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yetenegi de arastirilmistir. Arastirma sonunda, tiim suslarin inlA genine sahip oldugu ve 32
sustan 25 tanesinin (%78,1) ayrica luxS genine sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla
beraber, bakterilerin hidrofilik yizeylere (paslanmaz gelik ve cam) tutunma oraninin
hidrofobik yiizeylere (polistiren) gore daha iyi oldugu saptanmistir. 20°C'de 24 h’lik
inkiibasyon sonunda paslanmaz ¢elik ve cam yiizeylerde sirasiyla, 30 adet (%93,8) ve 26
adet (%81,3) susun biyofilm olusturdugu bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, yiizey

bilesiminin biyofilm olusumu i¢in 6nemli bir faktor olabilecegi vurgulanmustir (216) .

Brauge ve ark. (2018) tarafindan L. monocytogenes 1/2a ve 4b serotiplerinin olusturdugu
biyofilm yapisi i¢inde, hiicre duvari bileseni olan taykoik asidin ana bilesen olarak
bulundugu tespit edilmistir. Hiicre duvar1 bileseni olan N-asetilglikozamin (N-
acetylglucosamine: GIcNACc) sentezinden sorumlu bulunan Imo2549 ve Imo2550 genlerinin
biyofilm olusumundaki fonksiyonlar1 arastiricilar tarafindan saptanmaya caligilmistir.
Denemede Imo02550 gen bolgesinde olusan mutasyonun, tutunma sirasinda yabanil tip L.
monocytogenes susuna kiyasla mutant susun paslanmaz ¢elige tutunma oranmin diismesine
neden oldugu saptanmistir. Bununla beraber, biyofilmin ii¢ boyutlu yapisi incelendigi
zaman, yabanil tip suslarda olusan biyofilmler ile Im02549 veya Imo2550 gen bdlgeleri
inaktive edilen iki mutant sus arasinda, mikrokoloni yapisi agisindan da fark bulunmustur
(217).

Kumar ve ark.(2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada; agrA, flaA, degU ve ami gen
bolgeleri agisindan yabanil olan L. monocytogenes suslari ve laboratuvarda tiiretilmis
mutantlarinin  abiyotik yiizeylere tutunabilme ve biyofilm olusturma yetenekleri
arastirtlmistir. degU geninin etkisizlestirilmesinin biyofilm olusumunu tamamen ortadan
kaldirdigini, bununla birlikte flagellar gen flaA, agregasyondan sorumlu agrA'nin ve
otolizin-adezin geni ami'nin inaktivasyonunun, ilk baglanma ve daha sonra olgun bir

biyofilmin gelisiminde ciddi bozulmaya yol agtigini gosterilmistir (55).

Piercey ve ark. (2017) ise, hlyA ve prfA'nin inaktivasyonun L. monocytogenes
agregasyonunu onemli 6lciide azalttigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, her iki mutantin
25°C ve 37°C’deki kavun kabuguna yabanil tip suslara benzer sekilde tutundugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica, mutantlarm kavun Uzerinde gelisebilmesi ve rekabetgi
uyumunun her iki sicaklikta da etkilenmedigini belirtmislerdir. Arastiricilar tarafindan hlyA

ve prfA’nin biyofilm olusumu ve agregasyonunda Onemli roli oldugu, ancak L.
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monocytogenes'in taze iiriinlere kolonize olmasi i¢in bu iki 6nemli virtilens genin gerekli

olmayabilecegi ifade edilmistir (218).

Gandra ve ark. (2019) paslanmaz ¢elik ve polistiren yiizeylerde farkl: siire ve sicakliklarda
(10°C, 20°C ve 37°C; 8 h, 12 h, 24 h ve 48 h) biyofilm olusturma &zelligine sahip 2 adet
sus ve biyofilm olusturmayan 2 adet sus olmak iizere toplam 4 adet L. monocytogenes
susunda gelisim Ozellikleri ile agr lokusu ve prfA geninin gen ekspresyon seviyelerini
karsilastirmiglardir. agr lokus ekspresyon seviyelerinin biyofilm olusturan suslarda daha
yiiksek oldugu vurgulanmistir. Ayrica biyofilm olusturma yeteneginden bagimsiz olarak
izolatlar arasinda prfA geninin ekspresyonunda ise bir fark goriilmedigi bildirilmistir. agr
lokusu ve prfA geninin maksimum ekspresyonun ise 37°C'de gozlendigi, 10°C'de
ekpresyonun en diisiik seviyede oldugu bildirilmistir. Elde edilen sonuglar agr lokusu ve
Ozellikle agrB, agrC ve agrD genlerinin, L. monocytogenes suslarinda biyofilm Gretiminin
ilk tutunma sathasinda 6nemli oldugu ve agr lokusu ile prfA gen ekspresyon seviyelerinin

sicakliktan 6nemli 6l¢lide etkilendigi gosterilmistir (219).

Alonso ve ark. (2014), D-alanilasyon yolu genleri ile phoPR genlerinin biyofilm olusumu
acisindan Oonemini arastirmislardir. phoPR ve dItABCD genleri delesyona ugratilmis ve
mikrotitre plak ve lazer mikroskobunda biyofilm olusumu incelenmistir. Arastiricilar
tarafindan mutant suslardaki biyofilm olusumunda, yabanil tiplerdeki biyofilm olusumuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu belirtilmistir (214).

Stijn van der Veen ve ark. (2010), smif I 1s1-sok tepkisinin transkripsiyonel diizenleyisini
kodlayan hrcA'nin ve sinif I 1s1-sok tepkisi saperon proteinini kodlayan dnaK'nin statik ve
stirekli akis biyofilm olusumuna ve benzalkonyum kloriir ile perasetik asit direncine karsi
roliinii aragtirmiglardir. Siirekli akis biyofilm olusumu sirasinda hrcA ve dnaK'nin
indlksiyonu, kantitatif ger¢ek zamanli PZR ve promotor raportorler kullanilarak
gozlenmistir. hrcA ve dnaK'nin mutantlar1 da incelenmis ve bu genlerin biyofilm
olusumunda onemli oldugu sonucuna ulagilmistir. Ayni zamanda hrcA ve dnaK'nin
benzalkonyum Klorir ve perasetik asit direnci agisindan da 6nemli genler oldugu sonucuna
ulagilmigstir. Sonug olarak, bu ¢aligma L. monocytogenes biyofilm olusumu ve dezenfektan

direnci igin hrcA ve dnaK genlerinin 6nemli oldugunu ortaya koymustur (220).
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Cizelge 2.7. L. monocytogenes’te biyofilmden sorumlu genler

Biyofilm Geni GOrev Kaynaklar
fliQ, fliA, flil, motA, Hareket ve konak hiicreye tutunma (214,215)
cheA, fliF
hrcA Dezenfektan direnci, statik biyofilm yapisinin (220)
korunmasi
luxS Quorum sensing (216)
phoR Fosfat algilama (214)
Imo 2026 (inlL), Adezyon ve konak hiicre istilasi (221)
Im02549-2550
hlyA Por olusumu, fagazom kagis1 (222)
prfA Gen regulasyonu (99,219,222)
inlA Adezyon ve konak hiicre istilasi (216)
agrB, agrC, agrD Mikroorganizmalarin kiimelenmesi (219)

2.9.6. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARINDA BiYOFILM OLUSUMUNU
ONLEME STRATEJILERI

Gida kalitesi ve giivenligi standartlarinin uygulanabilmesi i¢in belgelenmis ve onaylanmis
baz1 kriterler mevcuttur. Bu kriterler, belirli diizenleyici kurumlar tarafindan denetleme
yolu ile hayata gecirilmektedir. Bu baglamda, gida isleme tesislerinde ‘Good
Manufacturing Practice’ (Iyi Uretim Uygulamasi -GMP) ve ‘Hazard Analysis Critical
Control Point’ (Tehlike Analizi Kritik Kontrol Noktasi-HACCP) protokolleri gibi 6nlemler
takip edilmektedir (12,223).

L. monocytogenes gida isleme ortamlarinda kolonize olabileceginden, gidalarda capraz
kontaminasyon riski tasimaktadw. Bu ortamlara kolonizasyon yetenegi kazandiran
yapilardan en 6nemlisi ise biyofilm olusumudur. Uygun sekilde temizlenmemis yiizeyler
kat1 (tortu) birikimi tesvik etmekte ve su varliginda bakteri biyofilmlerinin gelismesine

katkida bulunmaktadir (207,224).

Biyofilm olusumunu engellemek i¢cin mekanik veya elle temizleme, kimyasal temizleme,

enzim uygulamalari, ultrasonikasyon uygulamasi, faj kullanim1 ve bakteriyosin uygulamasi
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gibi yontemler kullanilabilir (225). Biyofilm olusumunun engellenmesi ilk asamada en
Onemli basamaktir. Bu baglamda, mikroorganizmanin tutunabilece§i ortam ve yiizeylerin

diizenli olarak temizlenmesi 6nem tagimaktadir (162,168).

Gida isleme hatlar1 ve ekipmanlarinda olusan biyofilmi ise kontrol etmek amaciyla
uygulanan ilk yontem mekanik temizliktir. Mekanik firgalar yardimiyla, yiizeylere
uygulanan yiiksek kuvvet ve basing ile ylizey temizligi etkin bir sekilde
gerceklestirilmektedir (167). Tek basmma temizleme prosediirlerinin uygulanmasinin
biyofilmi tam olarak eradike edememesi ve bakterilerin yaklasik %90'imin yiizeylerden
ayrilarak farkli bir alanda yeni biyofilm yapist olusturmasi ise 6nemli bir sorundur (226).
Bu nedenle geri doniisiimsiiz olarak baglanmis hiicrelerin eradikasyonu ve biyofilmin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in, gii¢lii mekanik kuvvet ile beraber ¢esitli enzimler, deterjanlar
ve yiizey aktif maddeler kullanilmalidir. Alkaliler, asitler, siirfaktanlar, enzimler ve metal
iyonlar1 gibi kimyasal dezenfektanlar, olgunlasmamis biyofilmlerin baglanmasina ve

gelismesine miidahale ederek biyofilmi ortadan kaldirmaktadir (207,227).

Gida endiistrilerinde, yiizeylerin veya ekipmanin dezenfeksiyonunda ¢ogunlukla
dezenfektanlar kullanilmaktadir. Iyi bir dezenfektan; etkili, giivenli, kullanimi kolay,
yiizeylerden hizla temizlenebilir olmali ve ayrica nihai iriinlerin saglik 6zelliklerini ile
duyusal degerlerini etkileyebilecek toksik kalintilar birakmamalidir. Oksitleyici maddeler,
yiizey aktif bilesikler ve iyodoforlar olarak genis bir sekilde smiflandirilabilen farkli
dezenfektan tirleri mevcuttur. Halojen bazli bilesikler, perasetik asit (PAA), ozon ve
hidrojen peroksit (H2O) dahil olmak tizere yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar,
oksitleyici ajanlar grubunda yer almaktadir. Asit anyonik bilesikler ve kuaterner amonyum
bilesikleri (QAC) ise yiizey aktif bilesiklerdir (99,226,228,229). Dezenfektanlarin etkisi;
yuzey Ozelliklerine, uygulama sicakligi ve temas siresine, Urin konsantrasyonuna,
yuzeydeki kalint1 miktarina, pH’ya, ortamdaki suyun fizikokimyasal 6zelliklerine gore
degisebilmektedir. Mikroorganizmanin tiirii ve konsantrasyonu da dezenfektanin verimini

etkileyen bir diger 6nemli bagliktir (14,230).

PAA, hidrojen peroksit ile asetik asitin reaksiyonu veya asetaldehitin oksidasyonu sonucu
olusmaktadir. Yiiksek oksitleme kapasitesi nedeniyle ideal bir dezenfektan olarak
bilinmektedir. Etki mekanizmasinin proteinlerdeki tiyol gruplarmin oksidasyonu, zarlarin

bozulmasi veya DNA'daki bazlarin zarar gormesi araciligiyla oldugu diisiiniilmektedir. Bu
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bilesik gidalarda giivenli ve g¢evre dostu kalmtilara ayristigi icin durulama yapilmadan
kullanilabilmektedir. Bilesik keskin bir koku ve disiik bir pH'ya (pH=2,8) sahiptir. PAA
genellikle %5 ile %15 arasindaki konsantrasyonlarda hazirlanmaktadwr. PAA, gida ile
temas eden yuzeylerdeki tortu, koku ve biyofilmleri kontrol etmek i¢in hem gida ile temas
eden yizeylere hem de gida ile dogrudan temas i¢in etkili bir mikrobiyel kontrol ajani
olarak kullanilir. PAA hizla bozunmakta, ¢ok az kalint1 birakmakta ve nispeten zararsiz

olarak bilesenlerine ayrigmaktadir (161,162,231).

Ozon, kendiliginden oksijene doniistiigiinden dolay1r hem gida ile temas eden yiizeylerde
hem de nihai iriinlerde zararli kalintilar birakmamaktadir. Bu da ozonun gelecek vaat
eden, cevre dostu bir teknoloji olarak kabul gérmesine neden olmaktadir. Ozon, hiicre
bilesenlerinin oksidasyonu ve mikroorganizmalar1 inaktive eden oksitleme kapasitesi
sayesinde, etkili bir dezenfektandir. Etki mekanizmasim mikroorganizmalarin hiicre zari
biitiinliiglinii bozmak oldugu belirtilmektedir. Ozon yiiksek kararsizligi ve reaktivitesi
nedeniyle, salman serbest oksijen atomu ile oksidasyona neden olan toksik yan iirlinler
olusturmadan hizla molekiiler oksijene pargalanmaktadir. Bu durum ozonun antimikrobiyel
Ozelligi olarak ifade edilebilir. Ozon, gida isleme ortamlarinda kullanilan diger
kimyasallara kiyasla daha az olumsuz cevresel etkiye sahip olup, farkli

mikroorganizmalara karsi da etkinligi kanitlanmistir (232-234).

H>O, biyofilm matriksini etkileyen, serbest radikallerin olusumuna neden olan ve yiiksek
oksitleme kapasitesi nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir diger dezenfektandir. Giivenlik
acisindan H»O2'nin alerjik reaksiyonlara neden olmayan giivenli bir ¢6ziim oldugu
bilinmektedir. H2O2'nin triin kalitesini olumsuz etkilemeden yiksek konsantrasyonda gida

patojenlerine kars1 kullanilabilecegi saptanmustir (162).

QAC ise katyonik yiizey aktif ajanlar1 grubunda yer alan dezenfektanlardir. Bu bilesikler
yuksek yuzey aktiviteleri nedeniyle iyi temizleme kapasitesine sahiptirler. Bircok
caliymada Salmonella spp. ve Listeria spp.’ye karsi etkinlikleri gosterilmistir. Ancak
etkinlikleri zaman, sicaklik, konsantrasyon ve organik madde varligi gibi ¢esitli faktorlere
gore degisebilmektedir. QAC mikrobiyel hiicre membranlarini etkileyerek, membran
biitiinliigiinii bozmakta ve dolayisiyla da hiicresel igerik hiicre disina sizmaktadir.

Nihayetinde ise hiicrenin 61umu gergeklesmektedir (235-237).
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Sodyum hipoklorit (NaClO), temizleme veya dezenfeksiyon i¢in kullanilan bir diger
kimyasal bilesiktir. Biyofilm inaktivasyonu i¢in etkili bir dezenfektan oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte, diisiik pH'da alkali pH ortamlarina kiyasla daha etkili oldugu
bilinmektedir (162,231,238).

NaClO ve PAA’nin birlikte L. monocytogenes biyofilm hiicrelerine uygulanmasi sonucu,
biyofilmin protein yapilart ve DNA yapisi tizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir.
Boylece EPS yapis1 zayiflayarak, mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmalari

engellenmektedir (227).

Chavant ve ark. (2004), farkli gelisme evrelerindeki L. monocytogenes’in planktonik ve
biyofilm formundaki hiicreleri tizerinde farkli dezenfektanlarin etkinligini arastirmiglardir.
Denemede asetik asit (pH 5,0), NaOH (pH 12,0), %10 Na>SO4, %10 Na,SO4-asetik asit
(pH 5.0) karsimi, QAC (20 ppm) ve gliseril monolaurat (75 ppm) gibi dezenfektanlarin
etkinlikleri lizerinde yogunlagsmiglardir. Calisma sonucunda alkalinlerin hem planktonik
hem de biyofilm hiicrelerinde oldukga etkin oldugu saptanmistir. QAC’nin ise, hiicrelerin
%98'inden fazlasmi inaktive ettigi, ancak 7 gunluk biyofilm yapisinda etkisiz oldugu
belirlenmistir. Diger dezenfektanlarin ise hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinde

patojeni tamamen inhibe edemedikleri vurgulanmustir (239).

Poimenidou ve ark. (2016), 12 adet L. monocytogenes susunun biyofilm olusturma
yetenegini ve dezenfektanlara karsi toleransini arastrmuslardir. Yizey tipinin etkisi ile
ilgili olarak, biyofilm olusumu ve yiizey tipi arasinda anlamli bir fark bulunamamus,
bununla beraber polistiren {izerinde olusan biyofilmlerin, paslanmaz celikte olusan
biyofilmlere kiyasla dezenfektanlara kars1 daha toleransli oldugu belirtilmistir. Tiim suglar
icinde en gii¢lii biyofilm iiretici olan susun ise, QAC’ye kars1 6nemli 6l¢iide duyarh oldugu

bulunmustur (240).

Skowron ve ark. (2018) islenmis balik triinlerinden izole edilen L. monocytogenes
suslarmi  karakterize etmek ve farkli yilizeylerde farkli dezenfektanlarin etkisini
gozlemlemek i¢in bir ¢aligma yapmuslardir. Biyofilmlerin alimiinyum folyoda kauguk
yiizeylere gore daha iyi olustugu tespit edilmis ve bununla beraber biyofilmlere karsi en

etkili ajanin PAA ve H202 oldugu vurgulanmustir (241).
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Pang ve ark. (2019), QAC’nin L. monocytogenes biyofilmleri (zerine etkisini
arastrmiglardir. QAC’nin 15°C’lik uygulama sicakliginda L. monocytogenes biyofilmleri
uzerinde 3,6-3,9 log’luk bir azalmaya neden oldugu saptanmustir. Ayrica L. monocytogenes
ile beraber farkl: tiirleri de i¢eren heterojen biyofilmler iizerinde ise 3,2-4,0 log’luk bir

azalma saptanmistir (242).

Hua ve ark. (2019), paslanmaz ¢elik, diisiik yogunluklu polietilen (LDPE), polivinil Klorir
(PVC), polyester (PET) ve kauguk gibi gida ile temas eden yiizeylerde L. monocytogenes
biyofilmlerine karsi, farkli konsantrasyonlarda yaygm olarak kullanilan dort kimyasal
dezenfektanin  etkinligini  degerlendirmislerdir.  QAC, klor ve  klordioksit
konsantrasyonlarinin arttirtlmasi veya uygulama siiresinin 1 dk’dan 5 dk’ya uzatilmasiyla,
L. monocytogenes biyofilmine kars1 etkinligin daha da artig1 belirtilmistir. Ayrica 400 ppm
QAC, 5 ppm klordioksit ve 200 ppm klorin ¢0zeltisinin 5 dk siireyle uygulanmasi
sonucunda, yiizeylere bagli olarak sirasiyla 3,0-3,7 log KOB/mL, 2,4-2,7 log KOB/mL ve
2,6-3,8 log KOB/mL’lik biyofilm azalisina neden oldugu bulunmustur. Bununla beraber
160 ve 200 ppm'deki PAA’nin, 1 veya 5 dk’lik sureyle temasi, biyofilmlere karsi benzer
antimikrobiyel etkiler gostermis ve 200 ppm PAA'nin 5 dk’lik uygulanmasi ile test edilen
yuzeylerde 4,0-4,5 log KOB/mL’lik biyofilm azalmasi sagladigi da belirtilmistir (243).

Dezenfektanlarin  birbirleriyle kombine olarak kullanimmin, gida ile temas eden
yuzeylerdeki biyofilmlerin giderilmesinde daha etkili oldugu ifade edilmektedir (209,244).
Dhowlaghar ve ark. (2018), paslanmaz c¢elik yiizeylerde olusan L. monocytogenes
biyofilmlerine QAC bilesikleri ile H2O, veya PAA, H20. ve oktanoik asitten olusan bir
dezenfektan kombinasyonunun bu dezenfektanlarin tek baslarma kullanimmdan daha etKkili
oldugunu belirtmislerdir. Bu durumun dezenfektanlarin biyofilm hiicrelerine niifuz
etmelerini kolaylastirabileceginden veya oksitleyici etkisini artirarak biyofilmler tizerinde
daha etkin olabileceginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Dezenfektanlarin kombine
kullanimi yaninda dezenfektanlar ile farkli sanitasyon uygulamalarmin birlikte kombine
edilmesi de biyofilm eradikasyonu iizerinde onemli etkileri bulunmaktadir (245). Sosa
(2020), paslanmaz celik ve polikarbonat kuponlarda L. monocytogenes biyofilmlerine karsi
laktik asit (%4), PAA (200 ppm), QAC (400 ppm) ve UV-C’nin tek tek ve
dezenfektan+UV-C  kombinasyonunun  etkinligini  birlikte = degerlendirmistir.

Dezenfektanlarin uygulanmasi sonucu 6 log KOB/cm?’lik biyofilmlerde 2,6-3,6 log
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KOB/cm?’lik ve UV-C’nin ise maksimum 1,8 KOB/cm?lik azalma sagladigy,
dezenfektanlar ile UV-C’nin kombine uygulamasinin ise biyofilm eradikasyonunda dnemli

derece etkinligi arttirdig1 saptanmistir (209).

Biyofilm yapisinin eradikasyonunda tercih edilen bir diger yontem de ultrasonikasyon
uygulamasidir. Ultrasonikasyon uygulamasi ile biyofilm igerisinde bulunan hiicreler hedef
alinarak, planktonik faza geg¢meleri amaclanmaktadir. Ultrasonikasyon islemi biyofilm
yapisii ortadan kaldirmak igin kimyasal olmayan, ¢evre dostu bir teknoloji oldugundan

dolay1 tercih edilmektedir (246).

Torlak ve Sert (2013), polisistren yiizeylerde olusan L. monocytogenes biyofilmleri
tizerinde diisiik frekans seviyelerindeki ultrasonikasyonun etkinligini aragtirmiglardir. 1 dk,
5 dk ve 15 dk’lik uygulamadan sonra biyofilm biyokutlesindeki azalma yuzdesinin
sirastyla %20, %45 ve %87 oldugu sonucuna ulagmislardir. Uzatilmis maruz kalma
siresinin ise, L. monocytogenes biyofilm biyokitlesinin %90" indan fazlasin1 inaktive
ettigini belirtmislerdir. Ultrasonikasyon uygulamasinin, kimyasal dezenfeksiyonla kombine
olarak uygulandigi durumlarda etkinlik daha da artmaktadir. Ultrasonikasyon islemi ile
uyarildiginda 6ncelikle olgun biyofilmlerin daha derin katmanlarindaki hiicreler
dezenfektanlara karsi daha duyarhi hale gelmekte ve sonugta daha fazla inaktivasyon

g6zlemlenmektedir (247).

Hamann ve ark. (2018) tarafindan gida ckipmanlar:1 tizerinde olusan L. monocytogenes
biyofilmleri Uzerinde, PAA ve ultrasonikasyonun ayr1 ayri ve kombine olarak
uygulanmasinin etkinligini arastirmiglardir. PAA’nin L. monocytogenes biyofilmleri
tizerindeki etkinliginin, 6 h’lik ve 24 h’lik biyofilmlerde sirasiyla %0,06 ve %0,24°1ik
biyokiitle yogunluguna kadar azaltabilecek oldugunu belirtmislerdir. Ayrica 700 W’luk
gucte 14 dk’lik sore ile uygulanan ultrasononikasyon islemi sonucunda, biyofilm
hicrelerinde 3,25 log KOB’luk bir azalma oldugu saptanmustir. Ultrasonikasyon ve
PAA’nmn kombine uygulamasinin ise; 24 h’lik biyofilm yogunlugunu %0,24’ten %0,03’e
kadar azaltabildigini gozlemlemislerdir (248).

Baumann ve ark. (2009), paslanmaz c¢elik kuponlarda olusan L. monocytogenes
biyofilmlerinin eradikasyonunu belirlemek i¢in giclii ultrason ve ozonlamanin etkinligini
ayr1 ayr1 ve kombine olarak test etmislerdir. Bu amagla, paslanmaz gelik kuponlara 0,25

ppm, 0,5 ppm ve 1,0 ppm'lik konsantrasyonlarda 30 ve 60 saniye boyunca ozon
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uygulamasi ile 20 kHz ve 120 W’luk giigte sonikasyon uygulamasi yapilmistir.
Uygulamalarin her birinin tek basina biyofilm iizerinde 6nemli bir azalma sagladigi, giicli
sonikasyon uygulamasinin ise tek uygulamalarda en etkin azalmayi sagladigi (60
saniyeden sonra 3,8 log KOB/mL azalma) vurgulanmistir. Gugcli sonikasyon ve ozonun
kombine uygulamasmin ise en yiiksek etkinlik sagladigi ve 0,5 ppm'lik bir ozon
konsantrasyonunun (7,31 log KOB/mL azalma) biyofilmi tamamen eradike edebildigi
belirtilmistir (249).

Wiktorczyk ve ark. (2019), paslanmaz celik kuponlarda olusan L. monocytogenes
biyofilmlerinde dezenfektan kullanimi Oncesi yapilan ultrasonikasyon uygulamasi
sonucunda biyofilm miktarindaki azalmalar1 degerlendirmislerdir. Bu amagla 1 ve 5 dk
(500 W/20 kHz) boyunca uygulanan ultrasonikasyon isleminden sonra, %0,5’lik
konsantrasyonda QAC ile dezenfeksiyon islemi gergeklestirmislerdir. Dezenfeksiyonun
sonikasyondan daha etkili oldugunu, sonikasyon ve dezenfeksiyon isleminin kombine
uygulanmasinin ise yontemlerin ayri ayri kullanilmasma kiyasla daha etkili oldugunu
gozlemislerdir. 5 dk’lik sonikasyonla beraber 5 dk’lik QAC uygulamasmin, biyofilm
miktarinda 6,42 log KOB/cm? azalma sagladigi, 1 dk’hik sonikasyonla beraber 1 dk’lik
QAC uygulamasinm ise 2,03 log KOB/cm?’lik azalma sagladigmni ifade etmislerdir (250).

Biyofilmlerin ortamdan elemine edilmesi i¢in bagvurulan bir diger yontem de dezenfektan
muamelesi 6ncesi enzim bazli deterjanlar kullanmaktir. Enzimler, hiicre dig1 matrisin lipit,
karbonhidrat ve DNA bilesenlerini pargalayarak, hiicreler arasindaki baglantilari
koparmakta, biyofilm biitlinliigiiniin bozulmasina ve bu hiicrelerin biyofilm yapisindan
ayrilmasima neden olmaktadir (223,251). Enzimler, substrata 6zgldir ve EPS matrisinin
icerigi de tiirden tiire degismektedir. Bu nedenle, eklenen antibiyofilm enzimi de EPS
matrisinin bilesimine spesifik olmalidir (252). Bazen biyofilm yapisinda birden fazla
mikroorganizma tiirii bulunabilecegi ve bu durumda da EPS heterojenligi artacag igin,
enzim kokteyl karigimlarinin uygulanmasi 6nerilmektedir (183). Enzimlerin aktivitelerini
belirleyen diger 6nemli etmenler ise; sicaklik, pH, substrat, aktivatorlerin, kofaktorlerin

veya inhibitorlerin varligi ve/veya yoklugu gibi faktorlerdir (253).

L. monocytogenes biyofilm yapisinda bulunan proteinlerin yapisini bozmak i¢in yiizeylerde
proteaz enzim uygulamalari denenmistir. L. monocytogenes’in olusturdugu biyofilme

DNaz I ve proteinaz K’nin etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, iki enzimin de biyofilm
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eradikasyonu agisindan etkin oldugu saptanmuistir. Bununla beraber proteinaz K’nin DNaz
I enzimine kiyasla daha etkili bir ajan oldugu ve potansiyel bir inhibitdr olarak

kullanilabilecegi vurgulanmistir (254).

Bakteriyofaj (faj) uygulamasi biyofilm eradikasyonu igin tercih edilen bir diger 6nemli
yontemdir. Fajlar, biyofilm yapisina basarili sekilde ulasarak biyofilm matrisini
bozmaktadir. Bu baglamda fajlar, biyofilm olusumunda rol oynayan ¢esitli
mikroorganizmalar1 kontrol etmek icin dogal, olduk¢a spesifik, toksik olmayan,
uygulanabilir bir yaklasim saglamalar1 nedeniyle gida kaynakli patojen biyofilmlerine kars1

etkili bir arag olarak 6nerilmektedir (226,253,255).

Gutierrez ve ark. (2017), List-Shield ve Listex P100 bakteriyofaj preparatlarnin
kurutulmus jambon ve paslanmaz celik yiizeylerdeki islenmis et kalintilar1 kaynakli
biyofilmler iizerindeki etkinliklerini degerlendirmistir. Calisgmanm sonucundan List-
Shield’im L. monocytogenes biyofilmlerinin %100’inde, Listex P100’iin ise Orneklerin
%64’1iinde etkili oldugu tespit edilmistir (256). Listex P100'{in islenmis et iirlinleri yaninda,
peynir ve tiikketime hazir gidalarda da basarili bir sekilde kullanildig1 belirtilmektedir
(2,257).

Asidik elektrolize su, biyofilm eradikasyonu amaciyla tercih edilen bagka bir
dezenfektandir. Asidik elektrolize suyun Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio
parahaemolyticus ve L. monocytogenes dahil olmak tizere gida kaynakli patojenleri etkin
bir sekilde inaktive ettigi bildirilmistir. Asidik elektrolize su uygulamasi sonucunda
karbonhidrat baglar1 ile tirozin ve fenilalanin aminoasitlerinin yapisinda bulunan aromatik
halkalar deforme olmakta ve sonu¢ olarak hiicre disi polimerik madde bozulmasi
gOzlenmektedir. Ayrica biyofilmlerdeki eDNA'y1 ve hiicre dist proteinleri de etkili bir
sekilde pargalamaktadir (53,197).

Gida temas eden yizeylerde ve gidalarin direk tizerinde olusan L. monocytogenes
biyofilmlerini kontrol etmek igin tercih edilen bir diger alternatif yontem ise, laktik asit
bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin kullanilmasidir. Bakteriyosinler,
genellikle sitoplazmik zarmn gegirgenliginde artis saglayarak hedef hiicreleri ortadan
kaldiran ribozomal olarak sentezlenmis peptitlerdir. Nisin, pediyosin, enterosin, plantirisin,

diversin gibi bakteriyosinler gida muhafaza uygulamalarmda siklikla tercih edilmektedir.
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Bakteriyosinler “dost” antimikrobiyel ajanlar olarak tanimlanmakta ve herhangi bir halk

saglig1 riskine neden olmamaktadir (13,231,258-260).

Garcia-Almandarez ve ark. (2008), Lactobacillus lactis UQ2 susundan elde edilen ve
spreyle kurutulmus olan bakteriyosinin paslanmaz c¢elik kupon iizerinde olusan L.
monocytogenes biyofilmlerine karsi etkinliklerini arastirmislar ve bu bakteriyosinin L.
monocytogenes biyofilmlerinde 5 log’luk bir azalma sagladigini gézlemlemislerdir(256).
Benzer sekilde, Winkelstroter ve ark. (2011) Lb. sakei 1 tarafindan iiretilen bakteriyosinin
L. monocytogenes biyofilmleri iizerinde inhibe edici etkisini gostermiglerdir (261).
Winkelstroter ve ark. (2015) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada da Lb. paraplantarum
FT259 susu tarafindan iretilen bakteriyosinin L. monocytogenes biyofilmleri Gzerindeki
etkinligini incelemislerdir. Yapilan mikroskobik degerlendirmede, Lb. paraplantarum
FT259 tarfindan iiretilen plantarisinin L. monocytogenes biyofilmleri tizerindeki giiclii bir

inhibitdr etkisi oldugu vurgulanmistir (262).

Perez-ibarreche ve ark. (2016), 10°C’ de paslanmaz ¢elik ve politetrafloroetilen yiizeylerde
olusan L. monocytogenes biyofilmleri Gizerinde Lb. sakei CRL1862 susu tarafindan tiretilen
bakteriyosinin etkinligini arastirmiglardir.  Lb. sakei CRLI1862 tarafindan iiretilen
bakteriyosinin biyofilm olusumunu etkili bir sekilde inhibe ettigi ve bu inhibisyon
etkinliginin politetrafloroetilen yiizeyler tizerinde paslanmaz gelik yiizeylere kiyasla daha

fazla oldugunu belirtmislerdir (263).

Biyofilmler ekonomik kayiplar ve saglik riski olusturmasi agisindan gida sanayinde énemli
bir sorundur. Biyofilmler, hiicrelerin yizey ve ekipmanlarina tutunarak orada kolonize
olup, salgiladiklar1 EPS madde ile korunakli bir ii¢ boyutlu yapi olusturmasi ile
karakterizedir. EPS’nin zayiflamasi biyofilmin {i¢ boyutlu yapisinin bozulmasina ve
yapmin antibiyotik ve dezenfektanlara karsi hassas hale gelmesine neden olmaktadir. Bu
iic boyutlu yapmin stabilitesinin zaman ile dogru orantili oldugu da g6z Oniinde
bulunduruldugunda, gida isleme yiizey ve ekipmanlarinda belirli araliklarla uygun bir
dezenfeksiyon isleminin gergeklestirilmesi; biyofilm yapisinin ortamdan kaldirilmast,
ekonomik kayiplarin ve saglik risklerinin dnlenmesi bakimindan olduk¢a 6nemli oldugu

sonucuna ulasilmaktadir (9,168,252,264,265).

43



3. GEREKCE VE AMAC

Tez ¢aligmasinda,

1) Ankara ve cevre ilgelerdeki market, pazar ve gida isletmelerinden temin edilen ¢ig
ve islem gormiis gida Ornekleri, meyve ve sebze yikama sulari ile gida isleme
ylzeylerinden alinan siiriintii 6rnekleri izolasyon materyali olarak kullanims olup,
bunlarda L. monocytogenes varliginin arastirilmast,

ii) 1zole edilen suslarm molekiler yontemlerle tanimlanmas,

iii) Molekiler yontemlerle L. monocytogenes olarak tanimlanan suslarin virtilens gen
bolgelerini igerip icermediginin arastirilmast,

iv) L. monocytogenes suslarinin biyofilm olusturma profillerinin tespit edilmesi,

v) L. monocytogenes suslarmin viriilens gen bolgesi icerme orani ile biyofilm
olusturma 6zelligi arasinda korelasyon olup olmadiginin arastirilmas,

vi) Guglu biyofilm Ureticisi olarak tanimlanan 3 adet L. monocytogenes susu tarafindan
iretilen biyofilm yapisi lizerine gida sanayinde yaygin olarak kullanimi tercih
edilen dezanfektanlarn farkli konsantrasyonlarda, uygulama sirelerinde ve

sicakliklarinda etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

L. monocytogenes, ¢evrede yaygin olarak bulunan ve kontamine gidalarm tiketilmesi
sonucu ciddi klinik tablolara neden olabilen bir patojendir. Gidada baslangig L.
monocytogenes yiikii olduk¢a diisiik olsa bile, gidalarin mikroorganizmanin gelisimini
destekler nitelikte bir kompozisyona sahip olmasi ve etmenin buzdolab:r sicakliginda da
cogalmaya devam etmesi listeriyozis bakimindan en biiyiik risk etmenleridir. Gida iiretim
tesislerinde ve gida hazirlama ekipmanlarinda kontaminasyona neden olabilecegi goz
oniinde bulunduruldugunda, L. monocytogenes varliginin hizli ve dogru olarak
belirlenebilmesi ve bu patojenin kontaminasyonunu onleyebilecek 6nlemlerin alinmasi
hem endiistriyel agidan hem de toplum sagligi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Benzer
sekilde L. monocytogenes suslarinmn viriilens 6zelliklerinin belirlemesi 6zellikle listeriyozis
tedavisinde hedef alinabilecek kriterler olmalar1 agisindan olduk¢a Onemlidir. L.
monocytogenes gibi biyofilm Ureticisi bakteriler, gida isleme ekipmanlarindan Urettikleri
biyofilm yapisi sayesinde gidalara taginarak birgok hastaliga yol acabilmektedirler. Gida

yiizeylerinde olusan biyofilmler, ortamdan uzaklastirilmas: gereken potansiyel bir tehdit
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olusturmaktadir. Biyofilm yapisini ortamdan eradike edebilmek igin endustriyel stireclerde

uygun ve etkin dezenfektan kullanimi genellikle tercih edilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. GIDA ORNEKLERI

Tez calismasinda Ankara ve gevre ilgelerdeki market, pazar ve gida isletmelerinden temin
edilen ¢ig ve islem gormiis gida Ornekleri, meyve ve sebze yikama sulari ile gida isleme
yuzeylerinden alinan siiriinti  6rnekleri L. monocytogenes varligr agisindan
degerlendirilmistir.  Ornekler, aseptik kosullara dikkat edilerek tek kullanimlik steril
kaplara alinmis ve soguk zincir korunarak Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarma ulastirilmistir. Laboratuvara ulasan
orneklere herhangi bir depolama islemi uygulanmamis olup, ayni giin iginde izolasyon

calismalarina baslanmistir.
4.1.2. KONTROL BAKTERILERI

Tez calismasinda Listeria monocytogenes ATCC7644 ve Staphylococcus aureus
ATCC6538 suslar1 kontrol bakteri olarak kullanilmistir. Kontrol bakterileri Ankara
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan

temin edilmistir.
4.1.3. CALISMADA KULLANILAN BESIYERLERI VE KIMYASALLAR

Tez c¢alismasi1 kapsaminda, kullanilan Kimyasallar, besiyerleri, katkilar, molekiler

¢alismalar i¢in kullanilan kimyasallar EK 1°de verilmistir.
4.1.4. STOK KULTURLERIN HAZIRLANMASI

Tez caligmas1 kapsaminda, gidalardan izole edilen ve 6n degerlendirmede muhtemel
Listeria spp. olarak belirlenen izolatlar ve kontrol bakterileri %40 oraninda steril gliserol
ilave edilmis Brain Hearth Infusion (BHI) Broth ve Tryptone Soya Yeast Extract (TSYE)
Broth ortamlarinda -20°C’de muhafaza edilmistir (78).
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4.2. YONTEM
4.2.1. LISTERIA SPP. iZZOLASYONU

Listeria spp.’nin izolasyonu i¢in 2004 yilinda revize edilmis olan ISO 11290-1
yonteminden yararlanilmistir. ISO 11290-1 yontemine gore izolasyonu yapilacak ornekler
oncelikle 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmus, daha sonra ise selektif zenginlestirme
islemi uygulanmistir. Son asama da ise selektif kat1 besiyerine ekim yapilarak, olusan

koloni morfolojisi degerlendirilmistir (78,81).

Gida ornekleri steril kaplarda net agirliklar1 25 g olacak sekilde tartilmistir. Uzerine 225
mL steril yar1 kuvvette Fraser Broth ilave edilmistir. Homojenizasyon islemi igin,
stomacher cihazindan yararlanilmistir. Elde edilen siispansiyonlar 28-30°C’de 2442 h
inkiibe edilmis ve bdylece secici olmayan 6n zenginlestirme islemi gerceklestirilmistir.
Sonraki asama olan selektif zenginlestirme i¢in, yar1 kuvvetteki Fraser Broth kilttrinden
0,1 mL alinarak 10 mL tam kuvvette Fraser Broth besiyerine aktarilmis ve 35°C’de 4842 h
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra tam kuvvette Fraser Broth besiyeri
ortamlarindan alman 6rneklerden, dncelikle ALOA agara yayma kiiltiirel sayim yéntemi
kullanilarak ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 35°C’de 2448 h inkiibe edilmistir.
Benzer sekilde kontrol amaciyla, yar1 kuvvette ve tam Kkuvvetteki Fraser Broth
besiyerinden, PALCAM agara yayma kiiltiirel sayim yontemi kullanilarak ekim yapilmis
ve petriler 35°C°de 24-48 h inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda ALOA agar
besiyerinde mavi-yesil renkli opak zon olusturan koloniler ile PALCAM agarda olusan
orta kismi ¢okiik siyah renkli koloniler muhtemel Listeria spp. olarak tespit edilmistir. Her
bir 6rnek i¢in ALOA ve PALCAM agar ortamlarinda tipik koloni morfolojisi gosteren tek
koloni segilerek, steril kosullarda TSYE broth besiyerine inokiile edilmis ve 35°C’de 18-24
h inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra sivi ortamdaki izolatlardan
TSYE agar ortamimna ekim yapilarak, saflik kontrolleri yapilmistir. 1SO 11290-1

yontemi’nin akis semasi Sekil 4.1.’de verilmistir.
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4.2.2. iZOLATLARIN MORFOLOJIK VE BiYOKIMYASAL OLARAK
TANIMLANMASI

Muhtemel Listeria spp. olarak degerlendirilen izolatlar, morfolojik ve biyokimyasal

testlere tabi tutulmustur.

4.2.2.1. Gram Boyama

Temiz (2000) tarafindan Onerilen ydnteme uygun olarak gram boyama islemi
uygulanmistir. Uygulanan boyama isleminin ardindan lamin iizerindeki preparata,
immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelenmistir. Incelenen 6rneklerden uglar:
yuvarlak, cubuk veya kokobasil morfolojisine sahip olanlar, Gram (+) olarak
degerlendirilmistir (266).

4.2.2.2. Katalaz Testi

TSYE agar besiyerinde 35°C’de 18 h inkiibe edilerek gelisimi saglanan kolonilerden, lam
tizerine tek bir koloni aktarilmistir. Koloninin Uzerine 2-3 damla %3’lik H>O; ¢ozeltisi
damlatilarak, gaz ¢ikis1 olup olmadigi kontrol edilmistir. H2O> ¢ozeltisi damlatildiginda
kabarcik olusuyorsa test pozitif olarak, aksi durumda ise test negatif olarak
degerlendirilmistir (266). Staphylococcus aureus ATCC 6538 pozitif kontrol susu olarak

kullanilmistir.

4.2.2.3. Oksidaz Testi

TSYE agar besiyerinde 35°C’de 18 h sireyle inkiibe edilerek gelisimi saglanan
kolonilerden, steril 6ze ile bir koloni secilmistir. Seg¢ilen koloniler oksidaz test kitindeki
(Bactident®Oxidase) test ¢ubuklarinin iizerine siiriilmiistiir. 60 saniye icerisinde test
cubuklarinda renk degisiminin gdzlenmesi pozitif sonug, renk degisiminin olmamasi ise
negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Calismada kontrol bakteri olarak Listeria

monocytogenes ATCC7644 susu kullanilmastir.

4.2.2.4. Hareketlilik Testi

TSYE agar besiyerinde 35°C’de 18 h inkibe edilerek gelisimi saglanan kolonilerden bir

tanesi, igne uglu steril 6ze yardimiyla alimmistir. Yari kat1 6zellikteki SIM agar (%0,7 agar
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orani) ortamina, Kultir ile kontamine olan 6ze dik bir sekilde batirilarak inokilasyon
saglanmugtir. 28°C’de 48 h’lik inklbasyon isleminin ardindan, ekim ¢izgisinin yakinlarinda
ve besiyeri yiizeyine yakin bir bolgede semsiye seklindeki goriintii, pozitif sonuc olarak
degerlendirilmistir. Listeria monocytogenes ATCC7644 susu pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.

4.2.2.5. Listeria spp. izolatlarinin Stoklarinin Ahnmasi

Gr (+), katalaz (+), oksidaz (-) ve hareket testi (+) olan ¢ubuk seklindeki izolatlar
muhtemel Listeria spp. olarak tanimlanmistir. %40 oraninda steril gliserol ilave edilmis
BHI broth ve TSYE broth ortamlarinda ayr1 ayri1 olacak sekilde stok kiiltiirleri hazirlanarak
-20°C’de muhafaza edilmistir (78,267).

4.2.3. LISTERIA  SPP. IZOLATLARININ MOLEKULER DUZEYDE
TANIMLANMASI

Biyokimyasal tanimlamaya gore muhtemel Listeria spp. izolatlar1 olarak tanimlanan suslar,

16S rRNA dizi analizine tabi tutulmustur (268).

4.2.3.1. Genomik DNA Izolasyonu

Calismamizda genomik DNA izolasyonu i¢in Exgene Tissue SV (GenAll, Katolog No:

104-101) kitinden yararlanilmistir. Protokolli takip edilen test Kiti; lizis solusyonu,

proteinaz K, RNaz A, yikama ¢ozeltisi I, yikama ¢ozeltisi |1 ve Ellsyon solisyonu

icermektedir. Genomik DNA izolasyon protokolii asagida verildigi sekilde uygulanmistir.

1. Bakteri kiiltiirleri TSYE broth ortammnda 37°C’de 18 h gelistirilmistir. inkiibasyon
sonunda bakteri kultirleri 1,5 mL hacmindeki steril mikrosantrifuj tlplerine
aktarilmustir.

2. 6000 devirde 10 dk boyunca santrifuj islemi uygulanmis ve {ist sivi ortami
uzaklastiriimistir.

3. Dipte kalan pellet kism1 tizerine 200 pL Gram (+) bakteriler i¢in hazirlanmig olan
Liziz Tamponu ilave edilmis ve tampon ¢dzelti iginde pelet ¢oziindiiriilerek 37°C’de
30 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir.

4. Inkiibasyon igleminin ardindan Ornek (zerine 200 pL Lizis solisyonu ve 20 pL

proteinaz K soliisyonu eklenmistir. Nihai ortamin vorteks yardimiyla karigmasi
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10.

11.

saglanmistir. Bakteriyel hiicrelerin tamamen pargalanmasmin amaglandigr bu
asamada, elde edilen ¢ozelti 56°C’ye ayarli sicak su banyosunda ara sira karistirilmak
suretiyle yaklasik olarak 30 dk inkiibe edilmistir.

Sicak su banyosundan alinan 6rnekler tizerine 20 uLL RNaz A ¢ozeltisi ilave edilmis ve
tekrar karistirilmistir. Bu ortam oda sicakligi kosullarinda 10 dk boyunca inkilbe
edilmistir.

Cozeltiye %50 konsantrasyondaki etanolden 400 pL aktariimis ve bu ortamin
tamamen karigmasi saglanmstur.

Kit igerisinde bulunan kolonlara elde olunan lizat aktarilmis ve daha sonra 8000
devirde 1 dk sureyle santriflij edilmistir.

Kolon iizerine sirastyla 500 uL hacminde yikama coOzeltisi
| ve yikama ¢ozeltisi 11 aktariimustir.

Bu islemlerin ardindan 8000 devirde 3 dk boyunca uygulanan satriflij islemi ile
cozeltilerin kolondan uzaklastirilmasi saglanmastir.

Kolon 1,5 mL hacmindeki steril mikrosantriftj tuplerine aktarilmis ve tGzerine 200 pL
elusyon solisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda yaklasik 2 dk inkiibe edilen
ortamlara, 14000 devirde 1 dk boyunca santrifiij islemi uygulanmustir.

Son asamada steril ependorf tiiplerinde toplanan DNA &rnekleri -20°C’de

saklanmustir.

Liziz Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tris-Hidroklorur 0,32 g
EDTA 0,08 g
Triton X 100 1,2mL
Destile su 100 mL

(pH: 8,0; kullanimdan hemen 6nce 20 mg/mL lizozim ¢0zeltisi eklenmistir)

Lizozim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Lizozim 1g

Steril destile su 10 mL

Steril destile su ve lizozim tamamen karistirilmistir. 45 pm’lik steril membran filtre ile

filtrasyon islemi uygulanarak, ortamin sterilizasyonu saglanmistur.
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4.2.3.2. 16S rRNA Gen Bodlgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
Cogaltilmasi

16S rRNA gen bolgesinin PZR reaksiyonu igin, Applied Biosystems™ ProFlex Thermal
Cycler cihazi kullanilmistir. 16S rRNA gen bdlgesinin ¢ogaltiimasinda 16S ileri (5-CCG
TCA ATT CCT TTG AGT TT -3') ve 16S geri (3'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -
5) evrensel primer dizileri kullanilmistir (268). Toplam 50 pL hacimde olacak sekilde ve
Cizelge 4.1.”de belirtilen miktarlarda PZR karigimi hazirlanmistir.

Cizelge 4.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan karigim

Molekdler destile su 34,75 puL
PZR tamponu SpL
dNTP (2 mM) 1L
16S ileri primer 1uL
16S geri primer 1puL
MgCl, (25 mM) 4 uL
Taq DNA polimeraz enzimi (5U/mL) 0,25 pL
Genomik DNA 3 uL
TOPLAM HACIM | 50 pL

Hazirlanan 50 pL hacmindeki PZR karisimi, steril 0,2 mL’lik PZR tiiplerine aktarilmistir.
PZR tiipleri cihazdaki kuyucuklara yerlestirilerek, bir c¢evrimi 95°C’de 5 dk
(denatiirasyon), 95°C'de 30 saniye (¢ift zincirin ac¢ilmasi), 55°C’de 30 saniye (primerlerin
baglanmasi), 72°C’de 30 saniye (zincir uzamasi) ve 72°C'de 5 dk (son uzama) olarak
gergeklestirilen toplam 35 dongulik PZR protokolii uygulanmistir (269). Son agsamada ise,
elde edilen PZR firiinlerinin saflagtirilmasinda GeneJET PZR Purifikasyon Kiti

kullanilmstir.
4.2.3.3. 16S rRNA Gen Bolgelerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Géruntilenmesi

PZR’de amplifiye edilen gen bdlgelerininin elektroforezi icin, %1 agoroz iceren jel
hazirlanmistir. Agaroz jeli hazirlanmak amaciyla, 1 g agaroz 100 mL 1X Tris-Asetat

elektroforez tamponu (TEB) i¢ine aktarilmistir. Mikrodalga firin yardimiyla jel igeriginin
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tamamen ¢oziinmesi saglanmis ve jelin oda sicakliginda 45-50°C’ye kadar sogumasi
beklenilmistir. Daha sonra jel ortami elektroforez tankina dokiilmiis ve akiskan haldeki jel
icine elektroforez taraklar1 yerlestirilmistir. Jel icerisindeki agarozun polimerize olmasini
saglamak amaciyla, oda sicakliginda 30-40 dk beklenmistir. Agarozun polimerizasyonu
saglandiktan sonra elektroforez tankina jelin iizerini tamamen kapatacak miktarda TBE
tampon eklenmistir. Elektroforez taraklar1 jele zarar vermeden hafifce hareket ettirilmek
suretiyle alimmistir. Agaroz jel Gzerindeki ilk kuyucuga 2 pL 1 kb’lik DNA ladder marker
yiliklenmistir. Devamindaki diger kuyucuklara ise arastirilan 6rneklerden sirasiyla 10°ar pL
DNA o6rnegi ile 2ul. 6X DNA yiikleme boyasi karisimlari dikkatlice yiiklenmistir.
Elektroforez islemi 110 V’luk elektrik akimmda 40-45 dk siireyle gerceklestirilmistir.
Marker boyanin agaroz jel sistemini terk etmesinden sonra, elektroforez islemi
sonlandirilmigtir. Ortamdan alinan jeller 0,2 pg/mL etidyum bromir iceren TBE tampon
icine aktarilarak, yaklasik 60 dk boyunca beklenmistir (270). Boyanan DNA bantlar1 366
nm dalga boyundaki UV 1s1k altinda transliiminatér kullanilarak incelenmis ve agaroz

jeller Kodak Gel Logic 200 Imaging System kullanilarak fotograflanmistir.

DNA Ladder Marker Cozeltisinin Hazirlanmasi

DNA ladder 1puL
6X DNA yiikleme boyasi 1puL
Deiyonize su 4 uL

Tris-Asetat Tamponu (1X) (TEB) Hazirlanmasi

Tris 4,84 g
Sodyum Asetat 4,089
EDTA 0,379
Destile Su 1000 mL
pH 8,0 +0,02

4.2.3.4. PZR Uriinlerinin Dizilenmesi ve Degerlendirilmesi

16S rRNA gen bdlgesine ait PZR rtnlerinin ¢ift yonli DNA dizi analizi, hizmet alimi
yoluyla gerceklestirilmistir. Dizi analiz sonuglart BLAST (Basic Local Alingment Search

Tool/ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web) programina aktarilmig ve Listeria spp. i¢in
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NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda yer alan diziler ile
benzerligi karsilastirilmigtir. Benzerlik yizdesi kontrol edilerek, aranan dizi sirasinin hangi

tUre ait olabilecegi belirlenmistir.

4.2.4. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARINDA VIRULENS GEN
BOLGELERININ BELIRLENMESI

16S rRNA dizi analizleri sonucunda L. monocytogenes olarak tanimlanan suslarda,
patojenitede 6ne ¢ikan viriilens gen bolgeleri saptanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda hlyA,
actA, inlA, fbp, iap, prfA ve flaA olmak iizere toplam 7 viriilens gen bolgesinin varligi
arastirilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Virilens gen bolgelerini saptamak igin kullanilan primer dizileri

Gen Bolgesi Primer Dizisi Tm (°C) Kaynak

hlyA F: GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA 64 (271)
R: GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG

actA F: TAGCGTATCACGAGGAGG 56 (272)
R: TTTTGAATTTCATATCATTCACC

inlA F: CAGGCAGCTACAATTACACA 55 (272)
R: ATATAGTCCGAAAACCACATCT

fop F: TGAAAGAGTTTATCGAGCCATACC 59 (273)
R: CTTATGCTCCTCTAGTACACTTT

iap F: ACAAGCTGCACCTGTTGCAG 59 (272)
R: TGACAGCGTGTGTAGTAGCA

prfA F: CCCCAAGTAGCAGGACATGCTAA 62 (272)
R: GGTATCACAAAGCTCACGAG

flaA F: AGCTCTTAGCTCCATGAGTT 55 (272)
R: AGTAGCAGCACCTGTAGCAGT

4.2.4.1. Listeria monocytogenes Suslarinda Genomik DNA izolasyonu

Viriilens gen bdlgelerinin genomik DNA’da varhigmmin saptanmasit amaciyla, oncelikli
olarak L. monocytogenes suslarinda genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu
amagla “4.2.3.1. Genomik DNA Izolasyonu” basligi altinda yer alan protokoliin aynist
takip edilmistir.

4.2.4.2. Virulens Gen Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

L. monocytogenes suslarinda viriilens gen bolgelerinin PZR reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi
islemi, “4.2.3.2. 16S rRNA Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
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Cogaltilmas1” baglig1 altinda verilen protokol takip edilmistir. Ancak 16S rRNA primerleri
yerine virilens gen bolgelerine ait primerler ve Cizelge 4.2°de verilen Tm degerleri

kullanilmistir.

4.2.43. Viriilens Gen Bdolgelerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Varhginin

Goruntulenmesi

L. monocytogenes suslarinda viriillens gen bolgelerinin agaroz jel elektroforezinde
varligmm goriintiilenmesi amaciyla, “4.2.3.3. 16S rRNA Gen Bdlgelerinin Agaroz Jel
Elektroforezinde Goruntiilenmesi” bashigi altinda verilen protokol uygulanmistir. Ancak
virlilens gen bolgelerinin biiyiikliiklerinin saptanmasi amaciyla, 2 kb’lik DNA ladder

marker kullanilmustir.

4.25. LISTERIA MONOCYTOGENS SUSLARINDA BiYOFiLM OLUSTURMA
OZELLIGININ BELIRLENMESI

Tez calismasinda 16S rRNA dizi analizleri sonucunda L. monocytogenes olarak tanimlanan
suslar ile L. monocytogenes ATCC7644 kontrol susunda biyofilm olusturma 6zelligi test
edilmistir. Biyofilm aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, polisistren mikrotitre plakalari
kullanilmis ve Stepanovic vd. (2000) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek
uygulanmistir (274). Bu kapsamda her bir susun 24 h, 48 h ve 72 h’lerindeki biyofilm
olusturma kapasitesi arastirilmig ve farkli saat araliklar1 i¢in ayr1 mikroplaklar
hazirlanmistir. Bu amagla her sus i¢in U¢ paralel ve her bir paralel icinde ¢ tekrar olacak
sekilde 96 kuyucuklu steril mikroplaklara 230 uL steril TSYE broth besiyeri ve 20 uL 18
h’lik bakteri kultir( inokile edilmistir. Kiiltiir siispansiyonunun yogunlugu 0,5 McFarland
(1x10° KOB/mL) standardina uygun bulaniklikta olacak sekilde ayarlanmustir. Negatif
kontrol kuyucuguna ise, sadece steril TSYE broth besiyeri eklenmistir. Mikroplak
ortamlar1 aerobik ortamda 35°C'de 24 h, 48 h ve 72 h boyunca inkibe edilmistir. Her bir
inklibasyon siresi sonunda kuyucuklardaki besiyeri ortami uzaklastirilmis ve her bir
kuyucuk 3 kere steril fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (Phosphate Buffer Saline (PBS); pH:
7,2) ile yikanmistir. Kuyucuklarin tabanma tutunan bakteriler 250 pL %99°luk metanol
kullanilarak sabitlenmis ve oda sicakliginda 15 dk’lik inkiibasyon siiresinin sonunda
kuyucuklardan metanol uzaklastirilmistir. Oda sicakliginda tekrardan kurumaya birakilan

mikroplaklar Gzerine, daha sonra 250 pL %!1°lik kristal viyole ilave edilmistir. Oda
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sicakhiginda 25-30 dk boyunca boyanin biyofilm tabakasmna baglanmasi amaciyla
inkiibasyon iglemi uygulanmistir. Daha sonra mikroplaklar steril destile su ile boya
kalintis1 kalmadigindan emin oluncaya kadar yikanmistir. Mikroplak ortamlar1 tekrardan
oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve sonrasinda ise biyofilm tabakasina baglanan
boyanin ¢oziinmesi amaciyla 250 pL %33’liikk glasiyel asetik asit ¢ozeltisi kullanilmistir.
Her bir kuyucugun optik yogunlugu (OD: Optical Density) spektrofotometrede (Shimadzu
Spektrophotometer, Japan) 570 nm’de 6l¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerlerinin ortalamasi
alinmigtir. Christensen vd. (1985) tarafindan Onerilen protokole uygun olarak, suslarin
biyofilm olusturma derecesi gucli, orta ve zayif olarak hesaplanmistir (275). Protokole

gore yapilan hesaplamalar asagida yer almaktadir.

(OD) < (OD x ¢) —» Dbiyofilm olusturmuyor
(OD xc) < (OD) < (2 x OD x c) — 5 zayif biyofilm yapis1
(2xOD xc)<(OD)< (4% 0D xc) orta biyofilm yapisi
(4x0OD xc)< (0D xc) — 5 gucli biyofilm yapisi

c: Negatif kontrol kuyucugunun standart sapma degeri

PBS (10X PBS- 1M) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

NaCl 80g
KCI 24
NazHPO4.2H,0 18,1
KH2PO4 2,49
Toplam Hacim | 1L
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4.2.6. PERASETIK ASIT VE KUATERNER AMONYUM BILESIKLERININ
GUCLU BIYOFILM URETICIiSIi LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARI
UZERINDE ETKINLiGIiNiN BELIRLENMESI

Tez c¢alismasinin bundan sonraki asamasinda 96 kuyucuklu mikroplakta gicli biyofilm
ureticisi olarak tanmmlanan U¢ adet L. monocytogenes susu ile L. monocytogenes
ATCC7644 kontrol susu kullanilarak devam edilmistir.

4.2.6.1. Listeria monocytogenes Suslarinin Paslanmaz Celik Kuponlar Uzerinde
Biyofilm Olusturma Ozelligi ve Perasetik Asit ile Kuaterner Amonyum

Bilesiklerinin Biyofilm Hiicreleri Uzerinde Etkinliginin Belirlenmesi

4.2.6.1.1. Listeria monocytogenes Suslarimin Paslanmaz Celik Kuponlar Uzerinde

Biyofilm Olusturma Ozelligi

Gugli biyofilm dreticisi olarak secilen ¢ L. monocytogenes susu ile L. monocytogenes
ATCC7644 kontrol susunun, gida isletmelerinde kullanimi genis Olgiide tercih edilen
paslanmaz celik yizeylerde biyofilm olusturma diizeyi farkli siirelerde test edilmistir. Bu
amag icin Giaouris ve ark.(2005) tarafindan uygulanan yontem modifiye edilerek takip
edilmistir (276). Bu amag¢ icin 2,5%0,8%0,1 cm boyutlarindaki paslanmaz ¢elik kuponlar
(316L kalite paslanmaz c¢elik) kullanilmustir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2.. Tez calismasinda kullanilan paslanmaz ¢elik kupon (uzunluk 2,5 cm, genislik
0,8 cm ve yukseklik 0,1 cm)
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Paslanmaz c¢elik kuponlar, ¢alisma Oncesinde bir gece boyunca aseton ¢Ozeltisi icinde
bekletilmistir. Aseton ¢ozeltisinden ¢ikarilan g¢elik kuponlar bu sefer 40-45 dk boyunca
dezenfektanli suda bekletilmistir. Bu asamadan sonra ¢elik kuponlar musluk suyu ile
yikanmistir. Bu islem sonrasinda ¢elik kuponlar U¢ kez destile suya batirilip ¢ikarilmak
suretiyle yikanarak, kurumaya birakilmigtir. En son asamada ise, c¢elik kuponlar
aliminyum folyo ile tek tek sarilarak 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Benzer sekilde paslanmaz ¢elik yiizeyler lizerinde olusan biyofilm yapisini parcalamak
amaciyla kullanilacak olan cam boncuklar da 5 mL serum fizyolojik iceren tlplere
koyulmadan 6nce ve koyulduktan sonra olmak (lizere toplamda iki sefer 121°C’de 15 dk

otoklavda steril edilmistir.

Tez ¢alismasina dahil edilen L. monocytogenes suslar1 ve kontrol sus, 5 mL steril TSYE
broth icerisine 100 pL hacimde olacak sekilde inokiile edilmis ve 37°C'de 18 h
inkilbasyona  brakilmistir.  Inkiibasyon siiresi bitiminde  kiiltiirlerin  baslangig
konsantrasyonlar1 102 KOB/mL olacak sekilde spektrometrede ayarlanmustir. Yogunlugu
ayarlanmig kiiltiir ortammdan 1 mL alinarak, icinde celik kupon bulunduran 5 mL
hacmindeki steril TSYE broth besiyerlerine inokiile edilmistir. Bu karisim 37°C’de 48 h ve
72 h boyunca inkiibe edilmistir. i¢ine kiiltiir inokiile edilmemis olan ve ¢elik kupon iceren
5 mL hacmindeki steril TSYE broth besiyerleri negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Inkiibasyon sirelerinin sonunda, aseptik kosullar altinda celik kuponlar bakteri
stispansiyonlarin1 iceren ortamlardan alinarak steril bos deney tiiplerine aktarilmis ve 10 dk
kurumaya birakilmustir. Kuruyan ¢elik kuponlar iki kez 10 mL steril PBS (pH 7,2) iceren
tiiplere daldirilip ¢ikartilmistir. Bu asamada celik kuponlar Gzerinde bulunan ve yiizeye
tutunamamis bakterilerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Son daldirmayi takiben ¢elik
kuponlar 5 mL hacminde olan ve icinde toplam 5 adet cam boncuk (r: 3 mm) bulunan steril
serum fizyolojik su icerisine aktarilmistir (Sekil 4.3). Tiipler vortex araciligiyla miimkiin
olan en yiiksek devirde yaklasik 2 dk boyunca karistirilmisgtir. Cam boncukla vorteksleme
isleminin ardindan bakteri hiicre sayisini belirlemek amaciyla, bir seri dillisyon islemi
uygulanmistir. Her bir diliisyondan TSYE agar ortamlarina yayma kiiltiirel sayim yontemi
kullanilarak ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 18-24 h’lik inklibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda uygun sayida koloni barmndiran petriler sayilarak canli hiicre

sayimi1 yapilmistir (276).
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Sekil 4.3. Celik kuponlarin cam boncuklu serum fizyolojik igeren tiiplere aktarilmasi

4.2.6.1.2. Perasetik Asit ile Kuaterner Amonyum Bilesiklerinin Paslanmaz Celik

Kuponlarda Olusan Biyofilm Tabakasi1 Uzerinde Etkinliginin Belirlenmesi

PAA ve QAC gida sanayinde yaygin olarak kullanilan ve etkinlik dizeyi yiksek olan
dezenfektanlar arasindadir. Biyofilm yapis1 Gzerinde PAA ve QAC’nin etkinlik dizeyleri
farkli konsantrasyonlarda (%0,1, %0,2 ve %0,3), farkl siirelerde (90 ve 120 saniye) ve
farkli sicaklik derecelerinde (25°C ve 37°C) test edilmistir (207). Test edilecek her bir

parametre icin {i¢ paralelli olacak sekilde ¢alisma yiirtitilmiistiir.

PAA ve QAC’nin %0,1, %0,2 ve %0,3 konsantrasyonlarinda ¢6zeltileri hazirlanmistir.
Uzerinde biyofilm yapis1 bulunan paslanmaz celik kuponlardan her biri, tiiplere tek tek
dagitilmigtir. Bu ortamlar 25°C ve 37°C inkiibasyon sicakliklarinda 90 ve 120 saniye
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda celik kuponlar steril PBS ¢ozeltisi
ile yikanmustir. BOylelikle dezenfektan kalintilari ile ¢elik kupon iizerinden eradike edilen
patojenler ortamdan uzaklastirilmistir. Yikama isleminin ardindan celik kuponlar 5 mL
hacmindeki ve icinde toplam 5 adet cam boncuk bulunan steril serum fizyolojik su
icerisine aktarilmustir. Cam boncuk igeren bu ortamlar mumkin olabilecek en yiksek
devirde yaklagik 2 dk boyunca vortekslenmistir. Vorteksleme islemi ile ¢elik kupon
iizerinde tutunmus olan canli hiicrelerin serum fizyolojik ¢dzeltisine gegmesi saglanmigtir.

Bu islemin ardindan bakteri hiicre sayisii belirlemek amaciyla, bir seri diliisyon islemi
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uygulanmistir. Her bir diliisyondan TSYE agar ortamlarina yayma kiiltiirel sayim yontemi
kullanilarak ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 18-24 h’lik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda uygun sayida koloni barindiran petriler sayilarak canli hiicre
saymmi yapilmistir (276). Calismada PAA ile QAC uygulanmamis ve iginde metal
boncuklar ile celik kupon bulunan serum fizyolojik su ortamlar1 pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Her bir petrideki canli hiicre sayisi, pozitif kontrol ortamlariyla
karsilagtirilarak, farkli doz, sicaklik ve siirede dezenfektan uygulamasinin biyofilm

ureticisi canli hiicreler lizerindeki etkinligi incelenmistir.

PAA ve QAC uygulamasi sonucunda paslanmaz ¢elik kuponlardaki cm? basina diisen canli

hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in asagida verilen formiilasyon kullanilmigtir:

cm? basina diisen koloni sayis1 = (sayilan koloni sayis1 X seyreltme faktorii x mL basina

diisen koloni sayis1) / ¢elik kuponun alani
Bilinen degerler yerine konuldugu zaman olusan formiil ise;

cm? basina diisen koloni sayis1 = (sayilan koloni x 10 x 5) / 4,66 cm?

4.2.6.2. Listeria monocytogenes Suslarmmin 96 Kuyucuklu Mikroplaklarda Olusan
Biyofilm Yapis1 Uzerine Perasetik Asit ile Kuaterner Amonyum

Bilesiklerinin Etkinliginin Belirlenmesi

Uc L. monocytogenes susu ile kontrol susunun 96 kuyucuklu mikroplakta olusturdugu
biyofilm yapisini eradike edebilmek icin Stepanovic ve ark. (2000) tarafindan Onerilen
yontem modifiye edilerek uygulanmustir (274). Biyofilm olusumunu igin 6ncelikli olarak
96 kuyucuklu steril mikroplaklara 230 pL steril TSYE broth besiyeri ve 20 uL 18 h’lik
bakteri kiiltiirii inokiile edilmistir. Kiiltiir siispansiyonunun yogunlugu 1x10% KOB/mL
olacak sekilde ayarlanmistir. Negatif kontrol kuyucuguna ise, sadece steril TSYE broth
besiyeri eklenmistir. Mikroplak ortamlar1 aerobik ortamda 35°C'de 48 h ve 72 h boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklardaki besiyeri ortami

uzaklastirilmig ve bu ortamlar 3 kere steril PBS ile yikanmastir.

PAA ve QAC’nin %0,1, %0,2 ve %0,3 konsantrasyonlarinda ¢6zeltileri hazirlanmis ve her

bir konsantrasyondan ayr1 ayr1 olacak sekilde biyofilm yapisi igeren mikroplak ortamlarina
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250 pL aktarilmistir. Her bir mikroplak ortamlar1 25°C ve 37°C inkiibasyon sicakliklarinda
90 ve 120 saniye boyunca inkiibe edilmistir. Test edilecek her bir parametre igin Ug
paralelli olacak sekilde calisma yiiriitiilmiistiir. Uygulama siireleri sonunda kuyucuklardaki
PAA ve QAC cozeltileri mikropipet yardimiyla uzaklastirilmis ve her bir kuyucuk 250 pL
steril PBS ile yikanmistir. Pozitif kontrol kuyucuklart PAA VE QAC uygulamasina tabi
tutulmamis olup, bu kuyular sadece 250 pL steril PBS ile yikanmustir. Yikama isleminden
sonra kuyucuklardaki PBS uzaklastirilmis ve kuyucuklarin kurumasi i¢in oda sicakliginda
yaklasik 30-35 dk beklenmistir. Yikama isleminden sonra, kuyucuklarin tabaninda
tutunmus olarak kalan bakteriler, 250 pL %99’luk metanol c¢ozeltisi kullanilarak
sabitlenmis ve bu ortam 15-20 dk siireyle oda sicakhiginda bekletilmistir. Daha sonra
kuyucuklardan metanol uzaklastirilmis ve yine mikroplak ortamlari oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Sonrasinda ise biyofilm yapisini1 boyamak i¢in kuyucuklara %1°1lik
250 pL kristal viyole eklenmistir. 15-20 dk’lik bekleme stresi sonunda kuyucuklarda
bulunan boyanm uzaklastirilmasi i¢in mikroplak ortamlar1 distile su ile yikanmistir. Oda
sicakliginda kuruyan mikroplaklarda biyofilm tabakasma baglanan boyanin ¢dziinmesi
amaciyla, %33’liikk 250 pL glasiyel asetik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Her bir kuyucugun
OD degeri spektrofotometrede 570 nm’de Ol¢iilmiis ve OD degerlerinin ortalamasi

almmustir.

Pozitif kontrole gore biyofilm yapisinin eradikasyon yiizdesi hesaplanmistir. Yapilan

hesaplamalar asagida gosterilmistir.

Pozitif Kontrol Ortalama: (Pozitif kontrol: — Negatif Kontrol Ortalama) + (Pozitif

kontrol, — Negatif Kontrol Ortalama) + (Pozitif kontrols — Negatif Kontrol Ortalama) / 3

Test Kuyucugu Ortalama: (Test Kuyucugu: — Negatif Kontrol Ortalama) + (Test
Kuyucuguz- Negatif Kontrol Ortalama) + (Test Kuyucugus- Negatif Kontrol Ortalama) / 3

Pozitif Kontrole Gore Biyofilm Yapis1 Eradikasyon Yiizdesi: 100 x (Pozitif Kontrol
Ortalama-Test Kuyucugu Ortalama) / Pozitif Kontrol Ortalama

4.2.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tez c¢alismasi kapsaminda, L. monocytogenes suslarinin biyofilm olusturma dereceleri ile

virllens genleri bulundurma arasindaki iligkiyi test etmek icin ki-kare analizi
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uygulanmustir. Farkli dezenfektan uygulamalarinin biyofilm olusumu Uzerindeki etkisinin

saptanmasinda ise, bagimsiz iki 6rneklem t testi ve ANOVA testi uygulanmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. LISTERIA SPP. iIZOLASYONU

Tez caligmasi kapsaminda Nisan 2019 — Subat 2020 tarihleri arasinda Ankara ve cevre
ilcelerdeki market, pazar ve gida isletmelerinden temin edilen ¢ig ve islem gormiis gida
ornekleri, meyve ve sebze yikama sulari ile gida isleme ylzeylerinden alinan siiriintii
ornekleri (5x5 cm?lik yiizey alanindan) L. monocytogenes varligi agismdan analiz
edilmistir. Tez ¢aligmamizda 88’1 tiiketime hazir gida, 32’si meyve ve sebze yikama suyu,
17°s1 ¢ig kirmizi et, 15°1 yiizey swap ornegi, 15’1 ¢ig siit ve 13’1 ¢ig tavuk eti olmak tizere
toplam 180 adet izolasyon materyalinde Listeria spp. varhig ISO 11290-1 protokoli

dogrultusunda analiz edilmistir.

ISO 11290-1 protokolii geregince, ALOA agar besiyerinde mavi-yesil renkli ve etrafinda
opak zon olusturan koloniler (Sekil 5.1.) ile PALCAM agar besiyerinde siyah-gri renkli
ortasi ¢okiik koloniler (Sekil 5.2.) muhtemel Listeria spp. izolat1 olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 5.1. ALOA agar tizerinde muhtemel Listeria spp. izolatlarinimn koloni morfolojisi
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Sekil 5.2. PALCAM agar lzerinde muhtemel Listeria spp. izolatlarinin koloni morfolojisi

Listeria spp. varligi bakimindan taramasi yapilan toplam 180 adet izolasyon materyalinden

71 tanesinde, ALOA ve PALCAM agar ortamlarinda tipik koloni olusumu gozlemlenmistir
(Cizelge 5.1.).
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Cizelge 5.1. Tez g¢alismasi kapsaminda Listeria spp. varligir bakimindan taramasi yapilan

ornekler
ALOA ve
No Bakteri izolasyon izol K - PALCAM Agarda
Kodu Tarihi zolasyon Raynagl Tipik Koloni
Olusumu
1 HL1 15.04.2019 Cig Siit -
2 HL?2 15.04.2019 Sebze Yikama Suyu -
3 HL3 16.04.2019 Kokoreg +
4 HL4 17.04.2019 Cig Kirmizi Et -
5 HL5 17.04.2019 Meyve Yikama Suyu -
6 HL6 17.04.2019 Tavuk Doner +
7 HL7 18.04.2019 Et DOner -
8 HLS8 18.04.2019 Sebze Yikama Suyu +
9 HL9 19.04.2019 Tavuk Doner -
10 HL10 24.04.2019 Et Sote -
11 HL11 24.04.2019 Rus Salatasi +
12 HL12 24.04.2019 Arnavut Cigeri
13 HL13 25.04.2019 Lahana Sarmasi -
14 HL14 25.04.2019 Yiizey Swap Ornegi -
15 HL15 26.04.2019 Rus Salatasi +
16 HL16 30.04.2019 Cig Kirmiz1 Et -
17 HL17 02.05.2019 Cig Tavuk Eti +
18 HL18 02.05.2019 Sebze Yikama Suyu -
19 HL19 03.05.2019 Kokoreg +
20 HL20 07.05.2019 Yiizey Swap Ornegi
21 HL21 08.05.2019 Midye Dolma -
22 HL22 08.05.2019 Kofte Ekmek +
23 HL23 09.05.2019 Sebze Yikama Suyu -
24 HL24 13.05.2019 Rus Salatasi -
25 HL25 13.05.2019 Acili Ezme -
26 HL26 13.05.2019 Sebze Yikama Suyu +
27 HL27 15.05.2019 Italyan Salatas: +
28 HL28 16.05.2019 Yiizey Swap Ornegi -
29 HL29 17.05.2019 Cig Kirmiz1 Et +
30 HL30 17.05.2019 Kofte Ekmek -
31 HL31 21.05.2019 Yiizey Swap Ornegi +
32 HL32 22.05.2019 Arnavut Cigeri -
33 HL33 22.05.2019 Rus Salatasi +
34 HL34 27.05.2019 Sebze Yikama Suyu -
35 HL35 27.05.2019 Rus Salatasi -
36 HL36 28.05.2019 Arnavut Cigeri +
37 HL37 28.05.2019 Arnavut Cigeri +
38 HL38 29.05.2019 Yiizey Swap Ornegi -
39 HL39 30.05.2019 Kofte Ekmek -
40 HL40 30.05.2019 Cig Tavuk Eti -
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Cizelge 5.1. (devam) Tez calismasi kapsaminda Listeria spp. varligi bakimindan taramasi

yapilan 6rnekler

ALOA ve
No Bakteri izolasyon izol K 9 PALCAM Agarda
Kodu Tarihi zolasyon Raynagl Tipik Koloni
Olusumu
41 HL41 31.05.2019 Cig Siit -
42 HL42 31.05.2019 Sebze Yikama Suyu -
43 HL43 11.06.2019 Yiizey Swap Ornegi -
44 HL44 11.06.2019 Arnavut Cigeri -
45 HL45 11.06.2019 Meyve Yikama Suyu -
46 HL46 12.06.2019 Kofte Ekmek +
47 HLA47 13.06.2019 Arnavut Cigeri +
48 HL48 13.06.2019 Cig Kirmizi1 Et +
49 HL49 13.06.2019 Kofte Ekmek +
50 HL50 17.06.2019 Sebze Yikama Suyu +
51 HL51 19.06.2019 Yiizey Swap Ornegi -
52 HL52 20.06.2019 Arnavut Cigeri +
53 HL53 20.06.2019 Yizey Swap Ornegi -
54 HL54 24.06.2019 Arnavut Cigeri +
55 HL55 24.06.2019 Sebze Yikama Suyu +
56 HL56 24.06.2019 Meyve Yikama Suyu -
57 HL57 25.06.2019 Cig Tavuk Eti -
58 HL58 26.06.2019 Cig Kirmiz1 Et +
59 HL59 27.06.2019 Cig Siit -
60 HL60 27.06.2019 Sebze Yikama Suyu -
61 HL61 28.06.2019 Saksuka -
62 HL62 01.07.2019 Meyve Yikama Suyu -
63 HL63 01.07.2019 Rus Salatasi +
64 HL64 01.07.2019 Rus Salatasi -
65 HL65 01.07.2019 Mevsim Salatas1 +
66 HLG66 02.07.2019 Cig Kirmiz1 Et +
67 HLG67 02.07.2019 Rus Salatas1 -
68 HL68 02.07.2019 Meyve Yikama Suyu -
69 HLG69 03.07.2019 Acisiz Cig Kofte +
70 HL70 03.07.2019 Lahana Dolmasi -
71 HL71 04.07.2019 Tavuk Dbner +
72 HL72 04.07.2019 Cig Siit -
73 HL73 04.07.2019 Arnavut Cigeri -
74 HL74 05.07.2019 Cig Kirmizi Et -
75 HL75 05.07.2019 Rus Salatasi -
76 HL76 08.07.2019 Cig Tavuk Eti +
7 HL77 08.07.2019 Acili Ezme -
78 HL78 08.07.2019 Cig Kirmiz1 Et +
79 HL79 08.07.2019 Cig Kirmiz1 Et -
80 HL80 09.07.2019 Italyan Salatas: +
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Cizelge 5.1. (devam) Tez calismasi kapsaminda Listeria spp. varligi bakimindan taramasi

yapilan 6rnekler

ALOA ve
No Bakteri Izolasyon izol K 9 PALCAM Agarda
Kodu Tarihi zolasyon Raynagl Tipik Koloni
Olusumu
81 HL81 09.07.2019 Italyan Salatasi +
82 HL82 09.07.2019 Cig Kofte -
83 HL83 10.07.2019 Meyve Yikama Suyu -
84 HL84 10.07.2019 Cig Tavuk Eti +
85 HL85 10.07.2019 Arnavut Cigeri -
86 HL86 17.07.2019 Cig Siit -
87 HL87 17.07.2019 Acili Ezme -
88 HL88 17.07.2019 Cig Tavuk Eti -
89 HL89 18.07.2019 Tavuk Doner +
90 HL90 18.07.2019 Tavuk Doner +
91 HL91 18.07.2019 Cig Kirmizi Et -
92 HL92 22.07.2019 Pastirma -
93 HL93 22.07.2019 Salam -
94 HL94 23.07.2019 Tavuk Doner +
95 HL95 23.07.2019 Cig Tavuk Eti +
96 HL96 23.07.2019 Arnavut Cigeri -
97 HL97 23.07.2019 Arnavut Cigeri -
98 HL98 24.07.2019 Sebze Yikama Suyu +
99 HL99 25.07.2019 Cig Tavuk Eti -
100 HL100 29.07.2019 Midye Dolma +
101 HL101 30.07.2019 Meyve Yikama Suyu -
102 HL102 31.07.2019 Mercimek Koftesi -
103 HL103 31.07.2019 Cig Siit -
104 HL104 05.08.2019 Tavuk Doner -
105 HL105 05.08.2019 Cig Siit +
106 HL106 06.08.2019 Tavuk Doner -
107 HL107 07.08.2019 Rus Salatasi -
108 HL108 08.08.2019 Meyve Yikama Suyu -
109 HL109 08.08.2019 Sebze Yikama Suyu -
110 HL110 08.08.2019 Mercimek Koftesi -
111 HL111 15.04.2019 Cig Siit +
112 HL112 15.04.2019 Sebze Yikama Suyu -
113 HL113 16.04.2019 Kokoreg +
114 HL114 17.04.2019 Cig Kirmiz1 Et -
115 HL115 17.04.2019 Sebze Yikama Suyu +
116 HL116 17.04.2019 Tavuk Doner +
117 HL117 18.04.2019 Et Doner -
118 HL118 18.04.2019 Sebze Yikama Suyu +
119 HL119 19.04.2019 Tavuk Dbner +
120 HL120 24.04.2019 Et Sote -
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Cizelge 5.1. (devam) Tez calismasi kapsaminda Listeria spp. varligi bakimindan taramasi
yapilan 6rnekler

ALOA ve
No Bakteri izolasyon izol K 9 PALCAM Agarda
Kodu Tarihi zolasyon Raynagl Tipik Koloni
Olusumu
121 HL121 24.04.2019 Rus Salatasi -
122 HL122 24.04.2019 Arnavut Cigeri +
123 HL123 25.04.2019 Lahana Sarmasi -
124 HL124 | 25.04.2019 Yiizey Swap Ornegi -
125 HL125 26.04.2019 Rus Salatasi +
126 HL126 30.04.2019 Cig Kirmizi1 Et -
127 HL127 02.05.2019 Cig Tavuk Eti -
128 HL128 02.05.2019 Sebze Yikama Suyu -
129 HL129 03.05.2019 Kokoreg +
130 HL130 | 07.05.2019 Yiizey Swap Ornegi +
131 HL131 08.05.2019 Midye Dolma -
132 HL132 08.05.2019 Kofte Ekmek +
133 HL133 09.05.2019 Sebze Yikama Suyu -
134 HL134 13.05.2019 Rus Salatasi +
135 HL135 13.05.2019 Acili Ezme -
136 HL136 13.05.2019 Sebze Yikama Suyu +
137 HL137 15.05.2019 Italyan Salatas: +
138 HL138 16.05.2019 Yiizey Swap Ornegi -
139 HL139 04.11.2019 Arnavut Cigeri +
140 HL140 04.11.2019 Cig Tavuk Eti +
141 HL141 05.11.2019 Cig Siit +
142 HL142 05.11.2019 Arnavut Cigeri -
143 HL143 05.11.2019 Kofte Ekmek +
144 HL144 06.11.2019 Yiizey Swap Ornegi -
145 HL145 07.11.2019 Cig Siit -
146 HL146 08.11.2019 Sebze Yikama Suyu +
147 HL147 11.11.2019 Cig Kirmiz1 Et +
148 HL148 13.11.2019 Cig Siit -
149 HL149 13.11.2019 Cig Kirmiz1 Et -
150 HL150 14.11.2019 Sebze Yikama Suyu -
151 HL151 15.11.2019 Cig Siit +
152 HL152 18.11.2019 Yiizey Swap Ornegi -
153 HL153 21.11.2019 Rus Salatasi -
154 HL154 22.11.2019 Kokoreg -
155 HL155 22.11.2019 Kokoreg -
156 HL156 26.11.2019 Rus Salatasi +
157 HL157 27.11.2019 Arnavut Cigeri -
158 HL158 02.12.2019 Cig Kirmiz1 Et -
159 HL159 04.12.2019 Kofte Ekmek +
160 HL160 04.12.2019 Sebze Yikama Suyu +
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Cizelge 5.1. (devam) Tez calismasi kapsaminda Listeria spp. varligi bakimindan taramasi
yapilan 6rnekler

ALOA ve
No Bakteri izolasyon izol K 9 PALCAM Agarda
Kodu Tarihi zolasyon Raynagl Tipik Koloni
Olusumu
161 HL161 | 10.12.2019 Yiizey Swap Ornegi -
162 HL162 11.12.2019 Saksuka +
163 HL163 11.12.2019 Mevsim Salatasi -
164 HL164 12.12.2019 Saksuka +
165 HL165 12.12.2019 Sebze Yikama Suyu +
166 HL166 16.12.2019 Meyve Yikama Suyu -
167 HL167 18.12.2019 Cig Tavuk Eti -
168 HL168 18.12.2019 Cig Kirmiz1 Et +
169 HL169 19.12.2019 Cig Siit -
170 HL170 19.12.2019 Cig Siit -
171 HL171 24.12.2019 Mevsim Salatasi -
172 HL172 24.12.2019 Meyve Yikama Suyu -
173 HL173 06.01.2020 Rus Salatasi +
174 HL174 | 08.01.2020 Yiizey Swap Ornegi -
175 HL175 09.01.2020 Cig Tavuk Eti -
176 HL176 23.01.2020 Cig Kirmiz1 Et +
177 HL177 24.01.2020 Arnavut Cigeri -
178 HL178 04.02.2020 Cig Siit -
179 HL179 05.02.2020 Cig Tavuk Eti -
180 HL180 05.02.2020 Rus Salatasi -

ALOA ve PALCAM agarda tipik

kiiltiir ortamlarina morfolojik ve biyokimyasal testler uygulanmistir.

koloni morfolojisi gorulen 6érneklerden izole edilen

5.2. LISTERIA SPP. iZOLATLARININ MORFOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
OLARAK TANIMLANMASI

ALOA ve PALCAM agar ortamlarindan Listeria spp. i¢in tipik koloni morfolojisi gdsteren

toplam 71 Ornekten elde olunan izolata Gram boyama, katalaz testi, oksidaz testi ve

hareketlilik testi uygulanmustir (Cizelge 5.2.). 71 izolatin tamaminin mikroskopta ¢ubuk

morfolojisine sahip oldugu goriilmiis ve Gram (+) olarak tanimlanmustir. Izolatlarin

tamami oksidaz (-) reaksiyon gosterirken, 66 tanesi katalaz (+) Ozellik ve 5 tanesi ise

katalaz (-) 6zellik gostermistir. Hareketlilik testinde ise 61 izolat pozitif sonug gosterirken,

10 izolat ise negatif sonug gostermistir. Gram (+), katalaz (+), oksidaz (-) ve hareketlilik
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(+) olarak tanimlanan toplam 61 ornekle galismaya devam edilmistir. Hareket (-) ve/veya
katalaz (-) olarak tanimlanan HL17, HL37, HL47, HL69, HL94, HL100, HL139, HL141,
HL160 ve HL168 nolu izolatlar, galisma kapsami diginda birakilmistir. Muhtemel Listeria
spp. olarak tanimlanan 61 izolat, %40 steril gliserol iceren TSYE broth ortaminda

-20°C’de stoga alinmustr.
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Cizelge 5.2. izolatlarm morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari

No Bakteri Gram Katalgz Oksidaz Hareketlilik
Kodu Boyama Testi Testi Testi
1 HL3 + + - +
2 HL6 + + - +
3 HL8 + + - +
4 HL11 + + - +
5 HL15 + + - +
6 HL17 + - - -
7 HL19 + + - +
8 HL22 + + - +
9 HL26 + + - +
10 HL27 + + - +
11 HL29 + + - +
12 HL31 + + - +
13 HL33 + + - +
14 HL36 + + - +
15 HL37 + . - -
16 HL46 + + - +
17 HL47 + - - -
18 HL48 + + - +
19 HL49 + + - +
20 HL50 + + - +
21 HL52 + + - +
22 HL54 + + - +
23 HL55 + + - +
24 HL58 + + - +
25 HL63 + + - +
26 HL65 + + - +
27 HL66 + + - +
28 HL69 + + - -
29 HL71 + + - +
30 HL76 + + - +
31 HL78 + + - +
32 HL80 + + - +
33 HL81 + + - +
34 HL84 + + - +
35 HL89 + + - +
36 HL90 + + - +
37 HL94 + - - -
38 HL95 + + - +
39 HL98 + + - +
40 HL100 + + - -
41 HL105 + + - +
42 HL111 + + - +
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Cizelge 5.2. (devam) izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari

No Bakteri Gram Katalaz Oksidaz Hareketlilik
Kodu Boyama Testi Testi Testi
43 HL113 + + - +
44 HL115 + + - +
45 HL116 + + - +
46 HL118 + + - +
47 HL119 + + - +
48 HL122 + + - +
49 HL125 + + - +
50 HL129 + + - +
51 HL130 + + - +
52 HL132 + + - +
53 HL134 + + - +
54 HL136 + + - +
55 HL137 + + - +
56 HL139 + - = -
57 HL140 + + - +
58 HL141 + + - -
59 HL143 + + - +
60 HL146 + + - +
61 HL147 + + - +
62 HL151 + + - +
63 HL156 + + - +
64 HL159 + + - +
65 HL160 + - - -
66 HL162 + + - +
67 HL164 + + - +
68 HL165 + + - +
69 HL168 + + - -
70 HL173 + + - +
71 HL176 + + - +

Muhtemel Listeria spp. izolatlarmin 35’1 (HL3, HL6, HL11, HL15, HL19, HL22, HL27,
HL33, HL36, HL46, HL49, HL52, HL54, HL63, HL65, HL71, HL80, HL81, HL89, HL90,
HL113, HL116, HL119, HL122, HL125, HL129, HL132, HL134, HL137, HL143, HL156,
HL159, HL162, HL164, HL173) tiiketime hazir gidalardan, 10’u (HL8, HL26, HL50,
HLS55, HL98, HL115, HL118, HL136, HL146, HL165) meyve ve sebze yikama suyundan,
7’si (HL29, HL48, HL58, HL66, HL78, HL147, HL176) ¢ig krmiz1 etten, 4’4 (HL76,
HL84, HL95, HL140) ¢ig tavuk etinden, 3’i (HL105, HL111, HL151) ¢ig siitten ve 2’si
(HL31, HL130) ise yiizey swap 0rneginden izole edilmistir.
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53. LISTERIA SPP. iZOLATLARININ 16S RNA DizZi ANALizZi IiLE
MOLEKULER DUZEYDE TANIMLANMASI

Morfolojik ve biyokimyasal olarak muhtemel Listeria spp. olarak tanimlanan 61 izolata,
16S rRNA dizi analizi uygulanmistir. PZR ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin ¢ift
yonlii DNA dizi analizi sonuglar, BLAST programi kullanilarak NCBI veri tabaninda
bulunan 16S rRNA dizileriyle benzerlik oranlar1 karsilastirilmistir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.3. Listeria spp. suslarinin 16S rRNA dizi analizi sonuglarma gore tiir diizeyinde

tanimlamasi
Bakteri | . Benzerlik _ Benzerlik 1§S_ r_RNA"

No Kodu Ileri (F) orani Geri (R) orani Dizisine Gore
(%) (%) Yapilan Tam

1 HL3 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

2 HL6 L. innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

3 HL8 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

4 HL11 L. innocua 99 L. innocua 100 L. innocua

5 HL15 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

6 HL19 L. monocytogenes | 97 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

7 HL22 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

8 HL26 L. welshimeri 99 L. welshimeri 99 L. welshimeri

9 HL27 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

10 | HL29 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

11 | HL31 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

12 | HL33 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

13 | HL36 L. grayii 99 L. grayii 99 L. grayii

14 | HL46 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

15 | HL48 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

16 | HL49 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

17 | HL50 L. innocua 99 L. innocua 98 L. innocua

18 | HL52 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes

19 | HL54 L. grayii 99 L. grayii 99 L. grayii

20 | HL55 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

21 | HL58 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

22 | HL63 L. grayii 99 L. grayii 99 L. grayii

23 | HL65 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

24 | HL66 L. innocua 98 L. innocua 99 L. innocua
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Cizelge 5.3.(devam) Listeria spp. suslarinin 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore tiir
diizeyinde tanimlamasi

Bakteri | . Benzerlik _ Benzerlik 1§S_ r_RNA"

No Kodu Ileri (F) orani Geri (R) orani Dizisine Gore
(%) (%) Yapilan Tam

25 | HL71 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

26 | HL76 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

27 | HL78 L. innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

28 | HL80 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

29 | HL81 L. innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

30 | HL84 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

31 | HL8&9 L. innocua 97 L. innocua 99 L. innocua

32 | HL90 L. innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

33 | HL95 L. innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

34 | HL98 L. monocytogenes | 99 L.monocytogenes 99 L. monocytogenes

35 | HL105 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

36 | HL111 L. grayii 97 L. grayii 98 L. grayii

37 | HL113 | L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

38 | HL115 | L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

39 | HL116 | L. grayii 99 L. grayii 100 L. grayii

40 | HL118 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

41 | HL119 | L.innocua 97 L. innocua 99 L. innocua

42 | HL122 | L. welshimeri 98 L. welshimeri 99 L. welshimeri

43 | HL125 | L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

44 | HL129 | L. welshimeri 98 L. welshimeri 99 L. welshimeri

45 | HL130 | L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

46 | HL132 | L. grayii 99 L. grayii 99 L. grayii

47 | HL134 | L. innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

48 | HL136 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes
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Cizelge 5.3.(devam) Listeria spp. suslarinin 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore tiir
diizeyinde tanimlamasi

Bakteri | . Benzerlik _ Benzerlik 1§S_ r_RNA"

No Kodu Ileri (F) orani Geri (R) orani Dizisine Gore
(%) (%) Yapilan Tam

49 | HL137 | L.innocua 98 L. innocua 99 L. innocua

50 | HL140 L. welshimeri 99 L. welshimeri 99 L. welshimeri

51 | HL143 | L.innocua 97 L. innocua 99 L. innocua

52 | HL146 | L. grayii 99 L. grayii 98 L. grayii

53 | HL147 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes

54 | HL151 L. grayii 99 L. grayii 99 L. grayii

55 | HL156 | L.innocua 98 L. innocua 99 L. innocua

56 | HL159 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

57 | HL162 L. welshimeri 98 L. welshimeri 98 L. welshimeri

58 | HL164 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes

59 | HL165 L. monocytogenes | 99 L. monocytogenes | 98 L. monocytogenes

60 | HL173 | L. grayii 99 L. grayii 99 L. grayii

61 | HL176 | L.innocua 99 L. innocua 99 L. innocua

16S rRNA dizi analizi sonucunda 61 adet Listeria spp. susunun;

e 29 tanesi L. monocytogenes (HL3, HL8, HL15, HL19, HL22, HL27, HL29, HL31,
HL33, HL46, HL48, HL49, HL52, HL55, HL58, HL65, HL71, HL76, HL80, HL84,
HL98, HL105, HL118, HL130, HL136, HL147, HL159, HL164, HL165),

e O tanesi L. grayii (HL36, HL54, HL63, HL111, HL116, HL132, HL146, HL151,
HL173),

e 5Stanesi L. welshimeri (HL26, HL122, HL129, HL140, HL162),

e 18 tanesiise L. innocua (HL6, HL11, HL50, HL66, HL78, HL81, HL89, HL90, HL95,
HL113, HL115, HL119, HL125, HL134, HL137, HL143, HL156, HL176) olarak

tamimlanmustir (Cizelge 5.3).
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Tiikketime hazir gidalardan izole edilen 35 Listeria spp. susunun 14’4 L. monocytogenes
(HL3, HL15, HL19, HL22, HL27, HL33, HL46, HL49, HL52, HL65, HL71, HL8O,
HL159, HL164), 12’si L. innocua (HL6, HL11, HL81, HL89, HL90, HL113, HL119,
HL125, HL134, HL137, HL143, HL156), 6’s1 L. grayii (HL36, HL54, HL63, HL116,
HL132, HL173) ve 37l ise L. welshimeri (HL122, HL129, HL162) olarak tanimlanmustur.

Meyve ve sebze yikama sularindan izole edilen 10 Listeria spp. susunun 6’s1 L.
monocytogenes (HL8, HL55, HL98, HL118, HL136, HL165), 2’si L. innocua (HL50,
HL115), 1’1 L. grayii (HL146) ve 1’1 ise L. welshimeri (HL26) olarak tanimlanmustir.

Cig kirmuz1 etten izole edilen 7 Listeria spp. susunun 4°ii L. monocytogenes (HL29, HL48,
HL58, HL147) ve 3’1 ise L. innocua (HL66, HL78, HL176) olarak tanimlanmustir.

Cig tavuk etinden izole edilen 4 Listeria spp. susunun 2’si L. monocytogenes (HL76,
HLS84), 1’i L. innocua (HL95) ve 1°i ise L. welshimeri (HL140) olarak tanimlanmustir.

Cig siitten izole edilen 3 Listeria spp. susunun 2’si L. grayii (HL111, HL151) ve 1’1 ise L.

monocytogenes (HL105) olarak tanimlanmustir.

Yizey swap orneklerinden izole edilen 2 Listeria spp. susunun 2’si de L. monocytogenes
(HL31, HL130) olarak tanimlanmustir.

5.4. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARINDA VIRULENS GEN BOLGELERI
VARLIGININ BELIRLENMESI

Molekiiler duzeyde L. monocytogenes olarak tanimlanan 29 adet susta; hlyA, actA, inlA,
fbp, iap, prfA ve flaA olmak Uzere toplam 7 adet viriilens gen bolgesinin varligi
arastirilmigtir.  Cizelge 5.4.te L. monocytogenes suslarimin viriilens gen bolgeleri
bakimidan yapilan tarama sonucu Ozetlenmistir. Benzer sekilde Sekil 5.3., Sekil 5.4.,
Sekil 5.5., Sekil 5.6., Sekil 5.7., Sekil 5.8. ve Sekil 5.9. ’da ise L. monocytogenes suslarmin

virtilens gen bolgelerinin agaroz jel goriintiileri verilmistir.

Tez ¢alismasinda kontrol susu olarak kullanilan L. monocytogenes ATCC 7644 susunda
actA, fbp, iap, hlyA ve prfA gen bolgeleri varligi tanimlanirken, inlA ve flaA gen boélgeleri

saptanamamuistir.
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29 L. monocytogenes susundan;

Ugtinde (HL19, HL130, HL164) actA gen bélgesi,

Yedisinde (HL27, HL29, HL58, HL84, HL130, HL147, HL159) fbp gen bolgesi,
Yirmisinde (HL8, HL15, HL22, HL27, HL29, HL33, HL48, HL49, HL55, HL58,
HL65, HL71, HL76, HL80, HL98, HL105, HL118, HL130, HL136, HL159) iap gen
bdlgesi,

Ondordinde (HL19, HL22, HL27, HL33, HL46, HL52, HL58, HL80, HL84, HL118,
HL130, HL147, HL159, HL164) hlyA gen bolgesi,

Yirmibirinde (HL3, HL8, HL15, HL19, HL29, HL31, HL33, HL46, HL52, HL55,
HL58, HL65, HL80, HL84, HL98, HL105, HL130, HL136, HL147, HL164, HL165)
prfA gen bélgesi,

Onunda (HL15, HL19, HL22, HL46, HL49, HL65, HL105, HL130, HL159, HL165)
inlA gen bolgesi varligi tanimlanmustir.

Suslarin higbirinde flaA gen bdlgesi varligi tanimlanmamustir.
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Cizelge 5.4. Listeria monocytogenes suslarinda gen bdlgelerinin varliginimn arastirilmasi

No | Bakteri actA fbp iap hlyA fla prfA inlA
kodu
1 HL3 - - - - - + -
2 HLS - - + - - + -
3 HL15 - - + - - + +
4 HL19 + - - - - + +
9] HL22 - - + + - - +
6 HL27 - + + + - - -
7 HL29 - . + - - + -
8 HL31 - - - - ; n ;
9 HL33 - - + + - + -
10 HL46 - - 4 + . + +
11 HL48 Y - + ; ; - -
12 HL49 : - + - - - +
13 HL52 - - - n - + ;
14 HL55 - - + - - + ;
15 HL58 - + + + - + -
16 HL65 - - + - - m +
17 HL71 - - + ; ; ; ;
18 HL76 - - + ; ; ; ;
19 HL80 - - + + - + -
20 HL84 - + - + - + -
21 ATCC 7644 + + + + - + -
22 HL98 - - + - - + _
23 HL105 - - + - - + +
24 HL118 - - + T _ _ _
25 HL130 + - - - - + +
26 HL136 - - + - - + _
27 HL147 - + - + - + -
28 HL159 - + + + - - +
29 HL164 + - - + - + -
30 HL165 - - - - - + +
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ActA 10 11 12 13 14 15

ZDDDbp PR e

100 bp

ActA L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2000 bp - : 1929 bp

Sekil 5.3. Listeria monocytogenes suslarinda actA geninine ait bantlarmn jel elektroforez
goruntasu

L: DNA marker

1: HL118 7: HL147 13: HL52 19: HL80 25:ATCC 7644
2: HL8 8: HL33 14: HL55 20: HL84 26: HL31

3: HL76 9: HL46 15: HL58 21: HL29 27: HL159

4: HL22 10: HL19 16: HL65 22: HL105 28: HL130

5. HL27 11: HLA48 17: HL71 23: HL3 29: HL164

6: HL98 12: HL49 18: HL15 24: HL136 30: HL165
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10 11 12 13 14 15

100 bp

Fbp L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2000 bp ~=

170 bp

Sekil 5.4. Listeria monocytogenes suslarinda fbp geninine ait bantlarm jel elektroforez
goruntsu

L: DNA marker

1: HL3 7: HL29 13: HL46 19: HL65 25: HL147
2: HL27 8: HL31 14: HLA48 20: HL71 26: HL159
3: HL8 9: HL33 15: HL49 21: HL76 27: HL118
4: HL15 10: HL58 16: HL130 22: HL80 28: HL136
5: HL19 11: HL84 17: HL52 23: HL98 29: HL164
6: HL22 12:ATCC 7644 18: HL55 24: HL105 30: HL165
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9 10 11 12 13 14 15

2000 bp ==

A
1DD|:|P R I T e — — ~3

lap L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2000 bp ===

130 bp

Sekil 5.5. Listeria monocytogenes suslarinda iap geninine ait bantlarin jel
elektroforez gorintdsu

L: DNA marker

1: HLS8 7: HL48 13: HL65 19: HLS52 25: HL130
2: HL15 8: HL49 14: HL31 20:ATCC 7644 26: HL136
3: HL22 9: HL3 15: HL71 21: HL98 27: HL164
4: HL27 10: HL55 16: HL46 22: HL105 28: HL147
5: HL29 11: HLS58 17: HL76 23: HL118 29: HL165
6: HL33 12: HL19 18: HL80 24: HL84 30: HL159
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HiyA L 10 11 12 13 14 15
2000 bp ws

100 bp

HiyA L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
2000 bp ...

f

456 bp

Sekil 5.6. Listeria monocytogenes suslarinda hlyA geninine ait bantlarin jel elektroforez
goruntasu

L: DNA marker

1: HL19 7: HL22 13: HL58 19:ATCC 7644  25: HL130
2: HL3 8: HL27 14: HL80 20: HL71 26: HL147
3: HL8 9: HL48 15: HL49 21: HL76 27: HL136
4: HL15 10: HL33 16: HL84 22: HL118 28: HL159
5: HL29 11: HL46 17: HL55 23: HL98 29: HL164
6: HL31 12: HLS52 18: HL65 24: HL105 30: HL165

83



2000 bp ==

100 bp

PrfA L 16 17 18

2000 bp ==

19 20 21 22 23

10 11 12 13 14 15

24 25 26 27 28 29 30

571 bp

Sekil 5.7. Listeria monocytogenes suslarinda prfA geninine ait bantlarin jel elektroforez

goruntasu

L: DNA marker
1: HL22

2: HL3

3: HL27

4: HL48

5: HL8

6: HL15

7: HL19

8: HL49

9: HL29

10: HL31

11: HL71

12: HL33

13: HL46

14: HLS52

15: HL55

16: HL58

17: HL65

18: HL76

84

19: HL80

20: HL84

21:ATCC 7644

22: HL98

23: HL105

24: HL130

25

26

28

29

30

: HL136

: HL118

- HL147

- HL164

: HL165

: HL159



InlA 10 11 12 13 14 15

2000 bp s —

100 bp

InlA L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
2000 bp == bl o — 2341 bp

Sekil 5.8. Listeria monocytogenes suslarinda inlA geninine ait bantlarm jel elektroforez
goruntasu

L: DNA marker

1: HL3 7: HL48 13: HL71 19: HL65 25: HL136
2: HL8 8: HL15 14: HL76 20: HL84 26: HL130
3: HL27 9: HL52 15: HL22 21: HL105 27: HL159
4: HL29 10: HL19 16: HL80 22:ATCC 7644 28: HL147
5: HL31 11: HL55 17: HLA46 23: HL98 29: HL159
6: HL33 12: HLS58 18: HL49 24: HL118 30: HL165
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9 10 11 12 13 14 15
2000 bp ==

100 bp

Fla L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2000 bp «r

Sekil 5.9. Listeria monocytogenes suslarinda fla geninine ait bantlarin jel elektroforez
gorintasu

L: DNA marker

1: HL3 7:HL19 13: HL46 19: HL80 25: HL136
2: HL8 8: HL29 14: HLA48 20: HL84 26: HL130
3: HL22 9: HL52 15: HL49 21: HL98 27: HL147
4: HL29 10: HL31 16: HL65 22:ATCC 7644 28: HL159
5: HL27 11: HL33 17: HL71 23: HL105 29: HL164
6: HL15 12: HLS58 18: HL76 24: HL118 30: HL165
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Tez ¢alismasinda arastirilan toplam yedi adet viriilens gen bdlgesinin (hlyA, actA, inlA, fbp,
iap, prfA ve flaA) hepsini genomunda igeren L. monocytogenes susu saptanamamustir. L.
monocytogenes suslarindan 5 tanesi (HL3, HL31, HL48, HL71, HL76) bir adet viriilens
gen bolgesi, 8 tanesi (HL8, HL49, HL52, HL55, HL98, HL118, HL136, HL165) iki adet
virtilens gen bolgesi, 12 tanesi (HL15, HL22, HL27, HL29, HL33, HL46, HL65, HL80,
HL84, HL105, HL147, HL164) (¢ adet virtlens gen bdlgesi, 3 tanesi (HL19, HLS58,
HL159) dort adet viriilens gen bolgesi ve 1 tanesi (HL130) ise alt1 adet viriilens gen
bolgesi icermektedir.

5.5. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARININ BiYOFILM OLUSTURMA
OZELLIiGi

Tez calismasmda 29 adet L. monocytogenes susu ile L. monocytogenes ATCC7644 kontrol
susunun 24 h, 48 h ve 72 h’lik inkibasyon sirelerinin sonunda biyofilm olusturma
kapasiteleri arastirilmistir. Biyofilm olusturma durumlarina gore suslar giiglii, orta ve zayif
tiretici olarak tanimlanmistir. Cizelge 5.5.°de zayif biyofilm iireticisi (+) olarak, orta
derecede biyofilm ureticisi (++) olarak ve gucli biyofilm reticisi (+++) olarak sembolize

edilmistir.
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Cizelge 5.5. Listeria monocytogenes suslarmin 24 h, 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda
biyofilm Uretim kapasiteleri

Sus No 24 h’lik inkiibasyon | 48 h’lik inkiibasyon | 72 h’lik inkiibasyon
sonunda sonunda sonunda
HL3 ++ ++ ++
HLS + +++ +++
HL15 ++ ++ +++
HL19 ++ ++ ++
HL22 ++ ++ ++
HL27 + ++ ++
HL29 ++ +++ +++
HL31 +++ +++ +++
HL33 ++ ++ ++
HL46 ++ +++ +++
HL48 ++ ++ ++
HL49 ++ ++ ++
HL52 ++ ++ ++
HL55 ++ ++ +++
HL58 ++ ++ ++
HL65 ++ +++ +++
HL71 ++ +++ +++
HL76 +++ +++ +++
HL80 ++ +++ +++
HL84 ++ ++ ++
ATCC 7644 ++ ++ ++
HL98 o+ +++ +++
HL106 o+ +++ ++
HL118 ++ ++ ++
HL130 + ++ ++
HL136 + ++ ++
HL147 ++ +++ ++
HL159 ++ ++ +
HL164 + ++ ++
HL165 + ++ ++
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24 h’lik inkiibasyon sonunda;

e HLS, HL27, HL55, HL130, HL136, HL164 ve HL165 suslar1 zayif iiretici;

e HL3, HL15, HL19, HL22, HL29, HL33, HL46, HL48, HL49, HL52, HL58, HL65,
HL71, HL80, HL84, HL118, HL147 ve HL159 suslar1 orta derecede iiretici;

e HL31, HL76, HL98 ve HL106 suslar1 ise gii¢lii liretici suslar olarak tanimlanmaistir.

48 h’lik inkiibasyon sonunda;

e HL3, HL15, HL19, HL22, HL27, HL33, HL48, HL49, HL52, HL55, HL58, HL84,
HL118, HL130, HL136, HL159, HL164 ve HL165 suslar1 orta derecede iretici;

e HL8, HL29, HL31, HL46, HL65, HL71, HL76, HL80, HL98, HL106 ve HL147

suslar1 ise giiclii tiretici suslar olarak tanimlanmustir.

72 h’lik inkiibasyon sonunda;

e HLI159 susu zayif liretici;

e HL3, HL19, HL22, HL27, HL33, HL48, HL49, HL52, HL58, HL84, HL106, HL118,
HL130, HL136, HL147, HL164 ve HL165 suslar1 orta derecede Uretici;

e HLS, HL15, HL29, HL31, HL46, HL55, HL65, HL71, HL76, HL80 ve HL98 suslar:

ise gliclii tiretici suslar olarak tanimlanmustir.

HL31, HL76 ve HL98 suslari her ii¢ inkiibasyon siiresi sonunda da giiglii iiretici sus olarak
tanimlanmigtr. HL3, HL19, HL22, HL33, HL48, HL49, HL52, HL58, HL84, ATCC7644
ve HL118 suslari ise, her ii¢ inkiibasyon siiresi sonunda da orta derecede biyofilm iireticisi

sus olarak tanimlanmustir.

5.6. PERASETIK ASIT ILE KUATERNER AMONYUM BILESIKLERININ
PASLANMAZ CELIK KUPONLARDAKI BIYOFILM URETICISI LISTERIA
MONOCYTOGENES SUSLARI UZERINDE ETKIiNLiGiNiN BELIRLENMESI

Tez ¢aligmasmin bundan sonraki asamasinda, gili¢lii biyofilm iireticisi olarak tanimlanan
HL31, HL76 ve HL98 suslari ile L. monocytogenes ATCC7644 kontrol susu kullanilarak

devam edilmistir.

Gida isletmelerinde genis Ol¢iide kullanimi tercih edilen 316L kalite paslanmaz celik

yuzeylerde, L. monocytogenes suslarinin 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sireleri boyunca
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biyofilm olusturmasi saglanmistir. Celik kuponlar tzerinde biyofilm iireticisi sus sayisini
belirlemek amaciyla canli hiicre sayimi yapilmis ve Cizelge 5.6.’da elde olunan sonuglar
gosterilmistir. HL31 susunda her iki sicaklik derecesinde de diger iki susa (HL76 ve HLI98)
kiyasla daha yiiksek oranda canli hiicre sayimi yapilmistir. ATCC7644 kontrol susunda ise
48 h’lik inkiibasyon sonucunda canli hiicre sayimi, 72 h’e kiyasla daha yiiksek oldugu

saptanmustir.

Cizelge 5.6. Celik kuponlar tizerinde 48 h ve 72 h sonunda olusan biyofilm iireticisi sus
sayilari

Sus 48 h 72 h
1. tekrar | 2. tekrar 3. tekrar 1. tekrar 2. tekrar | 3. tekrar
KOB/mL KOB/mL
HL31 1,1x10° | 9,6x10* 1,03x10° 1,86x10° 2,2x10° 2x10°
HL76 1,6x10* | 1,5%x10° 1,4x10* 2,2x10° 2,1x10* 1,8x10*
HL98 5,9x10* | 6,3x10* 5,56x10" 7,1x10* 7,3x10* | 6,6x10*
ATCC7644 | 1,1x10° 1,16x10° 1,3x10° 4,8x10* 4,4x10* 4,3x10*

Gida sanayinde dezenfeksiyon amaciyla yaygin olarak kullanilan PAA ve QAC’nin ¢elik
kuponlarda olusan biyofilm yapisi iizerindeki etkinlik diizeyleri farkli konsantrasyonlarda
(%0,1, 9%0,2 ve %0,3), farkl siirelerde (90 ve 120 saniye) ve farkl sicaklik derecelerinde
(25°C ve 37°C) test edilmistir.

e L. monocytogenes suslarinin PAA ve QAC uygulamasi sonucunda elde olunan koloni
sayilart (KOB/mL) Cizelge 5.7., Cizelge 5.8., Cizelge 5.9. ve Cizelge 5.10.’da,

e PAA ve QAC uygulamasindan sonra cm? basma diisen canli hiicre sayis1 Cizelge
5.11., Cizelge 5.12., Cizelge 5.13. ve Cizelge 5.14.’de,

e L. monocytogenes suslarinin PAA ve QAC uygulamasindan sonra pozitif kontrollere
gore canli hiicre sayisindaki azalma degerleri ise Cizelge 5.15. ve Cizelge 5.16.,

e Cizelge 5.17., Cizelge 5.18., Cizelge 5.19., Cizelge 5.20., Cizelge 5.21., Cizelge 5.22.,
Cizelge 5.23., Cizelge 5.24., Cizelge 5.25., Cizelge 5.26. ve Cizelge 5.27.’de yapilan
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istatistiki ¢alismalar yer almaktadir. Istatistiksel analizler ilgili tablolar iizerinde

gosterilmemis olup, bu analizlerin ayri tablolar halinde belirtilmesi tercih edilmistir.

Cizelgelerde 48 ve 72 h’lik inkiibasyon siirelerinin sonunda pozitif kontrol degerleri
verilmistir. Denemede negatif kontrol ortamlarinda koloni olusumu goézlemlenmemistir.
Her deney seti ii¢ paralelli olacak sekilde planlanmis ve sonuglar tablolarda ayri ayri

sunulmustur.
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Cizelge 5.7. HL76 susunun farkli konsantrasyonlarda, farkli siirelerde ve farkli sicaklik derecelerinde PAA ve QAC uygulamasi sonucundaki
koloni sayilar1 (KOB/mL)

48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 h’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Gzerinde biyofilm Uzerinde
Dezenfektanlarin
uygulanma PAA QAC PAA QAC
parametreleri
s| g| 5| 8| &| ez || &E|&|&| 8| & s¢
E| 8| 3|33 2 (55 2| E|3|3|2|2 58
G| N e | G & ® |BX A S R N R I PN e el 2
%00,1 0s| O 0 0 0 0 0 14 16 17 | 670 | 667 | 665
120s| O 0 0 3 4 4 3 2 3 366 | 348 | 379
25°C %00,2 90s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 36 32 39
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 4 3 4
%00,3 90s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,1 9s| 0| 0o | 0| 0] 0| 0 [61X10°| 0 [ 0 | 0 | 159 | 144 | 168 | 7x10
120s| O 0 0 2 3 2 0 0 0 83 72 76
37°C %00,2 N0s| 6 6 8 0 0 0 0 0 0 2 1 1
120s| 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,3 N0s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.8. HL98 susunun farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde ve farkli sicaklik derecelerinde PAA ve QAC uygulamasi sonucundaki
koloni sayilar1 (KOB/mL)

48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde

72 W’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde

Dezenfektanlarin
uygulanma PAA QAC PAA QAC
parametreleri
s| 5| 5| 5| 5| Eles | 5|l5| 8| 5| 5|5 s
S| 5|3|3|3|2(85 2|3|2|35|3|3 55
- o ™ — o ® | X - | « ™ i N © | X
900,1 90s | 98 92 87 | 245 | 236 | 252 11 9 10 | 186 | 179 | 190
120s| 32 36 33 [ 295 | 190 | 302 182 | 176 | 189 | 66 69 71
25°C 900,2 90 s 0 0 0 164 | 149 | 151 0 0 0 876 | 750 | 764
120s| O 0 0 126 | 133 | 130 0 0 0 720 | 693 | 702
900,3 90s 0 0 0 0 0 0 [1,5x10* 0 0 0 0 0 0 1,83x10*
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%00,1 90s 0 0 0 18 16 15 1 1 1 86 88 89
120s| 18 16 20 12 11 15 3 2 2 146 | 162 | 150
37°C 900,2 90s | 15 16 18 2 3 3 0 0 0 153 | 161 | 159
120s| O 0 0 46 51 43 0 0 0 124 | 133 | 140
900,3 90 s 0 0 0 6 4 4 0 0 0 15 14 12
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.9. HL31 susunun farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde ve farkli sicaklik derecelerinde PAA ve QAC uygulamasi sonucundaki
koloni sayilar1 (KOB/mL)

48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 h’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde biyofilm Uzerinde
Dezenfektanlarin
uygulanma PAA QAC PAA QAC
parametreleri
s| 5| 55| 5| 5ls8 |5|E|&|&| 8| E|sE
S| E| | 5| 8| 5|55 |3|5|2E|5| 5|8 58
M ST =T R B S S R Gl Q| @] A & » X
%0,1 90s| 1 1 2 61 | 56 | 60 6 4 3 5 3 2
120s| O 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
25°C %0,2 90s| O 0 0 31 [ 26 | 28 0 0 0 16 | 10 14
120s| O 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
%0,3 90s| O 0 0 0 0 0 |1,11x10°| 0 0 0 0 0 0 2,03x10°
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,1 90s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
37°C %0,2 90s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,3 90s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




G6

Cizelge 5.10. Listeria monocytogenes ATCC 7644 susunun farkli konsantrasyonlarda, farkl siirelerde ve farkli sicaklik derecelerinde PAA ve
QAC uygulamasi sonucundaki koloni sayilar1 (KOB/mL)

48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 h’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde biyofilm Uzerinde
Dezenfektanlarin
uygulanma PAA QAC PAA QAC
parametreleri
s| 5| 5| E| 5|52 |&|&|5|5| 8| E|sE
S| 35|38 3|3(35 |8|3|2|2|3|3 55
- o ™ — o ® | X — | « ™ i N ® | X
%00,1 90s | 122 | 130 | 130 | 624 | 619 | 648 74 | 82 | 76 | 210 | 200 | 216
120s| 25 31 28 18 21 16 11 9 12 | 173 | 167 | 179
25°C %0,2 0s| O 0 0 0 0 0 2 3 2 136 | 142 | 150
120s| O 0 0 0 0 0 1 2 1 23 27 26
%0,3 0s| O 0 0 0 0 0 |1,18x10°| 0 0 0 0 0 0 4,5x10*
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
90,1 90s | 64 73 52 42 36 35 2 2 3 0 0 0
120s{ O 0 0 3 6 5 0 0 0 0 0 0
37°C %0,2 0s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,3 0s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120s| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.11. HL76 susunda dezenfektan uygulamasindan sonra cm? basina diisen canl hiicre sayis1 ve logaritmik degerleri
y g g

DOz SURE 48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 h’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm tzerinde biyofilm tzerinde
PAA uygulamasi QAC uygulamasi PAA uygulamasi QAC uygulamasi
2295 o) =220 o) 225 ) 229 %)
= z @ @ = 7@ O = 70 S | =zz@8 O
s @ C¥) N4 = & S A4 s & 3 A4 Ei S \'4
o < 8 o < 8 o = g |0 <2 8
%01 | 90s 0 0 0 0 168 2,26 7,16x10° 3,855
120's 0 0 39,3 1,595 28,6 1,457 3,91x10° 3,592
25 °C %0,2 90s 0 0 0 0 0 0 383 2,583
120's 0 0 0 0 0 0 39,3 1,595
%0,3 90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120's 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,1 90s 0 0 0 0 0 0 1,68x10° 3,226
120's 0 0 25 1,399 0 0 826 2,917
37°C | %0,2 90s 71,5 1,854 0 0 0 0 14,3 1,156
120 s 14,3 1,156 0 0 0 0 0 0
%0,3 90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120's 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.12. HL98 susunda dezenfektan uygulamasindan sonra cm? basina diisen canl hiicre sayis1 ve logaritmik degerleri

DOz SURE 48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 h’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde biyofilm tzerinde
PAA uygulamasi QAC uygulamasi PAA uygulamasi QAC uygulamasi
] —~ N 5] —~~ T ] — R <] m %
5 e LE) 5 e g 5 _E g 5 £ g
220 o) 220 D 220 D 229 D
- >0 O = z0 O - 0 O - =0 @
E «» O N E » O N4 E «w O N4 E » g \4
5 < I S < 2 S ¥ 2 S < g
%0,1 | 90s 901 2,996 2,62x103 3,419 107 2,031 1,98x10° 3,298
120's 361 2,558 2,81x10° 3,449 1,96x103 3.291 737 2,867
25°C | %0,2 |90s 0 0 1,66x10° 3,220 0 0 8,55x103 2,932
120's 0 0 1,39x10° 3,143 0 0 7,56x103 2,879
%0,3 | 90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120's 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,1 | 90s 0 0 175 2,244 107 1,031 941 2,973
37°C 120's 193 2,286 136 2,133 25 1,399 1,64 x103 3,214
%0,2 | 90s 175 2,244 28,6 1,457 0 0 1,69 x103 3.228
120's 0 501 2,700 0 0 1,42 x10° 3,152
%0,3 | 90s 0 50 1,700 0 0 147 2,166
120s 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.13. HL31 susunda dezenfektan uygulamasindan sonra cm? basina diisen canl hiicre sayis1 ve logaritmik degerleri

DOZ SURE 48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 W’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde biyofilm tzerinde
PAA uygulamasi QAC uygulamasi PAA uygulamasi QAC uygulamasi
229 0 229 @ 229 @ 229 @
= Zzd O = Zzd @) = zd @) = Zz0 @)
=~ C¥) N4 s ¢ S XY s “ S XY s~ 3 N4
o <= 8 o = 8 o = 8 o < 8
%01 | 90s 14 1,156 63 2,801 46 1,667 35 1,553
120 s 0 0 0 0 107 1,031 0 0
95 °C %0,2 90s 0 0 304 2,483 0 0 143 2,156
120 s 0 0 107 1,031 0 0 0 0
%0,3 90 s 0 0 0 0 0 0 0 0
120 s 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,1 90 s 0 0 0 0 0 0 0 0
120 s 0 0 0 0 0 0 0 0
37°C | 90,2 90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120 s 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,3 90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120s 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.14. Listeria monocytogenes ATCC 7644 susunda dezenfektan uygulamasindan sonra cm? basma diisen canli hiicre sayis1 ve
logaritmik degerleri

DOZ SURE 48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 W’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm tzerinde biyofilm tzerinde
PAA uygulamasi QAC uygulamasi PAA uygulamasi QAC uygulamasi
L ~—~ ¢ 2 ~ T 5 ~ T L ~ %
s _E 5 s _E 5 s . E 5 s _E 5
229 0 225 @ ZEZ5 @ 220 @
=~ Z0 @) -~ Z0 @) - =0 O -~ Z0 O
E » O N E » O N E ZNO) N E » g 4
5 < 2 S < 2 S ¥ 2 S ¥ g
%0,1 | 90s 1,37x10° 3,136 6,76x10° 3,830 830 2,919 2,24x10° 3,350
120s 300 2,478 197 2,294 114 2,059 1,86x103 3,269
25°C | 9%0,2 |90s 0 0 0 0 25 1,399 1,53x103 3,185
120's 0 0 0 0 14 1,156 272 2,434
%0,3 |90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120's 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,1 |90s 676 2,830 404 2,607 25 1,399 0 0
120 s 0 0 50 1,700 0 0 0 0
37°C | 9%0,2 |90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120s 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,3 |90s 0 0 0 0 0 0 0 0
120's 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 5.15. Listeria monocytogenes suslarmin PAA uygulamasindan sonra pozitif kontrollerine gore logaritmik azalma degerleri (log

KOB/cm?)
48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 W’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde biyofilm tzerinde
HL76 HL98 HL31 ATCC 7644| HL76 HL98 HL31 ATCC7644
Pozitif kontrol 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
%00,1 90s 58 2,2 3,8 2,9 3,6 2,2 3,6 3,7
120°s 5,8 2.6 5,0 3,6 4.4 2,0 4,3 4,6
%00,2 90s 5,8 5,2 5,0 6,1 5,8 53 53 53
25°C 120's 5,8 5,2 5,0 6,1 5,8 53 53 55
%00,3 90s 5,8 5,2 5,0 6,1 5,8 53 53 6,6
120's 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
%00,1 90s 5,8 5,2 5,0 3,3 58 3,7 53 53
120's 5,8 2,9 5,0 6,1 58 3,9 53 6,6
37°C | 9%0,2 90s 3,9 3,0 5,0 6,1 58 53 53 6,6
120's 4,6 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
%00,3 90s 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
120's 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
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Cizelge 5.16.

Listeria monocytogenes suslarinin QAC uygulamasindan sonra pozitif kontrollerine gore logaritmik azalma degerleri (KOB

log/cm?)
48 h’lik inkiibasyon sonucu olusan 72 W’lik inkiibasyon sonucu olusan
biyofilm Uzerinde biyofilm tzerinde
HL76 HL98 HL31 ATCC 7644| HL76 HL98 HL31 | ATCC7644
Pozitif kontrol 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
%00,1 90s 5,8 1,8 2,2 2,3 2,0 2,3 3,7 33
120°s 4,2 2,0 5,0 3,8 2,3 1,3 53 33
%00,2 90s 5,8 2,0 2,5 6,1 3,2 1,3 31 3,4
25°C 120's 5,8 5,2 4,0 6,1 4,2 53 53 4,2
%00,3 90s 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
120's 5,8 3,0 5,0 6,1 58 2,3 53 6,6
%00,1 90s 5,8 3,0 5,0 3,5 2,6 2,1 53 6,6
120's 4,4 3,7 5,0 4,4 2,9 2,1 53 6,6
37°C %00,2 90s 5,8 2,5 5,0 6,1 4,7 2,1 53 6,6
120's 5,8 3,5 5,0 6,1 58 2,1 53 6,6
%00,3 90s 5,8 5,2 5,0 6,1 58 31 53 6,6
120's 5,8 5,2 5,0 6,1 58 53 53 6,6
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Cizelge 5.17. Listeria monocytogenes suslarinda PAA ve QAC uygulamasi sonucunda elde olunan azalma dizeyleri lzerine etki eden

faktorlere iliskin ANOVA sonuglari

) Standart Kareler Kismi Eta-
Faktor Kareler Toplanm Sapma Ortalamasi F p Kare
PAA* QAC 16,450 il 16,450 26,524 <0.001 0,143
Sicaklik 12,607 1 12,607 20,328 <0.001 0,113
Uygulama dozu 70,079 2 35,039 56,497 <0.001 0,415
Uygulama suresi 3,467 1 3,467 5,590 0,019 0,034
Uygulanan suslar 78,608 3 26,203 42,248 <0.001 0,444
Dezenfektan ile biyofilm 2,660 1 2,660 4,289 0,040 0,026
Biyofilm * sus 9,669 3 3,223 5,197 0,002 0,089
Sicaklik * biyofilm 2,253 1 2,253 3,633 0,058 0,022
Dezenfektan * uygulama dozu 3,206 2 1,603 2,584 0,079 0,031
Dezenfektan * uygulanan sus 7,899 3 2,633 4,245 0,006 0,074
Uygulanan doz * uygulanan sus 14,929 6 2,488 4,012 0,001 0,131
Uygulanan doz * uygulanan stre 3,537 2 1,768 2,851 0,061 0,035
Uygulanan sicaklik * uygulanan doz 11,428 2 5,714 9,214 <0.001 0,104
Uygulanan sicaklik * uygulanan sus 3,968 3 1,323 2,132 0,098 0,039

R-kare = 0,651
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Cizelge 5.18. PAA ve QAC uygulamalarina gore Listeria monocytogenes suslarinda ortalama azalma miktarlarinin karsilastiriimasi

« %95 Giiven Arahg:
Dezenfektan N Ortalama Standart Sapma t p ALt S Ust Sir
PAA 96 5,17 1,08 4,986 5,304
QAC 96 4,54 1,52 3.278 0,001 4,401 4,718

*Bagimsiz iki 6rneklem t testi

Cizelge 5.19. Uygulanan sicaklik diizeylerine gore Listeria monocytogenes suslarinda goriilen ortalama azalma miktarlarinin karsilastirilmasi

%95 Giiven Arahg
Sicakhk N Ortalama Standart Sapma t p* "
Alt Simir Ust Sinir
25°C 96 4,63 1,40 4,437 4,755
2,339 0,020
37°C 96 5,08 1,27 4,950 5,267

*Bagimsiz iki 6rneklem t testi

Cizelge 5.20. PAA ve QAC’nin uygulama dozuna goére Listeria monocytogenes suslarinda gorllen ortalama azalma miktarlarmin

karsilastirilmasi

Ortalama

Standart Sapma

p*

%95 Giiven Arahg:

Uygulama dozu N -
Alt Simir Ust Simir
%0,1 64 4,0712 1,44 3,863 4,252
%0,2 64 4,938° 1,35 24,343 <0.001 4,782 5171
%0,3 64 5,561° 0,72 5,327 5,716

*ANOVA testi




Cizelge 5.21. PAA ve QAC’nin uygulama siirelerine gore Listeria monocytogenes suslarinda goriilen ortalama azalma miktarlarinin
karsilastirilmasi

v0T

%95 Giiven Arahg:
Sare N Ortalama Standart. Sapma t p* "
Alt Simir Ust Sinir
90 saniye 96 4,71 1,42 4,559 4,876
- 1,475 0,142
120 saniye 96 5,00 1,27 4,828 5,145

*Bagimsiz iki 6rneklem t testi

Cizelge 5.22. Listeria monocytogenes suslarinda ortalama azalma miktarlarinin karsilastirilmasi

%95 Giiven Arahg
Sus N Ortalama Standart Sapma F p* -
Alt Simir Ust Simir
HL312 48 4,90 0,70 4,634 5,083
HL76*¢ 48 5,27 1,07 4,984 5,433
23,009 <0.001

HL98" 48 3,71 1,51 3,596 4,045
ATCC 7644°¢ 48 5,54 1,24 5,296 5,745

*ANOVA testi



Cizelge 5.23. PAA ve QAC’nin farkli uygulama siirelerinin biyofilm yapisinda gorillen azalma diizeylerine etkisinin ortalama miktarlarinin
karsilastirilmasi

Siire Standart t p* %95 Giiven Arahg
Dezenfek | H -
ezenfektan| Ortalama | Standart Hata Sapma ALt Simr Ust St
8h PAA 5,046% 0,114 % 4,821 5,270
QAC 4,696" 0,114 ' <01 0,992 4,471 4,920
22 h PAA 5,2442 0,114 1,42 5,019 5,468
QAC 4,423° 0,114 4,198 4,647

SOT

*Bagimsiz iki drneklem t testi

Cizelge 5.24. Listeria monocytogenes suslarmnm farkli inkiibasyon siirelerinde olusturdugu biyofilm yapilarinda gorilen ortalama azalma
miktarlarinin karsilastirilmasi

) Standart F p* %395 Giiven Arahgi

Sure Sus Ortalama Standart Hata Sapma ALt Sur T —
ATCC 7644 5,308% 0,161 0,773 4,991 5,626

48 h HL31 4,688° 0,161 0,773 4,370 5,005
HL76 5,546% 0,161 0,773 5 197 <0.05 5,228 5,863
HL98 3,942°¢ 0,161 0,773 ' : 3,624 4,259
ATCC 7644 5,733¢% 0,161 0,773 5,416 6,051

72h HL31 5,029° 0,161 0,773 4,712 5,347
HL76 4,871° 0,161 0,773 4,553 5,188
HL98 3,700° 0,161 0,773 3,383 4,017

*ANOVA testi




Cizelge 5.25. Listeria monocytogenes suslarinda PAA ve QAC uygulamalari sonucunda goriilen ortalama azalma miktarlarinin
karsilastirilmasi

Standart F p* %95 Giiven Arahg
Sus Dezenfektan | Ortalama | Standart Hata Sapma ALt S Dst Sr
HLo8 PAA 4,438% 0,161 0,773 4,120 4,755
QAC 3,2042 0,161 0,773 2,887 3,522
PAA 4,988% 0,161 0,773 4,670 5,305
HL31 : ’ 4,245 <0,05 ’ ’
3 QAC 4,7292 0,161 0,773 4,412 5,047
HLT6 PAA 5,5212 0,161 0,773 5,203 5,838
QAC 4,896" 0,161 0,773 4,578 5,213
PAA 5,633% 0,161 0,773 5,316 5,951
ATCC 7644 : ’ : :
QAC 5,408° 0,161 0,773 5,091 5,726

*ANOVA testi
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Cizelge 5.26. Listeria monocytogenes suslarinda PAA ve QAC uygulamalarina ait farkli doz seviyelerinin azalma miktarlarinin

karsilastirilmasi
F * %95 Giiven Arahg:
Sus E()% Ortalama Standart Hata Standart Sapma P Alt Stur Dt nglr
0,1 4,363? 0,197 0,788 3,974 4,751
ATCC 7644 0,2 5,850P 0,197 0,788 5,461 6,239
0,3 6,350° 0,197 0,788 5,961 6,739
0,1 4,631% 0,197 0,788 4,242 5,020
HL31 0,2 4,794 0,197 0,788 4.012 <0,05 4,405 5,183
0,3 5,1502 0,197 0,788 4,761 5,539
0,1 4,550? 0,197 0,788 4,161 4,939
HL76 0,2 5,275° 0,197 0,788 4,886 5,664
0,3 5,800° 0,197 0,788 5,411 6,189
0,1 2,688? 0,197 0,788 2,299 3,076
HL98 0,2 3,988° 0,197 0,788 3,599 4,376
0,3 4,787°¢ 0,197 0,788 4,399 5,176

*ANOVA testi
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Cizelge 5.27. Farkli sicaklik uygulamalari ile PAA ve QAC’nin uygulanma doz seviyeleri birlikte degerlendirildiginde gzlemlenen ortalama
azalma miktarlariin karsilastiriimasi

F * %395 Giiven Arahg:
Sicakhik E()% Ortalama Standart Hata Standart Sapma P ALt Str Dst nglr
0,1 3,4597 0,139 0,783 3,184 3,734
25°C 0,2 4,853P 0,139 0,783 4,578 5,128
0.3 5,475° 0,139 0,783 9,214 <0,05 5,200 5750
0,1 4,656° 0,139 0,783 4,381 4,931
37°C 0,2 5,100%° 0,139 0,783 4,825 5,375
0,3 5,569° 0,139 0,783 5,294 5,844
*ANOVA testi




48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonucu biyofilm iireticisi L. monocytogenes HL31, HL76,
HL98 suslar1 ile L. monocytogenes ATCC7644 susunun farkli konsantrasyonlarda, farkl
stirelerde ve farkli sicaklik derecelerinde PAA ve QAC uygulamasi sonrasindaki koloni
sayilar1 (KOB/mL) (Cizelge 5.7., Cizelge 5.8., Cizelge 5.9., Cizelge 5.10.) ile cm? basina
diisen canli hiicre—sayilar1 (Cizelge 5.11., Cizelge 5.12., Cizelge 5.13., Cizelge 5.14.)
incelendigi zaman, pozitif kontrole oranla biitlin suslarda etkin bir azalma oldugu ve hatta
bazi uygulamalarda ortamdaki L. monocytogenes hiicrelerinin tamamen eradike edildigi
saptanmustir. Bu kapsamda uygulanan dezenfektan turii (PAA ve QAC), L. monocytogenes
suslarinin inkiibasyon siiresi (48 h ve 72 h), dezenfektanlarin uygulanma dozu (%0,1, %0,2
ve 9%0,3), dezenfektanlarin uygulanma sicaklik derecesi (25°C ve 37°C) ile L.
monocytogenes suslar1 arasindaki etkilesim istatistiki olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur
(Cizelge 5.17.).

48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm Greticisi L. monocytogenes suslarmin PAA
ve QAC uygulamasi sonucunda logaritmik azalma degerleri incelendigi zaman ise (Cizelge
5.15., Cizelge 5.16.), benzer sekilde pozitif kontrole oranla canli hiicre sayisinda etkin bir
azalma saglandig1 ve hatta bazi uygulamalarda ortamdaki L. monocytogenes hicrelerinin

tamamen eradike edildigi saptanmistir.

Paslanmaz celik kuponlar Uzerinde PAA ve QAC’nin farkli sicaklik, siire ve doz
uygulamalar1 sonucunda 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm dreticisi L.
monocytogenes hiicre sayisindaki azalmaya karsi etkileri birbiri ile kiyaslandigi zaman;
PAA uygulamasi sonrasinda saptanan ortalama azalma miktar1 (5,17), QAC icin belirlenen
ortalama azalma miktarindan (4,54) istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur
(Cizelge 5.18.). Bu kapsamda PAA’nin, QAC’ye gore daha etkin bir dezenfektan oldugu

saptanmuistir.

Tez calismasinda 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm Ureticisi L. monocytogenes
hiicre sayisindaki azalma, iki farkli sicaklik derecesindeki (25°C ve 37°C) PAA ve QAC
uygulamasinda tespit edilmistir. 37°C’de ortalama azalma miktar1 5,08 bulunurken, 25°C
ortalama azalma miktar1 4,63 bulunmustur (Cizelge 5.19.). Iki sicaklik derecesi arasindaki
bu fark, istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. 37°C’deki PAA ve QAC

uygulamalarinin, 25°C’deki uygulamalara kiyasla daha etkin oldugu tespit edilmistir.

109



PAA ve QAC’nin farkli uygulama dozlarinin (%0,1, %0,2 ve %0,3) 48 h ve 72 h sonunda
biyofilm dreticisi L. monocytogenes hiicre sayisindaki azalmaya karst gosterdigi etki
arastirtlmigtir (Cizelge 5.20.). Uygulama doz seviyelerine gore ortalama azalma miktarlari
incelendiginde, PAA ve QAC uygulama doz seviyeleri arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (F=24,343 ve p<0,001). Benzer sekilde ikiserli karsilastirmalar
sonucunda ise, tim grup ortalamalar1 birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli
bulunmustur (Ortalamalar %0,1 igin 4,071; %0,2 icin 4,938; %0,3 i¢in 5,561). Ortalama

degerler incelendiginde, en etkin uygulama dozu olarak %0,3 tespit edilmistir.

PAA ve QAC’nin farkli uygulama siirelerinin (90 saniye ve 120 saniye) 48 h ve 72 h’lik
inkiibasyon sonunda biyofilm Ureticisi L. monocytogenes hiicre sayisindaki azalmaya karsi
gosterdigi etki arastirilmistir (Cizelge 5.21.). Uygulama sirelerine gore ortalama azalma
miktarlar1 arasindaki fark incelendiginde; 90 saniye igin saptanan azalma miktar1
ortalamasi (4,71) ile 120 saniye ortalamasi (5,00) arasi1 fark, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (t=1,475 ve p=0,142).

48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm Ureticisi L. monocytogenes suslarinin PAA
ve QAC’nin farkli uygulama parameterlerine karsi gostermis oldugu canli hiicre
sayilarindaki ortalama azalma miktarlar1 aras1 fark incelendiginde, sus tiirleri arasi farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F=23,009 ve p<0,001) (Cizelge 5.22.). Ikiserli
karsilagtirmalar sonucunda ise HL98 sus ortalamasi, diger tiim sus ortalamalarindan; HL31
ortalamasi, HL98 ve ATCC7644 ortalamasindan; HL76 ortalamasi, HLL98 ortalamasindan
ve son olarak ATCC7644 ortalamasi ise HL31 ve HL98 ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli farkli bulunmustur. Ortalama degerler incelendiginde ATCC7644 (5,54) susu
indirgenme oraninin en yiiksek oldugu sus olarak tanimlanmistir. Bu susu sirastyla HL76

(5,27), HL31 (4,90) ve HL98 (3,71) takip etmistir.

Tez galismasinda 48 h ve 72 h’lik inklbasyon sonunda biyofilm Ureticisi L. monocytogenes
suslarinn PAA ve QAC uygulamasi sonucunda indirgenme oranlart karsilastirilmistir
(Cizelge 5.23.). 48 h’lik inkiibasyon siiresindeki L. monocytogenes sayisindaki azalma
miktar1 ortalamasi ile 72 h’lik inkiibasyon siiresindeki L. monocytogenes sayisindaki
azalma miktar1 ortalamasi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(t<0,001 ve p=0,992). Ancak PAA uygulamasi sonucu 48 h’lik inkiibasyon siiresindeki L.

monocytogenes sayisindaki azalma miktar1 ortalamasi (5,046), QAC ortalamasindan
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(4,696) istatistiksel olarak anlamli biiyiik bulunmustur. Benzer sekilde PAA uygulamasi
sonucu 72 h’lik inkiibasyon siiresindeki L. monocytogenes sayisindaki azalma miktari
ortalamast (5,244), QAC ortalamasindan (4,423) istatistiksel olarak anlamli biiyiik
bulunmustur. Bu kapsamda hem 48 h ve hem de 72 h’lik inkiibasyon siirecindeki L.
monocytogenes suslarini eradike edebilmek i¢in en uygun dezenfektanin PAA oldugu

gorilmistir.

L. monocytogenes suslarmin paslanmaz ¢elik kuponlar tzerinde 48 h ve 72 h’lik
inkiibasyon sirecinde olusturdugu biyofilm yapisinda goriilen ortalama azalma miktarlar1
karsilastrilmistir (Cizelge 5.24.). Inkiibasyon siiresine bagi olarak suslarm ortalama
azalma miktarlar1 arasindaki fark durumu istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir. Ancak
48 h’lik inkiibasyon sonucunda HL31 susunda goriilen ortalama azalma miktar1 (4,688) ile
HL98 susuna ait ortalama (3,942), diger suslardan istatistiksel olarak anlamli farkl
bulunmustur. 72 h’lik inkiibasyon sonucunda ise ATCC7644 susunda goriilen ortalama
azalma miktar1 (5,733) ile HL98 susuna ait ortalama (3,700) diger suslardan istatistiksel

olarak anlamli farkli bulunmustur.

PAA ve QAC uygulamalarimin L. monocytogenes suslarina ve kontrol susuna karsi
gostermis oldugu etki Cizelge 5.25.te yer almaktadir. PAA ve QAC uygulamalar
sonucunda gorilen ortalama azalma miktarlar1 arasindaki farkhilik, suglara gore
degismektedir. HL98 ve HL31 suslarinda PAA ve QAC uygulamalarina iligkin ortalamalar
arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmamis olup, HL76 ile ATCC7644 suslarinda
PAA’ya iligkin ortalamalar QAC’ye iliskin ortalamlardan istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur.

L. monocytogenes suslar1 ile PAA ve QAC’nin farkli uygulama dozlar1 birbiri ile
karsilastirildigi zaman ise, parametrelere iliskin ortalamalar arasi farkliliklar suslara gore
degismektedir (Cizelge 5.26.). HL31 susunda farkli uygulama dozlarma iliskin indergenme
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (F: 5,197 ve
p<0,05). HL76 ve ATCC7644 suslarinda ise PAA ve QAC’nin %0,1’lik uygulama doz
seviyesine iligkin ortalama diger iki seviyeye (%0,2 ve %0,3) iliskin ortalamadan
istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur. HL98 susunda ise PAA ve QAC’nin farkl

doz uygulamalarma karsi gostermis oldugu indirgenme orani ortalamalar1 birbirinden
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istatistiksel olarak anlamli farklt bulunmustur. HL31, HL76, HL98 ve ATCC7644
suglarma PAA ve QAC’nin %0,3’liik uygulamasi, en yiiksek indirgenme saglamistir.

PAA ve QAC’nin farkli uygulama sicaklik dereceleri (25°C ve 37°C) ile farkli uygulanma
doz seviyelerine (%0,1, %0,2 ve %0,3) iliskin L. monocytogenes suslarinda gostermis
oldugu indirgenme oranmna ait ortalamalar aras: farkliliklar sicaklik seviyelerine gore
degismektedir (Cizelge 5.27.). 25°C sicaklikta uygulanan farkli uygulama dozlarina iliskin
ortalamalarin her biri diger uygulama dozlarna iligskin ortalamalardan istatistiksel olarak
anlamli farkli bulunmustur. Ancak 37°C sicaklik seviyesinde %0,1 ile %0,3 doz
seviyelerine iligskin ortalamalar aras1 fark anlamli bulunurken, %0,2 seviyesine iliskin
ortalama ise diger iki uygulama dozuna iliskin ortalamalar aras1 fark istatistiksel olarak

anlaml1 bulunmamastir.

5.7. PERASETIK ASIT iILE KUATERNER AMONYUM BILESIKLERININ 96
KUYUCUKLU MiKROPLAKLARDA OLUSAN BiYOFILM YAPISI UZERINDE
ETKINLIGININ BELIRLENMESI

L. monocytogenes suslarinda PAA ve QAC uygulamas: sonucunda 96 kuyucuklu steril
mikroplaklarda elde edilen OD degerleri Cizelge 5.28. ve Cizelge 5.29.’da; PAA ve QAC
uygulamasi sonrasi biyofilm yapisinda pozitif kontrole gore yilizde azalma degerleri
Cizelge 5.30., Cizelge 5.31., Cizelge 5.32. ve Cizelge 5.33.°de; istatistiki analizlere ait
veriler ise Cizelge 5.34., Cizelge 5.35., Cizelge 5.36., Cizelge 5.37., Cizelge 5.38. ve
Cizelge 5.39.’da yer almaktadir.
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Cizelge 5.28. 25°C ve 37°C inklbasyon sicakliliklarinda PAA ve QAC uygulamasindan
sonra 48 h’lik biyofilmlerin OD sonuglarr™*

PAA QAC
S S
= =
i} <
o |~ “ p= ™ N [ =
S S S N 2 2 3 N
> > > a N = N a
HL98 1,664 12,126 |[2,313 |2,365 |0,117 |1,110 |1,151 1,703
90s |HL76 0,695 (0,834 0,986 [2,107 [0,365 |0,741 |0,876 1,059
25°C HL31 0,547 (0,692 0,739 |[1,753 |[0,457 |0,625 |0,739 0,903

ATCC7644 |0,660 |0,657 (0,845 |1,48 0,269 |0,538 0,737 |1,021

HL98 1,182 11,236 (1,290 |2,365 |0,726 |0,893 (0,903 |1,703
120 s| HL76 0,545 |0,775 |0,758 (2,107 |0,631 |0,813 |0,957 |1,059
HL31 0,333 |0,516 |0,836 (1,753 |0,386 |0,408 |0,450 0,903

ATCC7644 |0,519 |0,516 |0,555 |1,48 0,394 (0,468 (0,452 |1,021

HL98 0,111 |0,132 (0,193 (0,377 (0,116 |0,166 |0,154 0,570

90s [HL76 0,112 |0,152 (0,144 (0,544 (0,101 |0,171 |0,182 [1,027

HL31 0,281 |0,395 (0,389 [0,769 (0,374 0,491 |0,537 [0,711

37°C ATCC7644 |0,233 |0,336 |0,434 0,942 |0,414 (0,452 (0,505 |0,721
HL98 0,111 |0,143 (0,188 (0,377 (0,132 |0,183 |0,194 [0,570

120 s|HL76 0,114 |0,155 (0,343 (0,544 (0,120 |0,161 |0,174 |1,027

HL31 0,208 |0,288 (0,411 |0,769 (0,283 |0,457 |0,547 |0,711

ATCC7644 10,233 |0,330 (0,496 |0,942 |0,329 |0,401 (0,512 0,721

*Her deney setindeki kuyucuk kendi negatif kontroliinden ¢ikarilarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 5.29. 25°C ve 37°C inklbasyon sicakliliklarinda PAA ve QAC uygulamasindan
sonra 72 saatlik biyofilmlerin OD sonuglart™*

PAA QAC

° °

1= 1=

(@] (@]

X Y4

@ |~ “a p= @ o o p=

S |2 S S s < 3 N

S S 5 o S N N o
HL98 0,356 (0,575 |0,956 |1,434 |0,661 [0,573 |0,647 |1,292
90s HL76 0,296 |0,335 |0496 |0,729 |0445 [0484 [0610 |0,759
HL31 0,288 | 0,467 10,489 [0,538 |0,359 |0,395 0,420 |0,435
ATCC 7644 (0,235 | 0,734 [0,760 |[0,921 |0,274 10,294 0,366 |0,410
25°C HL98 0,277 (0,326 0,386 |1,214 |0,310 |0,353 |0,346 |1,292

120 s
HL76 0,694 |0,649 |0,806 |[1,049 |0,443 |0,454 0,542 |0,759
HL31 0,188 (0,264 (0,293 |0.324 [0,290 |0,310 0,395 0,435
ATCC 7644 10276 (0,409 |0,541 [0,921 |0,280 |0,303 (0,312 |0,410
HL98 0,111 |0,240 |0,245 |0,318 |0,111 |0,104 |0,107 |0,270
90s HL76 0,089 |0,106 0,125 |0,327 |0,087 |0,092 |0,095 |[0,522
HL31 0,229 10,322 10,496 |0,577 |0,326 |0,370 0,471 |0,577
37°C ATCC 7644 10,297 |0,400 (0,481 |0556 0,321 |0,364 {0,335 |0,436
HL98 0,116 |0,147 |0,276 |0,318 |0,115 |0,125 |0,116 |0,270
120s

HL76 0,103 |0,099 |0,139 |0,327 | 0,372 /0,501 |0,511 |0,522
HL31 0,222 (0,374 0,379 |0,422 |0,285 |0,368 0,376 |0,386
ATCC 764410281 |0,442 (0,463 |0,566 0,400 |0,412 |0,481 |0,623

*Her deney setindeki kuyucuk kendi negatif kontroliinden ¢ikarilarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 5.30. PAA ve QAC uygulamasindan sonra HL76 susu biyofilmlerinde pozitif
kontrole gore yiizde azalma sonuglar1

PAA QAC
Sicakhk Doz Sure

48 h 72 h 48 h 72 h

%0,1 90s %53 %23 %27 %19

2500 120's %64 %31 %9,6 %28
%0,2 90s %60 %38 %30 %36

120's %63 %54 %23 %40

%00,3 90s %67 %33 %65 %41

120's %74 %59 %40 %41

%0,1 90s %73 %57 %82 %81
3750 120's %36 %23 %83 %2,1
%0,2 90s %72 %69 %83 %82

120 s %71 %67 %84 %4

%0,3 90s %79 %68 %90 %83

120's %79 %72 %88 %28

Cizelge 5.31. PAA ve QAC uygulamasindan sonra HL98 susu biyofilmlerinde pozitif
kontrole gore ylizde azalma sonuglari

PAA QAC
Sicakhk Doz Sure

48 h 72 h 48 h 72 h
%0,1 90s %2,1 %33 %32 %49
2500 120's %45 %22 %46 %73
%0,2 90s %11 %59 %34 %55
120's %47 %55 %47 %72
%0,3 90s %29 %75 %52 %48
120's %50 %65 %57 %76
%0,1 90s %48 %22 %72 %60
37°C 120's %50 %44 %65 %57
%0,2 90s %64 %55 %70 %61
120's %62 %53 %67 %53
%0,3 90s %70 %65 %76 %58
120's %70 %63 %79 %57
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Cizelge 5.32. PAA ve QAC uygulamasindan sonra HL31 susu biyofilmlerinde pozitif
kontrole gore yiizde azalma sonuglar1

PAA QAC

Sicakhk Doz Sure 48 h 72 h 48 h 72 h
%0,1 | 90s %52 %9 %18 %3,4

2500 120's %57 %9 %50 %9
%0,2 | 90s %60 %13 %30 %09,1

120's %70 %18 %54 %28

%0,3 | 90s %68 %46 %49 %2

120's %81 %41 %57 %31

%0,1 | 90s %46 %14 %24 %18

37°0 120's %49 %10 %23 %57
%0,2 | 90s %48 %44 %30 %35

120s %62 %41 %35 %53

%0,3 | 90s %63 %60 %47 %43

120 s %72 %47 %60 %57

Cizelge 5.33. PAA ve QAC uygulamasindan sonra L. monocytogenes ATCC 7644 susu
biyofilmlerinde pozitif kontrole gore yilizde azalma sonuglar1

PAA QAC
Sicakhk Doz Sure 48 h 72 h 48 h 72 h
%0,1 | 90s %57 %17 %27 %10
2500 120's %52 %41 %55 %23
%0,2 | 90s %60 %20 %47 %28
120's %70 %55 %54 %26
%0,3 | 90s %68 %74 %73 %33
120's %81 %70 %61 %33
%0,1 | 90s %49 %14 %29 %23
37°C 120's %46 %18 %28 %26
%0,2 | 90s %48 %28 %37 %16
120's %62 %21 %44 %4,6
%0,3 | 90s %63 %46 %42 %20
120's %72 %50 %54 %26
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Cizelge 5.34. PAA ve QAC uygulamasi sonucuna gore ortalama azalma miktarlarinin

karsilastirilmasi
N Ortalama Standart Sapma t p*
PAA 96 50,06 20,07
1,875 0,062
QAC 96 44,25 22,83

* Bagimsiz iki 6rneklem t testi

Cizelge 5.35. Sus tiirlerine gore ortalama azalma miktarlarinin (%) karsilastirilmasi

N Ortalama Standart Sapma F p*
HL31 48 39,64° 20,72
HL76 48 53,64° 2475
6,316 <0.001
HL98 48 53,65° 17,11
ATCC 7644 48 41,70° 19,83
* ANOVA testi

Cizelge 5.36. Uygulanan sicaklik derecelerine gore ortalama azalma miktarlarinin

karsilastirilmasi
N Ortalama Standart Sapma t p*
96
25°C
43,25 20,71
2,536 0,012
96
37°C
51,06 21,93

* Bagimsiz iki 6rneklem t testi

Cizelge 5.37. PAA ve QAC’nin uygulanma doz seviyelerine gbre ortalama azalma
miktarlarinin karsilastirilmasi

N Ortalama Standart Sapma F p*
%0,1 64 37,118 21,62
%0,2 64 46,75° 20,21 16,752 <0,001
%0,3 64 57,61° 18,15

* ANOVA testi
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Cizelge 5.38. PAA ve QAC’nin farkli uygulama stirelerine gore ortalama azalma
miktarlariin karsilagtiriimasi

N Ortalama Standart Sapma t p*
90s 96 45,54 22,42
’ ’ 1,037 0,301
120s 96 48,77 20,81

* Bagimsiz iki 6rneklem t testi

Cizelge 5.39. Farkli inkiibasyon siirelerinde biyofilm tabakalarinin ortalama azalma
miktarlarinin karsilastirilmasi

N Ortalama Standat Sapma t p*

48 h 96 54 42 18,97

4,931 <0.001

72h 96 39,89 21,78

* Bagimsiz iki 6rneklem t testi

PAA ve QAC’nin farkli uygulama dozlari, sicakliklar1 ve siirelerinin mikroplak
ortamlarindaki 48 h ve 72 h’lik biyofilm tabakasi iizerine etkileri incelendigi zaman, biitiin
uygulama parametrelerinde pozitif kontrole oranla onemli 6l¢lide azalmalar saptanmistir

(Cizelge 5.28., Cizelge 5.29., Cizelge 5.30., Cizelge 5.31., Cizelge 5.32. ve Cizelge 5.33.).

PAA ve QAC’nin mikroplak ortamlarda olusan biyofilm tabakasi {lizerindeki etKileri
Cizelge 5.34.te gosterilmistir. Bu kapsamda PAA’nin biyofilm tabakasi iizerinde
gostermis oldugu azalma miktar1 ortalamasi (%50,06) ile QAC’nin ortalamasi (%44,25)
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (t=1,875 ve p=0,062).

PAA ve QAC uygulamasi sonucunda L. monocytogenes suslarinda saptanan ortalama
azalma miktarlar1 arasi fark incelendiginde, sus tiirleri arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (F=6,316 ve p<0,001) (Cizelge 5.35.). L. monocytogenes suslarinin
ikiserli karsilastirmalar1 sonucunda ise, HL76 (53,64) ve HL98 (53,65) sus ortalamalar1
birbirine benzer bulunurken, diger iki sus ortalamasindan (HL31: 39,64 ve ATCC7644:
41,70) istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur. PAA ve QAC uygulamasi sonucunda

HL76 ve HL98 suslar1 mikroplak ortamlarda en yiiksek indirgenmistir.

PAA ve QAC’nin farkli sicaklik derecelerinde uygulanmasi temel alinarak, mikroplak
ortamlarinda biyofilm tabakasindaki ortalama azalma miktarlar1 aras1 fark incelenmistir

(Cizelge 5.36.). 37°C derece i¢in azalma miktar1 ortalamasi (51,06), 25°C’deki
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ortalamasindan (43,25) istatistiksel olarak anlamli yiikksek bulunmustur (t=2,536 ve
p=0,012). Mikroplak ortamlarinda 37°C’lik uygulama sicakliginin, 25 °C’lik uygulama

sicakligindan daha etkili oldugu saptanmustur.

PAA ve QAC’nin farkli uygulanma konsantrasyon seviyelerine gOre ortalama azalma
miktarlar1 aras1 fark incelendiginde, doz seviyeleri arasi farklar istatistiksel olarak anlaml1
bulunmustur  (F=16,752 ve p<0,001) (Cizelge 5.37.). Parametrelerin ikiserli
karsilastirmalar1 sonucunda tiim grup ortalamalar1 da birbirinden istatistiksel olarak
anlamli farkli bulunmustur (Ortalamlar %0,1=37,11; %0,2=46,75; %0,3=57,61). Bu
kapsamda PAA ve QAC’nin %0,3 doz seviyesi en etkin doz seviyesi olarak tanimlanmuistir.

PAA ve QAC’nin farkli uygulama siirelerinin ortalama azalma miktarlar1 aras1 fark
incelendiginde; 90 saniye i¢in azalma miktar1 ortalamasi (45,54) ile 120 saniye ortalamasi
(48,77) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (t=1,037 ve p=0,301)
(Cizelge 5.38).

Farkli inkiibasyon siirelerindeki (48 h ve 72 h) biyofilm tabakalarmin ortalama azalma
miktarlar1 arasi fark incelendiginde (Cizelge 5.39.); 48 h’lik biyofilm tabakasi i¢in azalma
miktar1 ortalamasi (54,42) ile 72 h’lik ortalamasi (39,89) arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (t=4,931 ve p<0,001). 48 h’lik inkiibasyon sonucunda olusan
biyofilm tabakasmnin PAA ve QAC uygulamasi sonucunda elimine edilmesi daha kolay
olmustur. 72 h’lik inkiibasyon sonucu olusan biyofilm tabakalar1 PAA ve QAC

uygulamasina kars1 daha toleransli bulunmustur.
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6. TARTISMA
6.1. ORNEKLERDEN LISTERIA MONOCYTOGENES iZOLASYONU

Tez ¢alismasi kapsaminda Nisan 2019 — Subat 2020 tarihleri arasinda yer alan 11 aylik
surecte Ankara ve yakin c¢evresindeki market, pazar ve gida isletmelerinden temin edilen
izolasyon materyalleri oncelikli olarak Listeria spp. varligi bakimindan taranmistir. ISO
11290-1 protokolii takip edilerek ¢ig ve islem gormiis gida iriinleri, meyve ve sebze
yikama sulari ile gida isleme yiizeylerinden alinan siiriintii 6rnekleri Listeria spp. varligi
bakimindan incelenmistir. ISO 11290-1 protokolii 6n zenginlestirme asamasi icermesi
bakimindan arastirmalarda en fazla takip edilen yontemlerdendir (57,106,277-284). Bu
yontemde uygulanan iki asamadan olusan zenginlestirme basamagi, hasar goérmiis
bakteriyel hiicrelerin onarilmasimna firsat tanimakta ve pozitif sonu¢ elde etme olasilig1

diger protokollere gore daha yiiksek olarak degerlendirilmektedir (26,57,92).

Analize alman 180 adet 6rnegin %39,4’linde (71 o6rnek) ALOA ve PALCAM agar
ortamlarinda Listeria spp. bakimindan tipik koloni olusumu goézlemlenmistir. Gram
boyama, hareketlilik, katalaz ve oksidaz testleri sonucunda ise, toplamda 61 izolat
muhtemel Listeria spp. olarak degerlendirilmistir. Muhtemel Listeria spp. izolatlarinin 35’1
(%57,3) tiketime hazir gidalardan, 10’u (%16,4) meyve ve sebze yikama suyundan, 7’si
(%11,4) ¢ig kirmizi etten, 4’1 (%6,5) ¢ig tavuk etinden, 3’U (%4,9) ¢ig siitten ve 2’si
(%3,3) ise yiizey swap Orneginden izole edilmistir. Listeria spp. varligi bakimindan analiz

edilen gidalar arasinda, tiikketime hazir gidalar en riskli gida grubu olarak tanimlanmustir.

Morfolojik ve biyokimyasal olarak muhtemel Listeria spp. olarak tanimlanan 61 izolata
16S rRNA dizi analizi uygulanmistir. Suslarm 29’u (%47,5) L. monocytogenes, 18’1
(%29,5) L. innocua, 9’u (%14,8) L. grayii ve 5’i (%8,2) L. welshimeri olarak
tanimlanmistir. L. monocytogenes suslarinin %48,3’1 tiikketime hazir gidalardan, %20,7’s1
meyve ve sebze yikama sularindan, %13,8’1 ¢ig kirmiz1 etten, %6,9’u ¢ig tavuk etinden,

%6,9’u yiizey swap orneklerinden ve %3,5°1 ise ¢ig siitten izole edilmistir.

L. monocytogenes varlig1 bakimindan da tiiketime hazir gidalar en riskli gida grubu olarak
tanimlanmistir. Market veya diger gida satis noktalarinda satisa sunulan ve herhangi bir ek

islem gerektirmeksizin direkt tiiketilebilecek gidalar tiiketime hazir gidalar olarak
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nitelendirilmektedir. Bu gidalar sicak veya soguk sekilde tiiketilen ve hazirlandiktan sonra
ek bir 1s1l islem uygulanmasina gerek olmayan urinlerdir (80). Shenawy ve ark. (2011),
Misir’da sokakta satilan 576 adet tiiketime hazir gidada L. monocytogenes prevalansini
%13,1 olarak bulmuslardir (285). isvecte Lambertz ve ark. (2012) tarafindan 1590
tilketime hazir gidada L. monocytogenes orani %4,65 olarak saptanmistir (283). Sant’Ana
ve ark. (2012) tarafindan Brezilya’da 512 adet paketli tiiketime hazir gidada L.
monocytogenes kontaminasyon orani %3,1 olarak bulunmustur (286). Jamali ve ark.
(2013) tarafindan salata bazli 170 adet tiiketime hazir gidada %14,7 oraninda L.
monocytogenes izole edilmistir (277). Gyurova ve ark. (2014) Bulgaristan’da 122 adet
tiketime hazir gidayr analiz etmisler ve bunlarm %12,3’Gnlin L. monocytogenes ile
kontamine oldugunu saptamiglardir (281). Benzer sekilde Malezya’da Jamali ve Thong
(2014) tarafindan 396 adet tiikketime hazir gida L. monocytogenes varligi bakimindan analiz
edilmis ve %11,4’liniin patojen ile kontamine oldugu belirlenmistir (287). Abdollahzadeh
ve ark. (2016) tarafindan iran’da benzer bir ¢alisma yapilmis ve 201 adet tiiketime hazir
gidada %2,95 oraninda L. monocytogenes izole edilmistir (288). Coroneo ve ark. (2016)
ise, 87 adet tliketime hazir salatada L. monocytogenes oranini %17,2 olarak belirlemislerdir
(57). Lakhanpal ve ark. (2016) 120 adet siit bazli tiiketime hazir gidada L. monocytogenes
kontaminasyon oranini %2,5 olarak saptamislardir (289). Sanlibaba ve ark. (2018) 201 adet
tilkketime hazir gidada L. monocytogenes kontaminasyon oranini %8,5 olarak tespit
etmislerdir (106). Tez ¢alismasinda L. monocytogenes suslarinin %48,3’1 tiiketime hazir
gidalardan izole edilmis olup, bu oran yukarida belirtilen literatiir verileri ile kiyaslandigi
zaman olduke¢a yiiksek bulunmustur. Calismamizda elde olunan bu oran, gida hazirlama ve
depolama asamalarinda hijyenik kurallara uyulmadiginin bir gostergesi olarak

degerlendirilmistir.

Tez galigmasi kapsaminda meyve ve sebze yikama sularmdan L. monocytogenes izolasyon
oran1 %20,7 olarak bulunmustur. Literatiirde benzer izolasyon kaynakli bir arastirmaya
rastlanmadig1 i¢cin, bu oranin literatiir verileri ile karsilastirilmasi yapilamamistir. L.
monocytogenes’in meyve ve sebze yikama sularidan yiiksek oranda izole edilmesi endise
verici olarak gorilmektedir. Meyve ve sebzelerin L. monocytogenes ile kontamine olmasi,
hasat asamasinda veya market ve pazarlardaki satis asamasinda ¢apraz kontaminasyon
olabilecegi sonucunu diislindiirmektedir. Tez calismasinda elde olunan bu sonug, taze

olarak tiikketime sunulan meyve ve sebzelerde etkin bir yikamanin 6nemini bir kez daha
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gostermistir. Ayrica eV tipi sanitizer olarak tanimlanan sirke, limon vb. antimikrobiyel
ajanlarin yikama sularma eklenmesi de yikama isleminin etkinligini artiracaktir. Sengiin ve
Kilig (2018) tarafindan ev yapimi dut sirkesinin L. monocytogenes susuna karst 13,5 mm
zon ¢api olusturdugu belirlenmistir (290). Kocadag (2021) tarafindan yapilan bir
aragtirmada da L. monocytogenes suslarina karsi antimikrobiyel ajan olarak ticari sirke
ornekleri kullanilmigs ve 6,0-11,3 mm arasinda degisen zon c¢aplar1 Ol¢lilmiistiir. Ayni
calismada L. monocytogenes suslarinin limona karsi olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 ise

6,0-9,0 mm arasinda belirlenmistir (291).

Gamboa-Marin ve ark. (2012) tarafindan 472 adet ¢ig et 6rneginde, %33,9 oraninda L.
monocytogenes kontaminasyon orani saptanmistir (282). Peter ve ark. (2016) 93 adet ¢ig
kirmiz1 ette L. monocytogenes varligimni analiz etmisler ve kontaminasyon oranmi %6,5
olarak bulmuslardir (292). Silva ve ark. (2020) 30 adet ¢ig kirmiz1 et 6rneginden %54,16
oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir (293). Chuku ve ark. (2020) 104 adet ¢ig
kirmizi ette %64,4 oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir (294) . Gebremedhin ve
ark. (2021) tarafindan ise 450 adet ¢ig kirmuzi ette L. monocytogenes izolasyon orani %4,4
olarak belirlenmistir (279). Ulkemizde yapilan ¢ahsmalarda ise, Yiicel ve ark. (2005)
tarafindan 42 adet ¢ig kiyma 6rneginden %4,7 oraninda L. monocytogenes izole edilmistir
(295). Sanlibaba ve ark. (2020) 80 adet ¢ig kirmizi eti L. monocytogenes varligi
bakimindan analiz etmisler ve kontaminasyon oraninit %8,75 olarak bulmuslardir (296).
Yukarida 6zetlenmeye c¢alisilan arastirma sonuglar1 incelendigi zaman, ¢ig kirmizi ette L.
monocytogenes izolasyon orani %3,33-64,4 arasinda saptanmistir. Tez ¢aligmasinda %13,8
oraninda ¢ig kirmizi etten L. monocytogenes izole edilmistir. Bu oran literatiir verileri ile

benzerlik gostermektedir.

Pesavento ve ark. (2010) tarafindan 53 adet ¢ig tavuk Orneginde %?23,5 oraninda L.
monocytogenes saptanmustir (297). Benzer sekilde ¢ig tavuk etinde L. monocytogenes
kontaminasyon oranimin arastirildigi ¢alismalarda, Indrawattana ve ark. (2011) 48 ornekte
%10,4; Alonso-Hernando ve ark. (2012) 102 6rnekte %24,5; Abd EI-Tawab ve ark. (2018)
100 hastalikli tavuktan temin ettikleri 400 6rnekte %13,25; ve Soleimani ve ark. (2019)
100 &rnekte %30 oraninda izolasyon gerceklestirmislerdir (6,95,298,299). Ulkemizde
yapilan ¢aligmalarda ise, YUcel ve ark. (2005) tarafindan 26 adet ¢ig tavuk etinden %11,5
oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir (295). Aras ve Ardig (2015) 115 adet ¢ig
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hindi etinde L. monocytogenes oranini %25,53 olarak tespit etmislerdir (284). Sanlibaba ve
ark. (2020) tarafindan 110 adet ¢ig tavuk etinde L. monocytogenes kontaminasyon orani
%14,54 olarak belirlenmistir (296). Cig tavuk etinde yurt disinda yapilan ¢aligmalarda
kontaminasyon oran1 %0-30 arasinda saptanirken, bu oran iilkemiz adresli arastirmalarda
%11,5-25,53 arasinda saptanmistir. Tez c¢alismasinda elde olunan ¢ig tavuk etindeki
%6,9’luk L. monocytogenes kontaminasyon orani, yurt dis1 kaynakli arastirmalar1 destekler
niteliktedir. Ancak tilkemizde yapilan benzer arastirma sonuglari ile kiyaslandigir zaman,

tez ¢aligmasinda daha diisiik kontaminasyon orani saptanmastir.

Saludes ve ark. (2015) tarafindan alt1 farkli tiiketime hazir gida iireten fabrikadan toplam
540 adet yuzeylerden ve ekipmanlardan alinan swap ornekleri incelenmis ve %4 oraninda
L. monocytogenes kontaminasyon orani saptanmistir (300). Mulu ve Pal (2016) 45 adet et
kesme tahtasindan alinan swap Orneklerinden %8,9 oraninda L. monocytogenes izole
etmislerdir (301). Soleimani ve ark. (2019) 30 adet paslanmaz gelik masadan aldiklari
yuzey swap 6rneklerinde L. monocytogenes kontaminasyon oranint %25 bulmuslardir (6).
Tez ¢alismasinda gida kesme tahtalar1 ve alanlarindan alinan yiizey swap Orneklerinde
saptanan %6,9’luk L. monocytogenes ile kontaminasyon orani, literatiir verilerini destekler
niteliktedir. Tez caligmasinda elde olunan bu oran, ¢ig materyalin kesildigi tahta ve bigak
ile islenmis gida triinlerinin temas etmemesi gerekliligini bir kez daha gostermistir. Gida
iiretim asamasinda kullanilan alet ve ekipmanin diizenli olarak her islem sonucunda etkin
bir sekilde temizlenmesi, islenmis ve islenmemis gidalarin tretim alaninda farkli
tezgahlarda muhafaza edilmesi, gida iireticilerinin ¢ig gida ile temasi1 sonrasinda ellerini
etkin bir sekilde uygun bir dezenfektan kullanarak temizlemesi ve daha sonra islenmis gida

ile temas etmesi, alinabilecek tedbirler arasinda sayilabilir.

Kalorey ve ark. (2008) 2060 ¢ig siit 6rneginin %5,1’inin L. monocytogenes ile kontamine
oldugunu saptamuslardir (302). Benzer sekilde ¢ig siitte L. monocytogenes kontaminasyon
oranmin arastirildigi ¢aligmalar incelendigi zaman; Moshtaghi ve Mohamadpour (2007)
500 oOrnekte %1,6, Jami ve ark. (2010) 100 6rnekte %4, Konosonoka ve ark. (2012) 244
ornekte %0, Al-Mariri ve ark. (2013) 766 Ornekte %41, EI-Marnissi ve ark. (2013) 96
ornekte %8,33, Seyoum ve ark. (2015) 343 drnekte %2,04, Botsaris ve ark. (2016) 205
ornekte 90,98, Usman ve ark. (2016) 173 oOrnekte %52,60, Gohar ve ark. (2017) 75

ornekte %16 oraninda kontaminasyon orami saptannmustrr (280,303-310). Ulkemizde
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izolasyon materyali olarak c¢ig siitiin kullanildig1 arastirmalar ise asagida Ozetlenmeye
calisilmistir. Aygun ve Pehlivanlar (2006) Antakya’da 47 adet ¢ig siitii analiz etmigler ve
hicbir 6rnekte L. monocytogenes varligina rastlamamislardir (311). Tasc1 ve ark. (2010)
Burdur’da 85 adet ¢ig siitten %1,17 oraninda L. monocytogenes izole etmislerdir (312).
Durmaz ve ark. (2015) Giineydogu illerinden temin ettikleri 140 ¢ig siit 6rneginden L.
monocytogenes izolasyon oranmi %2,1 olarak belirlemislerdir (313). Sanlibaba ve Uymaz
Tezel (2018) tarafindan Canakkale ilinde satisa sunulan 50 adet ¢ig siit 6rneginde %2
oraninda L. monocytogenes kontaminasyon orani saptamuglardir (106). Sanlibaba vd.
(2018) Ankara’dan temin ettikleri 25 ¢ig siitten %12 oraninda L. monocytogenes izole
etmislerdir (108). Yukarida 6zetlenmeye galisilan galismalar incelendigi zaman yurt disi
adresli arastirmalarda ¢ig siitte L. monocytogenes izolasyon orani %0-52,60; Ulkemiz
adresli arastirmalarda ise %0-12 arasinda bulunmustur. Tez ¢alismamizda ¢ig siitten izole

edilen %3,5’1lik L. monocytogenes orani yapilan ¢caligmalar1 destekler niteliktedir.

Gidalarda baslangig¢ L. monocytogenes kontaminasyon orani oldukga diisiik olsa bile, gida
maddelerinin i¢erigi patojenin gelisimini destekler nitelikte bir kompozisyona sahip olmasi
ve ayrica patojenin buzdolabi sicakliginda bile canliligmni siirdiiriip ¢ogalmaya devam
edebilmesi listeriyozis bakimindan en biiyiik risk etmenleri arasindadir. Gida maddelerinde
L. monocytogenes kontaminasyon riskini azaltmak veya yok edebilmek icin almabilecek
tedbirler asagida maddeler halinde 6zetlenmeye galisilmistir.
a)  Kontamine oldugundan siiphe duyulan hammaddenin kullanilmamasi,
b)  Gidalara yeterli 1s1l islem uygulanmali,
c) Gida tretim hattindaki alet ve ekipmanlarin temizliginin etkin bir sekilde
yapilmast,
d) Gida iretim asamasinda ¢ig hammadde ile tiiketime hazir gida maddelerinin
temasinin 6nlenmesi,
e) Cig hammadde ile temas etmis eckipmanlarm etkin bir sekilde temizliginin
yapildigindan emin olunmadan tiiketime hazir gidalarda kullanilmamasi,
f) Uretim asamas1 ve bu asamadan sonraki diger basamaklarda (paketleme, depolama,
tagima vb.) ¢apraz kontaminasyon riskinin azaltilmasi,
g) Hayvan kesim yerlerinin temiz tutulmasi ve boylelikle ¢apraz kontaminasyon

riskinin azaltilmasi,
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h)  Siit sagim asamasinda hayvan temizligine ve kullanilan ekipmanlarin temizligine
dikkat edilmesi,
) Gida tretim hattinda ¢alisan personele diizenli olarak hijyen konusunda gerekli

egitimin verilmesi.

6.2. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARINDA VIRULENS GEN BOLGELERI
VARLIGININ BELIRLENMESI

Tez galismamiz kapsaminda, virlilens gen bolgeleri varligi agisindan degerlendirilen 29
susun hi¢birinde fla genine ait bant bolgesi goriilmemistir. Ancak suslarin %72,4’tinde
prfA, %69 unda iap, %48,3’tinde hlyA, %34,5’inde inlA, %24,2’sinde fbp ve %10,3’linde
ise actA gen bolgesi varhigi saptanmistir. Tez ¢alismamizda kontrol sus olarak kullanilan L.
monocytogenes ATCC7644 susu actA, fbp, iap, hlyA ve prfA gen bolgeleri varlig
bakimindan pozitif olarak degerlendirilirken, inlA ve fla gen bolgeleri varligi bakimindan

da negatif olarak degerlendirilmistir.

Internalin grubu, L. monocytogenes’in viriilens aktivitesini etkileyen en Onemli protein
ailesidir (52). Internalinler patojenin insan bagirsak epitel hiicrelerine invazyonunu
kolaylastiran proteinler olup, L. monocytogenes’in bagirsak epitelini asabilmesi i¢in dnemli
bir viriillens faktordar (110,314,315). InlA ve InIB, Oncelikli olarak konak hicredeki E-
kadherin yiizey reseptorlerine baglanmak suretiyle fagositozu induklemekte ve daha
sonrasinda ise patojenin konakgi hiicre igerisine girisi modiile edilmektedir (314). InlA
sadece E-kadherin eksprese eden hiicrelerde patojenin hiicre i¢ine girisine izin verirken,
InIB farkli reseptor bélgelerine sahip oldugu i¢in patojenin farkli konak hiicrelere girisine
olanak saglamaktadir (61,111,112). Gida kaynakli L. monocytogenes suslarinda inlA
bulunma oranmin yapildig1 calismalar incelendigi zaman; Moreno ve ark. (2014) 28 susun
%100’iinde, Momtaz ve Yadollahi (2013) 18 susun %100’iinde, Coroneo ve ark. (2016)
15 susun %60’inda, Abdollahzadeh ve ark. (2016) 7 susun %85,7’sinde, Su ve ark. (2019)
120 susun %42,5’inde, Zakrzewski ve ark. (2020) 7 susun %100’iinde ve Parussolo ve ark.
(2021) 9 susun %388’inde inlA gen bdlgesi varligini tespit etmislerdir (57, 110, 288, 316—
319). Tez ¢alismamizda L. monocytogenes suslarinin %34,5’inde gorilen inlA gen bolgesi
varligi, yukarida 6zetlenen c¢aligmalar ile kiyaslandigi zaman ¢ok diisiik oranda kaldig:

gorulmektedir. Bu diisiik oranin sebebi olarak, inlA gen bdlgesinde nokta mutasyonlar
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olustugu ve bu durumunda L. monocytogenes suslarinin bagirsak epitel hiicrelerine

invazyon oranimin azalmasina sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir.

Bakteriyel ylizey proteini olan actA4 'nin mikrobiyel hiicredeki en 6nemli fonksiyonu, aktin
bazli hiicre i¢i ve hiicreler arasi hareketlere yol agmasidir. Ayrica plazma zari ile temas
etmesi durumunda da patojenin psédopod benzeri ¢ikintilar olusturmasina yol agmakta ve
boylelikle komsu hiicreye giris yapip hiicreden hiicreye yayilmaya sebebiyet vermektedir.
L. monocytogenes’in aktin aktivitesine bagli olarak gozlemlenen bu hareketliligi sayesinde
hem makrofajlara hem de fagositik olmayan konak hiicrelere karsi patojenite gosterdigi
bilinmektedir. actA gen bolgesi varligindan yoksun L. monocytogenes mutantlarinin
hiicreden hiicreye gecemedigi ve bOylelikle patojenik 6zellik gostermedigi yapilan fare
denemelerinde ispatlanmustir (116,117). Gida kaynakli L. monocytogenes suslarinda actA
bulunma oraninin yapildig1 ¢alismalar incelendigi zaman; Indrawattana ve ark. (2011) 22
susun %100’tinde, Momtaz ve Yadollahi (2013) 18 susun %100’tinde, Coroneo ve ark.
(2016) 15 susun %100’tinde, Zakrzewski ve ark. (2020) 7 susun %100’0nde ve Parussolo
ve ark. (2021) ise 9 susun %88’inde actA gen bdlgesi varligmi tespit etmislerdir
(57,95,317-319). Tez ¢alismamizda L. monocytogenes suslarinin %210,3’(inde gorilen actA
gen bolgesi varligi, yukarida 6zetlenen ¢caligmalar ile kiyaslandigi zaman ¢ok diisiik oranda
kaldig1 saptanmistir. Bu diisiik oranin sebebi olarak, actA gen bdlgesinde olusabilecek

nokta mutasyonlarin olabilecegi diisiiniilmektedir.

prfA geni L. monocytogenes suslarinin hiicresel invazyonu ve hiicre i¢i parazitligini
saglama rol oynayan plcA, plcB, actA ve hlyA gibi virlilens gen gruplarmin
transkripsiyonundan ve koordinasyonundan sorumludur. prfA’nin ve ona bagl viriilens
genlerinin aktivasyonu igin ortam sicakligmm mutlaka 37°C olmas1 gereckmektedir
(61,120). Gida kaynakli L. monocytogenes suslarinda prfA bulunma oraninin yapildigi
calismalar incelendigi zaman; Indrawattana ve ark. (2011) 22 susun %100’{inde, Momtaz
ve Yadollahi (2013) 18 susun %100’iinde, Moreno ve ark. (2014) 28 susun %100’{inde,
Coroneo ve ark. (2016) 15 susun %100’inde ve Zakrzewski ve ark. (2020) 7 susun
%100’inde prfA gen bolgesi varhigmi tespit etmislerdir (57,95,316-318). Tez
calismamizda L. monocytogenes suslarinin %72,4’tinde goriilen prfA gen bolgesi varligi,

yukarida Ozetlenen c¢alismalar ile kiyaslandigi zaman ¢ok diisik oranda kaldigi
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gozlemlenmistir. Bu diisiik oranin sebebi olarak, prfA gen bdlgesinde olusabilecek nokta

mutasyonlarin olabilecegi diistiniilmektedir.

L. monocytogenes’in patojenitesinin tanimlanmasinda hlyA gen bdlgesi, belirte¢ gen olarak
kabul edilmis olsa da son zamanlarda yapilan bilimsel ¢aligmalarda hylA gen bdlgesi
icermeyen atipik L. monocytogenes suslar1 izole edilmistir (57,118,320,321). Kargar ve
Ghasemi (2009) 56 L. monocytogenes susunun %91,7’sinin, Coreneo ve ark. (2016) 15
susun %93’liniin, Abdollahzadeh ve ark. (2016) 7 susun %85,7’sinin hlyA gen bdlgesi
icerdigini saptamuslardir (57,288,320). Ancak Indrawattana ve ark. (2011) 22 susun,
Momtaz ve Yadollahi (2013) 18 susun ve Moreno ve ark. (2014) 28 susun tamamini hlyA
gen bolgesi varligr bakimindan pozitif olarak tanimlamislardir (95,316,317). hlyA gen
bolgesi icinde meydana gelebilecek nokta mutasyonun, patojenik L. monocytogenes
suslarmi atipik suslara doniistiirmiis olabilecegi diistiniilmektedir. Tez calismamizda ise L.
monocytogenes suslarmin  %48,3’i  hlyA gen bdlgesi bakimindan pozitif olarak

degerlendirilmistir. Suslarin %51,7’si atipik L. monocytogenes olarak tanimlanmustir.

prfA tarafindan regiile edilemeyen iap gen bolgesi, butiin Listeria spp. suslarinda varligi
tamimlanan ekstraseliiler bir protein olan p60°1 kodlamaktadir.  p60 proteini L.
monocytogenes suslarmm memeli hiicrelerine adsorbe olmasmi ve patojenin hiicre igine
almimii saglamaktadir. L. monocytogenes suslarinda p60 proteini murein hidrolaz
aktivitesine sahip olup, diger listeriyal suslar ise bu aktiviteyi gosterememektedir (11,322).
Indrawattana ve ark. (2011), Momtaz ve Yadollahi (2013) ve Zakrzewski ve ark. (2020)
izole ettikleri L. monocytogenes suslarmin tamaminda iap gen bolgesi varligmi
tanimlarken; Coreneo ve ark. (2015) izole ettikleri L. monocytogenes suslarinin %47’sinde
ve Parussolo ve ark. (2021) ise %88,8’inde iap gen bolgesi varligini saptamiglardir (57,95,
317-319). Tez galismamizda ise L. monocytogenes suslarmnin %69’unda iap gen bolgesi

varlig1 belirlenmistir.

Fibronektin baglanma proteini olarak da ifade edilen fbp geni ©karyotik hiicrelerde
adezyon vb. siireglerde kritik bir role sahip olmasina ragmen, ayn1 zamanda bakterilerin
hucresel yiizeylere baglanmasinda da yaygin olarak kullanilan bir substrat gorevi
gormektedir (119). fop geninin yiizey degisikliklerine karsi uyum saglamada Onemli

oldugu, bununla beraber cevresel stres kosullar1 altinda fbp gen ekspresyonunun
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degisebilecegi ifade edilmektedir (323). Tez ¢alismamizda izole ettigimiz L.
monocytogenes suslarinin = %24,2’sinde fbp gen bolgesi varligi saptanmistir. L.
monocytogenes suslarinda viriilens faktorlerin bulunma sikliginin arastirildigi caligmalarda,
fop gen bolgesi varhigini arastiran bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu bakimdan tez
calismamizda elde olunan bu veri, ileride yapilmasi planlanan c¢aligmalara kaynak

gosterilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Tez caligmasinda izole edilen L. monocytogenes suslarinin tamami fla geni varhigi
bakimindan negatif olarak degerlendirilmistir. fla geninin L. monocytogenes suslarinda
30°C’nin altindaki inkiibasyon sicakliklarinda eksprese edildigi, ancak 35°C’lik
inklibasyonda ise eksprese edilemedigi bilinmektedir (218,324-326). Tez ¢alismamizda
35°C’lik inkiibasyon sicaklik derecesi kullanilmistir. Bu kapsamda elde ettigimiz sonug,

literaturler bilgisini destekler niteliktedir.

6.3. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARINDA BiYOFILM OLUSTURMA
OZELLIGININ BELIRLENMESI

Tez calismamiz kapsaminda 96 kuyucuklu mikroplaklarda 24 h, 48 h ve 72 h’lik
inkiibasyon sirelerinin sonunda 29 adet adet L. monocytogenes susu ile bir adet L.
monocytogenes ATCC7644 kontrol susunun tamami biyofilm olusturma yetenegi agisindan
pozitif olarak degerlendirilmistir. 24 h’lik inkiibasyon sonunda suslarin 7 tanesi zayif, 18
tanesi orta ve 4 tanesi giiclii biyofilm {ireticisi olarak saptanmistir. 48 h’lik inkiibasyon
sonunda suglarin 18 tanesi orta ve 11 tanesi ise giicli biyofilm iireticisi olarak

tamimlanmustir. 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise suslarin 1 tanesi zayif, 17 tanesi orta ve 11

tanesi ise gucli biyofilm Ureticisi olarak belirlenmistir. ATCC7644 kontrol susunun ise her

3 inkiibasyon suresi sonunda orta dereceli biyofilm iireticisi oldugu saptanmistir. Suslarin

biyofilm iiretme yetenekleri birbiri ile kiyaslandigi zaman (Cizelge 5.5);

e Her (¢ inklibasyon suresi sonunda da L. monocytogenes suslarindan 10 tanesi (HL3,
HL19, HL22, HL33, HL48, HL49, HL52, HL58, HL84, HL118) orta dereceli biyofilm
iireticisi sus,

e Her Uc inklbasyon suresi sonunda da L. monocytogenes suslarindan 3 tanesi (HL31,
HL76, HL98) giiclii biyofilm iireticisi sus,
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L. monocytogenes suslarmnin 5 tanesi (HL29, HL46, HL65, HL71, HL80) 24 h’lik
inkiibasyon sonunda orta ve 48 ile 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise giiglii biyofilm
iireticisi sus,

L. monocytogenes suslarmnim 5 tanesi (HL27, HL130, HL136, HL164, HL165) 24 h’lik
inkiibasyon sonunda zayif ve 48 ile 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise orta biyofilm
iireticisi sus,

L. monocytogenes suglarmin 2 tanesi (HL15, HL55) 24 ve 48 h’lik inkiibasyon
sonunda orta ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise gii¢lii biyofilm iireticisi sus,

L. monocytogenes suslarmin 1 tanesi (HL8) 24 h’lik inkiibasyon sonunda zayif ve 48
ile 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise gliclii biyofilm iireticisi sus,

L. monocytogenes suslariin 1 tanesi (HL147) 24 h’lik inkiibasyon sonunda orta, 48
h’lik inkiibasyon sonunda giiclii ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise orta biyofilm
iireticisi sus,

L. monocytogenes suslarmin 1 tanesi (HL159) 24 ve 48 h’lik inkiibasyon sonunda orta
ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise zayif biyofilm {ireticisi sus,

L. monocytogenes suslarmin 1 tanesi (HL106) 24 ve 48 h’lik inkiibasyon sonunda
giclii ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda ise orta biyofilm iireticisi sus oldugu

gorilmiistiir.

Yukarida ag¢iklanan sonuglar incelendigi zaman suslarm biiylik bir kisminin, inkiibasyon

siresinin artmasina paralel olarak biyofilm olusturma derecesinin de arttig1 gériilmektedir.
Ancak 3 susun (HL106, HL147, HL159) 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm Uretme

yeteneginde gOrulen azalma ise literatiir ile uyumlu bulunmustur (122). Bu durumda

biyofilmin olgunlagma asamasindan sonra hiicrelerin biyofilm yapisindan ayrilarak serbest

kaldig1 veya yakin bir yiizeye yeniden tutundugu diisiinilmektedir.

Aym tiire dahil suslar arasinda bile biyofilm Uretme yetenekleri arasinda farkliliklar

olabilmektedir. Biyofilm olusturma kapasitesi Uzerine biyofilmin yasi, biyofilm yikama

isleminin sayisi, bazi suslarm olgun biyofilm yapisindan ayrilmasi ve gesitli ¢evresel

faktorler gibi parametreler etki etmektedir (9,228). Tez ¢alismamizda elde olunan sonuglar

literatiir bilgisi ile uyumlu bulunmustur.
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6.4. LISTERIA MONOCYTOGENES SUSLARINDA VIRULENS GEN BOLGELERI
VARLIGININ BiYOFIiLM OLUSTURMA OZELLIGi iLE KIYASLANMASI

Tez galigmasinda 29 adet L. monocytogenes susunda hlyA, actA, inlA, fbp, iap, prfA ve flaA
olmak Uzere toplam 7 adet viriilens gen bolgesinin varligi arastirilmistir. L. monocytogenes
ATCC7644 kontrol susu actA, fbp, iap, hlyA ve prfA gen bolgeleri varligi bakimindan
pozitif olarak tanimlanirken, inlA ve flaA gen bolgeleri varligi bakimindan ise negatif
olarak degerlendirilmistir. 29 adet L. monocytogenes susunda viriilens gen bdlgesinin
hepsini genomunda ig¢eren sus saptanamamistir. Sadece HL130 susu alt1 adet viriilens gen
bolgesini (hlyA, actA, inlA, fbp, iap, prfA) igermesi bakimindan, diger suslardan farklilik
gostermistir. Benzer sekilde HL19, HL58 ve HL159 suslar1 ise dort adet viriilens gen
bolgesi igerdigi belirlenmistir. Bu suglardan HL19 hlyA, actA, inlA ve prfA; HL58 fbp, iap,
hlyA ve prfA; HL159 ise fbp, iap, hlyA ve inlA genleri agisindan pozitif olarak

bulunmustur.

hlyA, inlL ve prfA gen bolgelerinin L. monocytogenes suslarinda biyofilm olusum
strecindeki rolu Gzerine 6nemli etkileri bulundugu yoniinde birgok arastirma yapilmistir
(214,218,221,222,237,314,327,328). Tez calismasinda suslarin %72,4’tinde prfA ve
%48,3’1 ise hlyA gen bolgesi varligi bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir. L.
monocytogenes suslarinin biyofilm liretme yetenekleri 3 farkli inkiibasyon siireci sonunda
(24 h, 48 h ve 72 h) ayr1 ayr1 arastirilmis ve bu kapsamda her (¢ inklibasyon siresi
sonunda da HL31, HL76 ve HL98 suslar1 glcli biyofilm dreticisi olarak tanimlanmustir.
HL31 ve HL98 suslar1 prfA gen boélgesini icerirken, hlyA gen bdlgesini icermemektedir.
HL76 susu ise sadece iap gen bolgesi igermektedir. HL31 ve HL98 suslarinda biyofilm
uretim surecini buyuk bir ihtimalle prfA gen bolgesi varligi desteklemektedir. Ancak bu
iddiay1 desteklemek i¢in, bu suslarin prfA” mutantlar1 iizerinde biyofilm {iretim
denemelerinin yapilmasi1 mutlaka zorunludur. Tez calismast kapsaminda bu denemeler
planlanmamustir. HL76 susunun ise hlyA ve prfA gen bolgelerini igermedigi halde, giiclii
biyofilm ireticisi olarak saptanmasi yukarida belirtilen literatlir  bilgilerini
desteklememektedir. HL76 susunun mutant formuna ait biyofilm iiretme yetenegi
aragtirtlmali ve ayrica iap gen bdlgesinin bu siiregteki roliiniin ortaya konulmasi

gerekmektedir. Benzer sekilde tez ¢calismasi kapsaminda bu denemeler planlanmamuistir.
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L. monocytogenes suslarinin viriilens gen bolgelerini icerme durumu ile bu suslarin
biyofilm Uretme dereceleri arasindaki iliski incelendigi zaman, sadece hlyA gen bdlgesi
varligi ile 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm d{iretim durumu arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Ki-kare=7,455 ve p=0,021). Diger viriilens gen
bolgelerinin varligi ile biyofilm olusturma derecesi arasinda ise istatistiki olarak bir fark
bulunamamustir. HL19, HL22, HL27, HL33, HL46, HL52, HL58, HL80, HL84, HL118,
HL130, HL147, HL159 ve HL164 suslarinda hlyA gen bolgesi varligi saptanmistir. HL19,
HL22, HL27, HL33, HL52, HL58, HL84, HL118, HL130, HL147 ve HL164 suslar1 orta
derecede biyofilm iireticisi olarak saptanirken, HL46 ve HL80 suslar1 ise giiclii biyofilm
ureticisi suslar olarak saptanmistir. Ancak HL159 susu hlyA gen bolgesi varligi
bakimidan pozitif olarak degerlendirilirken, zayif biyofilm iireticisi olarak saptanmasi tez
caligmasindan elde olunan ilging veriler arasindadir. HL159 susunun igerdigi diger viriilens
gen bolgelerinin (fbp, iap ve inlA) biyofilm olusum siirecindeki roliiniin belirlenmesi
amactyla mutlaka mutant denemelerinin yapilmasi zorunludur. Tez ¢aligmasi kapsaminda

bu denemeler planlanmamustir.

6.5. PERASETIK ASIT VE KUATERNER AMONYUM BILESIKLERININ
PASLANMAZ CELIK KUPONLARDAKI CANLI BiYOFILM HUCRELERI
UZERINDE ETKINLIGININ BELIRLENMESI

Tez calismamizda, PAA ve QAC’ nin paslanmaz c¢elik kuponlardaki canli biyofilm
hiicreleri tizerinde etkinligi farkli parametreler denenerek arastirilmustir. Paslanmaz celik
kuponlar Gzerinde en etkili dezenfektan olarak PAA saptanmistir. PAA ve QAC’nin
37°C’de daha etkin bir sekilde canli hiicreleri eradike ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde
PAA ve QAC’nin en etkili uygulama dozunun %0,3 oldugu tespit edilmistir. Ancak
suslarin 90 saniye veya 120 saniye uygulanmasinin canli hiicreler iizerinde eradikasyon
diizeyi incelendigi zaman, aradaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. 48 h ve 72
h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm {ireticisi L. monocytogenes suslarinin PAA ve QAC’nin
farkli uygulama parametrelerine karsi gostermis oldugu canli hiicre sayilarindaki ortalama
azalma miktarlar1 arasi farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu kapsamda
ATCC7644 susu PAA ve QAC uygulamasi sonucunda indirgenme oranmin en yiiksek
oldugu sus olarak tanimlanmistir. Bu susu sirastyla HL76, HL31 ve HL98 takip etmistir.
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Kostaki ve ark. (2012), paslanmaz celik yuzeylerde 10 ppm’lik PAA’nin 6 dk’lik
uygulanmasi sonrasinda L. monocytogenes biyofilmlerinin canli hiicrelerine karsi %65’1ik
(4,8 log KOB/cm?) bir azalma sagladigmi bulmuslardir (329). Veluz ve ark. (2014), tavuk
isleme tesislerinde gesitli ylizeylerde olusan bakteriyel biyofilmlerin canli hiicrelerine kars1
200 ppm’lik QAC’nin etkilinligini arastirmislardir. Aragtrma sonucunda 200 ppm
QAC’nin 10 dk’lik uygulanmasindan sonra paslanmaz c¢elik yiizeylerdeki canli hiicre
sayisinda 3 log KOB/cm? azalma gosterdigini belirtmislerdir (330). Lee ve ark. (2016),
paslanmaz c¢elik yiizeylerde ve mikrotitre plaklarda olusan L. monocytogenes
biyofilmlerine kars1 %0,5 konsantrasyondaki PAA’nm 15 saniye, 30 saniye, 60 saniye ve
120 saniyelik uygulama siirelerindeki etkinliklerini arastirmiglardir (331). Denemede
kullanilan tiim suslarin 15 saniye i¢inde hasar gordiigii, 30 saniye sonra ise canli hiicrelerin
neredeyse %100'iniin inaktive oldugunu belirtmislerdir. Hua ve ark. (2019), paslanmaz
celik, diisik yogunluklu polietilen (LDPE), polivinil kloriir (PVC), polyester (PET) ve
kauguk gibi ¢esitli yilizeylerde olusan L. monocytogenes biyofilmlerindeki canli hiicrelere
karsi QAC ve PAA’nin etkinliklerini aragtirmiglardir. Calismalarinin sonucunda 200
ppm’lik PAA’nin ve 400 ppm’lik QAC’nin 5 dk sureyle uygulanmasindan sonra biyofilm
hiicrelerinde sirasiyla 4,0-4,5 log KOB/cm? ve 3,0-3,7 log KOB/cm*lik azalma
saglandigmi bulmuglardir. Yukarida Ozetlenmeye calisilan literatiir verileri, tez

caligmasinda elde olunan verileri destekler niteliktedir (243).

PAA, son yillarda gida endiistrisinde siklikla tercih edilen giiclii bir dezenfektandir.
Biyofilm eradikasyonunda basarili olmasi, celik ylizeylerde diisiik oranda asindiricilik
niteliginin olmasi, Sert suya tolerans gdstermesi ve uygun biyolojik bozunabilirlik
ozelligine sahip olmas1 gibi faktorler, PAA’nin tercih edilme sebepleri arasindadir (332).
Tez ¢alismasinda da PAA’nin QAC’ye oranla daha etkili bulunmas: literatiirdeki bilgileri
destekler niteliktedir.

6.6. PERASETIK ASIT (PAA) VE KUATERNER AMONYUM BIiLESIKLERININ
96 KUYUCUKLU MIKROPLAKLARDA OLUSAN BIiYOFILM YAPISI
UZERINDE ETKINLIGININ BELIRLENMESI

Tez ¢alismamizda, PAA ve QAC’ nin 96 kuyucuklu mikroplak ortamlarindaki canh
biyofilm hiicreleri tiizerinde etkinligi farkli parametreler denenerek arastirilmistir.

Mikroplak ortamlarmda PAA ve QAC’nin biyofilm hiicreleri lizerine etkinlikleri birbiriyle
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kiyaslandig1 zaman, istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamigtir. PAA ve QAC’nin
37°C’de daha etkin bir sekilde canli hiicreleri eradike ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde
PAA ve QAC’nin en etkili uygulama dozunun %0,3 oldugu tespit edilmistir. Biyofilm
kiitlesindeki canli hlcreler tzerinde PAA ve QAC’nin 90 saniye ve 120 saniye streyle
uygulanmasi, mikrobiyel hucrelerin eradikasyon dlizeyi arasinda istatistiki olarak bir fark
yaratmamustir. 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon surelerindeki biyofilm dreticisi L.
monocytogenes suslarmin PAA ve QAC’nin farkli uygulama parametrelerine karsi
gostermis oldugu ortalama azalma miktarlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu kapsamda 48 h’lik inkiibasyon sonucunda olusan biyofilm tabakasi PAA
ve QAC uygulamasi sonucunda daha kolay eradike edilmistir. HL76 ve HL 98 suslari
mikroplak ortamlarda PAA ve QAC uygulamasi sonucunda indirgenme oraninin en yiiksek
oldugu suslar olarak tanimlanmistir. Bu susu sirasiyla ATCC7644 ve HL31 suslar1 takip

etmistir.

Korany ve ark. (2018), polisistren mikroplaklarda olusan L. monocytogenes biyofilmleri
tizerinde QAC’nin etkinliklerini arastirmislardir. Bu amagla 48 h’lik biyofilmlere 1’er dk
boyunca 100 ppm ve 400 ppm konsanstrasyonunda QAC uygulanmistir. Canli hiicre
sayisinda sirasiyla 2,4 log ve 3,6 log’luk bir azalma saptanmistir (333). Aryal ve Muriana
(2019), 96 kuyucuklu mikroplakta olusan L. monocytogenes biyofilmleri tizerine gesitli
dezenfektanlarin etkinliklerini arastirmiglardir (228). Bu amagla QAC, hidrojen peroksit ve
diasetilinin biyofilm tabakasi Uzerindeki etkisini gézlemlemislerdir. Dezenfektanlar tek
baslarina kullanildiginda en diisiik etkinligin QAC’ye ait oldugunu ve ayrica 30 saniye, 60
saniye, 1 dk’lik uygulamadan sonra canli hiicre sayisinda 1-2 log’luk azalma oldugunu
belirlemislerdir. Tez caligmasinda elde olunan veriler, yukarida G6zetlenmeye calisilan

literatiir verilerini destekler niteliktedir.

Ulkemiz adresli arastirmalarda L. monocytogenes suslarmin 96 kuyucuklu mikroplaklarda
biyofilm olusturma kapasitesini arastiran ¢ok sayida calisma olmasina ragmen, literatiirde
cesitli dezenfektanlarin bu ortamdaki etkinligini arastiran ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
bakimdan tez caligmamiz 6zglinliik tasimakta ve ililkemiz adresli ileride yapilacak olan

calismalara veri saglamasi1 bakimindan da 6nem tasimaktadir.
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7. SONUC

1. Tez calismasi kapsaminda Nisan 2019 — Subat 2020 tarihleri arasinda Ankara ve
yakin ¢evresindeki market, pazar ve gida isletmelerinden temin edilen toplam 180
adet izolasyon materyali 1SO 11290-1 protokoli takip edilerek Listeria spp. varligi
bakimindan taranmustir.

2. Morfolojik ve biyokimyasal olarak muhtemel Listeria spp. olarak tanimlanan 61
izolata 16S rRNA dizi analizi uygulanmistir. Suslarin 29°u  (%47,5) L.
monocytogenes, 18’1 (%29,5) L. innocua, 9’u (%14,8) L. grayii ve 5’1 (%8,2) L.
welshimeri olarak tanimlanmustir.

3. L. monocytogenes suslarinin %48,3’1 tiiketime hazir gidalardan, %20,7°si meyve
ve sebze yikama sularindan, %13,8’1 ¢ig kirmizi etten, %6,9’u ¢ig tavuk etinden,
%6,9’u ylizey swap Orneklerinden ve %3,5’1 ise ¢ig siitten izole edilmistir. L.
monocytogenes varligi bakimindan tiiketime hazir gidalar en riskli gida grubu
olarak tanimlanmustir.

4. Viriilens gen bolgeleri varligi agisindan degerlendirilen 29 L. monocyogenes
susunun higbirinde fla genine ait bant bolgesi goriilmemistir. Ancak suslarin
%72,4’tinde prfA, %69’unda iap, %48,3’iinde hlyA, %34,5’inde inlA, %24,2’sinde
fbp ve %10,3’linde ise actA gen bdlgesi varhigi saptanmustir. Tez ¢aligmasinda
kontrol sus olarak kullanilan L. monocytogenes ATCC7644 susu ise actA, fbp, iap,
hlyA ve prfA gen bolgeleri varligi bakimmdan pozitif olarak degerlendirilirken, inlA
ve fla gen bolgeleri varligi bakimmdan da negatif olarak degerlendirilmistir. 29
adet L. monocytogenes susunda viriilens gen bolgesinin hepsini genomunda iceren
sus saptanamamistir. Sadece HL130 susu alt1 adet virlilens gen bolgesini (hlyA,
actA, inlA, fbp, iap, prfA) icermesi bakimindan, diger suslardan farklilik
gostermistir.

5. Tez ¢aligmasinda suslarin %72,4’tinde prfA ve %48,3’ii ise hlyA gen bolgesi varligi
bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir. L. monocytogenes suslarinin biyofilm
uretme yetenekleri 3 farkl inkiibasyon siireci sonunda (24 h, 48 h ve 72 h) ayr1 ayr1
arastirilmig ve bu kapsamda her Ug¢ inklbasyon siresi sonunda da HL31, HL76 ve
HL98 suslar1 gii¢lii biyofilm {ireticisi olarak tanimlanmistir. HL31 ve HL98 suslar1
prfA gen bolgesini icerirken, hlyA gen bolgesini igermemektedir. HL76 susu ise
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sadece iap gen bolgesi icermektedir. HL31 ve HL98 suslarinda biyofilm {iretim

strecini  buylk bir ihtimalle prfA gen bolgesi varliginin destekledigi

diistiniilmektedir. HL76 susunun ise hlyA ve prfA gen bolgelerini icermedigi halde,

giiclii biyofilm treticisi olarak saptanmasi literatiir bilgilerini desteklememektedir.

HL76 susunun mutant formuna ait biyofilm iiretme yetenegi arastirilmali ve ayrica

iap gen bolgesinin bu siiregteki roliiniin ortaya konulmasi gerekmektedir.

L. monocytogenes suslarinin viriilens gen bolgelerini icerme durumu ile bu suslarin

biyofilm tiretme dereceleri arasindaki iliski incelendigi zaman, sadece hlyA gen

bolgesi varligi ile 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm iiretim durumu arasindaki

iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diger viriilens gen bolgelerinin

varlig1 ile biyofilm olusturma derecesi arasinda ise istatistiki olarak bir fark

bulunamamastir.

96 kuyucuklu mikroplaklarda 24 h, 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon siirelerinin

sonunda 29 adet L. monocytogenes susu ile bir adet L. monocytogenes ATCC7644

kontrol susunun biyofilm olusturma yetenegi acisindan pozitif olarak

degerlendirilmistir. HL31, HL76 ve HL98 suslar1 her ii¢ inkiibasyon siiresi sonunda

da giiclii iiretici sus olarak tanimlanmistir.

Paslanmaz celik kuponlarda ve 96 kuyucuklu steril mikroplak ortamlarinda 48 h ve

72 Wlik inkiibasyon siireleri sonunda olusan biyofilm yapisi iizerinde PAA ve

QAC’nin etkinlik diizeyleri farkli konsantrasyonlarda (%0,1, %0,2 ve %0,3), farkl

srelerde (90 ve 120 saniye) ve farkli sicaklik derecelerinde (25°C ve 37°C) test

edilmistir.

Tez ¢alismamizda, PAA ve QAC’ nin paslanmaz ¢elik kuponlardaki canli biyofilm

hiicreleri lizerinde etkinligi farkli parametreler denenerek arastirilmistir.

- Enetkili dezenfektan olarak PAA saptanmustir.

- PAA ve QAC’nin 37°C’de daha etkin bir sekilde canli hiicreleri eradike ettigi
belirlenmistir.

- PAA ve QAC’nin en etkili uygulama dozunun %0,3 oldugu tespit edilmistir.

- Suslarin PAA ve QAC ile 90 saniye veya 120 saniye sireyle uygulanmasinin
canlt hiicreler iizerinde eradikasyon diizeyi incelendigi zaman, aradaki fark

istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.
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10.

- 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon sonunda biyofilm {ireticisi L. monocytogenes
suglarmin PAA ve QAC’nin farkli uygulama parametrelerine karsi gdstermis
oldugu canli hiicre sayilarindaki ortalama azalma miktarlar1 arasi farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu kapsamda ATCC7644 susu PAA
ve QAC uygulamasi sonucunda indirgenme oranmin en yiikksek oldugu sus
olarak tanimlanmistir. Bu susu sirasiyla HL76, HL31 ve HL98 takip etmistir.

Tez ¢aligmamizda, PAA ve QAC’ nin 96 kuyucuklu mikroplak ortamlarindaki canlt

biyofilm hiicreleri lizerinde etkinligi farkli parametreler denenerek arastirilmistir.

Mikroplak ortamlarinda PAA ve QAC’nin biyofilm hiicreleri tizerine
etkinlikleri birbiriyle kiyaslandigi zaman, istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamastir.

- PAA ve QAC’nin 37°C’de daha etkin bir sekilde canli hiicreleri eradike ettigi
belirlenmistir.

- PAA ve QAC’nin en etkili uygulama dozunun %0,3 oldugu tespit edilmistir.

- Biyofilm kiitlesindeki canli hiicreler iizerinde PAA ve QAC’nin 90 saniye ve
120 saniye sireyle uygulanmasi, mikrobiyel hiicrelerin eradikasyon diizeyi
arasinda istatistiki olarak bir fark yaratmamustir.

- 48 h ve 72 h’lik inkiibasyon siirelerindeki biyofilm iireticisi L. monocytogenes

suslarmin PAA ve QAC’nin farkli uygulama parametrelerine karsi gostermis

oldugu ortalama azalma miktarlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu kapsamda 48 h’lik inkiibasyon sonucunda olusan biyofilm
tabakasi, PAA ve QAC uygulamasi sonucunda daha kolay eradike edilmistir.

HL76 ve HL98 suslar1 mikroplak ortamlarda PAA ve QAC uygulamasi

sonucunda indirgenme oraninin en yiiksek oldugu suslar olarak tanimlanmistir.

Bu susu sirasiyla ATCC7644 ve HL31 suslar1 takip etmistir.
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EKLER

EK 1. TEZ CALISMASI KAPSAMINDA KULLANILAN KIMYASALLAR,
BESIYERLERI, KATKILAR, MOLEKULER CALISMALAR iCiN KULLANILAN
KIMYASALLAR

Besiyeri/Katki/Kimyasal Firma Katalog Numarasi
Brain Heart Infusion Broth MERCK 1. 10493.0010
Chromocult Listeria enrichment supplement MERCK 1.00439.0010
Chromocult Listeria agar selective supplement MERCK 1. 00432.0010
Chromocult Listeria selective agar bare acc. MERCK 1. 00427. 0500
FRASER Listeria ammonium ion supplemet MERCK 1.00092. 0010
FRASER Listeria selective enrichment broth MERCK 1. 10398. 0500
FRASER Listeria selective supplement MERCK 1. 00093. 0010
LB Broth base THERMO SCIENTIFIC 12780052
PALCAM Listeria selective agar base MERCK 1. 11755. 0500
PALCAM Listeria selective supplement MERCK 1. 12122. 0001
Tryptone Soya Yeast Extract Agar SIGMA ALDRICH 93395
Tryptone Soya Yeast Extract Broth SIGMA ALDRICH 55309
Bactident Oxidase MERCK 1. 13300. 0001
Etanol MERCK 1. 00983. 2511
Gliserol MERCK 1. 04092. 2500
Gram boyama seti MERCK 1. 11885. 0001
Hidrojen peroksit MERCK 1. 08597. 2500
SIM Medium MERCK 1. 05470. 0500
16S Primer (Geri/R) ELLA BIOTECH 6121200641E08-
189/212
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EK 1. TEZ CALISMASI KAPSAMINDA KULLANILAN KIMYASALLAR,
BESIYERLERI, KATKILAR, MOLEKULER CALISMALAR ICIN KULLANILAN

KIMYASALLAR (DEVAMI)
Besiyeri/Katki/Kimyasal Firma Katalog Numarasi
16S Primer (ileri/F) ELLA BIOTECH 6121200641E07-
188/212
Agaroz NZYTECH MB14402
6X DNA Loading Dye THERMO SCIENTIFIC R0611
dNTP THERMO SCIENTIFIC 359866
EDTA SIGMA ALDRICH E51134-500G
Gene Ruler 1 kb DNA Ladder THERMO SCIENTIFIC 350148
GeneJet Genomic DNA Purification Kit THERMO SCIENTIFIC K0722
Izopropanal MERCK 1.00993.1000
Kloroform MERCK 1024452500
Lizozim THERMO SCIENTIFIC 89833
Taq DNA Polimeraz THERMO SCIENTIFIC 346217
TBE Buffer THERMO SCIENTIFIC B52
Tris Hidroklortr SIGMA ALDRICH T5941-500G
Triton X-100 MERCK 1086432500

Sodium Dodesil Sulfate (SDS)

SIGMA ALDRICH

8.17034.1000

PAA

BELKIM KIMYA

QAC

BELKIM KIMYA
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Evrim Agaci yazilan (https://evrimagaci.org/balaenoptera60270/icerikler)

1) Quorum Algilama (Quorum Sensing): Hiicreler, Birbiriyle Nasil Konusur? (2.Yazar)

2) Biyofilm Nedir? Biyofilm Olusumu Neden Onemlidir? Biyofilmler Nasil Kesfedildi ve
Bilim I¢in Neden Onemli? (Yazar)

3) Firsatg1 Enfeksiyon Nedir? Firsat¢1 Patojenlerin Neden Oldugu Enfeksiyonlar Nelerdir?
Firsat¢1 Enfeksiyonlar Neden ve Nasil Gelisir? (Yazar)

4) Zona (Herpes Zoster) (Yazar)

5) Tifolu Mary'nin Hikayesi: 19. Yiizyilin Basinda Yasanan Tifo Salginindaki En Meshur
Stiper Bulastirict! (Yazar)

6) Probiyotik Nedir? Sindirim Sistemimize Dost Olan Bakteriler Ne ise Yarar? (Yazar)

7) Robert Koch Kimdir? Bakteriyolojinin Babas1 Tarafindan Gelistirilen Koch Postulatlar1
Neler Soyler? (Yazar)

8) Bakteriyografi ve Mikrobiyoloji Sanati: Bakterilerden Portreler Yapmak... (Yazar)

9) Maillard Reaksiyonu: Gidalarda Aroma Olumu ve Esmerlesme (Yazar)

10) Pastorizasyon Nedir, Nasil Yapilir? Siit Kaynakli Enfeksiyonlar1 Nasil Onleyebiliriz?
(Yazar)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Essential oils (EOs) are known for its antimicrobial activity against several pathogenic bacteria. The
Research Article present work evaluated the antimicrobial activity of 15 different EOs on survival of different strains
of different Staphyloccocus aureus strains isolated from traditional cheeses by disc diffusion method.
) The most antimicrobial activity on the strains was found as oil thyme oil (mean zone diameter 23.203
Received : 08/02/2020 mm). Clove oil and black seed oil had the highest antimicrobial activity after thyme oil with average
Accepted : 23/03/2020 zone diameters of 13.698 mm and 11.267 mm respectively. Hypericum perforatum L. oil (mean zone
6.209 mm), ginger oil (mean zone 6.250 mm) and garlic oil (mean zone 6.267 mm) were the lowest
antimicrobial activity. New studies about antimicrobial effect of EOs in vivo conditions are

recommended.
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Bitkilerden Elde Edilen Cesitli Ugucu Yaglarin Gida Kaynakh Staphyloccus

aureus Suslar1 Uzerindeki Antimikrobiyel Etkinliinin Belirlenmesi

MAKALE BILGIiSI Oz

Ucucu yaglar (EO), cesitli patojenik bakterilere karsi antimikrobiyel aktivitesi ile bilinir. Bu
Arastirma Makalesi calismada, 15 farkli EO'nun geleneksel peynirlerden izole edilmis olan farkli Staphyloccocus aureus
suslari lizerine géstermis oldugu antimikrobiyel aktivite disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. En
yiiksek antimikrobiyel aktivite gosteren EO, kekik yagi (ortalama zon g¢api 23,203 mm) olarak
bulunmustur. Karanfil yagi ve ¢érekotu yaginin ise sirastyla 13,698 mm ve 11,267 mm’lik ortalama
zon ¢aplart ile kekik yagindan sonra en yiiksek antimikrobiyel aktiviteyi gosterdigi saptanmustir. Sari
kantaron yagi (ortalama zon 6,209 mm), zencefil yagi (ortalama zon 6,250 mm) ve sarimsak yagi
(ortalama zon 6,267 mm) ise ¢alismadaki en diisiik antimikrobiyel aktivite gdsteren yaglardir.
EQ'larm in vivo kosullarda antimikrobiyel etkisi hakkinda yeni ¢alismalar 6nerilmektedir.
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Introduction

Essential oils (EOs) are volatile and fragrant
compounds produced by plants with oily consistency
(Bassole et al., 2012). EOs are mixtures of hydrocarbons
and oxygenated hydrocarbons originating from the
isoprenoid pathways, mainly composed of monoterpenes
and sesquiterpenes (Sharifi-Rad et al., 2017). They are
synthesized in plant organs such as flower, stem, fruit, seed
and secreted by secretion cells, ducts, and glands
(Cicioglu-Anidogan et al., 2002; Bassole et al., 2012;
Sharifi-Rad et al., 2017; de Aguiar et al., 2018).

Although the EOs obtained from different plants are in
the chemical composition and the proportions of the
substances in the composition obtained by different
methods of extraction, their basic components belong to
the same chemical classes as mono and sesquiterpene,
aldehyde, ketone, ether and ester, alcohol and
hydrocarbons (Sharifi-Rad et al., 2017). For example,
thyme and carvarol are the predominant constituents in
thyme oil. The dominant active ingredient of clove
essential oil is eugenol; most active substances found in
black seed oil are thymokinone and p-sinene (Bulca et al.,
2014; Han et al., 2017; Omonijio et al., 2018). Eucalyptus
oil, laurel oil and sage oil is the dominant active ingredient
1.8 cineol (dos Santos et al., 2007; Barbosa et al., 2016;
Golikgu et al., 2017). Similarly, rosemary essential oil
contains 1.8 cineol and camphor; o pinene and limonene in
cumin oil, a felladren and limonene in dill oil; o pinene and
a felladren in ginger oil and limonene and a pinene in pine
oil are predominantly active substances (Hussain et al.,
2010; Radulescu et al., 2010; Sultan et al., 2005; Demirci
et al., 2015).

Although their practical use dates back to hundreds of
years, it has only recently been scientifically approved.
EOs are often used in cosmetics, medicine and food
industry. However, EOs are known to have antimicrobial,
antifungal and insecticidal activities (Cicioglu-Aridogan et
al., 2002). Antimicrobial activity of EOs is depended on
the source of plant, concentration of the target
microorganism, the composition of the substrate, the
production and storage conditions of the food (Faydaoglu
et al., 2013). The mechanism of action of EOs is realized
by the ability of phenolic monoterpenes to alter microbial
cell permeability, cytoplasmic damage, interfere with
cellular energy system and disrupt proton motility.
Cytoplasmic membrane damage leads to cell death. (Burt
et al., 2004; Li et al., 2011; Calo et al., 2014). Some EOs
have been reported to inhibit the growth of microorganisms
in food sources and prolong the shelf life of processed
foods (Cosentino et al., 1999; Barbosa et al., 2016;
Mohammadpour et al., 2012). In recent years, EOs have
attracted scientific interest because of their potential as a
source of Dbiologically active compounds with
antimicrobial and antiviral activities that can replace
traditional protectives, antibiotics and pesticides (Cicioglu-
Aridogan et al.,2002; Herman et al., 2015; de Aguiar et al.,
2018).

Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Clostridium  perfringens, C.  botulinum,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157: H7 and
Listeria monocytogenes may cause foodborne outbreaks
(Seow et al., 2013; de Aguiar et al., 2018). Although

antibiotic use is required for the treatment of these bacteria,
the development of antibiotic resistance is the most
important factor in treatment failure (Seow et al., 2013;
Sevindik et al., 2017). Concerns about consumers' negative
perceptions of chemical preservatives have encouraged the
food industry to look for new and reliable alternatives, and
natural preservatives have begun to be developed (Giiner
et al., 2012; Seow et al., 2013; Mohammed et al., 2018;
Pehlivan and Sevindik, 2018).

In this way, the objectives of this study were to evaluate
the in vitro activity of 15 different EOs, by disc diffusion
methods, against field isolates of S. aureus strains isolated
from traditional cheeses in Ankara.

Materials and Methods

Essential Oils

In this study, 15 different commercial pure oils (purity
>98%) (Balen™, Ankara) were purchased from herbalists
was tested. The purity and composition of which was
determined by the manufacturer. These EOs were:
Hypericum perforatum L, Ginger, Garlic, Laurel, Juniper,
Cumin, Pine, Eucalyptus, Dill, Rosemary, Mint, Sage,
Black seed, Clove and Thyme. All the oils were stored at
room temperature in the dark prior to testing.

Bacterial Isolates

In this study, 85 different S. aureus strains isolated from
traditional cheeses and the reference strain used in this
study (S. aureus ATCC6538) were obtained from the
culture collection of Food Microbiology Laboratory,
Department of Food Engineering, Ankara University,
Ankara, Turkey. These strains inoculated on Tryptic Soy
Broth (TSB) (Sigma™, Germany) and Brain Heart
Infusion (BHI) broth (Merck™, Germany) and incubated
at 35°C for 24 h. All of the strains used in this study were
stored at —20°C with 30% (v/v) glycerol (Merck™,
Germany).

Preparation of Essential Oils for Testing

A sterile 6 mm diameter white disk (Oxoid Ltd, ES)
impregnated with 15 pL of pure EO was prepared. The
discs were soaked for a night.

Disc Diffusion Method

As a preliminary step, the antibacterial activity of the
EOs was determined by the disk diffusion method. Briefly,
steril 90 ml TSA medium was prepared. Meanwhile, from
an overnight culture, a suspension of 1 x 108 CFU/mL was
prepared in sterile saline solution. Ten mL bacterial
suspensions were transfered onto TSA medium, mixed
with shaker and poured into sterile petri dishes. After
ensuring that the media solidified, the discs impregnated
with different oils numbered 1 to 15 were placed in the
petri dishes and allowed to incubate at 37 °C for 24 hours.
Furthermore, the effect of the volatile fraction of every EO
was studied with the inverted Petri dish method (de Aguiar
et al. 2017). The antibacterial activity was evaluated by
measuring in millimeters the diameter of the inhibitory
zone. All experiments were conducted in duplicate.
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Statistical Analysis

The results were evaluated by repeated measures
ANOVA. The obtained measurements were tested by two-
way ANOVA analysis. Post-Hoc (Tukey-HSD) tests were
performed for factors that were found to be significant as a
result of variance analysis.

Results and Discussion

In our study, the antimicrobial activity of commercially
available pure EOs obtained from 15 different plants on S.
aureus strains was investigated. Zone measurements were
made by taking into account the completely transparent
diameter around the disk. Zone formation around the disc
is shown in Figure 1. The values comparing the mean
measurements of the zone diameters for different types of
EOs are shown in Table 1 and the graph of the same results
is shown in Figure 2. EOs susceptibility of S. aureus strains
is also showed in Table 2. Within the scope of the study,
the diameters of 15 different EOs were investigated by
means of a ruler and averages of parallels were obtained
for 86 strains of S. aureus.

As a result of the study, significant differences were
found in the 95% confidence interval between the activities
of EOs. According to the results, the most effective
antimicrobial EO was determined as thyme oil (average
zone 23.203 mm). The highest antimicrobial activity after
thyme oil was found as clove (mean zone 13.698 mm) and
black seed oil (mean zone 11.267 mm) respectively. H.
perforatum oil (mean zone 6.209 mm), ginger oil (mean
zone 6.250 mm) and garlic oil (mean zone 6.267 mm) were
the lowest antimicrobial activity in the study.

The highest antimicrobial activity was found in tyme
oil with a zone diameter of 23.203 mm. According to our
results, all strains tested were sensitive to thyme oil. The
antimicrobial activity of thyme oil was measured as zone
diameter above 20 mm in 47 (54.7%) of 86 S. aureus
strains and these strains were found to be very sensitive to
thyme oil. 35 (40.7%) of the strains were moderately
sensitive and zone ranges were 15 mm-20 mm. 4 (4.7%)
strains were found to be less sensitive to this oil (9 mm-14
mm zone diameter). Thyme oil is an oil with high
antimicrobial activity due to its predominant components,
thymol and carvocrole (Bayaz et al., 2014). Carvacrol and
thymol breakdown the bacterial cell membrane and causes
the cell material to leave the cell (Chaieb et al., 2017). In
our studies, the antimicrobial activity of thyme oil was
similar to different studies (Con et al., 1998; Ertiirk et al.,
2010; Radiinz et al., 2019). We found that antimicrobial
activity on thyme against S. aureus was determined as a
zone diameter of 29 mm. In previously both studies (Con
et al., 1998; Ertiirk et al., 2010), thyme oil showed activity
above 20 mm zone diameter. In this context, the results of
this study were consistent with them. Lambert et al. (2001)
studied the antimicrobial activity of thymol and carvocrol
on S. aureus and P. aureginosa, and found that the
combined use of thymol and carvocrol showed higher
antimicrobial activity than when used alone. These results
suggest that thyme oil may be the cause of the higher
inhibitory effect than a volatile oil containing only one of
thymol or carvocrole.
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Figure 1. Inhibition zones formed by volatile oils around
the disc (Staphylococcus aureus ATCC6538)

(Disc 1: eucalyptus oil, disc 2: dill oil, disc 3: juniper oil, disc 4:
rosemary oil, disc 5: ginger oil, disc 6: thyme oil,disc 7: Hypericum
perforatum oil, disc 8: mint oil, disc 9: sage oil, disc 10: clove oil, disc
11: garlic oil, disc 12: pine oil, disc 13: Laurel oil, disc 14: cumin oil,
disc 15: black seed oil).

Table 1. Average zone diameters and standard deviation
values of Eos*

Essential oils Mean Standard Deviation
Hypericum perforatum | 6.212 0.65
Ginger 6.252 0.78
Garlic 6.27° 0.72
Laurel 6.332P 0.95
Juniper 6.492° 1.31
Cumin 6.51b¢ 1.35
Pine 6.85¢d 1.72
Eucalyptus 7.08¢ 1.41
Dill 7.52¢ 2.12
Rosemary 8.47f 2.15
Mint 8.63 3.23
Sage 9.449 1.61
Black seed 11.27" 5.57
Clove 13.7 6.82
Thyme 23.2 8.67

F: 164,709; P: <0.001

*The difference between the mean values of oil types was statistically
significant (F=164,709; P<0.001). The smallest significant difference test
(LSD: Least Significant Difference) was performed for multiple
comparisons to determine the source of the differences. In case of no
significant difference between the groups, the mean values were indexed
with the same letter.

In our study, clove oil was found to be the most
effective oil after thyme oil. The average zone diameter of
clove oil was 13.698 mm. While a total of 85 strains were
sensitive to clove oil, only one strain had no antimicrobial
activity. In this study, 8 (9.3%) strains were very sensitive
to clove oil and 20 (23.3%) strains were found to be
moderately sensitive 57 (63.3%) strains.
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Table 2. EOs susceptibility of Staphylococcus aureus strains

8 9 10 1
Figure 2. Comparison of measurement diameters of zone diameters for different types of Eos

12 13 14 15

. -2 +b ++C +++d
Essential Oils - % ; % - % - %
Hypericum perforatum 82 95.3 4 4.7 0 0.0 0 0.0
Ginger 81 94.2 5 5.8 0 0.0 0 0.0
Garlic 84 97.7 2 2.3 0 0.0 0 0.0
Laurel 80 93.0 6 7.0 0 0.0 0 0.0
Juniper 78 90.7 7 8.1 1 1.2 0 0.0
Cumin 77 89.5 9 10.5 0 0.0 0 0.0
Pine 72 83.7 14 16.3 0 0.0 0 0.0
Eucalyptus 66 76.7 20 23.3 0 0.0 0 0.0
Dill 58 67.4 28 32.6 0 0.0 0 0.0
Rosemary 39 45.3 46 53.5 1 12 0 0.0
Mint 46 53.5 33 38.4 7 8.1 0 0.0
Sage 12 14.0 73 84.9 1 1.2 0 0.0
Black seed 37 43.0 22 25.6 19 22.1 8 9.3
Clove 1 1.2 57 66.3 20 23.3 8 9.3
Thyme 0 0.0 4 4.7 35 40.7 47 54.7

a: <8 mm; b: between 8 mm and 14 mm; c: between 14 mm and 20 mm; d: >20 mm

Moreira et al. (2005) in their study of eucalyptus, tea
tree, rosemary, mint, rose, clove, lemon, thyme, pine and
basil plants obtained from the essential oils of different
E.coli O157: H17 strains tested on the antimicrobial
activity. They found that clove oil was the highest activity
oil. Metin et al. (2016) investigated the antimicrobial
activity of 100% pure commercial oils of clove, mint and
lavender plants against some bacterial fish pathogens. As a
result of their study, it was found that clove oil was the
highest antimicrobial activity and certain concentrations of
the other two oils showed inhibition properties.
Antimicrobial activity in cloves has been reported to be due
to eugenol in oil structure (Chaieb et al., 2017; Yiicel-
Sengiin et al., 2018). Quattara et al. (1997) found that the
most effective essential oils belong to cloves, cinnamon,
allspice and rosemary cinnamon, cloves, allspice,

rosemary, black pepper, marjoram, garlic and cumin
essential oils of different dilutions were identified against
2 Gram negative and 4 Gram positive bacteria. They stated
that the common feature of these oils was eugenol and
cinnamaldehyde. Radiinz et al. (2019) investigated the
antimicrobial efficacy of clove oil on S. aureus, E. coli, L.
monocytogenes and S. typimurium and determined the
antimicrobial activity as 28.3 mm, 28.1 mm, 24.7 mm and
22.2 mm, respectively. It was thought that the zone value
found for S.aureus is considerably higher than the average
zone value found in our study. Around the disc, two
different zones can be formed: a fully transparent zone and
a fuzzy transparent zone. In the evaluation section, only the
evaluation of the transparent zone and the evaluation of the
total zone formation cannot make the results
mathematically different (Radiinz et al., 2019).
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In our study, the highest activity after black seed oil,
oregano and clove oil was determined as the third oil. The
average zone value of black seed oil was found to be
11.267 mm. A total of 49 strains were found to be sensitive
to black seed oil. In 8 (9.3%) of these strains, values above
20 mm zone diameter were determined and these strains
were determined as very sensitive. Nineteen (22.1%) of
them were found to be moderately sensitive to black seed
oil and 22 (25.6%) were less sensetive. The antimicrobial
activity of black seed oil is supported by different studies.
Nair et al. (2005), the seed oil of black seed plant on L.
monocytogenes investigated the antimicrobial activity. In
this study, a disc containing impregnated black seed oil and
sunflower oil and a disc containing gentamicin were used.
They found that the highest antimicrobial activity was
shown by black seed oil with an average zone value of 31.5
mm (Nair et al., 2005). It is thought that the difference
between the zone value in the study of Nair et al. (2005)
and the zone value in our study stems from the difference
in microorganism tested. Antimicrobial efficacy of black
seed oil has been reported in different studies similar to our
study. Thymokinone, the dominant substance found in
black seed oil, has been shown to exhibit antimicrobial
activity against bacterial strains such as E. coli, S. aureus,
P. aureginosa and B. subtilis and especially bactericidal
activity against gram positive cocci (Khan et al., 2003;
Chaieb et al., 2011; Giizelsoy et al., 2018).

Antimicrobial activity of sage, mint and rosemary oils
on S. aureus strains was also determined in our study. The
mean antimicrobial activity of sage oil on S. aureus was
9.44 mm, while the mean peppermint oil was 8.63 mm and
the mean antimicrobial activity of rosemary oil was also
8.47 mm. While 12 (14%) strains, 46 (53.5%) strains and
39 (45.3%) strains were insensitive to these fats, 73
(84.9%) strains, 33 (38.4%) strains and 46 (53.5%) strains
were less sensitive, respectively. Among them, 1 (1.2%)
strains, 7 (8.1%) strains and 1 (1.2%) strains were
identified as medium susceptible. None of the strains were
found in the very sensitive category for all three fats. The
results obtained from the study were consistent with the
results of different researchers. Moreira et al. (2005), Metin
et al. (2016) and Quattara et al. (1997)'s results were in
parallel with our results.

In our study, mean zone values of dill, pine, cumin and
ginger oils were determined as 7.52 mm, 6.85 mm, 6.51
mm and 6.25 mm respectively. While 58 (67.4%) of the
strains were found insensitive to dill oil, 28 (32.6%) were
found to be less sensitive. While pine oil was not effective
in 72 (83.7%) strains, 9mm-14mm zone diameter was
determined on 14 (16.3%) strains. Similarly, while 77
(89.5%) strains were insensitive to cumin oil, the
remaining 9 (10.5%) strains were found to be less sensitive
(9 mm-14 mm zone diameter). While 81 strains (94.2%)
were insensitive to ginger oil, only 5 strains (5.8%) were
less sensitive (9 mm-14 mm). According to our results,
ginger oil was determined as the lowest antimicrobial
activity oil after H. perforatum oil. Cumin, dill, ginger and
pine oils contain at least one common substance. a- pinene
and limonene in cumin oil, a -felladren and limonene in dill
oil; o -pinene and a-felladren in ginger oil and limonene
and a- pinene in pine oil are the predominant active
ingredients (Sultan et al., 2005; Hussain et al., 2010;
Radulescu et al., 2010; Mohammadpour et al., 2012;
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Demirci et al., 2015). Low levels of antimicrobial activity
suggest that o -pinene and limonene and felladren alone or
in combination have no effect on S. aureus strains.

In our study, the lowest antimicrobial activity oils were
H.perforatum (average zone diameter: 6.21 mm), ginger
(average zone diameter: 6.25 mm), garlic (average zone
diameter: 6.27 mm), laurel (average zone diameter 6.33
mm), juniper (average zone diameter 6.49 mm) and cumin
(6.51 mm). On a total of 86 S. aureus strains, 82 (95.3%),
81 (94.2%), 84 (97.7%), 80 (93.0%), 78 (90.7%) and 77
(89.5%) strains were found insensitive to these five fats.
None of the strains had a zone diameter greater than 20
mm. Except for juniper oil (1 strain), no strain was found
to be moderately sensitive to these oils. 4 strains (4.7%)
were used for H. perforatum oil, 5 strains (5.8%) for ginger
oil, 2 strains (2.3%) for garlic oil, 6 strains (7.0%) for laurel
oil, 7 strains (8.1%) for juniper oil and 9 strains (10.5%)
was found to be less sensitive to cumin oil. Our study
results differ from other studies. In our study, antimicrobial
activity of garlic and cumin oil on S. aureus was
determined. Quattara et al. (1997) found that antimicrobial
activity of garlic and cumin oil. The difference between the
two studies is thought to be due to the difference in the
bacterial strain tested. Biondi et al. (1993) on the other
hand, the dilution of 1/2 of the laurel oil in 1/2, 1/5 and 1/10
dilutions of laurel oil has an antimicrobial effect on S.
aureus and they do not observe any efficacy in other
dilutions. In our study, pure laurel oil had very limited
antimicrobial activity on S.aureus. In this context, between
our results and Biondi et al. (1993)’s result were not
compatible. It is thought that this difference may be caused
by different varieties and virulence characteristics of the
strains even if they are the same species.

Conclusion

Aromatic plants and the essential oils obtained from
these plants have been used for various purposes such as
the treatment of diseases among the people and
preservatives and flavors in the food for centuries. The use
of synthetic additives and antimicrobials that have
increased with the advancing technology have had many
side effects on health and the need to investigate new
sources such as the resistance of microorganisms to
synthetic antimicrobials. As a result, the use of medicinal
and aromatic plants and the essential oils obtained from
them has come to the fore again and efforts to improve the
use of these products in medicine, cosmetics, agriculture
and food have accelerated. The results of the studies on the
antibacterial, antifungal, antiviral, insecticide and food
protective effects of the essential oils obtained from plants
are generally positive. Therefore, an alternative way of
using herbal essential oils is thought.
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