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OZET

TEZIN BASLIGI: iSLENMEMIiS SUTLERDEN iZOLE EDILEN
STAFILOKOK SUSLARININ BiYOFIiLM OLUSTURMA
OZELLIKLERININ DOGAL ANTiMiKROBiYALLERLE ENGELLENMESI
VE OLUSAN BiYOFILMIN ORTADAN KALDIRILMASI

YAZAR ADI : Tugba KOKUMER

Bu tez ¢alismasinda, 50 ¢ig siit 6rneginden 20 tipik Stafilokok susu izole
edilerek tanimlandi. Tanimlanan biitiin suglarin vankomisine duyarli oldugu, 6 susun
ise oksasiline duyarli oldugu goriildii. Biyofilm olusumu hem Kongo kirmizili agar
yontemi ile hemde Mikrotitrasyon plagi yontemi ile belirlendi. Biitiin suslarin iki
metodla da biyofilm olusturduklari tespit edildi. Biyofilm olusumun onlemesi ve
olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi i¢in, 20 dakika siire ile sitrik asit (%2 ve 10)
ve malik asit (%2 ve 10) uygulamalari, % 0.3 perasetik asit ve 200 ppm klor
uygulamalari ile hem mikrotitrasyon plaginda hemde paslanmaz celik plakalarda

karsilastirilarak incelendi.

Biyofilm olusumunun azaltilmasi (%) ve olusan biyofilmin ortadan
kaldirilmasi (%) oranlarmin, 20 dakika siire ile sitrik asit (%2 ve %10) ve malik asit
(%2 ve %10) uygulamalari ile klor (200ppm) ve perasetik asit (%0.3) uygulamalari
ile elde edilenden yaklasik 1.5 kat daha fazla oldugu tespit edildi. Bununla beraber,
paslanmaz ¢elik plakalarda 20 dakika siire ayn1 organik asit uygulamalari ile hem
biyofilm olusumunun azaltilmasi (%) hem de olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi
(%) oranlarinin, klor (200ppm) ve perasetik asit (%0.3) uygulamalari ile elde edilen
oranlardan ¢ok daha fazla oldugu (2-2.5 kat) belirlendi. Bu ¢alismadan elde edilen
sonugclar, siit sanayisine %2 veya % 10 konsantarsyonda 20 dakika siire ile sitrik ve
malik asit uygulamasinin biyofilm olusumunun Onlenmesinde ve ortadan

kaldirilmasinda pratik 6nemi olabilecegini géstermektedir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: INHIBITION AND REMOVAL OF BIOFILM

FORMATION OF STAPHYLOCOCCUS STRAINS iSOLATED FROM RAW
MILK SAMPLES BY NATURAL ANTIiMiCROBIALS

AUTHOR : Tugba KOKUMER

In this study, 20 typical Staphylococcus strains were isolated and identified
from 50 raw milk samples. All of the isolated strains were found to be sensitive to
vancomycin and 6 strains were resistant to oxacillin. Biofilm formation of
Staphylococcus strains was determined by both with Congo Red Agar and
Microtitration plate method. All of the strains were confirmed as biofilm positive by
two methods. The prevention and removal of biofilm formation of isolated
Staphylococcus strains by citric acid (2% and 10%) and malic acid (2% and 10%)
were investigated comperatively peracetic acid (0.3%) and chlorine (200 ppm) for 20
min both in 96 well microtitration plate and stainless steel coupons.

Inhibition and removal of biofilm formation rate (%) by citric acid and malic
acid at concentration of %2 (w/v) and % 10 (w/v) for 20 min were about 1.5 times
higher than those obtained by 200 ppm chlorine and 0.3% peroxide treatments in
microtitration plates. However, in stainless steel coupons, inhibition and removal of
biofilm formation rate (%) by the same organic acid treatments at the same
concentrations for 20 min were about 2-2.5 times higher than those obtained by 200
ppm chlorine and 0.3% peroxide treatments. The results from this work provides a
proof of concept that “natural antimicrobials” may be of subtantial practical

importance for the prevention and removal of biofilm formation in dairy industry.



Vi

TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana danigsmanlik yapan, higbir zaman destegini ve
anlayisin1 esirgemeyen, degerli bilgi ve goriislerini benimle paylasan sevgili hocam Sayin

Dog. Dr. Meltem Yesilgimen Akbas’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda calismalarimi yaparken bana her tiirlii destek veren Biisra Ozgelik, Taner

Sar ve bana ¢aligmalarim sirasinda yardimci olan Uzman Hiiseyin Balci’ya tesekkiir ederim.

Calismalarimin her asamasinda bana maddi manevi her tiirlii destek veren sevgili annem
Sema Erden ve babam Cezmi Erden’e yaptiklari tiim fedakarliklar i¢in, esim Onur Kokiimer’e
gosterdigi sabir i¢in tesekkiir ederim. Ayrica benden destegini ve yardimini esirgemeyen
degerli is arkadasim Selma Biiyiik ve her aradigimda bana yardimci olan arkadasim Alper

Kiraz’a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS
1.1. Stafilokoklarin Genel Ozellikleri

Stafilokoklar insan ve hayvanlar i¢in firsat¢i patojen mikroorganizmalardir.
Stafilokoklar Micrococcaceae familyasi iginde 0.5-1.5 mm c¢apinda, diizensiz
kiimeler halinde bulunan, tetrad, ikiserli kok ya da tek tek kok seklinde goriilen Gram
pozitif bakterilerdir. Stafilokoklar, insanlarin ve ¢ogu sicakkanli hayvanlarin
derisinde, ter bezi kanallarinda, membranlarinda ve viicudun farkli bolgelerinde
(burun, cilt, bogaz) dogal olarak bulunmaktadirlar. Bu nedenle insanlarin ellerinden,
oksitirme, hapsirma gibi sebeplerle burun ve bogaz dokusundan siit ve siit iiriinlerine
bulagsma olasiliklar1 yiiksektir. Ozellikle mastitis hastaligi goriilen hayvanlardan
sagilan siitler, patojenik S. aureus’un onemli bir kaynagini olusturmaktadirlar
(Bilgehan, 2000).

S.aureus; pigmentli, fakiiltatif anaerob fakat genellikle aerob {iireyen (S.
saccharolyticus ve S. aureus shsp. anaerobius hari¢), koagulaz ve hemoliz pozitif,
mannitol, siikroz, maltoz ve trehaloz sekerlerini kullanabilme yetenekleriyle asit
olusturabilen, %10 (w/v) NaCl igeren ortamda ve 18-45°C sicaklik araliginda tireme
gosterebilen, aflatoksin iiretebilen, novobiosine duyarli, lizozime dire¢ gosterebilen,
sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz bir bakteridir. Ozellikle insan ve sicakkanl
hayvanlarda gida zehirlenmesine ve piyojenik enfeksiyonlara neden olmaktadir
(Koneman ve ark., 1997; Cengiz ve ark.,1999; Bilgehan, 2000). S. aureus; gerek
koloni morfolojisi gerekse enzimatik ve biyokimyasal 6zellikleri agisindan diger
Stafilokok tiirlerinden ayirt edilebilmektedir (Cizelge 1.1). S. aureus’un pigmentleri
karetenoid yapisinda olup hiicre zarinda yer almaktadir. Ayni stafilokok tiirleri, farkli
kosullarda degisik renkte pigment olusturabilmektedir. S. aureus; 1siya ve kuruluga

dayaniklidir (Koneman ve ark., 1997; Cengiz ve ark.,1999).



Cizelge 1.1. Stafilokok tiirleri ve biyokimyasal 6zellikleri (Sahin, 2007)

Reaksiyon S. aureus S.epidermidis | S. saprophyticus | S.intermedius
Katalaz + + + +
Koaqulaz + - - +
Clumping + - - D
Hemoliz + D ? D
Mannitol Etki + - D +
(Aerobik)
Mannitol Etki + - - -
(Anaerobik)
Termoniikleaz + - - +
Hivaliironidaz + - ? -
Protein A + - ? D
Pigment + - - -
Dnaz + - - ?

(+:pozitif, -: negatif, D: degisken ?:belirlenememis)

Stafilokoklardaki baslica sorun metisilin direncidir. Metisilin direnci ¢ogu kez

kromozomal fakat bazen plazmit kaynakli da olabilmektedir. Metisilin direnci,

penisilinlere ve sefalosporinlerinlere karsi direnci ifade etmektedir. S.aureus, mecA

geni araciligi ile diisiik afiniteli penisilin baglayan beta laktam antibiyotiklere direng

gostermektedir. Bu bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda yaygin antibiyotik

olarak vankomisin kullanilmaktadir. Bla (B-laktamaz) ve metisilin direncinde gerekli

bir faktor olan fem, diger metisiline diren¢ genleridir. Metisiline kars1 gosterilen

direng gevre kosullarindaki degisikliklere gore de farklilik gosterebilmektedir (Lowy,
1998; Cengiz, 1999; Kloos ve Bonnermann, 1999; Sahin, 2007).




S.aureus suslarinin patojenitesi; adherans 6zellikleri, ¢esitli toksinler, enzimler,
yapisal ve ekstraselliiler faktorler gibi Ozelliklerine baglidir. Ayrica slime faktor
tiretmeleri ile biyofilm tabakasi olusturmalar1 da patojenite faktorlerinden en
onemlileridir (Bilgehan, 2000).

Staphylococcus aureus ile kontamine olan gidalarda tat, goriinim ve koku
degisikligi meydana gelmemekle birlikte kontamine olmus iiriinler, insan sagligi

acisindan 6nemli derecede risk olusturmaktadirlar (Bilgehan, 2000).

Staphylococcus aureus, insanlara kontamine olmus siitlerden bulasabilmekte ve
insanlarda 6zellikle mide bulantisi, abdominal kramplar ve ishal gibi rahatsizliklara

yol agmaktadir (Scherrer ve ark., 2004).

Cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin meydana gelmesi genellikle ¢ig siit tiiketimi
ile baglantilidir. Ciinkii siit, patojenik ve bozulmaya yol agan mikrorganizmalar igin;
bilesimleri, su aktiviteleri ve pH degerleri nedeniyle Onemli bir besi ortami

olusturmaktadirlar (Seifu ve ark., 2004).

Stafilokoklar, sicak kanli hayvanlarin viicut yiizeylerinde yaygin olarak
bulunurlar. Bu mikroorganizmalarin neden olduklar1 hastaliklar septisemi,
stafilokokkal gida zehirlenmesi gibi akut enfeksiyonlardir. S. aureus formlari
ozellikle enterotoksin ve agresinlerle hastalik yapmaktadirlar (Brock ve Madigan,
2006).

Stafilokok tiirlerinin gidalara bulasarak insanlarda hastaliga ve zehirlenmeye
yol agma nedenleri; gidalarda beslenme ortami bulabilmelerine, gida igerisindeki
miktarlarina, rahatsizlanan kisinin direncine ve beslenme aligkanliklarina, ortamin
nem, 1s1, 151k, oksijen ve pH sartlarina bagl olarak degisiklik gostermektedir (Villard
ve ark., 2005; Gilbandilar, 2006).



Stafilokok kokenli hastaliklarin ¢esitli iilkelerdeki rastlanma sikligi, cografi
kosullara ve yemek aliskanliklarina bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Bazi
tilkelerde goriilen stafilokok kaynakli vakalardaki 6liim oranmin distk, Klinik
belirtilerinin ise hafif olarak nitelendirilmesine ragmen, en sik rastlanan gida

zehirlenmelerinden biri oldugu belirlenmistir (Sahin, 2007).

1.2. Biyofilm ve Yapisi

Biyofilm, bir yiizey iizerinde temel birimini mikrokolonilerin olusturdugu,
mikrokoloniler tarafindan iretilen ekstraselliiler polisakkaritler (EPS), proteinler,
cevreden absorblanan organik ve inorganik maddelerden olusan bir tabaka olarak

tamimlanmaktadir (Watnick ve Kolter, 2000).

Biyofilmler, ekstraseliiler polimerik maddeleri iireterek, planktonik canlilara
gore degismis fenotip gosteren, yiizeye doniislimsiiz olarak baglanabilen
mikroorganizma toplulugudur. Bakterilere iligskin yiizeydeki kolonizasyon ve
biyofilm olusumu ile ilgili ¢alismalar olduk¢a fazla olmasina ragmen, mantar, maya,
alg, protozoa ve viriisler de endiistriyel ve klinik alanda biyofilmlerden izole

edilebilmektedirler (Webb ve ark., 2003).

Biyofilm tabakalari, mikroorganizmalar i¢in koruyucu bir tabaka gorevi
gormektedirler. EPS, biyofilm olusumun temelini olusturmaktadir (Oner ve Olmez,
2006). Biyofilm tabakasi meydana getirebilen mikroorganizmalar, kendilerini dis
etkenlerden EPS ile koruyabilmektedir (Koluman, 2006). Biyofilm tabakalar
yiizeylerde ve bazi asamalardan gegerek olusmakta, bu olusum cevresel ya da

hiicresel etkilesimlerden meydana gelebilmektedir (Lindsay ve Holy, 2006).



Biyofilm tabakasmin mikrobiyal hiicreler ve EPS ana iskeletinden olustugu
bilinmektedir. EPS, toplam organik karbonun % 50 — % 90’lik kismini igerisinde
barindirarak ana maddeyi (matriks) olusturmaktadir. EPS’nin kimyasal ve fiziksel
olarak degiskenlik gostermesine ragmen Oncelikli olarak polisakkaritlerden olustugu,
bu polisakkaritlerden bir kisminin dogal, bir kismmin da anyonik yapida oldugu
ortaya konmustur. Uronik asitlerin (D-glucuronic, D-galacturonik ve mannuronic
asitler) bu yapiya anyonik 6zellik kattigi da tespit edilmistir (Sutherland, 2001).
Biyofilm tabakasindaki Gram pozitif bakterilerin varliginda EPS, katyonik yap1
gostermekte olup ana yapisi teikoik asit ile proteinden olusmaktadir (Hussain ve ark.,
1993).

Biyofilmin; ti¢ boyutlu, EPS ile ¢evrelenmis, su kanallar1 ve ¢ok katli bakteri
tabakalar1 igeren bir yapi oldugu bildirilmistir (Sutherland, 2001). Biyofilmde
fiziksel ve biyolojik yapinin ¢oklu i¢ ve dis faktorlerin etkilesimi ile diizenlendigi,
fiziksel yapmim EPS ile baglantili oldugu bildirilmisti. EPS’nin jel ya da
viskoelastik davramis sergileyebilecegi, bu fazlara gecisinde protein, Ca*? iyonlari,
polisakkaritler ile yapimin daha saglamlastigi bildirilmistir (Hussain ve ark., 1993;
Leriche ve ark., 2000; Sutherland, 2001). Ayrica yapilan galismalarda tabakali
yapimnin alttaki hiicreleri stabilize ettigi, biyofilmde antibakteriyel direng ve oksijen
kullanimi agisindan degiskenlik gosteren tabakalarin olustugu belirtilmistir (Leriche
ve ark., 2000; Jenkinson ve Lappin-Scott, 2000).

Cogu biyofilm yapisi birbirine benzer olsa da her bir biyofilmin yapisi kendine
Ozgudiir (Tolker ve ark, 2000). Biyofilmin devamlilik gosteren tek bir tabakadan
olusmadigi ve daha ¢ok mikrokolonilerden olusan bir yapi oldugu tespit edilmistir
(Davison, 1999; Lagido ve ark., 2003). Ayrica biyofilmde EPS dagiliminin homojen
olmadigi da belirlenmistir. Stvi akisi sonucu olusan su kanallarinin, heterojen besin
maddesi, oksijen hatta antimikrobiyal madde dagilimina neden oldugu belirlenmistir
(James ve ark., 1995 ).



1.3.Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu baslica bes evrede ger¢eklesmektedir (Vuong ve Otto 2002;
Post ve ark., 2004).

Biyofilm olusumu, bakterilerin bir yilizeye tutunmalariyla baslayarak
gerceklesen bir olaydir. Tutunma islemi ile birlikte biyofilm tabakasinin meydana
gelmesini saglayan bir dizi genetik islem baslatilir (Sahin, 2007). Bakterilerin bir
yiizeye tutunabilmeleri i¢in Oncelikle, bir yiizey ile ne zaman temas kurulmasi
gerektigini algilayabilmeleri gerekmektedir (Donlan, 2002; Sahin,2007). Bakteriler,
yiizeye tutunabilmeleri i¢in meydana gelen uyarilart fenotipik degisikliklere
cevirebilmek amaciyla diizenleyici bir sisteme sahiptir. Bu sistem, bir alic1 bir de

verici molekiilden olusmaktadir.

Tutunma islemini takiben, biyofilm olusumunu saglamak amaciyla farklilasma
isleminin baglamasi, ‘‘quorum sensing’’ sistemi denilen baska bir haberlesme
sistemine bagli olarak devam etmektedir. “Yeterli ¢ogunluk™ algilamasi diye de
isimlendirilen bu sistem ile bakteriler gevrelerindeki bakteriyel popiilasyonun
yogunlugunu belirlerler. Bir yiizeye tutunmus olan her bir bakteri, ortama mesaj
veren bir molekiil salgilamaktadir. Yiizeye tutunan bakterilerin sayis1 arttik¢a, bu
sinyalin lokal konsantrasyonlari da artmaktadir. Boylece, sinyal molekiillerinin
konsantrasyonundaki artigla birlikte biyofilm olusumu baslamaktadir. Biyofilm
icerisindeki bakteriler interselliiler, diisiik molekiil agirliklarina sahip haberciler
araciligiyla iletigim saglarlar (Sahin, 2007). Bu haberci molekiiller, Gram negatif
bakterilerde; “AHL” (N-agilhomoserin laktonlar) olarak adlandirilan ve quarum
sensing mekanizmasinda en iyi karakterize edilen molekiillerdir (Ryan ve Dow,
2008). Bu molekiiller serbest olarak hiicre disina sentezlenebilmektedir. Boylece,
ortamda yliksek hiicre konsantrasyonlarinda AHL molekiillerinin miktar1 da artar. Bu
asamadan sonra, AHL molekiilleri bir indiikleyici gibi is gorerek 6zel bir aktivator
proteinle birleserek 6zel genlerin transkripsiyonunu harekete gecirir (Madigan ve

Martinko, 2010)



Gram pozitif bakterilerde ise “autoinducer protein” adi verilen (AIP) haberci
proteinler vardir. Gram pozitif bakteri gruplarindaki quarum sensing olayimni
diizenleyen bu molekiiller, AHL molekiillerinden farklilik gostermektedir. AHL
molekiilleri, i¢ kistmdan disariya dogru diffiizyonla salinirken, AIP molekiilleri hiicre
zarmda bulunan bir sistem tarafindan aktif olarak salgilanmaktadirlar (Raffa ve ark.,

2005; Saracli, 2006).

Ikinci evre, yapisma olayindan olusmaktadir. Bu olay, bakterilerin yiizeye

yapigma veya kuvvetli bir sekilde tutunma islemidir.

Uciincii evrede, bakteriler mikrokoloniler haline ddniismektedirler. Dérdiincii
evrede ise, mikrokoloniler biiyliyerek ve kompleks yapilara veya kulelere doniisiirler
(Sahin, 2007).

En son olarak da, bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak
ortama yayilmaktadir. Bu ayrilma evresinde gerceklesen olaylar, dis kuvvetlerin
etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusumun bir pargasi olarak da tek bir hiicrenin
veya bir¢ok hiicrenin toplu sekilde kopmasiyla meydana gelebilmektedir (Hall-
Stoodley ve Stoodley, 2005; Sahin, 2007).

1.4.Stafilokoklarda Biyofilm Olusumu

Stafilokoklarda biyofilm olusumu iki temel asamadan olusur.

Bakteriler ilk asamada bir yiizeye yapisarak kolonize olurlar. Bu ilk agamadaki
kolonizasyon olaymdan ‘‘microbial surface components recognizing adhezive matrix
molecules’” (MSCRAMM) olarak adlandirilan degisik yiizey proteinleri sorumludur.
Bu bakteriyel yiizey proteinleri, ekstraselliiler (fibronektin, fibrinojen, vitronektin,
kollajen, elastin vb.) konak-doku ligandlarina baglanarak yiizeylere olan yapismanin
baslamasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Vancraeynest ve ark., 2004). Ayrica, bu
ylizey proteinlerinin ¢ogu, hiicre duvarindaki peptidoglikanlara

baglanabilmektedirler (Foster ve Hook, 1998). Ikinci asamada, interselliiler adezyon



olarak da adlandirilabilen, hiicre-hiicre adezyonu olmakta, boylece biyofilm olusumu

meydana gelmektedir.

Stafilokoklarda biyofilm olusumundan icaADBC operonu ve {iriinii olan
“‘polysaccharide intercellular adhesin’ (PIA) sorumlu tutulmaktadir (Cramton ve
ark., 1999). IcaADBC operonu ilk kez S.epidermidis’te bulunmustur. Bununla
birlikte, ayn1 operonun, S.aureus’ta da bulundugu ve benzer fonksiyonlar gosterdigi
bildirilmistir. S.aureus ve S.epidermis’in biyofilm olusturmasinda icaA ve icaD
genleri daha onemli bulunmustur (Patti ve ark., 1994; Sahin, 2007). Cesitli bakteri
tiirlerinin biyofilm olusumunda yapisal bir grup ylizey proteinlerinin de 6nemli
oldugu goriilmiistiir. Bu grubunda ilk iiyesi olarak mastitli sigirdan izole edilen bir
S.aureus susu’ndaki (S.aureus V329) “‘biofilm associated protein’’ (bap)’in biyofilm
olusumu icin gerekli yapilardan birisi oldugu bildirilmistir. Bap genine sahip
S.aureus suslarinin daha giiclii biyofilm olusturdugu belirlenmistir (Lasa ve Penades,
2006).

Biyofilm olusumunu etkileyen i¢c ve dis faktorler vardir. I¢ faktdrleri su
aktivitesi, besin maddelerinden faydalanma durumu, antimikrobiyal madde igerigi,
pH degeri, oksijen ihtiyact gibi durumlar olusturur. Dis faktorler ise, yiizey
materyali, ylizey alani, yiizey diizglinliigli, sivinin akis hizi ve smirli besin

maddesidir (Douglas, 2003).

Bakteriler bir¢cok yiizeye tutunabilmekte ve biyofilm olusturabilmektedir.
Bunun sonucunda tip ve endiistride biyofilmden kaynaklanan bir¢ok problem
yaganmaktadir (Brooks ve Flint, 2008). Bu problemler arasinda, iirlinlerin gida
isletmesinde meydana gelen biyofilm bakterileri ile bulagmasmin {irlinlerin raf
omriinil kisaltacagi ve bunun yan1 sira gida patojenleri ile insan sagligini tehlikeye

sokacag1 bildirilmistir (Reinemann ve ark., 1993).



1.5. Gida Endiistrisinde S. aureus’larin Olusturduklar:

Biyofilmlerin Onemi ve Yeri

Bakteriler biyofilm yapisinda bulunduklar1 zaman c¢esitli antimikrobiyallere
kars1 diren¢li durumdadirlar. Biyofilmin bu koruma etkisi hastaliklarda ve basta gida
sanayi olmak lizere bir¢cok alanda 6nemli sorunlar olusturmaktadir. Son yillarda daha
uzun Uretim periyotlari, kompleks ekipman kullanimi, mikrobiyolojik standartlarin
daha diizenli bir sekilde uygulaniyor olmasi biyofilm konusunu 6n plana ¢ikarmistir

(Oner ve Olmez, 2006).

Gida endiistrisinde, Ozellikle siit ve siit {iriinlerinde kontaminasyonun ana
kaynagi olarak ekipmanlarin temizligi ve dezenfeksiyonu gosterilmektedir. Buradaki
en Onemli sorun, inorganik bilesiklerden olusan tortunun ve mikrofloranin
ekipmanlardan sterilizasyon islemleri ile uzaklastirilamamasidir. Siit biyofilmlerinde
genellikle EPS ve siit kalintilar1, gogu proteinler ve kalsiyum fosfat baskindir. Siit
endiistrisinde, biyofilm olusumu, ekipmanlarda bir dizi hijyen problemine, gidalarin
bozulmasina ve ekipmanlarin zarar gormesine neden olarak ekonomik kayiplara yol
agmaktadir (Bremer ve ark., 2006; Gram ve ark., 2007). Ozellikle biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalar kimyasal ve biyolojik reaksiyonlari katalizleyerek
boru hatlarinda ve tanklardaki metalin korozyonuna sebep olmaktadir. Ayrica
biyofilm tabakasi, 1siticilarda ve boru hatlarinda kalin bir tabaka olusturdugundan, 1s1

transferi etkinliginin indirgenmesine de sebep olabilmektedir (Simoes ve ark., 2010).

Yapilan bir ¢ok ¢alismada, gida {irlinlerinin kalitesini ve gilivenligini etkileyen,
gida ile temas eden yiizeyler ve biyofilmlerde bazi gida kaynakli patojenlerin
bulundugunu tespit edilmistir. Genellikle biyofilm ile iligkili patojenlerin salginlari
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Salmonella
spp. ve Escherchia coli O 157:H7 varlig ile ilgili oldugu belirlenmistir (Kumar ve
Anand,1998; Sharma ve Anand, 2002a; Dykes ve ark., 2003; Lapidot ve ark., 2006;
Aarnela ve ark., 2007).
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Gida kaynakli patojenler; siit iiretim ekipmanlarina, mandira ortamindaki
patojenlerle direkt temastan veya siit makinalar1 i¢in kullanilan su ile girebilmektedir.
(Oliver ve ark., 2005).

Siit iirlinlerinin pastdrizasyon sonrasi kontaminasyonu, dolum makinalarindan
kaynaklanmaktadir (Waak ve ark.,, 2002; Dogan ve Boor, 2003). Dolum
makinalarinda conta tarafinda gelisen Dbiyofilmler pastérizasyon sonrasi
kontaminasyona sebep olabilmektedir (Holah, 1992; Gibson ve ark., 1999).
Istenmeyen biyofilmlerin etkili kontroliinde, ortamdaki organik maddelerin
ozelliginin ~ (karbonhidratlar, yag, proteinler, mineral tuzlar) bilinmesi
mikroorganizmalarin yiizeylerden uzaklastirilmasinda Onemlidir. Bu nedenle,
mikroorganizmalarin tutunabilecegi organik maddeler uzaklastirilmali ve etkili bir
dezenfeksiyon islemi uygulanmalidir. Dezenfeksiyon islemi sirasinda kullanilacak
olan deterjan ve dezenfektan segimi, Ozellikle kimyasal islemler sonrasinda, gida
tirtinlerinin tizerinde olusabilecek duyusal etkileri nedeni ile de degiskenlik
gosterebilmektedir (Mosteller ve Bishop, 1993; Wirtanen ve ark., 2000). Ayrica
ekipmanlarin dizaynt ve ylizey materyallerinin se¢imi de biyofilm olusumunun

onlenmesinde onemli bir faktordir.

Mekanik taglama, fircalama, elektrolitik veya mekanik parlatma ile biyofilm
tabakasinin uzaklastirilabildigi en pratik {iretim ekipmant maddesi ¢eliktir
(Maukonen ve ark., 2003). Etkili bir sanitasyon programi igin 6n kosul, isleme
ekipmanlarimin yiiksek hijyen standartlari ile dizayn edilmis olmasidir. Koseler,
catlaklar, yariklar, conta, vana ve eklemler biofilm tabakalar1 i¢in hassas noktalar
olusturur (Chmielewski ve Frank, 2006; Simoes ve ark., 2010). Baska bir deyisle,
biyofilm tabakasi olusturabilen bakteriler bu tip yilizeylerde kendilerine tutunacak

alan bulmakta zorlanmazlar ve burada kolayca ¢ogalabilirler (Simoes ve ark., 2010).

Siit sanayinde, bakteri kontaminasyonu kaliteyi ve tiretilen Uriiniin giivenligini
olumsuz yonde etkilemektedir. Uriinlerin biyofilm bakterileri ile bulasmasmin raf
omriinil kisaltacagi, gida patojenleri ile de insan sagligini tehlikeye sokacagi da

bildirilmistir (Reinermann ve ark., 1993). Bunun yaninda, karigik tiirlerin
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olusturdugu biyofilmlerin tek tiirden olusan biyofilmlere gore daha kararli olduklar

belirlenmistir (Brooks ve Flint, 2008).

1.6. Siit Sanayisinde Kullanilan Genel Dezenfeksiyon islemleri

Siit sanayisinde, temizlik ve dezenfeksiyon islemleri, klasik siit triinleri
tiretiminin 6nemli bir parcasidir. Bu dezenfeksiyon islemleri kontrolsiiz uygulandigi
taktirde, son tiriiniin kalitesi etkilenmektedir (Bremer ve ark., 2006). Genellikle
dezenfektanlar, etkisiz bir temizlik isleminden sonra, bir ylizey lizerine birakilan
biyofilm yapisina niifuz etmez ve boylece biyofilmdeki canli hiicreler yok edilemez
(Simoes ve ark., 2006). Bu yiizden, dezenfeksiyon islemi i¢in kullanilacak olan
ekipmanin seg¢imi, bu islemini iyilestirmek igin birinci adim olmakta ve biiylik 6Gnem
tasimaktadir. Ekipman {izerinde gerceklestirilen dezenfeksiyon islemi, yiyecek
artiklar1 ve mikroorganizma iceren veya mikrobiyal biiylimeyi tesvik edebilen diger
kalintilar1 ortamdan uzaklastirmak agisindan Onem tasimaktadir. Yiiksek sicaklik
kullanimi, su tiirbiilans ve firgalama gibi fiziksel kuvvetler uygulama ihtiyacini
azaltir (Maukonen ve ark., 2003). Genellikle dezenfeksiyon islemi igin kullanilan
kimyasallar, artiklari, emiilsiyon yaglar1 ve proteinleri denatiire ederek askiya almak

ve yok etmek i¢in kullanilmaktadir.

Siit isleme tesislerinde, yiizeyler i¢in kullanilan asitli dezenfektanlar, yiiksek
mineral igerigine sahip yiyecek artiklart igeren Kirlilik getirmektedir. Mekanik
islemler, biyofilmlerin giderilmesinde son derece etkili olarak kabul edilmektedir.
Dezenfektanlar canli hiicreye eriserek etkili bir dezenfeksiyon prosediirii ile
biyofilmin iliskili oldugu EPS’nin yapisina etki ederek bozulmasini saglamaktadir
(Simoes ve ark., 2006). Dezenfeksiyon islemi sirasinda, yiizey ile iligkili olan
mikroorganizmalarin %90 veya daha fazlasim azaltabilmesine ragmen,
mikroorganizmalarin tamamen ortadan kaldirilmasi agisindan bir kesinlik s6z konusu
olmamaktadir. Mikroorganizmalar, farkli yerlere, belirli siirelerde yeniden
tutunabilmekte, su ve besinle birlikte yeni bir biyofilm tabakasi
olusturabilmektedirler (Gram ve ark., 2007).
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Bilindigi gibi, dezenfeksiyon islemi, mikroorganizmalar: biiyiik dl¢iide ortadan
kaldirmak i¢in antimikrobiyal iriinlerin kullanilmasidir. Dezenfeksiyon isleminin
amaci; islem tamamlandiktan sonra, kalan canli hiicrelerin yiizeyindeki niifusu
azaltmak ve iiretim Oncesinde yiizeyler lizerindeki mikrobiyal biiylimeyi dnlemektir.
Dezenfektanlar, organik madde yoklugunda (yag, karbonhidrat ve protein) daha etkili
olmaktadirlar. Genellikle dezenfektan etkinliginin kontroliinde; organik maddelerle
etkilesim, pH, sicaklik, su sertligi, kimyasal inhibitorler, konsantrasyon ve temas
stiresi 6nem tasimaktadir (Cloete ve ark., 1998; Bremer ve ark., 2002; Kuda ve ark.,
2008). Dezenfektanlar; etkili, giivenli, kullanimi kolay olmali ve higbir toksik kalinti
birakmadan yiizeylerden durulanabilir olmalidir. Dezenfektan kalintilari, insan
sagligr ve son f{rlinlerin duyusal 6zelliklerini etkilemeleri agisindan biiyiik dnem

teskil etmektedir (Simoes ve ark., 2010).

Giiniimiizde, gida isletmelerinde kullanilan dezenfektanlar arasinda, halojenler,
yiizey aktif maddeler, alkoller, asitler, alkaliler, oksidan maddeler, fenol ve fenolik
bilesikler yer almaktadir (Evans, 2000).

Klor, farkli bilesik formlar1 halinde, gida isletmelerinde, en sik kullanilan
dezenfektanlardan biridir. Yaygimn olarak kullanilan klor bilesikleri, sivi klor ve

hipokloritler ile kloraminler ve organik kloraminlerini kapsamaktadir.

Hipoklorik asit (HOCI), klor tabanli dezenfektanlar arasinda kullanilan en aktif
formu olusturmaktadir. Dezenfeksiyon islemi i¢in kullanilacak olan en uygun klor
bilesiginin fonksiyonu, bilesigin pH degeri ile ilgili olarak degisiklik
gosterebilmektedir. pH 5’te iken hemen hemen tiim klor bilesikleri HOCI formunda
bulunmaktadir. pH 7’de ise bilesigin yaklasik %75’i HOCI formundadir (Schmidt,
2012).

Dezenfeksiyon igslemi sonrasinda eger durulama yapilmayacaksa, izin verilen
maksimum diizey 200 ppm konsantrasyondaki klor uygulamasidir. Fakat zaman

zaman Onerilen kullanim diizeyleri degisiklik gosterebilmektedir (Schmidt, 2012).
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Hipokloritlerin, 50 ppm konsantrasyonda en az ldakika siire ile ve 24°C
sicaklikta dezenfektan olarak kullanilmasi Onerilmektedir. Her 10°C’lik sicaklik
diisiistinde, muamele siiresinin iki katina c¢ikarilarak kullanilmasi tavsiye edilir.
Kloraminin ise, 1 dakika siire ile 200 ppm konsantrasyonda dezenfekte edilecek olan

yiizeylere uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir (Schmidt, 2012).

Klor bilesikleri, glukoz metabolizmasinda rol alan hiicresel enzimleri inhibe
eden, DNA {izerinde 6ldiiriicii bir etkiye sahip olabilen ve hiicresel proteinleri okside

edebilen bilesiklerdir.

Klor, diisiik sicaklikta yiiksek aktiviteye sahip, nispeten ucuz ve ylizeyler
tizerinde minimal kalint1 veya tabaka birakan bilesiklerin basinda geldiginden yaygin

olarak kullanilan bir dezenfektandir (Schmidt, 2012).

Klor aktivitesi pH ve sicaklik gibi faktorlerden etkilenir. Bununla birlikte, Klor

diger bilesiklere (6zellikle de dortlii amonyum bilesikleri) kiyasla su sertliginden
daha az etkilenmektedir (Schmidt, 2012).

Klor bilesiklerinin avantajlar1  oldugu kadar dezanvajlari da vardir.
Dezavantajlarinin arasinda en onemlisi ise, Ozellikle yliksek sicakliklarda bir¢ok
metal ylizeyde oldukg¢a asindirici bir etkiye sahip olmasidir. Ayrica saglik ve is
giivenligi acisindan da ciddi sorunlarla karsilasilabilmektedir. Ornegin, ciltte tahris
ve mukozada hasar olusabilir, diisik pH’larda oliimciil Cl; (hardal gazi)
olusabilmektedir. Ayrica kanserojen trihalometanlar (THM)’1n olusumuna sebep olur

(Schmidt, 2012).

Bir dezenfektan olarak klor, tiim bu risklerin yaninda, alternatif
dezenfektanlarin bulunmamasi nedeniyle halen 06zellikle gida isletmelerinde

kullanilmaktadir (Schmidt, 2012).

Perasetik Asit (PAA)’in ise uzun siireden beri antiseptik bir 6zellige sahip

oldugu bilinmektedir. Ancak, son yillarda gida sektdriinde yeni yeni uygulanma alani
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bulmus ve klor bilesiklerine alternatif bir dezenfektan olarak kullanilmaya

baslanmistir.

PAA’in dezenfektan olarak kullanilma konsantrasyonu genellikle 100 ppm ile
200 ppm’dir.

Perasetik asitin gida isletmelerinde dezenfektan olarak kullanilmasinin
sebepleri arasinda igeriginde fosfor bulunmamasi, koOpiirmemesi ve asindirici
Ozelliginin olduk¢a az olmasi yer almaktadir. Ayrica PAA c¢dzeltileri, biyofilmlerin

yiizeylerden uzaklastirilmasi agisindan da oldukga etkili dezenfektanlardir.

Bu dezenfektanin etki mekanizmalar1 kesin olarak bilinmemesine ragmen
genellikle mikroorganizmalar {lizerinde hidrojen peroksit ile benzer etkilere sebep
oldugu diistintilmektedir. PAA’in, Gram-pozitifnve Gram-negatif
mikroorganizmalara karsi oldukga aktif oldugu tespit edilmistir. PAA’in antiseptik
aktivitesi pH degisiminden etkilenebilmektedir. Ornegin; herhangi bir pH atis1, bu
dezenfektanin etkinligini biiylik Ol¢iide azaltir. Ayrica, PAA, %40 gibi bir
konsantrasyona sahip oldugunda oldukga toksik ve tahris edici bir 6zellige sahip
olabildiginden dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir (Schmidt, 2012).

Siit ve siit Uriinleri tireten isletmelerde biyofilm olusumunu tamamen ortadan
kaldirmak i¢in genel olarak kostik (sodyum hidroksit) ve asit (nitrik asit) gibi
kimyasal c¢oziiciilerle yikama islemleri yapilarak, organik ve inorganik artiklar
uzaklastirilmaya  ¢alisilmaktadir.  Ancak  bu  uygulamalarla  bakterilerin
uzaklastirilmasinin -~ tam olarak saglanamadigi  yapilan ¢esitli  galismalarla
gosterilmistir (Austin ve Bergeron, 1995; Faille ve ark., 2001). Ozellikle
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Clostridium
botulinum, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica gibi patojenlerle
kontamine gidalarin sadece gida isletmeleri acisindan degil, halk saglig1 bakimindan
da biiyiik sorun oldugu bilinmektedir (Watnick ve Kolter, 2000). Bu nedenle, daha
hizli etki eden ve bilinmeyen yan {irlinler liretmeyen gilivenli yeni dezenfektanlara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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Gida sanayinde kullanilacak alternatif ideal bir dezenfektanin; genis bir
antimikrobiyal etkinliginin olmasi, toksik olmamasi, irritasyon yaratmamasi,
dezenfeksiyon yiizeyi ile uyusmasi, hazirlanmasi ve kullanimi kolay olmasi, kararli,
ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi, kotii kokmamasi gerekmektedir (Bilgehan,
2000).

Gida irlinlerinin patojen ve saprofit mikroorganizmalar ile bulasma riskini
azaltmak i¢in {iretim sirasinda ve sonrasinda diizenli olarak temizlik ve
dezenfeksiyon islemi yapilmas: gerekmektedir. Ozellikle siit iiretiminde kullanilan
alet ve ekipmanlarin son durulamasi ve suyun siiziilmesi islemlerinin yetersiz
yapilmast durumunda deterjan ve dezenfektan kalintilarinin siit {riinlerine
bulasabilme olasilig1 daha da artmaktadir. Bu olasilik da basta iiretim basamaklari

olmak {izere insan sagligini da etkilemektedir.

Siit drinleri tretim hatlarinda genellikle CIP (Cleaning-in-place) olarak
isimlendirilen bir islem uygulanmaktadir. Buna gore islem basamaklar1 asagida

anlatildig1 gibi gerceklestirilmektedir:

1. Genel artiklar1 ¢ikarmak i¢in 6n yikama

2. Kalan kiigiik artiklar1 ¢ikarmak i¢in deterjan ile sirkiilasyon

3. Deterjan1 temizlemek i¢in soguk su ile durulama

4. Dezenfektan1 inaktive etmek ve kalan mikroorganizmalart 6ldiirmek

i¢in sirkiilasyon

5. Son olarak deterjanin disar1 atilmasi i¢in soguk su ile durulama

(Forsythe and Hayes, 1998)
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Bununla birlikte, CIP prosediirlerine ragmen, ylizeyler {izerinde kalan
mikroorganizmalarin yol actigi biyofilm olusumlarina siklikla rastlanabilmektedir
(Kumar ve Anand, 1998; Bremer ve ark., 2006).

1.7. Siit Uriinlerinde Dezenfektan Kalintilar1 ve Neden Olabilecegi

Sorunlar

Siit tirtinlerine dezenfektan bulagmasi, dezenfeksiyon isleminden sonra iyi bir
durulama yapilmamasindan kaynaklanmaktadir. Buradaki kalint1 ve bulagma miktart;
ekipman yiizeyinde bulunan dezenfektan konsantrasyonu ve miktari, kullanilan
durulama suyunun miktari, ekipman yilizeyinin yapisi, dezenfektanin durulanabilme
ozelligi ve tesisat ¢ikigindaki akis hizina baglh olarak degisebilmektedir (Orth, 1998;
Karag6zli ve Karagozlii, 2004)

Dezenfektanlarin iiriinlere bulagmasinin asil sebebi son durulama igleminin
yetersiz  yapilmas: ile dezenfektan kalintilarinin  ekipman  ylizeylerine

absorbsiyonundan kaynaklanmaktadir.

Stt driinlerine ¢esitli sebeplerden dolayr dezenfektan bulagsmasinin sebep
olabilecegi bazi sorunlar da s6z konusu olmaktadir. Bunlarin baginda oncelikle saglik
agisindan meydana gelebilecek olan sorunlar gelmektedir. Genellikle siit
isletmelerinde dezenfektan olarak kullanilan ve kalinti birakabilen maddelerin de
genellikle insan sagligmni tehdit etmedigi tespit edilmistir. Fakat bu sekilde
kontamine olmus bir tiriiniin uzun siireli kullanimindan kaynaklanacak olan sonuglar
da tam olarak bilinmemektedir. Dezenfektanlardan kaynaklanabilen kontaminasyon
duyusal olarak ve Kkiiltiirlerin aktivitelerini inhibe etme ihtimalleri ile teknolojik

acidan da sorun teskil edebilmektedir (Karagozlii ve Karagozlii, 2004)
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1.8. Tezin Amaci

Bu giline kadar yapilan calismalarda, islenmemis siitlerden izole edilen
Stafilokok suslarinin, biyofilm olusturma 6zelliklerinin, bu ¢alismada kullanilacak

olan yeni ve dogal antimikrobiyal maddelerle engellenmesi incelenmemistir.

Bugiin klasik antimikrobiyal ajanlarin disinda daha etkili, dogal ve giivenilir
antimikrobiyallere acilen gereksinim vardir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda; ¢ig siit
orneklerinden izole edilen Stafilokok suslarinin tanimlanmasi, biyofilm olusturma
Ozelliklerinin  belirlenmesi, biyofilm olusumunun dogal antimikrobiyallerle
engellenmesi ve olusan biyofilmlerin dogal antimikrobiyallerle ortadan kaldirilmasi

amagclanmustir.
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2. GERECLER VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Bu ¢alismada kullanilan sarf malzemelerinden Baird-Parker Medium Agar
Base (CMO0275) ve Staphytect Plus (DR 0850M) Oxoid, Hants, U.K’dan, Egg Yolk
Tellurite Emulsion (SR0054C) ve Nutrient Agar (CM 0003) ise Oxoid, Hampshire,
Ingiltere’den saglandi1. Peptone Water, hidrojen peroksit, DNase Test Agar, Tryptic
Soy Broth, Oksasilin, Vankomisin, Agar, Brain Heart Infuzion Broth, Muller Hinton
Agar ile perasetik asit ve aktif klor, Merck, Darmstadt, Almanya’dan temin edildi.
Kongo kirmizisi ile Siikroz ise Sigma Aldrich, USA’den temin edildi. API Staph ve
Kristal Viole, BIOMERIEUX, L’Etoile, Fransa’dan; kitosan, Sepe Natural, Izmir,
Tiirkiye’den; malik asit ile sitrik asit ise Selen Biokimya, Istanbul, Tiirkiye’den
saglandi. 96 kuyulu mikrotitrasyon plaklar1 ise TPP, Missouri, U.S.A’den temin
edildi. Celik plakalar ise 20 x 40 X 1 mm ebatinda OZBIR A.S., Sakarya, Tiirkiye’de

hazirlandi.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu tez galismasinda hiicrelerin iretilebilmesi ve Kongo kirmizili agarda
biyofilm olusumunun gozlenebilmesi i¢in, Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya
inkiibatorii kullanildi. Biyofilm olusumunun incelenebilmesi igin 570 nm’deki
absorbans degerleri, bir ELISA cihazt (BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA,
Almanya) ile olgiildii (Carneiro ve ark., 2011). Calismalarda kullanilan tiim sarf
malzemeler ve diger malzemeler ise deneylerden once Hirayama Hiclave™, HVE-

50, Saitama, Japonya otoklavi kullanilarak steril edildi.
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2.1.3. Kullamilan Bakteri Soylari

Bu ¢alismada, biyofilm olusturma yetenegine sahip olan S. aureus ATCC
25923 susu pozitif kontrol olarak kullanild1 (Sandberg ve ark., 2008). Bu ¢alismada,
bu sus, ¢ig siitlerden izole edilen Stafilokok suslarmin biyofilm olusturma

yeteneklerinin incelenmesi agisindan karsilastirma amaciyla kullanildi.

2.2. Yontemler

2.2.1. Cig Siitten Stafilokok izolasyonu

Cig sitlerden izole edilen suslarin tanimlanmasi1 FDA, 2001 (U.S Food and
Drug Administration) metoduna gore yapildi. Bunun i¢in 5 farkl siit isletmesinden
toplanan 50 ¢ig siit orneginden ayr1 ayr1 25 ml alinarak, bu siit 6rnekleri 225 ml %0.1
(w/v) konsantrasyonda peptonlu su ile stomacher torbalarinda 2-3 dakika siire ile
karigtirlldi. Elde edilen homojenatlardan Baird Parker Agar Medium’a (Oxoid,
Hants, U.K) 0.1 ml inokule edilip drigalski spatiilii ile yayilarak hazirlanan
petrilerdeki homojenatlar 37°C sicaklikta 48 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda seffaf zonlu olan (tipik) ya da olmayan (atipik) siyah koloniler
identifikasyon i¢in Nutrient Agar’a ¢izgi ekim yapilarak 37°C sicaklikta 24 saat siire
ile inkiibe edildi (Sandberg ve ark., 2008).

2.2.2. Izole Edilen Stafilokok Suslarmin Tanimlanmasi

Kolonilerin tanimlanmas1 igin; koagulaz testi, katalaz testi, APIStaph
biyokimyasal dogrulama testii, DNAaz testi ve oksasilin ile vankomisin

antibiyotiklerine karsi direng testleri uygulandi.
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Koagulaz testi i¢in Nutrient Agar’da iireyen kolonilerden alinarak Staphytect
Plus (Oxoid, Hants, U.K), Oxoid test kiti tablasina aktarildi. Uzerine test kiti
igerisindeki agliitinasyon soliisyonundan damlatildi ve ¢okelme olup olmadigina

bakildi. Cokelme olmasi ile bu koloniler koagulaz pozitif olarak degerlendirildi.

Katalaz testi icin ise %3 (w/v) konsantrasyonda hidrojen peroksit lam {izerine
damlatildi ve Nutrient Agar besiyerinde iiremis olan saf kiiltiir kolonilerinin her
birinden alinarak hidrojen peroksit ile siispanse edildi. Siispansiyonda kabarcik

olusmasi ile bu koloniler katalaz pozitif olarak degerlendirildi.

Izole edilmis olan kolonilere ayr1 ayr1 APIStaph biyokimyasal dogrulama testi
(Biomerieux, L’Etoile, Fransa) uygulandi. Bu dogrulama testiyle izole edilen
bakterilerin, glukoz, fruktoz, mannoz, maltoz, laktoz, trehaloz, mannitol, ksilitol,
melibioz, rafinoz, ksiloz, siikroz, metil-a-D-glukopiranozid ve N-asetil-glukozamin
gibi sekerleri kullanma yetenekleri arastirildi. Ayrica nitrat1 indirgeyebilme ve
alkalin fosfataz ile asetil-metil-karbinol tiretme yetenekleri de incelendi. Bu test
sonucunda elde edilen veriler API WEB programina girilerek bakterilerin tiirleri
tespit edildi. Ayica DNaz testi de uygulanarak kolonilerin dogrulanmasi saglandi. Bu
test, izole edilen suslardan DNase Test Agara ¢izgi ekim teknigi ile ekim yapildi.
Ekim yapilan petriler, 35°C sicakliktaki inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda seffaf zonlu kolonilerin bulundugu petriler DNAz pozitif
olarak degerlendirildi. Tiim suglarin oksasilin ve vankomisine karsi duyarliliklari
Muller Hinton Agar besiyerinde “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012)” tarafindan onerilen disk difiizyon testi yontemiyle belirlendi.

2.2.3. Kiltir Ortamlarimin Hazirlanmasi

%2 (w/v) glikoz igeren TSB (Tryptic Soy Broth) i¢in; 30 g Tryptic Soy Broth
(Merck, Darmstadt, Almanya) tartilarak 800 ml distile su ilave edildi ve manyetik bir
karistiricidda  karigtirildi. Ayrica 20 g glikozun 200 ml distile su igerisinde

karistirilarak ¢oziinmesi saglandi. Her iki karisim da otoklavda (Hirayama
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Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) ayri ayr1 steril edildi. Steril edildikten sonra
yaklasik 50°C sicakliga sogumasi beklenerek bir araya getirildi.

2.2.4. Biyofilm Olusumunun Arastirilmasi

2.2.4.1. Kongo Kirmizili Agar Yontemi (Kalitatif Yontem)

Kongo kirmizili agar besiyeri litrede 10 g agar (Merck, Darmstadt, Almanya),
50 g siikroz (Sigma Aldrich, USA), 37 g Brain Heart Infuzion Broth (Merck,
Darmstadt, Almanya) ve 0.8 g Kongo kirmizisi1 (Sigma Aldrich, USA) igerecek
sekilde hazirland1 ve otoklavlanarak petrilere dokiildi (Freeman ve ark., 1989). Bu
besiyerlerine, izole edilen suslardan ¢izgi ekimleri yapildi ve 37°C sicaklikta 24
saat, daha sonra da 25°C sicaklikta 48 saat siire ile inkiibe edildi. Besiyerinde
kirmizimsi siyah, plrtizli, kuru, seffaf koloniler biyofilm (slime) pozitif, pembemsi-
kirmizi, diiz ve merkezi koyu koloniler, biyofilm negatif olarak degerlendirildi (Jain

ve Agarwal, 2009).

2.2.4.2. Mikrotitrasyon Plag1 Yontemi (Kantitatif Yontem)

Izole edilen Stafilokok suslarmin taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland
bulanikliginda (yaklagik 1.5 x 10 kob/ml), icerisinde % 0.9 (w/v) NaCl iceren
fizyolojik tuzlu su bulunan tiiplerde siispansiyonlar hazirlandi. Daha sonra %2 (w/v)
glukoz igeren Tryptic Soy Broth (TSB) bulunan tiiplere, hazirlanmis olan
stispansiyonlardan 0.1 ml alinarak 37°C sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda, her bir tiipten 150 pl alinarak iki tekrarli olacak sekilde 96
kuyucuklu polistren mikrotitrasyon plagina aktarildi. Bu plakalar, 37°C sicaklikta 48
saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, s1v1 besiyeri dokiiliip, kuyucuklar
distile suyla bir piset yardimi ile 3 kez nazikge yikandi ve ters gevrilerek kurutuldu.
Daha sonra, kuyucuklara %0.5 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan kristal viyole
soliisyonunun 150 ul’si dagitilarak 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar 3 kez distile su ile yikandi ve kurutma
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kagidina ters gevrilerek kurutuldu. Kuyucuklara, 150 ul etanol:asetik asit (95:5) ilave
edilip 10 dakika siire ile bekletilerek boyanin ¢éziinmesi saglandi. Bu asamadan
sonra, her kuyucuktan 100 pl alinarak yeni bir mikrotitrasyon plagina aktarildi.
Dalga boyu 570 nm olan filtre ile ELISA (BMG LABTECH FLUOstar Omega
ELISA, Almanya) okuyucuda okutuldu. Her sus iki farkli kuyucukta tekrarli bir
sekilde calisildi. Sonuglar, negatif kontrol (sadece besiyeri) ve pozitif kontrol olarak
biyofilm olusturan S.aureus ATCC 25923 ile inkiibe edilen kuyulardaki absorbans
degerleriyle karsilastirilarak degerlendirildi (Sahin, 2007; Sandberg ve ark., 2008).

2.2.5. Mikrotitrasyon Plaginda Biyofilm Olusumunun Onlenmesi

Mikrotitrasyon plagt kuyucuklari, 100 ul %2 (w/v) ve %10 (w/v)
konsantrasyonlarda ve 20 dakika siire ile dogal antimikrobiyal olan kitosan, sitrik asit
ve malik asit ile siit isletmelerinde dezenfektan olarak siklikla kullanilan %0.3 (v/v)
konsantrasyonda perasetik asit ve 200 ppm konsantrasyonda aktif klor (5 dakika) ile
muamele edildi. Daha sonra igerisinde sitrik asit ve malik asit ile perasetik asit
bulunan kuyucuklar yikanmadan, igerisinde klor bulunan kuyucuklar ise yine siit
isletmelerinde uygulandig1 gibi 6 kez yikanarak kurutuldu. izole edilen Stafilokok
suslarmin taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland bulanikliginda (yaklasik 1,5 x 10
kob/ml), igerisinde % 0.9 (w/v) NaCl igeren fizyolojik tuzlu su bulunan
slispansiyonlar hazirlandi. Daha sonra %2 (w/v) glukoz igeren Tryptic Soy Broth
(TSB) igeren tiiplere, hazirlanmis olan siispansiyonlardan 0.1 ml alinarak 37°C
sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, her bir tiipten 150 pl
alinarak iki tekrarli olacak sekilde, oncesinde 100 pl %2 (w/v) ve %10 (w/v)
konsantrasyonlarda ve 20 dakika siire ile dogal antimikrobiyal olan sitrik asit ve
malik asit ile siit isletmelerinde dezenfektan olarak siklikla kullanilan %0.3 (v/v)’likk
perasetik asit ve 200 ppm konsantrasyonda aktif klor (5 dakika) muamele edilmis
olan 96 kuyulu polistren mikrotitrasyon plagina aktarildi. Bu plakalar 37°C sicaklikta
48 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, sivi besiyeri dokiiliip,
kuyucuklar distile suyla bir piset yardimi ile 3 kez nazikge yikandi ve ters ¢evrilerek

kurutuldu. Daha sonra, kuyucuklara %0.5 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan Kristal
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viyole soliisyonunun 150 ul’si dagitilarak 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar 3 kez distile su ile yikandi ve kurutma
kagidina ters gevrilerek kurutuldu. Kuyucuklara, 150 ul etanol:asetik asit (95:5) ilave
edilip 10 dakika siire ile bekletilerek boyanin ¢éziinmesi saglandi. Bu asamadan
sonra, her kuyucuktan 100 pl alinarak yeni bir mikrotitrasyon plagina aktarildi.
Dalga boyu 570 nm olan filtre ile ELISA (BMG LABTECH FLUOstar Omega
ELISA, Almanya) okuyucuda okutuldu. Her sus iki farkli kuyucukta tekrarli bir
sekilde calisildi. Sonuglar, negatif kontrol (sadece besiyeri) ve pozitif kontrol olarak
biyofilm olusturan S.aureus ATCC 25923 susu ile inkiibe edilen kuyulardaki
absorbans degerleriyle karsilastirilarak degerlendirildi (Sahin, 2007; Sandberg ve
ark., 2008). Antimikrobiyallerin ve isletmelerde kullanilan dezenfektanlarin biyofilm
olusumunu engelleyici etkileri, biyofilm olusumunun azalma oranlarina (%) gore

belirlendi.

2.2.6. Mikrotitrasyon Plaginda Olusan Biyofilmin Ortadan

Kaldirilmasi

Izole edilen Stafilokok suslarmin taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland
bulanikliginda (yaklasik 1.5 X 108 kob/ml), icerisinde % 0.9 (w/v) NaCl igeren
fizyolojik tuzlu su bulunan tiiplere siispansiyonlar hazirlandi. %2 (w/v) glukoz igeren
Tryptic Soy Broth (TSB) bulunan tiiplere, hazirlanmis olan siispansiyonlardan 0.1 ml
alinarak 37°C sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir
tiipten 150 pl alarak iki tekrarli ve her bir uygulama i¢in ayr1 olacak sekilde 96
kuyucuklu mikrotitrasyon plagi kuyucuklarina aktarildi. Bu plakalar 37°C sicaklikta
48 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, sivi besiyeri dokiiliip,
kuyucuklar distile suyla 3 kez bir piset yardimi ile nazikg¢e yikandi ve ters ¢evrilerek
kurutuldu. Daha sonra, % 2 (w/v) ve % 10 (w/v) konsantrasyonda ayri ayri
hazirlanan sitrik asit, malik asit ve % 0.3 (v/v) konsantrasyonda perasetik asit ile 20
dakika, 200 ppm konsantrasyonda hazirlanan aktif klor ile siit isletmelerinde
uygulandigi gibi 5 dakika siire ile muamele edildikten sonra kuyucuklar ters ¢evrildi.

Sitrik asit, kitosan, malik asit ve perasetik asit ile muamele edilen kuyucuklarda
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durulama islemi yapilmadan kuyucuklar kurumaya birakildi. Ancak 200 ppm
konsantrasyonda aktif klor muamelesinden sonra kuyucuklar siit isletmelerinde
uygulandig1 gibi 6 kez yikanarak kurumaya birakildi. Daha sonra, kuyucuklarin her
birine %0.5 (v/v) konsantrasyonda kristal viyole soliisyonunun 150 ul’si dagitilarak
45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar tekrar 3 kez
distile su ile yikand1 ve kurutma kagidina ters ¢evrilerek kurutuldu. Kuyucuklara 150
ul etanol:asetik asit (95:5) ilave edilerek ve 10 dakika bekletilerek boyanin
¢oziinmesi saglandi. Bu asamadan sonra, her kuyucuktan 100 ul alinarak yeni bir
mikrotitrasyon plagina aktarildi. Dalga boyu 570 nm olan filtre ile ELISA (BMG
LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Almanya) okuyucuda okutuldu. Her sus iki
farkli kuyucukta tekrarli bir sekilde calisildi. Sonuglar, negatif kontrol (sadece
besiyeri) ve pozitif kontrol olarak biyofilm olusturan S.aureus ATCC 25923 susu ile
inkiibe edilen kuyulardaki absorbans degerleriyle karsilagtirilarak degerlendirildi
(Sahin, 2007; Sandberg ve ark., 2008).

2.2.7. Paslanmaz Celik Plakalarda Biyofilm Olusumunun Onlenmesi

20 x 40 x 1 mm’lik paslanmaz c¢elik plakalar % 2 (w/v) ve % 10 (w/v)
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanan sitrik asit, malik asit ve % 0.3 (v/v)
konsantrasyonda perasetik asit ile 20 dakika, 200 ppm konsantrasyonda hazirlanan
aktif klor, 5 dakika siire ile muamele edilerek (aktif klorla muamele edilmis plakalar
siit isletmelerinde uygulandig1 gibi 6 kez yikandiktan sonra) igerisinde 20 ml %?2
(w/v) konsantrasyonda glikoz igeren kiiltiir ortami bulunan cam kavanozlarin
icerisine yerlestirildi. izole edilen Stafilokok suslarmin taze Kkiiltiirlerinden 0.5
McFarland bulanikliginda (yaklasik 1.5 x 10® kob/ml), icerisinde % 0.9 (w/v) NaCl
iceren fizyolojik tuzlu su bulunan siispansiyonlardan 0.22 ml alinarak kiiltiir ortami
igeren cam kavanozlarin igerisine inokiile edilerek 37°C sicaklikta 48 saat siire ile
inkiibasyon saglandi. Inkiibasyon sonrasinda paslanmaz ¢elik plakalar distile su ile
piset yardimiyla yikanarak %0.5 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan Kkristal viyole
soliisyonuna 45 dakika siire ile daldirildi. Daha sonra paslanmaz celik plakalar

yikanarak kurutma kagidi ile kurutuldu. Kuruyan paslanmaz ¢elik plakalar,
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etanol:asetik asit (95:5) iceren kaplarin igerisinde 10 dakika siire ile bekletildi. Bu
asamadan sonra her bir denemenin yapildigi kaptan 100ul alinarak bir mikrotitrasyon
plagina aktarildi. Dalga boyu 570 nm olan filtre ile ELISA (BMG LABTECH
FLUOstar Omega ELISA, Almanya) okuyucuda okutuldu. Ayni sus iki farkli
kuyucukta tekrarli bir sekilde ¢alisilarak okutuldu. Sonuglar, negatif kontrol (sadece
besiyeri) ve pozitif kontrol olarak biyofilm olusturan S.aureus ATCC 25923 susu ile
inkiibe edilen c¢elik plakalarla yapilan uygulamadan elde edilen absorbans
degerleriyle karsilastirilarak degerlendirildi (Sahin, 2007; Sandberg ve ark., 2008).

2.2.8. Paslanmaz Celik Plakalarda Olusan Biyofilmin Ortadan

Kaldirilmasi

izole edilen Stafilokok suslarinin taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland
bulanikliginda (yaklasik 1.5 x 10°® kob/ml), igerisinde % 0.9 (w/v) NaCl iceren
fizyolojik tuzlu su bulunan siispansiyonlar hazirlandi. %2 (w/v) glukoz igeren
Tryptic Soy Broth (TSB) iceren cam kavanozlara, hazirlanmis olan
siispansiyonlardan 0.22 ml aktarilarak, icerisine yerlestirilen 20 x 40 x 1 mm’lik
paslanmaz celik plakalar ile birlikte 37°C sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edildi
(Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya). inkiibasyon sonunda her bir kavanozdaki
paslanmaz ¢elik plakar c¢ikarilarak igerisinde %2 (w/v) ve %10 (w/v)
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanan sitrik asit, malik asit ve % 0.3 (v/v)
konsantrasyonda perasetik asit ile 200 ppm konsantrasyonda aktif klor bulunan
kavanozlarin igerisine yerlestirildi. Sitrik asit, kitosan, malik asit ve perasetik asit ile
20 dakika siire ile, aktif klorla ise 5 dakika siire ile muamele edildikten sonra sitrik
asit, malik asit ve perasetik asit iceren kavanozlara ayri ayri yerlestirilen gelik
plakalar durulanmadan kurutularak % 0.5 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan Kristal
viyole soliisyonu igeren kavanozlarda 45 dakika siire ile bekletildi. 200 ppm
konsantrasyondaki aktif klorla 5 dakika siire ile muamele edilen plakalar ise 6 kez
yikandiktan sonra % 0.5 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan kristal viyole soliisyonu
iceren kavanozlara yerlestirildi ve 45 dakika bekletildi. Bekleme siiresi sonunda

plakalar yikanarak kurutma kagidi ile kurutuldu. Kuruyan ¢elik plakalar etanol:asetik
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asit (95:5) iceren kavanozlarin igerisinde 10 dakika siire ile bekletildi. Bu asamadan
sonra, her denemenin yapildigi kavanozdan 100 pl alinarak bir mikrotitrasyon
plagma aktarildi. Dalga boyu 570 nm olan filtre ile ELISA (BMG LABTECH
FLUOstar Omega ELISA, Almanya) okuyucuda okutuldu. Her sus iki farkli
kuyucukta tekrarli bir sekilde ¢alisildi. Sonuglar, negatif kontrol (sadece besiyeri) ve
pozitif kontrol olarak biyofilm olusturan S.aureus susu ATCC 25923 ile inkiibe
edilen celik plakalarla yapilan uygulamalardan elde edilen absorbans degerleriyle
karsilastirilarak degerlendirildi (Sahin, 2007; Sandberg ve ark., 2008).

2.2.9. Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler, Minitab 15 programu ile yapildi. P degerleri tek kuyruklu
t-testi ile dezenfektan olarak kullanilan organik asitlerin, siit isletmelerinde halen
uygulanmakta olan kimyasallara alternatif olabilecegi hipotezine dayanilarak
belirlendi. P < 0.05 bulunan denemelerin sonuglar1 istatistiksel agidan “OGnemli”

olarak degerlendirildi (Marques ve ark., 2007).
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3. BULGULAR

3.1. Izole Edilen Stafilokok Suslarimin Biyokimyasal Ozellikleri

Bu tez ¢alismasinda, 50 farkli ¢ig siit 6rnegi, %0.1 (w/v)’lik peptonlu su ile
uygun seri diliisyonlar olacak sekilde diliie edilerek Baird Parker Agar’a ekildi.
Ureyen koloniler arasindan seffaf zonlu siyah merkezli 20 tipik, zonsuz 4 atipik
koloni izole edildi. izole edilen suslarin Gram boyama, katalaz, koagulaz, DNAz

testleri ve biyokimyasal 6zellikleri ise API Staph testi uygulanarak incelendi.

50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen tipik ve atipik kolonilerle yapilan
calismalarda kolonilerin 24 tanesinin Gram pozitif, 24 tanesinin katalaz ve koagulaz
pozitif, 16 tanesinin DNAz pozitif, 8 tanesinin DNAz negatif oldugu gorildii
(Cizelge 3.1). Suslarin 24 tanesinin ise yapilan APIStaph testlerine gore Stafilokok
susu oldugu tespit edildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 24 adet Stafilokok susunun

biyokimyasal 6zellikleri.

Sus No  Baird Parker Agar Gram Boyama Katalaz Koagulaz DNAz
1 Tipik + + + +
2 Tipik + + + +
3 Tipik + + + +
4 Tipik + + + +
5 Tipik + + + +
6 Tipik + + + +
7 Tipik + + + +
8 Tipik + + + +
9 Tipik + + + +
10 Tipik + + + +
11 Tipik + + + +
12 Tipik + + + +
13 Tipik + + + +
14 Tipik + + + -
15 Tipik + + + +
16 Tipik + + + -
17 Tipik + + + -
18 Tipik + + + -
19 Tipik + + + +
20 Tipik + + + -
21 Atipik + + + -
22 Atipik + + + +
23 Atipik + + + -
24 Atipik + + + -
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Cizelge 3.2. APIStaph testi uygulanarak belirlenen, 50 ¢ig siit drneginden izole

edilen 20 tipik, 4 atipik koloninin biyokimyasal 6zellikleri.

wn
=
o

no G F MN ML L T MT K MB NIT FS VP S MG NA LA URE SONUC
1+ + o+ + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
2+ + o+ + o+ - - + + + + - + + . epidermidis
3 0+ + o+ + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
4 + + 0+ + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
5 + + 4+ + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
6 + + + + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
7 + + o+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S.aureus
g8 + + + + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
9 + + o+ + o+ + o+ + + + + + + + S. aureus
0 + + + + o+ o+ 4+ + + + + + + + S. aureus
1 + + 4+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S. aureus
12 + + + + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
13 + + + + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
14 + + + + o+ o+ 4+ + + + + + + + S. aureus
15 + + + + o+ o+ 4+ + + + + + + + S.aureus
16 + + 4+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S. aureus
17 + + 4+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S. aureus
18 + + + + o+ o+ o+ + + + + + + + S. aureus
19 + + + + o+ + o+ + + + + + + + S. aureus
20 + + o+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S. aureus
21 + + 4+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S.lentus
22 + + 4+ + o+ o+ 4+ + + + + + + + S.aureus
23+ + o+ + o+ o+ o+ + + + + - + + S.lentus
24+ + o+ + o+ o+ o+ + + + + + + S.lentus

(G: Glukoz, F: Fruktoz, MN: Mannoz, ML: Maltoz, L: Laktoz, T: Trehaloz, MT:
Mannitol, K: Ksilitol, MB:Melibioz, NIT: Nitrite indirgeme, FS: Alkalin Fosfataz,
VP: Voges-Proskauer, R: Rafinoz, KS: Ksiloz, S: Siikroz,

glukopiranozid, NA: N-asetil-glukozamin, LA: L-arjinin, URE: Ure)

MG: Metil-aD-

3.2. izole Edilen Stafilokok Suslarmm Oksasilin ve Vankomisin

Antibiyotiklerine Kars1 Direncleri

50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen stafilokok suslarina oksasilin ve

vankomisin antibiyotiklerine kars1 direnglilik testleri yapildi.
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50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen tipik ve atipik Stafilokok kolonileriyle
yapilan c¢alismalarda kolonilerin 15 tanesinin oksasilin antibiyotigine direncli, 9
tanesinin ise oksasilin antibiyotigine duyarli oldugu tespit edildi. Vankomisin
antibiyotigine direnclilik testinde ise 24 tanesinin de bu antibiyotige karsi duyarh

oldugu belirlendi (Cizelge 3.3) .

Cizelge 3.3. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 24 adet Stafilokok susunun

oksasilin ve vankomisin antibiyotiklerine kars1 direngleri.

Sus No Oksasilin Vankomisin
1 R S
2 R S
3 R S
4 R S
5 R S
6 R S
7 R S
8 S S
9 R S

10 R S
11 R S
12 R S
13 R S
14 S S
15 R S
16 S S
17 S S
18 S S
19 R S
20 S S
21 R S
22 S S
23 S S
24 S S

(S: Duyarli, R: Direngli)
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3.3. Izole Edilen Stafilokok Suslarmn Biyofilm Olusturabilme

Yetenekleri

50 farkli ¢ig siit oOrneginden izole edilen Stafilokok suslarinin biyofilm
olusturabilme yetenekleri Kongo kirmizili agara ekim yapilarak ve mikrotitrasyon
plagr yontemi ile ELISA (BMG LABTECH FLUOstar Omega Elisa, Almanya)

cihazi vasitasiyla incelendi.

50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen tipik ve atipik Stafilokok suslariyla
yapilan biyofilm olusumunun tespiti ile ilgili ¢alismada, kolonilerin 16 tanesinin
kongo kirmizili agarda giiglii biyofilm olusturduklar1 (koyu kirmizi renkli, ++), 8
tanesinin ise zayif biyofilm (agik kirmizi renkli, +) olusturduklar: tespit edildi.
Mikrotitrasyon plagi yontemi ile ELISA cihazi (BMG LABTECH FLUOstar Omega
ELISA, Almanya) vasitasiyla 570 nm’de 6lgiilen 0.1< As7o < 1 absorbans degerleri
biyofilm pozitif olarak degerlendirildi (Abdallah ve ark., 2009). Buna gore
kolonilerin 24 tanesinin de biyofilm olusturabilme yetenegine sahip oldugu belirlendi
(Cizelge 3.4)
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Cizelge 3.4. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 24 adet Stafilokok susunun
biyofilm olusturabilme yetenekleri.

Biyofilm Olusumu

Sus no Kongo Kirmuzilh Agar Mikrotitrasyon Plagi
1 ++ +
2 ++ +
3 ++ +
4 ++ +
5 ++ +
6 ++ +
7 ++ +
8 ++ +
9 ++ +
10 ++ +
11 ++ +
12 ++ +
13 ++ +
14 ++ +
15 ++ +
16 + +
17 + +
18 + +
19 + +
20 + +
21 ++ +
22 + +
23 + +
24 + +

3.4. lIzole Edilen Stafilokok Suslarmmn Biyofilm Olusumunun

Onlenmesi ve Olusan Biyofilmin Ortadan Kaldirilmasi

Izole edilen 24 sustan 4 susun atipik olarak belirlenmesi nedeniyle calismaya

sadece 20 tipik Stafilokok susu ile devam edildi.

50 farkl ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun biyofilm
olusumunun dogal antimikrobiyaller (malik asit ve sitrik asit), klor ve perasetik asit

ile engellenmesi (%) ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlari (%)
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mikrotitrasyon plagi ile paslanmaz ¢elik plakalarda olmak {izere iki farkli ortamda

incelendi.
3.4.1. Mikrotitrasyon Plaginda Klor Uygulamalari

50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun klor (200
ppm) uygulamasi ile mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusmunun engellenmesi ve

olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlar1 (%) incelendi.

Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusumunun 200 ppm klor uygulamasi ile 20
tipik Stafilokok susu arasinda en fazla bir susta %51 (P=0.20) oraninda azaldig1, on
sus ile ise yaklasik %20-%30 (P<0.05) oraninda azaldig belirlendi (Cizelge 3.5.A).

Biyofilm tabakasinin, 200 ppm klor uygulamasi ile 20 tipik Stafilokok susu
arasinda en fazla alt1 susta yaklasik %40-%60 (P<0.05) oraninda, ii¢ susta ise
yaklasik %25-%30 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildig: belirlendi (Cizelge 3.5.B)

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
yapilan denemelerde ise, 200 ppm klor uygulamasi ile biyofilm olusumunun %7
(P=0.34) oraninda azaldigi, olusan biyofilmin ise %12 (P=0.20) oraninda ortadan
kaldirildig1 belirlendi.
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Cizelge 3.5. 50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumunun klor (200 ppm) uygulamasi ile
onlenmesi (%) ve olusan biyofilmin klor (200 ppm) uygulamasi ile ortadan
kaldirilmasi (%). (A: Biyofilm olusumu oncesinde 5 dakika siire ile klor (200 ppm)
uygulamasi, B: Biyofilm olusumu sonrasinda 5 dakika siire ile klor (200 ppm)
uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki degerler

standart sapmalari (on.1) gostermektedir.

Sus No A B
1 15 (0.03) 0 (0.00)
2 24 (0.01) 22 (0.00)
3 2 (0.03) 40 (0.05)
4 20 (0.05) 0 (0.08)
5 26 (0.02) 10 (0.00)
6 6 (0.05) 11 (0.08)
7 4 (0.01) 0 (0.00)
8 28 (0.00) 0 (0.01)
9 0 (0.00) 0 (0.00)
10 0 (0.08) 0 (0.00)
11 22 (0.00) 40 (0.05)
12 0 (0.00) 0 (0.00)
13 27 (0.2) 57 (0.06)
14 22 (0.00) 40 (0.00)
15 19 (0.02) 44 (0.00)
16 16 (0.03) 26 (0.00)
17 15 (0.02) 29 (0.00)
18 22 (0.00) 6 (0.00)
19 51 (0.00) 0 (0.00)
20 29 (0.05) 51 (0.00)
(+)"Kontrol 7 (0.04) 12 (0.01)
()" Kontrol 0 (0.00) 0 (0.00)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)

3.4.2. Celik Plakalarda Klor Uygulamalari

50 farkl ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun klor (200
ppm) uygulamasi ile paslanmaz gelik plakalarda biyofilm olugsmunun engellenmesi

ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmas1 oranlar1 (%) incelendi.
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Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusumunun 200 ppm klor uygulamasi ile 20
tipik Stafilokok susu arasinda en fazla bir susta %35 (P=0.00) oraninda azaldig1, iki
susta ise yaklasik %20-%30 (P<0.05) oraninda azaldig belirlendi (Cizelge 3.6.A).

Biyofilm tabakasinin, 200 ppm klor uygulamasi ile 20 tipik Stafilokok susu
arasinda en fazla iki susta yaklasik %45 (P<0.05) oraninda, dokuz susta ise yaklasik
%20-%40 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildig1 (%) belirlendi (Cizelge 3.6.B)

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
paslanmaz celik plakalarda yapilan denemelerde ise, 200 ppm klor uygulamasi ile
biyofilm olusumunun azalmadigi, olusan biyofilmin ise %45 (P=0.00) oraninda

ortadan kaldirildig1 belirlendi.
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Cizelge 3.6. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
paslanmaz ¢elik plakalarda biyofilm olusumunun klor (200 ppm) uygulamasi ile
onlenmesi (%) ve olusan biyofilmin klor (200 ppm) uygulamasi ile ortadan
kaldirilmasi (%). (A: Biyofilm olusumu oncesinde 5 dakika siire ile klor (200 ppm)
uygulamasi, B: Biyofilm olusumu sonrasinda 5 dakika siire ile klor (200 ppm)
uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez icerisindeki degerler

standart sapmalar1 (c,.1) gostermektedir.

Sus No A B
1 0 (0.02) 45 (0.02)
2 22 (0.02) 0(0.01)
3 35 (0.02) 29 (0.00)
4 0(0.02) 0(0.02)
5 0 (0.00) 20 (0.03)
6 0 (0.00) 31 (0.01)
7 12 (0.06) 17 (0.02)
8 0 (0.04) 20 (0.04)
9 6 (0.01) 40 (0.00)
10 0(0.12) 0(0.07)
11 0 (0.05) 9 (0.02)
12 0(0.01) 40 (0.00)
13 0 (0.00) 23 (0.05)
14 0(0.02) 2 (0.00)
15 0(0.03) 40 (0.00)
16 0(0.03) 32 (0.00)
17 0(0.03) 0 (0.04)
18 16 (0.00) 11 (0.02)
19 29 (0.02) 46 (0.00)
20 15 (0.00) 0 (0.00)
(+)* Kontrol 0(0.01) 45 (0.03)
(-)* Kontrol 0(0.02) 0(0.01)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)

3.4.3. Mikrotitrasyon Plaginda Perasetik Asit Uygulamalari

50 farkl ¢ig siit 0rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun perasetik
asitle (%0.3, v/v) uygulamasi ile mikrotitrasyon plaginda biyofilm olugsmunun

engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlar1 (%) incelendi.
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Yapilan c¢aligmalarda biyofilm olusumunun %0.3 (v/v) perasetik asit
uygulamas ile 20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla bir susta %50 (P=0.05)
oraninda azaldigi, sekiz susta ise yaklasik %20-%40 (P<0.05) oraninda azaldigi
belirlendi (Cizelge 3.7.A).

Biyofilm tabakasinin, %0.3 (v/v) perasetik asit uygulamast ile 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla ii¢ susta yaklasik %50-%55 (P<0.05) oraninda,
sekiz susta ise yaklasik %20-%40 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildigi (%)
belirlendi (Cizelge 3.7.B).

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
yapilan denemelerde ise, %0.3 (v/v) perasetik asit uygulamasi ile biyofilm
olusumunun azalmadigi, ayn1 zamanda olusan biyofilmin de ortadan kaldirilamadigi

belirlendi.
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Cizelge 3.7. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumunun perasetik asitle (% 0.3, v/v) 6nlenmesi
(%) ve olusan biyofilmlerin perasetik asitle (% 0.3, v/v) ortadan kaldirilmasi (%).
(A:Biyofilm olusumu oncesinde 20 dakika siire ile perasetik asit (%0.3, v/v)
uygulamasi, B: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile perasetik asit (%0.3,
v/v) uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki degerler

standart sapmalar1 (c,.1) gostermektedir.

Sus No A B
1 0 (0.02) 21 (0.00)
2 36 (0.04) 42 (0.03)
3 17 (0.02) 27 (0.08)
4 0 (0.00) 26 (0.00)
5 0(0.02) 52 (0.02)
6 0 (0.00) 54 (0.03)
7 40 (0.00) 23 (0.01)
8 50 (0.00) 0(0.01)
9 34 (0.00) 0(0.01)
10 24 (0.03) 15 (0.00)
11 38 (0.11) 16 (0.04)
12 33 (0.00) 0 (0.03)
13 0 (0.06) 50 (0.04)
14 0(0.02) 40 (0.00)
15 0(0.01) 33 (0.00)
16 0 (0.00) 25 (0.00)
17 0 (0.00) 0 (0.03)
18 6 (0.03) 7 (0.00)
19 18 (0.05) 17 (0.01)
20 14 (0.02) 0 (0.07)
(+)* Kontrol 0(0.01) 0 (0.00)
(-)* Kontrol 0 (0.00) 0 (0.00)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)

3.4.4. Celik Plakalarda Perasetik Asit Uygulamalar:

50 farkl ¢ig siit 0rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun perasetik
asit (%0.3, v/v) uygulamasi ile paslanmaz ¢elik plakalarda biyofilm olugsmunun

engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlar1 (%) incelendi.



39

Yapilan c¢aligmalarda biyofilm olusumunun %0.3 (v/v) perasetik asit
uygulamas ile 20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla bir susta %70 (P=0.00)
oraninda azaldigi, yedi susta ise yaklasik %20-%60 (P<0.05) oraninda azaldig
belirlendi (Cizelge 3.8.A).

Biyofilm tabakasinin, %0.3 (v/v) perasetik asit uygulamast ile 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla alt1 susta yaklasik %60-%80 (P<0.05) oraninda,
sekiz susta ise yaklasik %?20-%50 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildigi (%)
belirlendi (Cizelge 3.8.B)

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
yapilan denemelerde ise, %0.3 (v/v) perasetik asit uygulamasi ile biyofilm
olusumunun % 41 (P=0.00) oraninda azaldig1, olusan biyofilmin ise %41 (P=0.00)

oraninda ortadan kaldirildig: belirlendi.
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Cizelge 3.8. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
paslanmaz c¢elik plakalarda biyofilm olusumunun perasetik asitle (%0.3, Vv/v)
onlenmesi (%) ve olusan biyofilmlerin perasetik asitle (%0.3, v/v) ortadan
kaldirilmasi (%). (A:Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile perasetik asit
(%0.3, v/v) uygulamasi, B: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile perasetik
asit (%0.3, v/v) uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez

igcerisindeki degerler standart sapmalari (op-1) gostermektedir.

Sus No A B
1 13 (0.03) 68 (0.00)
2 70 (0.00) 53 (0.00)
3 0 (0.00) 25 (0.00)
4 49 (0.01) 26 (0.00)
5 0 (0.00) 45 (0.00)
6 30 (0.05) 64 (0.00)
7 0 (0.06) 64 (0.00)
8 0 (0.00) 0 (0.04)
9 0 (0.04) 20 (0.00)
10 0 (0.00) 15 (0.02)
11 57 (0.04) 31 (0.09)
12 20 (0.04) 78 (0.01)
13 28 (0.02) 27 (0.00)
14 0 (0.03) 0(0.02)
15 0 (0.03) 14 (0.03)
16 29 (0.00) 68 (0.00)
17 0 (0.06) 0 (0.00)
18 0 (0.00) 0 (0.00)
19 36 (0.04) 75 (0.00)
20 0 (0.04) 25 (0.03)
(+)* Kontrol 41 (0.00) 41 (0.00)
(-)* Kontrol 16 (0.00) 70 (0.00)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)

3.4.5. Mikrotitrasyon Plaginda Sitrik Asit Uygulamalari

50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun sitrik asit
(%2 ve %10, w/v) uygulamasi ile mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusmunun

engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlari (%) incelendi.
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Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusumunun %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla ii¢ susta yaklasik %50-%55 (P<0.05)
oraninda azaldigi, dokuz susta ise yaklasik %20-%40 (P<0.05) oraninda azaldig
belirlendi (Cizelge 3.9.A).

%10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla bir susta yaklasik %62 (P=0.04) oraninda azaldigi,
dort susta yaklasik %30-%50 (P<0.05) oraninda azaldig: tespit edildi (Cizelge 3.9.B).

Yapilan ¢aligmalarda %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun,
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla alt1 susta yaklasik %60-%70 (P<0.05)
oraninda, on susta ise yaklasik %20-%45 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildigi
belirlendi (Cizelge 3.9.C).

%10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla on susta yaklasik %70-%85 (P<0.05) oraninda, dort
susta yaklasik %60-%65 (P<0.05) oraninda ve alt1 susta yaklasik %40-%55 (P<0.05)
oraninda ortadan kaldirildig: tespit edildi (Cizelge 3.9.D).

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
yapilan denemelerde ise, %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun %
39 oraninda (P=0.00) ve %10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile %27 (P=0.10) oraninda
azaldig1, olusan biyofilmin ise %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi sonrasinda %6
(P=0.30) oraninda ve %10 (w/v) sitrik asit uygulamasi sonrasinda %84 (P=0.01)

oraninda ortadan kaldirildig: belirlendi.
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Cizelge 3.9. 50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumunun sitrik asitle (% 2 ve % 10, w/v)
onlenmesi (%) ve olusan biyofilmlerin sitrik asitle (% 2 ve % 10, w/v) ortadan
kaldirilmasi (%). (A:Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika stire ile sitrik asit (%2,
w/v) uygulamasi, B: Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile sitrik asit (% 10,
w/v) uygulamasi, C: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile sitrik asit (% 2,
w/v) uygulamasi, D: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile sitrik asit (%
10, w/v) uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki

degerler standart sapmalari (o,.1) gostermektedir.

Sus No A B C D
1 0(0.02) 0 (0.00) 7 (0.00) 44 (0.00)
2 20 (0.02) 40 (0.02) 62 (0.06) 77 (0.00)
3 21 (0.00) 0 (0.00) 68 (0.03) 80 (0.00)
4 0 (0.03) 0(0.04) 46 (0.03) 83 (0.00)
5 0 (0.07) 0(0.02) 71 (0.01) 71 (0.00)
6 0 (0.06) 0 (0.04) 68 (0.00) 77 (0.00)
7 0 (0.04) 0 (0.00) 33 (0.00) 62 (0.00)
8 56 (0.00) 31 (0.00) 41 (0.00) 53 (0.00)
9 31 (0.00) 0 (0.00) 17 (0.00) 48 (0.00)
10 20 (0.00) 0 (0.00) 31 (0.00) 73 (0.00)
11 50 (0.07) 33 (0.02) 60 (0.02) 56 (0.03)
12 0 (0.06) 0 (0.00) 15 (0.00) 40 (0.03)
13 20 (0.14) 46 (0.08) 69 (0.03) 84 (0.05)
14 21 (0.00) 0(0.01) 27 (0.00) 64 (0.00)
15 0 (0.04) 0(0.01) 41 (0.00) 66 (0.00)
16 24 (0.00) 0(0.02) 25 (0.02) 66 (0.01)
17 20 (0.00) 0 (0.00) 25 (0.00) 73 (0.00)
18 13 (0.02) 14 (0.00) 11 (0.00) 72 (0.00)
19 55 (0.03) 62 (0.00) 25 (0.00) 55 (0.01)
20 21 (0.01) 0 (0.00) 41 (0.07) 86 (0.02)
(+)* Kontrol 39 (0.03) 27 (0.00) 6 (0.00) 84 (0.01)
(-)* Kontrol 0 (0.04) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)
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3.4.6. Celik Plakalarda Sitrik Asit Uygulamalari

50 farkl ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun sitrik asit
(%2 ve %10, w/v) uygulamasi ile paslanmaz celik plakalarda biyofilm olugmunun

engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlar1 (%) incelendi.

Yapilan ¢alismalarda biyofilm olusumunun %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla dort susta %60-%80 (P<0.05) oraninda
azaldigi, yedi susta ise yaklasik %30-%50 (P<0.05) oraninda azaldigi belirlendi
(Cizelge 3.10.A).

%10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla iki susta yaklasik %85 (P<0.05) oraninda azaldigi,
on susta yaklasik %40-%70 (P<0.05) oraninda azaldig: tespit edildi (Cizelge 3.10.B).

Yapilan ¢aligmalarda %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun,
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla on dort susta %80-%90 (P<0.05) oraninda,
dort susta ise yaklasik %60-%75 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildigi belirlendi
(Cizelge 3.10.C).

%10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla on sekiz susta yaklasik %80-%95 (P<0.05)
oraninda, iki susta yaklasik %60-%80 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildig: tespit
edildi (Cizelge 3.10.D).

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
paslanmaz ¢elik plakalarda yapilan denemelerde ise, %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi
ile biyofilm olusumunun %54 (P=0.04); %10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile %68
(P=0.04) oraninda azaldigi, olusan biyofilmin ise %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi
sonrasinda %86 (P=0.03); %10 (w/v) sitrik asit uygulamasi sonrasinda %90 (P=0.03)
oraninda ortadan kaldirildig: belirlendi.
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Cizelge 3.10. 50 farkl ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun

paslanmaz ¢elik plakalarda biyofilm olusumunun sitrik asitle (% 2 ve % 10, w/v)

onlenmesi (%) ve olusan biyofilmlerin sitrik asitle (% 2 ve % 10, w/v) ortadan

kaldirilmasi (%). (A: Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile sitrik asit (%2,

w/v) uygulamasi, B: Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile sitrik asit (% 10,

w/v) uygulamasi, C: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile sitrik asit (% 2,

w/v) uygulamasi, D: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile sitrik asit (%

10, w/v) uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki

degerler standart sapmalari (o,.1) gostermektedir.

Sus No A B C D
1 0(0.04) 0(0.07) 73 (0.00) 88 (0.00)
2 0 (0.01) 53 (0.00) 62 (0.00) 77 (0.02)
3 36 (0.02) 60 (0.00) 82 (0.00) 93 (0.00)
4 75 (0.00) 68 (0.02) 82 (0.00) 93 (0.00)
5 47 (0.00) 6 (0.05) 82 (0.00) 87 (0.00)
6 41 (0.01) 82 (0.02) 87 (0.00) 90 (0.04)
7 66 (0.07) 0(0.14) 91 (0.00) 89 (0.02)
8 18 (0.02) 0 (0.04) 82 (0.00) 83 (0.00)
9 0 (0.00) 45 (0.00) 80 (0.00) 88 (0.00)
10 0 (0.09) 28 (0.00) 84 (0.00) 88 (0.00)
11 60 (0.04) 84 (0.00) 92 (0.00) 95 (0.00)
12 7 (0.02) 0(0.01) 89 (0.00) 66 (0.19)
13 42 (0.05) 44 (0.04) 86 (0.00) 93 (0.01)
14 24 (0.00) 43 (0.00) 81 (0.00) 85 (0.00)
15 50 (0.00) 43 (0.02) 72 (0.00) 82 (0.00)
16 51 (0.12) 66 (0.01) 74 (0.00) 85 (0.06)
17 13(0.1) 0 (0.06) 50 (0.01) 80 (0.02)
18 46 (0.02) 65 (0.01) 80 (0.00) 91 (0.00)
19 79 (0.02) 72 (0.02) 90 (0.00) 95 (0.00)
20 0 (0.06) 25 (0.02) 54 (0.02) 87 (0.00)
(+)* Kontrol 54 (0.00) 68 (0.00) 86 (0.00) 90 (0.00)
(-)* Kontrol 0 (0.09) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)

(* Pozitif kontrol S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol steril TSB

besiyeri)
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3.4.7. Mikrotitrasyon Plaginda Malik Asit Uygulamalari

50 farkl ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun malik asit
(%2 ve %10, w/v) uygulamasi ile mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusmunun

engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi oranlar1 (%) incelendi.

Yapilan ¢aligmalarda biyofilm olusumunun %2 (w/v) malik asit uygulamasi ile
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla iki susta yaklasik %40-%50 (P<0.05)
oraninda azaldigi, dort susta ise yaklasik %15-%20 (P<0.05) oraninda azaldig
belirlendi (Cizelge 3.11.A).

%10 (w/v) malik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla bir susta yaklasik %47 (P=0.20) oraninda azaldigi,
altt susta yaklagik %20-%40 (P<0.05) oraninda azaldigi tespit edildi (Cizelge
3.11.B).

Yapilan ¢aligmalarda %2 (w/v) malik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun,
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla sekiz susta %70-%80 (P<0.05) oraninda,
sekiz susta yaklasik %40-%60 (P<0.05) oraninda ve iki susta ise %20-%30 (P<0.05)
oraninda ortadan kaldirildig: belirlendi (Cizelge 3.11.C).

%10 (w/v) malik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla sekiz susta yaklasik %70-%85 (P<0.05) oraninda,
bes susta yaklasik %50-%65 (P<0.05) oraninda ve yedi susta ise %30-%45 (P<0.05)
oraninda ortadan kaldirildig: tespit edildi (Cizelge 3.11.D).

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
yapilan denemelerde ise, %2 (w/v) malik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun %
3 (P=0.30); %10 (w/v) malik asit uygulamasi ile %7 (P=0.30) oraninda azaldigi,
olusan biyofilmin ise %2 (w/v) malik asit uygulamasi sonrasinda %82 (P=0.01); %10
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(w/v) malik asit uygulamasi sonrasinda %80 (P=0.01) oraninda ortadan kaldirildig1

belirlendi.

Cizelge 3.11. 50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumunun malik asitle (% 2 ve % 10, w/v)
onlenmesi (%) ve olusan biyofilmlerin malik asitle (% 2 ve % 10, w/v) ortadan
kaldirilmasi (%). (A:Biyofilm olusumu dncesinde 20 dakika siire ile malik asit (%2,
w/Vv) uygulamasi, B: Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile malik asit (%
10, w/v) uygulamasi, C: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile malik asit
(% 2, w/v) uygulamasi, D: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile malik asit
(% 10, w/v) uygulamasi). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki

degerler standart sapmalar1 (op.1) gostermektedir.

Sus No A B C D
1 14 (0.00) 4 (0.00) 28 (0.01) 43 (0.00)
2 48 (0.02) 47 (0.00) 73 (0.00) 76 (0.00)
3 16 (0.08) 20 (0.07) 79 (0.00) 85 (0.00)
4 17 (0.05) 24 (0.04) 80 (0.00) 69 (0.00)
5 4 (0.03) 24 (0.00) 69 (0.01) 77 (0.00)
6 6 (0.02) 13 (0.02) 75 (0.01) 76 (0.01)
7 43 (0.00) 38 (0.00) 44 (0.00) 38 (0.02)
8 23 (0.00) 11 (0.02) 46 (0.00) 40 (0.02)
9 0 (0.00) 1 (0.00) 0 (0.06) 37 (0.00)
10 0 (0.07) 0(0.1) 69 (0.00) 76 (0.01)
11 0 (0.05) 0 (0.06) 41 (0.01) 60 (0.02)
12 0 (0.08) 0(0.03) 0(0.4) 34 (0.01)
13 10 (0.00) 0 (0.00) 81 (0.02) 85 (0.03)
14 0 (0.03) 0 (0.00) 46 (0.00) 53 (0.00)
15 0 (0.04) 0(0.04) 54 (0.02) 32 (0.07)
16 22 (0.01) 30 (0.00) 60 (0.00) 64 (0.01)
17 0 (0.03) 20 (0.00) 51 (0.00) 62 (0.01)
18 0 (0.00) 6 (0.00) 44 (0.03) 56 (0.01)
19 2 (0.00) 8(0.00) 23 (0.02) 45 (0.00)
20 1 (0.06) 0 (0.03) 70 (0.03) 83 (0.00)
(+)* Kontrol 3(0.00) 7 (0.06) 82 (0.00) 80 (0.00)
(-)* Kontrol 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)
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3.4.8. Celik Plakalarda Malik Asit Uygulamalari

50 farkl ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 tipik Stafilokok susunun malik asit
(%2 ve %10, w/v) uygulamasi ile paslanmaz celik plakalarda biyofilm olugsmunun

engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan kaldirilmas1 oranlar1 (%) incelendi.

Yapilan ¢aligmalarda biyofilm olusumunun %2 (w/v) malik asit uygulamasi ile
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla dort susta %70-%85 (P<0.05) oraninda
azaldigy, ti¢ susta %40-%60 (P<0.05) oraninda ve iki susta ise yaklasik %20 (P<0.05)
oraninda azaldig belirlendi (Cizelge 3.12.A).

%10 (w/v) malik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla ii¢ susta yaklasik %65-%80 (P<0.05) oraninda
azaldig1, dort susta yaklasik %20-%30 (P<0.05) oraninda azaldigi tespit edildi
(Cizelge 3.12.B).

Yapilan ¢aligmalarda %2 (w/v) malik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun,
20 tipik Stafilokok susu arasinda en fazla sekiz susta %80-%85 (P<0.05) oraninda,
dokuz susta yaklasik %60-%75 (P<0.05) oraninda ve {i¢ susta ise yaklasik %40-%55
(P<0.05) oraninda ortadan kaldirildig: belirlendi (Cizelge 3.12.C).

%10 (w/v) malik asit uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun 20 tipik
Stafilokok susu arasinda en fazla alt1 susta yaklasik %90-%95 (P<0.05), on iki susta
yaklagik %70-%85 (P<0.05), iki susta ise yaklasik %60 (P<0.05) oraninda ortadan
kaldirildig: tespit edildi (Cizelge 3.12.D).

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu ile
paslanmaz c¢elik plakalarda yapilan denemelerde ise, %2 (w/v) malik asit uygulamasi
ile biyofilm olusumunun %75 (P=0.03); %10 (w/v) malik asit uygulamasi ile %75

(P=0.04) oraninda azaldigi, olusan biyofilmin ise %2 (w/v) malik asit uygulamasi
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sonrasinda %76 (P=0.01); %10 (w/v) malik asit uygulamasi sonrasinda %82
(P=0.00) oraninda ortadan kaldirildig1 belirlendi.

Cizelge.3.12. 50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
paslanmaz ¢elik plakalarda biyofilm olusumunun malik asitle (% 2 ve % 10, w/v)
onlenmesi (%) ve olusan biyofilmlerin malik asitle (% 2 ve % 10, v/v) ortadan
kaldirilmasi (%). (A:Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile malik asit (%2,
w/Vv) uygulamasi, B: Biyofilm olusumu 6ncesinde 20 dakika siire ile malik asit (%
10, w/v) uygulamasi, C: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile malik asit
(% 2, w/v) uygulamasi, D: Biyofilm olusumu sonrasinda 20 dakika siire ile malik asit
(% 10, w/v) uygulamas1). Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki

degerler standart sapmalar1 (on.1) gostermektedir.

Sus No A B C D
1 85 (0.04) 0(0.09) 84 (0.00) 83 (0.00)
2 78 (0.02) 0(0.19) 83 (0.02) 83 (0.00)
3 74 (0.03) 0(0.11) 85 (0.00) 79 (0.01)
4 8 (0.09) 0(0.2) 63 (0.00) 79 (0.00)
5 23 (0.02) 66 (0.07) 67 (0.02) 83 (0.00)
6 2 (0.01) 30 (0.3) 82 (0.00) 73 (0.01)
7 0(0.04) 0(0.04) 66 (0.03) 85 (0.00)
8 0(0.02) 0 (0.08) 64 (0.00) 82 (0.00)
9 5 (0.00) 0 (0.00) 60 (0.02) 82 (0.00)
10 0(0.03) 8 (0.05) 75 (0.00) 81 (0.00)
11 70 (0.02) 79 (0.02) 75 (0.05) 95 (0.00)
12 0(0.02) 15 (0.06) 85 (0.00) 95 (0.00)
13 60 (0.00) 67 (0.02) 80 (0.00) 90 (0.01)
14 0 (0.08) 20 (0.02) 40 (0.00) 60 (0.00)
15 0 (0.00) 0(0.03) 64 (0.01) 84 (0.00)
16 42 (0.03) 0(0.07) 80 (0.00) 90 (0.00)
17 0(0.03) 20 (0.1) 42 (0.01) 59 (0.02)
18 6 (0.04) 14 (0.07) 55 (0.00) 73 (0.00)
19 60 (0.01) 0 (0.00) 70 (0.07) 90 (0.02)
20 20 (0.04) 21 (0.15) 86 (0.01) 90 (0.00)
(+)* Kontrol 75 (0.00) 75 (0.00) 76 (0.04) 82 (0.00)
(-)* Kontrol 0 (0.00) 0 (0.04) 73 (0.00) 75 (0.00)

(* Pozitif kontrol: S. aureus ATCC 25923 numarali sus, negatif kontrol: steril TSB
besiyeri)
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50 farkli ¢ig siit Orneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun,
mikrotitrasyon plagi ve paslanmaz ¢elik plakalarda klor (200 ppm), perasetik asit
(0.03, v/v), sitrik asit (%2 ve %10, w/v) ve malik asit (%2 ve %10, w/v) ile biyofilm
olusumunun en ¢ok Onlendigi (%) ve olusan biyofilmin ortadan kaldirildigr (%)

degerler Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de sunuldu.
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Sekil 3.1. 50 farkli ¢ig siit 6rneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun

mikrotitrasyon plaginda klor (200 ppm), perasetik asit (0.03, v/v), sitrik asit (%2 ve

%10, w/v) ve malik asit (%2 ve %10, w/v) ile biyofilm olusumunun en ¢ok onlendigi

(%) degerler (a) ve olusan biyofilmin ortadan kaldirildig1 (%) degerler (b). Her deger

iki tekrarin ortalamasidir. Hata ¢cubuklari standart sapmalar1 (op.1) gostermektedir.
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Sekil 3.2. 50 farkli ¢ig siit orneginden izole edilen 20 adet Stafilokok susunun
paslanmaz celik plakalarda klor (200 ppm), perasetik asit (0.03, v/v), sitrik asit (%2
ve %10, w/v) ve malik asit (%2 ve %10, w/v) ile biyofilm olusumunun en ¢ok
onlendigi (%) degerler (a) ve olusan biyofilmin ortadan kaldirildig1 (%) degerler (b).
Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklart standart sapmalari (op.1)

gostermektedir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda, 50 farkli ¢ig siit orneginden 20 tipik Stafilokok ve 4 atipik
Stafilokok susu izole edilmistir. izole edilen suslarn Gram boyama, Kkatalaz,

koagulaz ve DNAz testleri ve biyokimyasal 6zellikleri incelenerek tanimlanmustir.

Izole edilen ve tanimlanan 24 adet Stafilokok susuna oksasilin ve vankomisin
antibiyotiklerine direnclilik testleri uygulanmistir. Uygulanan bu testler sonucunda
15 susun oksasiline direngli, 9 susun ise oksasiline duyarli oldugu tespit edilmistir.

Izole edilen 24 susun vankomsine duyarli oldugu belirlenmistir.

Cig siit 6rneklerinden izole edilen ve tanimlanan 24 tipik Stafilokok susunun
biyofilm olusturabilme yetenekleri Kongo kirmizili agar ve mikrotitrasyon plagi
yontemi ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda izole edilen
suslarin biyofilm olusturabilme yeteneklerinin her iki yontemle de belirlenebildigi ve

sonuclarinin birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Biyofilm olusumu ciddi ekonomik kayiplara ve saglik problemlerine yol
acmaktadir. Sanayide paslanmaz c¢elik, cam, kaucuk ve polipropilen yiizeyler
patojenik mikroorganizmalar tarafindan kolaylikla kontamine olabilmekte ve
biyofilm olusturmaktadir. Biyofilm i¢in kullanilan yaygin dezenfektanlar arasinda

perasetik asit, 0zon ve klor yer almaktadir.

Elde edilen verilere gore, %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile mikrotitrasyon
plaginda biyofilm olusumunun en fazla %56 oraninda azaldig1; olusan biyofilmin de
en fazla %71 oraninda ortadan kaldirildigi belirlenmistir. %10 (w/v) sitrik asit
uygulamasi ile ise biyofilm olusumunun en fazla %62 oraninda azaldigi, olusan

biyofilmin en fazla %86 oraninda ortadan kaldirildig: tespit edilmistir.

Paslanmaz celik plakalarda, %2 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile biyofilm
olusumunun en fazla %80 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin de en fazla %92

oraninda ortadan kaldirildig: belirlenmistir. %10 (w/v) sitrik asit uygulamasi ile ise
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biyofilm olusumunun en fazla %85 oraninda azaldig1, olusan biyofilmin de en fazla

%95 oraninda ortadan kaldirildig: belirlenmistir.

%2 (w/v) malik asit uygulamasi ile mikrotitrasyon plaginda biyofilm
olusumunun en fazla %48 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin de en fazla %80
oraninda ortadan kaldirildig1 belirlenmistir. %10 (w/v) malik asit uygulamasi ile ise
biyofilm olusumunun en fazla %47 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin de en fazla

%85 oraninda ortadan kaldirildig: tespit edilmistir.

Paslanmaz celik plakalarda %2 (w/v) malik asit uygulamas: ile biyofilm
olusumunun en fazla %85 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin ise en fazla %85
oraninda ortadan kaldirildig1 belirlenmistir. %10 (w/v) malik asit uygulamasi ile ise
biyofilm olusumunun en fazla %79 oraninda 6nlendigi, olusan biyofilmin de en fazla

%095 oraninda ortadan kaldirildig: belirlenmistir.

Yapilan biitiin uygulamalarda sitrik asit ve malik asit konsantrasyonunun %2
(w/v)’den %10 (w/v)’a arttirilmasi ile biyofilm olusumunun daha fazla oranda
onlendigi ve olusan biyofilmin daha fazla oranda ortadan kaldirildigr goriilmiistiir.
Ayrica celik plakalarda yapilan c¢aligmalarda mikrotitrasyon plaginda yapilan

caligmalara gore azalma oranlarinin ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir.

Mikrotitrasyon plaginda 200 ppm klor uygulamas: ile biyofilm olusumunun en
fazla %51 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin de en fazla %57 oraninda ortadan
kaldirildig: tespit edilmistir. Paslanmaz celik plakalarda 200 ppm klor uygulamasi ile
ise biyofilm olusumunun en fazla %35 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin de en

fazla %44 oraninda ortadan kaldirildig1 belirlenmistir.

Mikrotitrasyon plaginda %0.3 (v/v) perasetik asit uygulamasi ile biyofilm
olusumunun en fazla %50 oraninda azaldigi, olusan biyofilmin de en fazla %54
oraninda ortadan kaldirildigi goriilmiistiir. Paslanmaz gelik plakalarda %0.3 (v/v)
perasetik asit uygulamasi ile biyofilm olusumunun en fazla %70 oraninda azaldigi,

olusan biyofilmin de en fazla %78 oraninda ortadan kaldirildig: tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore mikrotitrasyon plaginda biyofilm olusumunun
ozellikle sitrik asit (%2-10) uygulamas: ile klor (200ppm) ve perasetik asit (%0.3)
uygulamalar ile elde edilenden yaklasik 1.5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Ayrica olusan biyofilmin ise hem sitrik asit (%2-10) hem de malik asit (%2-10)
uygulamalari ile yine klor (200ppm) ve perasetik asit (%0.3) uygulamalar: ile elde
edilenden 1.5 kat daha fazla olacak sekilde ortadan kaldirildig: belirlenmistir.

Paslanmaz ¢elik plakalarda sitrik asit (%2-10) ve malik asit (%2-10)
uygulamalari ile hem biyofilm olusumunun azaltilmasi (%) hem de olusan biyofilmin
ortadan kaldirilmasi (%) oranlarinin, klor (200ppm) ve perasetik asit (%0.3)
uygulamalar1 ile elde edilen oranlardan ¢ok daha fazla oldugu (2-2.5 Kkat)

belirlenmistir.

Paslanmaz celik plakalarda biyofilm olusumunun azaltilmast ve olusan
biyofilmin  ortadan  kaldirilmast  oranlarinin  mikrotitrasyon  plagindaki
uygulamalardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeninin yiizeyin
fizikokimyasal Ozellikleri olabilecegi ve yapismayi etkileyebilecegi diisiinlilmiistiir.
Bir ¢ok arastirmacit mikroorganizmalarin teflon ve diger plastik materyaller gibi
hidrofobik non polar yiizeylere cam veya metaller gibi hidrofilik yiizeylerden daha
hizli yapistiklarint belirlemislerdir (Fletcher ve Loeb, 1979; Pringle ve Fletcher,
1983; Bendinger ve ark., 1993).

Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi adhezyondan dnemlidir. Bir ¢ok bakteri negatif
yiikliidiir ancak hidrofobik ylizey kompanentleri icerir (Rosenberg ve Kjelleberg,
1986). Non polar kisimlara sahip hiicre ylizeyi polimerleri (fimbriya, diger proteinler
ve Gram pozitif bakterilerin mikolik asitleri) hidrofobik yiizeylere yapisirken, EPS
ve lipopolisakkaritler hidrofilik yiizeylere yapisirlar.

Yapilan bir ¢aligmada S. epidermidis suslarinin polistren yiizeylere yapismasi
hiicre ylizeyi adhezinlerinin aktivitesine bagli oldugu ve polisakkarit kapsular
adhezin (PS/A) ve/veya ylizey proteinlerinin direkt olarak polistren yiizeylere
yapismada etkin olduklar1 belirtilmistir (Mattos-Guaraldi ve ark., 1999; Krepsky ve
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ark., 2003). Bu dogrultuda elde edilen sonuglar, celik plakalardaki uygulamalarin

sanayide ki benzer c¢elik yiizeyler i¢in umut verici olacagini gostermektedir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 numarali susu
kullanilarak yapilan ¢alismalarda ise, celik plakalara klor, %2 ve %10 malik asit
uygulamasi ile biyofilm olusumunun engellenemedigi, ancak diger biitiin
uygulamalarda biyofilm olusumunun azaltilmasi ve olusan biyofilmin ortadan
kaldirilmasi oranlarinin diger izole edilen Stafilokok suslariyla elde edilen verilere

yakin veya daha az degerler oldugu goriilmiistiir.

Klor ve bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi mikrobiyal membran, 6zellikle
glukoz metabolizmasinda is goren hiicresel enzimler, DNA ve hiicre proteinleri

tizerinedir (Wirtanen ve ark., 2000).

Klor mikroorganizmalar1 inaktive etme etkinliginin yaninda, hiicre yiizey
ekzopolisakkaritlerini de ortamdan uzaklastirarak yeni bakterilerin yiizeye
yapigsmasina engel olmaktadir (Meyer, 2003). Ancak, klor, metal yiizeylerde
korozyona neden olmakta, deri ve mukoza membranlara zarar vermekte ve
trihalometanlar gibi karsinojenik iiriinlerin olugsmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle

yeni ve dogal antimikrobiyallere ihtiyag¢ vardir.

Dezenfeksiyon islemi sonrasinda eger durulama yapilmayacaksa, izin verilen
maksimum diizey 200 ppm yani % 0.02 (v/v) konsantrasyondaki klor uygulamasidir.

Fakat zaman zaman Onerilen kullanim diizeyleri degisiklik gosterebilmektedir.

Hipokloritlerin, 50 ppm (%0.005, v/v) konsantrasyonda en az ldakika siire ile
ve 24°C sicaklikta dezenfektan olarak kullanilmasi Onerilmektedir. Her 10°C’lik
sicaklik diistisiinde, muamele siiresinin iki katina ¢ikarilarak kullanilmasi tavsiye
edilir. Kloraminin ise, 1 dakika siire ile 200 ppm (% 0.02, v/v) konsantrasyonda

dezenfekte edilecek olan yiizeylere uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir (Schmidt,
2012).
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Gida sanayinde perasetik asit yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Perasetik asit
oksitleyici bir ortam olusturarak, olusturdugu reaktif oksijen terleri ile mikrobiyal
inaktivasyona sebep olmaktadir. Sanayide perasetik asit kullanimi1 %0.3-%0.7 (v/v)
oraninda olabilecegi vurgulanmistir (Andrade ve Macedo, 1996). Schmidt (2012)
tarafindan PAA’in dezenfektan olarak %0.01 (v/v) ile %0.02 (v/v) konsantrasyonlar1

arasinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Marquez ve ark. (2007)’nin yaptig1 bir ¢aligmada, paslanmaz celik ve cam
yiizeylerde olusturulan S. aureus biyofilminin %0.3 (v/v) perasetik asit ile
muamelesinin mikroorganizma sayisini hidrojen peroksit ve diklaroizosiyanurat’a
gore daha etkili bir sekilde yaklasik 5 log kob/cm? azalttig1 ancak Amerikan Halk
Saghig1 Birligi (APHA) nin uygun ve etkili hijyen i¢in dnerdigi maksimum limitler
olan 2 kob/cm? veya Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) ile énerilen 30 kob/cm?

limitini saglayamadigi belirlenmistir.

Ibusquiza ve ark. (2011)’nin L. monocytogenes bakterisinin ii¢ farkli susu ile
yaptig1 calismada, biyofilm tabakasinin perasetik aside olan direnci arastirilmis, bu
calisma sonucunda ele alinan ii¢ susun birinde oldukga yiiksek, diger iki susta ise
daha az bir direng gosterdigi tespit edilmistir. Bu da mikroorganizmalarin
antimikrobiyallere olan direncinin sustan susa farklilik gosterebilecegini ifade
etmektedir. Bu tez caligmasinda da basta klor ve perasetik asit olmak {izere sitrik ve

malik asitle yapilan deneylerde suslarin farkli oranlarda inaktive oldugu goriilmiistir.

Organik asitlerin hiicre membranlarindan kolaylikla diflize olabildigi disosiye
olmayan halinin disosiye hale doniistiigii, hiicre igini asidifiye ettigi, proton itici
giicinli etkiledigi ve bodylece mikrobiyal inaktivasyona neden olduklar1 One

stiriilmiistiir (Vasseur ve ark., 1999)

Sitrik asit, c¢esitli bitkiler tarafindan dogal olarak {iretilen bir hidroksil
trikarboksilik asittir. Sitrik asit ayn1 zamanda, suda ¢oziinebilen, dogrudan gida
ilavesi olarak kullanilabilen ve amacina uygun konsantrasyonlarda uygulandiginda
taze ve islenmis et ile kiimes hayvanlar {iretim isletmelerinde de kullanim alani

bulabilen bir organik asittir.



57

Malik asit ise, ¢esitli bitki ve meyve ile ¢ilekte dogal olarak bulunan,
karboksilik bir organik asittir. Sitrik asit gibi malik asidin de gidalarda katki maddesi
olarak kullanilmasina izin verilmektedir (21CFR184).

Yapilan bir bagka calismada, 250 mM sitrik asitin olusan Pseudomonas
biyofilmleri i¢in hem sivilastirict hem de biyofilm matriksinde > %95 antimikrobiyal
etkisi oldugu belirlenmistir (Lieleg ve ark., 2011). Arastiricilar ayrica biyofilm

mekanigi ve bakteri canliliginin birbiriyle iligkili olmadigin1 gostermistir.

Over ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada ise, 75 mM malik asitin S.
Typhimurium bakterisini 4 log kob/ml’ye kadar azalttigini belirlemislerdir.

Doores (2005)’in yaptig1 calismada, malik asitin antimikrobiyal etkisinin pH’y1

diisiirerek asidifikasyona neden olarak meydana getirdigini rapor etmistir.

Sitrik asitinin metal selatlar1 olusturarak hiicreleri tek karboksilik asit i¢eren
laktik asitlere oranla daha fazla inhibe ettigi belirlenmistir (Miller ve ark., 1993). Bu
tez calismasinda da, sitrik asidin (ii¢ karboksil grubuna sahip) ve malik asitin (iki
karboksil grubuna sahip) biyofilm olusumundaki ve olusan biyofilmin ortadan
kaldirilmasindaki  etkinliginin de bu aktif gruplardan 1ileri gelebilecegi

distiniilmektedir.

Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda, Stafilokok suslarinin, biyofilm olusturma
Ozelliklerinin, bu c¢alismada kullanilan sitrik asit ve malik asit gibi dogal
antimikrobiyal maddelerle engellenmesi belirlenmemistir. Biyofilmlerin olusumunun
onlenmesi ve olusan biyofilmin azaltilmas1 daha sonraki kontaminasyonlar ile alet ve
ekipmanin korozyonunun 6nlenmesi acisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada uygulanan
dogal antimikrobiyallerin (sitrik asit ve malik asit) daha farkli konsantrasyon ve
stirelerle de uygulanabilirliginin ve bu uygulamalarin biiylik 6l¢ekte optimize
edilerek sanayi de kullanilabilirliginin arastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenle,
calismadan elde edilen sonuglar, Tiirk ve Diinya bilimine yeni veriler sunarak 6nemli

katkilar saglayacak ve gida sanayinde uygulanan klor, perasetik asit ve diger
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kimyasallara alternatif olarak bu dogal antimikrobiyallerin kullanim potansiyelini

aciga cikaracaktir.
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