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AYDIN ILINDE SATIS TEZGAHLARINDA TUKETIME SUNULAN
GIDALARDA BiYOFILM OLUSTURAN BAKTERILERIN
ARASTIRILMASI

Mediha ONUR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damismani: Dog. Dr. Esin POYRAZOGLU
2021, 67 sayfa

Beslenme tiim canlilarda oldugu gibi insanlar i¢in de ¢ok 6nemli bir unsurdur.
Beslenmede kullanilan gidalar metabolik aktiviteleri saglar ve enerji olusturur.
Bazi durumlarda gidalarda olusan mikrobiyal gelisim, insanlar iizerinde olumsuz
etkiler yaratabilmektedir. Gidalar iizerinde o6zellikle biyofilm olusturan
bakterilerin gelisimi, saglik agisindan tehlike yaratabilmektedir. Bu nedenle
gidalarin {iretiminden tiiketimine kadar her asamada gida hijyeni ve giivenligi
Onemlidir. Calismada toplam 80 adet bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlardan
67 adet bakteri tanilamasi yapilmistir. Kalitatif analiz sonucunda 9 bakterinin
biyofilm olusturdugu saptanmigtir. Kantitatif analizde Enterococcus faecalis strain
2623,Bacillus cereus strain PJA1.5, Citrobacter freundii strain E2WCTML1,
Staphylococcus epidermidis strain 3039, Bacillus cereus strain TBMAX51,
Pantoea conspicua strain B6, Enterococcus faecium strain 4525 bakterileri
kuvvetli adrehan iken Enterococcus gallinarum strain CCFM8325 ve
Enterococcus faecium strain CAU1957 adrehan 6zellik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Gida, Gida Tezgahlari, Bakteri, Kalitatif ve
Kantitatif Analiz






ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOFILM-FORMING BACTERIA IN FOOD
SUPPLIED FOR CONSUMPTION ON SALES STALLS IN AYDIN
PROVINCE

Mediha ONUR

Master’s Thesis, Department of Biology
Supervisor: Dog.Dr. Esin POYRAZOGLU
2021, 67 pages

Nutrition is a very important element for humans as in all living things. Foods
used in nutrition provide metabolic activities and create energy. In some cases,
microbial growth in foods can have adverse effects on humans. Especially the
growth of biofilm-forming bacteria on foods can pose a health hazard. For this
reason, food hygiene and safety is important at every stage from the production to
consumption of food.. A total of 80 bacteria isolates were obtained in the study. 67
bacteria identification was made from these isolates. As a result of qualitative
analysis, it was determined that 9 bacteria formed biofilms. In quantitative
analysis, Enterococcus faecalis strain 2623, Bacillus cereus strain PJAL.5,
Citrobacter freundii strain E2WCTM1, Staphylococcus epidermidis strain 3039,
Bacillus cereus strain TBMAX51, Pantoea conspicua strain B6 and Enterococcus
faecium strain 4525 bacteria were strong adrehan, while Enterococcus gallinarum
strain CCFM8325 and Enterococcus faecium strain CAU1957 showed adrehan
characteristics.

Key Words: Biofilm, Food, Food Stalls, Bacteria, Qualitative and Quantitative
Analysis
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1. GIRIS

Insanlarin viicut aktiviteleri ve metabolik faliyetlerini gergeklestirebilmeleri icin
enerjiye ihtiyaclar1 vardir. Bu enerjiyi de tlikettikleri gidalardan saglamaktadirlar.
Bazi durumlarda insanlarin metabolik aktiviteleri i¢in viicuda aldiklar1 gidalar,
insanlar tzerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Bu olumsuz etkileri dnlemek
icin gidalar, gidalarin islenmesi, gidalarin satis1 ve gidalarin tiiketimi ile ilgili bir
takim gerekli 6nlemlerin alinmasi zorunluluktur. Bu 6nlemlerin tamamina “Gida
Giivenligi” denir (Demirag ve Yilmaz, 2009; Artik ve ark., 2019).

Bir gidanin giivenli gida olabilmesi i¢in iiretimden tiiketime kadar her asamada
saglik ve hijyen kurallarina uyulmasi gerekir. Hijyenik kosullarda iiretilen hijyenik
gidalar saglikli beslenmenin anahtaridir. Saglikli bir beslenme igin, gidanin
iiretimden tiiketime kadar olan her asamasinda gida giivenligi siirecini bir biitiin
olarak diisinmek gerekmektedir (Yarali, 2018).

Gida giivenliginin saglanmasinda tarim ilaglar1 gibi kimyasal kontaminantlarla
birlikte mikroorganizmalarin kendileri veya toksinlerinin kontrolii 6nemlidir. Gida
giivenligi kiiresel bir halk sagligt sorunudur. Ev disinda ve koéti hijyen
kosullarinda {iretilen gida tiikketiminin artmasiyla gida gilivenligi riski de
artmaktadir (Madenci ve ark., 2019).

Gida giivenligine ve giivenilir gidaya erisimi saglamak WHO (Diinya Saglik
Orgiiti)) ve FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) *nun ortak amaglar
arasinda yer almaktadir. Gida, hazirlandiginda ya da yendiginde tiiketiciye zarar
vermesinin onlenmesi olarak tanimlanan CAC (Kodeks Alimentarus Komisyonu)
bu iki organizasyon tarafindan kurulmustur (Anonim, 1997).

Diinyada, gida giivenligini saglamak i¢gin HACCP ve ISO 22000 “Gida Giivenligi
Yonetim Sistemi” bulunmaktadir. HACCP “Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol
Noktalar1 Sistemi”, gida zincirinde hammadde tedarikinden baglayarak, gida
hazirlama, isleme, iiretim, paketleme gibi gida zincirinin her asamasinda kritik
kontrol noktalarimi belirler. Bu sistem, gida ile ilgili farkli biiytikliikteki her
kurulusa uygulanabilen, her asamasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ¢6zim
getiren ve belirli normlara uygun givenilir bir sistemidir.



ISO 22000 Standardi ise tiiketicinin gida kaynakli hastaliklara maruz kalmasim
onlemek ve altyapi, personel ve ekipman gibi tiim etkileriyle birlikte gida
zincirindeki tim sirecleri kontrol etmek igin gelistirilmis onleyici bir sistemdir
(Panghal ve ark., 2018). Organizasyonlardaki Gida Giivenligi Yonetim Sistemi
uygulamalari; tiretim kontrolii, iiriin kontrolii, ekipman kontrolii, bakim ve genel
hijyen uygulamalari, personel ve ziyaretci hijyeni, tasima, depolama, iiriin bilgisi,
egitim, tedarik¢i secimi ve degerlendirmesi konularini kapsar (Bagaran, 2016).

Tiirkiye'de gida giivenligi ile ilgili ilk yasa 1952 yilinda kabul edilmistir. Tiirk
Gida Kodeksi (2020) ile Gida Uretimi, Tiiketimi ve Denetimi Y6netmeligi (1998),
Tiirkiye'nin gida giivenligi alaninda yasal altyap1 olusturma c¢abalarinin tirtiniidiir.
Ancak, Tiirkiye bu konuda yapilan uluslararasi ¢abalarin gerisinde kalmaktadir.
Ornegin Tiirkiye, ABD'nin 2002'de 1972'den beri uyguladigt HACCP sistemini
uygulamistir. 2010'larla birlikte Gida Hijyeni Yonetmeligi (2011) ve Gida
Isletmelerinin Kayit ve Onay Prosediirleri (2011) yiiriirliige girmistir (Basaran,
2016).

Gortildiigii gibi, gida giivenligini saglamak i¢in ulusal ve uluslararasi diizeyde
caba sarf edilmektedir. Ancak, gida giivenligi konusu tek tarafli bir konu degildir.
Isletmeler ve hiikiimetler gida giivenliginden sorumludur. Bu nedenle, devlet
kurumlar1 ve 6zel kuruluglar potansiyel tehlikeleri tanimlamak ve riski analiz
etmek ve diinya ¢apinda gida kaynakli salginlar1 kontrol etmek igin birlikte hareket
etmelidir. Bu nedenle, gida giivenligi sadece bir tarafin sorumluluguna

birakilamayan ciddi bir konudur.

Gida giivenligi; tiiketici sagligmin korunmasi, gida endiistrisi ve ekonomi
acisindan biiyiik &neme sahiptir (Fuerst,1983). insanlarm yeterli ve dengeli
beslenmelerine ilaveten tiikettikleri gidalarn hijyenik kalitelerinin de iyi olmasi
sarttir. Yetersiz hijyen bilgisi ve uygulamalar1 gida kaynakli hastaliklara neden
olmaktadir. Bu durum hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerin baslica
problemlerinden biridir (Abdalla ve ark., 2008, Noronha,2006).

Gida giivenliginde ilk asama olan hijyen, ortamin saglikli olmasi igin yapilan
uygulamalar ve alinan temizlik dnlemleridir. Ayrica bu bilim dali halk sagliginin
korunmasinda ve iyilestirilmesinde beslenme, saglik ve ¢evre konularmi da kapsar
(Kayaardi, 2005).



Gida hijyeni; saglikli ve kusursuz gida elde etmek igin, gidalarin iretim, isleme,
koruma ve dagitim asamalarinda uyulmasi gereken kurallar ve alinmasi gereken
onlemler buttnidir (Demirdag ve Yilmaz, 2009). Gidalardaki mikrobiyolojik
(bakteri, virtis, kuf, mantar, parazit gibi) ; kimyasal (agir metaller, gida katki
maddeleri, tarim/veteriner ilaglar1 gibi) ve fiziksel (kir, cam, metal, tas vb.)
etkenler saglik noktasinda onemli risk faktorleridir (Ozkaya ve Cémert, 2008;
Urazel ve ark., 2014).

Gida kaynakli hastaliklar canlilarda zehirlenme, yaralanma hatta 6lime yol
acabilecek kadar tehlikelidir. Tiketiciyi koruyabilmek icin gida satin alma,
hazirlama, pisirme ve muhafaza siireglerinde iyi hijyen uygulamalarina dikkat
edilmelidir (Losasso ve ark., 2012).

Gidalar; tiretim, hazirhik, paketleme ve satig gibi asamalarda gidayla temas halinde
olan personel ve kullanilan alet-ekipman tarafindan kontamine olabilmektedir
(Tayar ve Yibar, 2013).

Bu kontaminasyon sebeplerinden biri olan personel kaynakli patojen bulasmasinin
kontamine olmus kumas, yiziKk, para, deri ylzeyleri, toz ve kisiden kisiye bulasma
seklinde gergeklesebilir. Patojenler, kontamine olmus gida ¢alisanlar1 ve gida
temas ylzeylerinde bulasma oluncaya kadar canliligini korumaktadir (Todd ve
ark., 2007). Yizeylerin kuru olmasi bakteri gelisimi ve canliligim azaltir fakat
bakterileri sporlart bu kosullara dayanabilmektedir (Kusumaningrum ve ark.,
2003). Gida temas yuzeylerinin mikrobiyal yuki ¢zellikle tiketime hazir gidalarin
sunuma hazirlanmasi, dilimlenmesi, kesilmesi asamalarinda daha fazla 6nem arz
etmektedir. Bu ekipmanlardan dilimleme makinalar1 ve kesme ekipmanlarinin
gerek fabrikalarda gerekse de satis noktalarinda gidalarin kontaminasyonunda
onemli rol oynadig bildirilmektedir (Perez-Rodriguez ve ark., 2010).

Cansiz yiizeylere mikrobiyal yapisma ve biyofilm olusumu, gida ve saglik gibi
birgok sektordeki ekonomik ve halk saghigi agisindan ciddi konular olarak kabul
edilir. Gida tiretim ve satis sektoriinde patojenik mikroorganizmalarin varligi,
tiketiciler icin potansiyel saglik riski olusturmaktadir (Abdallah ve ark., 2014).
Kontamine gida ile temas eden ylizeyler, bakterilerin kendilerine tutunmasina ve
daha sonra gida iiriinlerinin ¢apraz kontaminasyon sonucu biyofilm kaynag: haline
gelmesi i¢in olanak saglar (Hood ve Zottola,1995).



Biyofilmler, bir yiizeye yapisan ve koruyucu bir hiicre disi matrikse gomiilmiis
birden fazla tiirden olusan karmasik mikrobiyal ekosistemler olarak tanimlanir
(Khelissa ve ark., 2017). Hucrelerin eklenmesi ve devaminda biyofilm olusumu
ylzey materyali, purdzlulik ve hidrofobiklikten etkilenebilir (Simdes ve ark.,
2010).

Bu calismanin amaci, Aydin ilinde agikta satilan cesitli gidalardan ve satis
tezgahlarindan alinan 6rneklerde gelisen bakterilerin izolasyonu, tanilanmasi ve
biyofilm olugumlarinin aragtirilmasidir. Biyofilm olusumlari kalitatif ve kantitatif

analizler ile belirlenmistir.
1.1. Biyofilmin Tarihgesi

Biyofilm tanimi giiniimiizdeki halini alincaya kadar ¢esitli sekillerde aciklanmistir.
17. yiizyil’da, bu tanimlarin 6nciisii mikroorganizmalarin kesfiyle, Leewenhoek
olmustur. Disi tlzerinden almig oldugu Ornekte, plaklar icinde yasayan
mikroorganizmalarin varligindan bahsedilmistir (Sekil 1.1). Fakat 1978 yilina
kadar biyofilmin varligindan s6zedilmemistir (Donlan ve Costerton, 2002; Rosan
ve Lamont, 2000). Costerton 1978 yilinda bakterilerin, yeterli besin bulunan
yiizeylere tutunan bir matriks ile ¢evrili biyofilm i¢inde gogaldigini soyleyerek,
‘biyofilm” terimini ilk kullanan kisi olmustur (Donlan ve Costerton,2002). Bundan
sonra yapilan ¢aligmalarda 6zellikle derin yeraltisular1 ve okyanuslarin derinlikleri
hari¢ su ekosistemlerinde ve tim dogal ekosistemlerde biyofilm olusabildigi kabul
edilmistir (Costerton ve ark., 1978; Costerton ve ark.,1995; Sakarya, 2005;
Yuksel, 2006).

Biyofilm tanimi, son 30 yil igerisinde elde edilen bilgiler ile gelistirilmistir.
Marshall 1976 yilinda bakterilerin ¢esitli yiizeylere yapigmasini saglayan ¢ok ince
ekstrasellller polimer fibrillerden bahsetmistir. Costerton ve ark. 1978,
polisakkaritten olugmus glikokaliks matriksin bakterilerin gelisimini sagladigini ve
adezyonu  kolaylastirdigin1  gozlemlemislerdir.  Yine Costerton 1987°de
biyofilmlerin yiksek dizeyde su igeren (hidrate) anyonik ekzopolimer matriks
ortaminda bulunan mikrokoloniler meydana getirdigini belirtmistir (Donlan ve
Costerton, 2002; Shu ve ark., 2000).



Sekil 1.1. Anton van Leeuwenhoek’un basit mikroskobu (Karamanou ve ark.,
2010)

1.2. Biyofilm Tanimi ve Yapisi

Biyofilmin en yeni tamimi; canli veya cansiz bir yiizeye yapisarak kendi
sentezledigi organik bir ekzopolisakkarit matriks icine gémuli ve sabit olarak
birbirine, kat1 bir ylizeye ya da bir ara ylzeye geri doniisimsiz olarak tutunan
genetik yap1 ve protein sentezi agisindan olduk¢a farkli yapida olan
mikroorganizma toplulugu olarak yapilmistir (Altun ve Sener, 2008; Davey, 2000;
Jayaraman, 2008; Rolland ve ark., 2006; Rudney, 2000; Ten, 2006; Thomas ve
Nakaishi, 2006; Thurnheer ve ark., 2006).



Sekil 1.2. Biyofilmin 3 boyutlu gériinima (Cizim: Bryan Christie) (Ciftci, 2005)

Biyofilm Kkiitlesinin %97 gibi biiyiik bir kismi sudan olusmustur. Matrikste
bulunan diger bilesenler; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger
proteinler, %1-2 nikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Biyofilmin, bakteri ylzeyinde
bulunandiizensiz dagilmis polisakkarit bir matriks oldugu diisiiniilmektedir.
Mikroskopta incelenen biyofilminarasindan kanallarin gegtigi, ortamdaki organik
ve inorganik molekiillerin ekstraseliiler yapida toplanmasiyla mercan kayaliklarina
benzeyen ve bunun iizerindeki piramid veya mantar sekilli uzantilardan olustugu
gorlilmistir. Calismalar sonucu matriksyogunlugu ve genisliginin var olan
organizmalarin ¢esidine, fizyolojik oOzelliklerine, ortamin dogasina, akigkanin

tipine, genel fiziksel 6zelliklere gore degisebildigi bulunmustur (Allison, 2003).
Biyofilm olusumunun igerigi yiizde oran olarak Cizelgel.1’de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Biyofilm igerigi (%)

No Biyofilm icerigi

%97 Su

% 2-3 Mikrobiyal Hiicre
%1-2 EPS

%1-2 Protein

< %1-2 Nukleik Asit,Lipit

gl B W[ N -

Biyofilm yapisinda hiicrelerin tutunmasimi saglayan yapi; polisakkarit, protein,
DNA ve sudan olugan ekstraseliiler matrikstir. Yiizeye sikica tutunan bakteri 6nce
mikrokolonileri olusturur sonrasinda mikrokoloniler bilyliyiip geliserek biyofilm
tabakasini olusturur. EPS iiretimi, biyofilm olusumunun bir gostergesidir ve



organizmanin ylizeye doniisiimsiiz olarak tutunmast icin gerekmektedir.
Olgunlagsmis biyofilm agirligimin %75-90° lik kismi EPS ‘den olusmaktadir
(Padera, 2006).

Biyofilm yapisi, saf kiiltiirlerde tiire, karisik kiiltiirlerde ise substrata baghdir.
Heterojen biyofilmlergenelde diizensizyapidadir. Biyofilm yapisi, akiskanlik
orani, icinde bulunan tiirlerin yapis1 ve tiir cesitliligine gore belirlenir. Biyofilm
kalinligmi belirleyen deger laminer ve tiirbiilant akis arasinda en yiiksek
seviyededir. Laminer alan kalinligi substrata ulasabilirlik degerine gore
belirlenirken, tiirblilant akis ise asinmaya bagl degisiklik gosterir (Poulsen, 1999).
Biyofilmlerin yogun kivamli oldugu biliniyordu, son zamanlarda yapilan
aragtirmalarda su ve besin maddelerinin dagitimi igin kilcal yapili su kanallarinin
bulundugu bigisi eklenmistir. Kilcal su kanallari mikrokolonilerin altinda ve
mikrokolonilerin arasinda yer almaktadir. Bu kanallar biyofilm yapisina besin,
oksijen tasirken metabolik atiklarin biyofilmden yiizeye aktarilmasini saglar
(Costerton ve ark., 1995).

Tabakalagsmanin alttaki hiicreleri sabitledigi, biyofilmde antibakteriyel diren¢ ve
oksijen kullanimi agisindan degiskenlik gosteren yapilar oldugu vurgulanmistir
(Leriche ve ark., 2000; Jenkinson ve Lappin-Scott, 2000). Protein, bakterilerin
ylizeye tutunmasinda en etkili organik bilesiklerden biridir. Biyofilm matriksi
icinde diizenli dagilim gosteren ylizey proteinleri, EPS varliginda biyofilm
olusumunda etkili olabilmektedir. Biyofilm birlesmis protein yapis1 (BAP-Biofilm
associated protein), organizmanin yiizeye tutunup c¢ogalmasi ve orada devaml
kalmasini saglar (Lasa ve Penadés, 2006; Tormo ve ark., 2005).

Son yillarda bazi1 6karyot ve prokaryot hiicreler tarafindan salinma ve hiicreler
arasi sinyal iletimini saglayarak, bakterinin gen sunumunu diizenleyen molekiiller
(AHL vs.) araciligt ile biyofilm yapiminin diizenlenebileceginin gosterilmesi
biyofilmin patojenite ve gevreye adaptasyonda “Quorum Sensing” in Onemini
arttirmistir (Stickler ve ark., 1998; Dong ve Zhang, 2005).

1.3. Biyofilm Olusum Mekanizmasi ve Asamalari

Bakteri hiicreleri dogada planktonik formda bulunabildikleri gibi canli veya cansiz
bir yiizeyde adezyon sonrasi ¢ogalarak mikroorganizma topluluklar1 halinde de



bulunabilir (Costerton ve ark.,1999). Biyofilm yapisi, mikroorganizmanin
¢ogalmasini saglayan, olumsuz ortam kosullarina dayanikli olmasinda etkili,
antibiyotik, dezenfektan madde gibi kimyasallara kars1 dayaniklilik kazandiran
Oonemli bir etkendir. Biyofilm olusumu; polisakkarit, ekstraseliler DNA, protein,
su ve iyonlarmn bir araya gelmesini kapsayan etkin bir siiregtir (Marcinkiewicz ve
ark.,2013; Fleming ve Rumbaugh, 2017). Biyofilm olusumu 4 asamada
tamamlanir. Bunlar; Sekil 1.3°de de goriildiigii gibi tutunma, geri doniisiimsiiz
baglanma, kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu, kopma evreleridir. (Lindsay ve
Von Holy, 2006; Watnick ve Kolter, 2000).

\ Planktonik )
\ hucreler
R

tutunma

. /
'{. 1\
\

Tutunma Kolonizasyon ve Biyofilm yapisinin Kopma
mikrokoloni olusumu  olgunlagmas:
1 2 3 4

Sekil 1.3. Biyofilm Olusum Asamalar1 (Gupta ve ark.,2016). (1. YUzeye tutunma
2.Mikrokoloni gelisimi 3. Olgun biyofilm olusumu 4. Kopma ve
planktonik planktonik faza geri doniis, yeni biyofilm olusumlarinin

baglamasi)
1.3.1. Tutunma

Doniigiimlii basamak, mikroorganizma ve zeminin tam baglanmayacak sekilde
uzun araliklt etkilesimlerin kuruldugu ilk evredir. Bunlar elektrostatik kuvvetler,
hidrofobik etkilesimler ve Van der Walls baglar1 gibi zayif etkilesimlerdir.
Bakteriler ve kati1 yiizeyler negatif yiiklii oldugu icin kurulan elektrostatik
etkilesimler daha ¢ok itici gii¢ seklindedir (Poulsen, 1999; Costerton ve ark.,1995).



Yiizeyle ilk temasin kurulmasinda hidrofobik etkilesimin oldukca etkilidir
(Costerton ve ark.,1995). Hiicreler bu evrede, durulama gibi basit yikama iglemleri
ile rahatlikla uzaklastirilabilirler. Bu evre, yapisan ve durgun haldeki hiicreler
arasindaki dengeli dagilimin sonucunda gerceklesir. Bu evrede bakteri ylizeye
yakin fakat temas halinde degildir (Lindsay ve Von Holy, 2006).

1.3.2. Geri Doniisiimsiiz Baglanma

Doniistimsiiz tutunma evresinde yiizey ile kisa mesafeli etkilesimlerden olan dipol-
dipol baglari, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent
baglar ve hidrojen etkilesimleri kurulmaktadir. Bu agsamada mikroorganizmalarin
ylizeye doniisiimlii olarak baglanabilmesi i¢in besin miktar1 énem tesgil etmeye
baglamistir. Bakteri hiicrelerinin flagella, pili yapilart EPS olusumu ile yiizeye
doniisiimsiliz baglanmay1 baslatmaktadir. Katyonlar, ¢esitli makromolekiiller ve
koloidal materyaller bulundugundan, mikroorganizmalar materyele Once
donisiimlii, sonra da flagella ve fimbrialar1 ile doniisiimsiiz olarak tutunurlar.
Zemine tutunan bakteriler, yiizey proteinleri araciligiyla EPS {iretir. Ancak EPS
Uretmeyen bakterilerin de ylizeye baglanabildigi goriilmiistir. Bu asamada
ylizeylerin bakterilerden arindirilabilmesi i¢in daha etkili yontemler olan fircalama
ve kazima gibi islemlerin yapilmalidir (Poulsen, 1999).

1.3.3. Kolonizasyon ve Mikrokoloni Olusumu

Tutunan bakteri geliserek cogalmaya baglar. EPS, planktonik haldeki diger
bakterilerin de yakalanmasini saglanir. Bdylece yiizeyde ilk koloni olugumu
goriiliir. Ayn1 yiizeyde diger bakterilerin de gelismesiyle ikincil koloni olusumu
gergeklestirilir. Biyofilmin biiylimesiyle birlikte matriks i¢inde kapsiil olusturan
mikroorganizma sayisinda da yiikselme olur (Poulsen, 1999). Sonraki asamada,
mikrokoloniler biiyliyerek mantar sekline benzeyen yapilara ya da kulelere
dontsiirler. Konfokal lazer mikroskopi yontemiyle yapilan ¢aligsmalar bakterilerin,
kompleks ekzopolisakkarit i¢ine gomiilii mikrokoloniler seklinde yasadiklarini
ortaya koymustur. Farkl yiiksekliklerdeki mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin
ulagtirilmas1 ve metabolik atik iriinlerin uzaklagtirllmasi amaciyla primitif bir
dolagim sistemi gibi ¢alisan su kanallar1 bulunmaktadir (Poulsen, 1999; Kumar ve
Anand,1998).
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1.3.4. Kopma

Biyofilm gelisiminin son agsamasi olan kopma ya da ayrilma evresinde tek bir
bakteri ya da bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu
ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum
basamaginin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin veya ¢oklu hiicrelerin kopmasinin
sonucu olarak da gorulebilir (Poulsen, 1999).

1.4. Quorum Sensing (Yeterli Cogunlugu Algilama)

Yiiksek yapili organizmalarda doku, organ ve viicudun hiicresel cevap olusturmasi
icin hiicreler aras1 sinyallesme yontemleri kullanilir. Insan viicudundaki hiicrelerde
goriilen bu metot diger canlilar ve mikroorganizmalar i¢in de bir gereksinimdir.
Hiicreler aras1 “Cogunluk Algilanmasi” ya da “Quorum Sensing” (QS) seklinde
isimlendirilen bu mekanizmayla mikroorganizmalar Uretilen sinyal molekullerinin
miktarini 6lgebililir ve etraflarinda bulunan diger mikroorganizmalarin miktarini
da algilayabilirler. Bu olay sayesinde koloni seklinde gostermeleri gereken
davranig bicimlerini, bir hiicreden digerine sinyal molekiilleri araciliiyla
iletilebilmektedir. Tercih edilen biyo-sinyallerin yapisina gore, hiicrelere giriste
cesitli izyollarin kullanildigi bilinmektedir (Gulgor ve ark., 2014). Quorum
sensing, ilk defa Nealson ve ark. (1970) tarafindan Vibrio fischeri ve Vibrio
harveyi’de biyoliiminesans arastirilmasi sirasinda bulunmustur. Glinimiize dek
QS’in biyofilm olusumu, virulans adaptasyonu, antimikrobiyal madde firetimi,
hareket, sporulasyon gibi gen diizenlenmesinin bircok mekanizmalarinda gorev
yaptig1 belirlenmistir (Kaya ve ark., 2014). Hiicreler arasi iletisimde goérevli bu
sistem, kendi kendine sinyal iireten ve “Otoindiikleyici” seklinde isimlendirilen
molekiillerden  olusmaktadir. Bu molekiiller sentezlendikleri  hiicrenin
metabolizmasinda diizenleyici etkiye sahiptir. Bazi mikroorganizmalarin ise
birden fazla sayida ve ¢esitli QS molekiilleri kullandiklar1 bilinmektedir. Cogunluk
algilanmasi, mikroorganizmalarda tiirler aras1 ve tiir i¢i olmak iizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Gram negatif bakterilerde tiire gore degisiklik gostermekle
beraber, oto-indlkleyici olarak N-acil homoserin ve oligopeptidler, gram pozitif
bakterilerde ise genellikle oligopeptidler kullanilmaktadir. QS c¢alismalarinda
temel nokta, mikrobiyal ¢ogunluk algilanma mekanizmasinin igleyisini tespit
etmektir. Bu sistemi engelleyerek veya sistemin isleyisini bozarak
mikroorganizma topluluklarinin kontrol altinda tutulmasi hedeflenmektedir
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(Gilgor ve ark., 2014). Gram Negatif ve Gram Pozitif Bakterilerde Quorum
Sensing Mekanizmalar1 (QS) bakterileri ¢evreleyen ortamda hiicre yogunluguna
gore birbirleriyle iletisim kurmalarini saglayan molekiiler mekanizmadir (Sekil
1.4). Bu iletisim sisteminde diisiik hiicre yogunlugunda bakterilerin etkili olmayan
stirecleri iistlenmesini saglamakta fakat yiiksek hiicre yogunlugunda viriilans
faktor Uretimi, biyofilm, proteaz ve siderefor Uretimi ile butlin komuniteye yarar
saglamaktadir (Rémy ve ark., 2018). Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde
Quorum Sensing mekanizmasinda kullanilan molekiiller farklilik gostermekle
beraber bir furanosil borat diesteri olan Al-2, hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilerde ortak olarak kullanilmaktadir (Remy ve ark., 2018).

Daséx Yoguntukiu

QS otoindikleyici
reseptor kompleksi

& X
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& Virlilens Faktér
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Sekil 1.4. Quorum Sensing Mekanizmas1 (Abraham ve ark., 2018)

1.4.1. Gram Negatif Bakterilerde Quorum Sensing Mekanizmasi (Cogunlugu
Algilama)

Gram negatif bakterilerin kullandig1 en iyi bilinen ve anlagilan Quorum Sensing
mekanizmast Luxl-LuxR sistemidir (Sekil 1.5.a). Bu sistemde Gram negatif
bakteriler icin temel sinyal molekill olarak N-agil homoserin lakton (AHL) 'lar
kullanilir. Bunun yaninda, Luxl veLlIuxR genlerinden sentezlenen LuxR ve Luxl
gibi proteinler de gorev alir. Bu sistem AHL sinyal molekdllerinin sentezlenmesi

ve geri alinmasina dayanmaktadir. Bu sistem iki asamadan olusmaktadir. flk
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asamada LuxI proteini AHL sinyal molekiiliiniin sentezlenmesini saglarken, ikinci
asamada ise LuxR proteini AHL sinyal molekiillerine baglanarak bu molekullerin
alinmasi saglamaktadir. LuxI proteininin sentezledigi AHL sinyal molekiilleri
diftizyonla ortama dagilir. Populasyon yogunlugunun artmasi Sonucu ortamda
biriken AHL sinyal molekiilleri difiizyonla hiicre i¢ine alinarak LuxR proteinine
baglanir. Bu sinyal molekiilii LuxR transkripsiyon aktivatdre baglanir ve bu
molekil kompleksi hedef genin transkripsiyonunu uyararak diger yandan daha ¢ok
AHL sinyal molekiilii olugmast i¢in LuxI proteininin iiretilmesini saglayan genleri
aktive eder (Hamidi, 2015).

T [

Sekil 1.5.a. Gram negatif bakterilerde LuxI-LuxR sistemi (Hamidi, 2015)

1.4.2. Gram Pozitif Bakterilerde Quorum Sensing Mekanizmasi (Cogunlugu
Algilama)

Oligopeptid sinyalizasyonu Gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilan Quorum
Sensing mekanizmasidir. Bu sistem Gram negatif bakterilerin kullandig: sistemden
daha gelismis ve daha farklidir. Bu sistemde ilk olarak oligopeptid yapidaki sinyal
molekill 6ncu peptid olarak sentezlenir ve daha sonra hicre icinde islenerek
olgun oligopeptid otoindikleyici haline getirilir. Olgun hale gelmis olan bu sinyal
molekilleri ATP-Binding Casette (ABC) tasiyict kompleksinin yardimi ile ortama
salir. Sinyal molekiilii algilama mekanizmasindaki bilesenleri hiicre sayisindaki
artigla birlikte esik degere ulasmis oligopeptid sinyal molekdllerini tanimlar. Bu
bilesenlerin birincisi hiicre zarinda protein yapili reseptor olan histidinkinazlar (H)
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iken ikincisi histidinkinazin aktive ettigi transkripsiyon faktorii (D) denilen
proteinlerdir. Sinyal molekiilleriyle etkilesen histidinkinazlar hiicre i¢ine dogru
fosforile olurlar veTF’yi fosfatlayarak aktive ederler. TF'ler aktive olduktan sonra
ilgili genleri aktive edip ekspresyonlarini saglarlar. Boylece bakteri tiiriine 6zgii
olan Quorum Sensing davranislari ortaya ¢ikar (Hamidi, 2015) (Sekil 1.5.b).

Sekil.1.5.b. Gram pozitif bakterilerdeki quorum sensing mekanizmasi (Hamidi,
2015).

1.5. Biyofilm Olusumunu Etkileyen I¢ ve Dis Faktorler

Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler; i¢ ve dis faktorler olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir.

¢ faktorler; su aktivitesi, antimikrobiyal madde igerigi, pH degeri, besin
maddelerinden faydalanma durumu, oksijen ihtiyaci ve elektriksel degiskenlik gibi
faktorlerdir.

Dis faktorler ise yiizey materyali, ylizey alani, yiizey diizgiinliigii, sivinin akis hizi
ve sinirlt besin maddesidir (Douglas, 2003).

Biyofilm igerisindeki oksijen yogunlugu mikrobiyal direncin gelismesinde
o6nemlidir. Oksijenin biyofilmin ylizey katmanlarinda tiiketildigi ve dip kisimlarda
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anaerobik ortam olustugu bilinmektedir. Bu nedenle baz1 antibiyotiklerin etkinligi
azalmakta ve antimikrobiyal direnci gelistirmektedir. Ayrica biyofilm igerisinde
bakteri metabolizmasi sonucu olusan asidik atitk maddelerden dolayr pH’nin
degismesi ve bu degisimin bazi antibiyotikler {izerinde antagonistik etkileri
bulunmaktadir (Mah ve O’Toole,2001; Altun ve Sener, 2008). Biyofilm, igindeki
bakterilerin birbirine antibiyotige diren¢ genlerini aktarmasini kolaylastirarak
bakterilerin direngli hale gelmesine yardimci olur (Savage ve Chopra,2013).

Kateterler, yapay kalp kapaklari, eklem replasmanlari mikroorganizmalarin
rahatlikla tutunabildikleri kritik yiizeylerdir (Mah ve O’Toole, 2001). Bakteriler ve
mayalar, kullanilan tibbi aletler iizerinde biyofilm olusturulabilmektedir. Bu
mikroorganizmalara kaynak, hastanin kendi florasi, saglik ¢alisanlarinin elleri,
¢esme suyu ya da cevresel ylzeyler olabilmektedir (Donlan ve Costerton, 2002).

Besin gradienti, metabolik atiklar ve ortamdaki uyaranlar, biyofilm tabakasinda
yer alan mikroorganizmalarin metabolizma hizinda degisiklige neden olmaktadir.
flk defa 1990 yilinda Characklis ve Marshall tarafindan kullanilan heterojenite
kavrami, antimikrobiyal cevabi etkileyen onemli faktorlerden birisidir. Akridin
orange boyama teknigiyle yaklasik RNA-DNA oranina gore hizli ve yavas ¢ogalan
canlilar gozlemlebilmektedir (Donlan ve Costerton, 2002).

Kullanilan antimikrobiyallerin ortak 6zelligi, metabolik olarak aktif ve ¢ogalan
mikroorganizmalar iizerine etkili olmasidir. Metabolizma ve ¢ogalma hizinin
diismesi, mikroorganizmay1 olumsuz cevre kosullarindan korunmasi igin verilen
stres yanmitidir. Mikroorganizmada rpoS (stres dlzenleyici protein) gen bdlgesi
aracihigiyla kontrol edilen stres yaniti, aym1 zamanda biyofilm olusumunu
uyarmaktadir. rpoS kaybi olan Escherichia coli hiicrelerinin normal bir biyofilm
yapisiolusturamadiklart gorilmiistiir. Pseudomonas aeruginosa’da salgilanan ilave
bir stres faktorii de AlgT olup, rpoS ile beraber ¢alismaktadir (Mah ve O’Toole
2001; Foley ve ark., 1999).

1.6. Biyofilmde Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmasi

Antimikrobiyel diren¢ mikrobiyal gelisimi durdurmaya veya yok etmeye yonelik
uygulanan antimikrobiyal bir maddeye karsi bir mikroorganizmanin verdigi

yanittir. Mikroorganizmalar ¢ok farkli yontemlerle direng gosterebilmektedirler
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(Verraes ve ark.,2013). Antimikrobiyal etki, etken madde ile mikrobiyel hiicredeki
spesifik hedefler (hiicre duvari, sitoplazmik membran, membran enzimleri,
sitoplazma ve genetik materyaller) arasindaki etkilesim olarak tanimlanabilir.
Hiicre duvani farklihiginda kaynakli ek bir korumaya sahip olan gram negatif
bakteriler gram pozitif bakterilere gore antimikrobiyel maddelere karsi daha
direnclidirler (Araujove ark., 2011). Direng ¢esitleri igsel veya dogal (fenotipik),
kazanilmig (genotipik) ve mutasyon olmak iizere i¢ cesittir. Dogal veya icsel
direng, mikroorganizmanin kalitsal 6zelliklerinden kaynaklanan cinse veya tiire
0zgli antimikrobiyel maddelere dayanabilme yetenegidir. Genellikle plazmitlerin
aracilik ettigi kazanilmig direngte ise bakteriler yatay gen transferiyle antibiyotige
kars1 direng¢ kazanabilirler. Bu direng mekanizmasi ile bakterinin sahip oldugu
genetik materyal ayni tiirden bagka bir bakteriye hatta farkl: tiirden bakterilere bile
aktarilabilir. Son olarak mutasyonlar ise diren¢ gelistirilmesinde ¢ok da fazla rol
oynamamakla birlikte genomda bulunan birden fazla bolgede genetik
degisikliklere sebep olabilirler (Bridier ve ark., 2011; Araujo ve ark., 2011). Bagh
hiicreler planktonik hiicreler ile karsilastirildiginda antimikrobiyallere karsi daha
direngli bir yapiya sahiptirler (Meyer,2003; Araujo ve ark., 2011). Bu da biyofilm
yapisininantimikrobiyal ajanlarla temasi engelleyen veya azaltan bariyere sahip
olmasindan kaynakhidir (Bridier ve ark.,2015; Akan ve Kinik, 2014; Kubota ve
ark., 2009). Biyofilmlerin antimikrobiyellere karsi olusturduklart yaygin direng
mekanizmalar1 “ekzopolisakkarit matriksi, enzimler, heterojenlik, hiicresel
persistans, metabolik aktivite, genetik adaptasyon, kitle algilama, stres cevaplari,
dis membran yapist ve sizdirma pompalari” seklinde siralanabilir (Araujo ve
ark.,2011).
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2. KAYNAK OZETLERI

Biyofilm olusumunun tip, saglik, gida, sanayi gibi bir¢cok alanda ciddi problemler
yarattig1 bilinmektedir. Bu sikintilarin 6niine gegebilmek icin biyofilm yapisi,
olusumu ve biyofilm olusturan bakterilerin tanimlanmasi i¢in hem iilkemiz hem de
diinya tizerinde bir¢ok ¢aligma yapilmistir. Gida kaynaklar igerisinde et, siit ve su
tirtinlerinde birgok calisma yapilmis fakat bu ¢alismalarda genellikle fabrika ve
Uretim tesislerine agirlik verilmistir. Gidalarin halka sunulmasi, satis tezgahlari ve
muhafaza alaninda yapilan ¢alismalar sinirli kalmstir.

2.1. Diinya’da Yapilan Calismalar

Speranza ve ark. (2020), farkli yiizeylere (yani ambalaj malzemeleri, seramik,
plastik, kagit, polimerler vb.) yapisabilen probiyotik bakterilerin, patojenik ve
bozulma bakterilerinin biyumesini biyolojik olarak kontrol ederek endustriyel
uygulamalar icin yeni  biyoteknolojik  ¢oziimler olarak  kullanilip
kullanilamayacagim arastirmigtir. Elde edilen sonuglar, ¢alisilan biyofilmin bazi
patojenik hedeflerin biiyiimesini geciktirebildigini gostermistir; aslinda, hiicresel
patojenik yiikler, probiyotik biyofilm varliginda, yokluguna kiyasla her zaman
daha diistiktiir.

Ling ve ark. (2020), geleneksel temizleme ve sterilizasyon prosedirlerinin,
biyofilm kontroli icin yetersiz oldugunu ve biyofilmin yayilmasina neden
olabilecegini diisiinerek, miicadele icin nanoteknoloji tabanli uygulama
sistemlerinin gelistirilmesi gerektigini 6ne strmislerdir. Bu konuda, biyofilm
olusumu ve davranmisinin altinda yatan mekanizmalar ¢alismak i¢in Cronobacter

sakazakii'nin uygun bir tiir oldugunu bildirmislerdir.

Kirmusaoglu (2019), biyofilm olusumunda goérevli genlerin tanimlanmasi,
antibiyofilm ve ajanlarm antibakteriyal aktivitesinin Olgilmesinin biyofilm
caligmalarinda 6nemli oldugunu vurgulamiglardir. Yaptigi ¢alismada mikroskopi,
floresan in situ hibridizasyon ve Congo kirmiz1 agar, tiip yontemi, mikrotitre plaka
testi, dama tahtas1 testi, plaka saymmi, polimeraz zincir reaksiyonu, kitle
spektrometresi, MALDI-TOF gibi dogrudan ve dolayli yontemlere genel bir bakis
saglamistir.
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Chen ve ark. (2020), Staphylococcus aureus suslari arasinda biyofilm olusumunu
saglayan genlerin prevalansindaki farkliliklari belirlemek i¢in, 97 S. aureus susunu
kolorimetrik mikrotiter plaka testi kullanilarak degerlendirmislerdir. Sonugta S.
aureus suslar1 arasinda biyofilm olusturma kabiliyetinde ©6nemli farkliliklar
oldugunu ve bunun sebebinin de adhezin kodlayan genlerin prevalans farklilig
kaynakli oldugunu tespit etmistir.

Zhao ve ark. (2017), biyofilmlerin inhibisyonun dogal biyolojik ajanlar tarafindan
quorum sensing mekanizmasini inhibe ederek gerceklestirilebilecegini ve bdylece

biyofilm problemlerinin ¢6zlimiine yardime1 olacagini bulmuslardir.

Qi ve ark. (2016), Acinetobacter baumannii izolatlari arasinda bireysel
farkliliklarin  oldugunu ve bu tdrin antibiyotik direnci, biyofilm olusumu
ilebiyofilm ve spesifik direng arasinda istatistiksel olarak bir korelasyonun
varhigmin bulundugunu goézlemlemislerdir. Bu genlerin belirlenmesinin, A.
baumannii’nin biyofilm ile iligkili enfeksiyonlara karsi miicadelede etkili
olacagidiisiinilmiistiir. Oliveira ve ark. (2015), Pseudomonas aeruginosa
suslariyla  yaptiklari  c¢alismada  farkli  konsantrasyonlarda  antibiyotik
uygulanmasinin, biyofilm olusumunda artisa neden olan dogal bir tepki davranisi
oldugunubildirmislerdir. Winkelstroter ve ark. (2014), biyofilm olusumunu kontrol
etmek, oOnlemek ve yiizeylere baglanan bakterileri tespit etmek icin son
zamanlarda ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA mikrodizisi
ve konfokal lazer tarama mikroskobu dahil bir dizi yeni teknik ile ilgili bilgiler
vermislerdir.

Fenton ve ark. (2013), olgun bir stafilokokun biyofilm olusumu i¢in genellikle 24
saatlik bir inkibasyon siresi yeterli iken yaptiklari ¢alismada, sigir mastitis
izolatlarinin 24 saatin altinda olgun bir biyofilm olusturabildigini gostermislerdir.

Madsen ve ark. (2012), plazmit araciligiyla gerceklesen yatay gen transferinin
planktonik durumdakilere kiyasla biyofilm topluluklarinda tipik olarak daha
yiiksek oranda gergeklestigini agiklamugtir.

Bai ve ark. (2011), gidalarda bozulmaya sebep olarak quorum-sensing algilayan
sinyal molekiillerinin rol oynadigimi  saptamuglardir.  Quorum-sensing

inhibitorlerinin, gida giivenligini artirmak ve raf Omriinii uzatmak i¢in gida


javascript:;
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bai%2C+A+Jamuna

18
koruyucu olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.
2.2.Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Kog¢ (2020), Listeria innocuabakterisinin olusturdugu biyofilmlerin absorbans
degerleri Olgerek, biyofilm olusum oranlarini saptamustir. L. innocua tarafindan
tiretilen biyofilmlere karsi antibiyofilm &zelligi gosteren Bacillus coagulans’in
etkilesimini test ederek, biyofilm olusumununinhibasyonunu gostermistir.

Gonker (2019), yaptig1 calismasinda X CELLi gence gergek zamanli hiicre analiz
sisteminin, prokaryotik biyofilm ¢alismalarinda basariyla kullanilabilecegini ve
bakteriyal biyofilm c¢alismalarinda kullanilan kristal viyole metodu gibi
kolorimetrik metotlarin vakit alict ve giivenilirliginin disiik olmasi sebebiyle X
CELL.i gence gergek zamanli hiicre analiz sisteminin kristal viyole yontemine gore
daha iistiin oldugunu goéstermistir.

Ulgen (2019), ketencik (Camelina sativa) tohum yag1 ekstraktlarmin biyofilm
olusumlart tlizerine arastirma yapmistir. Caligmada elde edilen sonuglara gore
ketencik tohum yagi ekstraktlarinin diger bakterilere kiyasla Salmonella infantis
bakterisine kars1 yuksek antibiyofilm aktivitesi gosterdigi ve ekstratin (80 pl/ml)
biyofilm olusumunu %47,45 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir. Tohum yagindan
hazirlanan ekstratlarin Bacillus subtilis’e kars1 antibiyofilm aktivitesi gostermedigi
saptanmustir. Karaman (2019), tavuk 6rneklerinde yapilan ¢alismada Arcobacter
tirlerinin ve sitoletal distending toksin (CDT) geninin varligini aragtirmistir.
Arcobacter tiirlerinin genellikle zayif ve orta derecede biyofilm olusturdugu
gorlilmiisve ayn1 ortami paylasan farkli tiir bakteriler arasinda yatay gen
aktarimlarinin gergeklesebilecegi olasiligi test edilmistir. Ortamdan izole edilen
Campylobacter tiirlerinde cdt genine rastlanmamustir.

Kogakoglu (2018), 5 adet Saccharomyces cerevisiae susunun farkli pH, sicaklik,
tuz, potasyum sorbat ve gliserin konsantrasyonlarinda biyofilm Uretme
kapasitesindeki degisikliklerin tiip yontemi ve 96 kuyucuklu plaka yontemiyle
incelenmesini arastirmistir. Calisma sonucunda 30°C’de biyofilm iiretiminin en
yiiksek seviyede oldugu ancak sicakligin 40°C’ye ulagmasiyla birlikte biyofilm
olusum miktarinda bir azalis goriildiigii tespit edilmistir. Tuz, potasyum sorbat ve
gliserin miktarindaki artig Saccharomyces cerevisiae suslarinin biyofilm iretme
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kapasitesini olumsuz yonde etkilemistir. Suslarin en yiiksek biyofilm olusturdugu
ortam kosullarmin pH 5,0 ve 30°C sicaklikta oldugu gézlemlenmistir. Farkli pH
degerlerlerinde biyofilm olusumunda 6nemli bir degisim goriilmemistir. Sar ve
ark. (2018), siit driinleri ile ilgili fabrikalarda yaptiklar1 ¢alismalarda, Bacillus
cereus gibi spor olusturan gida patojenlerinin biyofilm olusumlarinin sitrik asit
kullanilarak kontrol altina alinabilecegini gostermislerdir. Yedikardes (2016), su
ile temas eden yizeylerde yuksek oranda biyofilm olusumununvarhigini
gozlemlemistir. Bu nedenle mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasini, tutundugu
yiizeyde ¢ogalmasini ve biyofilm olusturmasini 6nlemek amaciyla antibakteriyal
kaplamalar gelistirilmistir.

Simsek (2014), Ti implantlarda kullanilan PEO/PEG tabanli kaplamalarin,
bakteriyal enfeksiyonun olusmasini engellediginive bakteriyel enfeksiyonu
tetikleyen protein adsorsiyonunun azaltilmasinda bakteri/hlicre yapismasini
onledigini gostermistir.

Guler ve ark. (2013), peri-implantitisin cerrahi tedavisinde, implant ylzey
dekontaminasyonu asamasinda mekanik tedaviye ilave olarak kimyasal
solusyonlarin kullanilmasi ve operasyonun sistemik antibiyotik ile desteklenmesi
ile daha basarili klinik sonuglar elde edilebilecegini bildirmislerdir. Gelecekte
titanyum doner fircalarinin cerrahi islem sirasinda hizli, pratik olmasi veyiizeye
zarar vermemesi sebebi ile rutin klinik uygulamalarda kullaniminda artig
olabilecegini belirtmislerdir.

Yoruk (2012), yaptigi ¢alismada sucuk, salam, sosis ve hamburger kofte
numunelerinin  rutubet ve pH degerleri ile mikrobiyolojik sonuglarini
degerlendirerek, elde edilen degerlerin ISO belgesi ve HACCP kurallarina uygun
olup olmadigin1 gostermistir. Elde ettigi verilere gore; kullandig iiriinlerin gida
patojenleri ile kontamine oldugunu ve gida iiretim yerlerinde, gida giivenligi

kurallarinin uyulmadigini saptamistir.

Karaca (2011), polistiren plaklarda segilen suslarda biyofilm {iretme seviyelerinin
Olgilmesi sonucunda en fazla biyofilm Uretiminin Salmonella typhimurium
susunda (OD:3,418) oldugunu saptamustir. Ideal biyofilm iiretimi sartlarinin
belirlenmesi igin farkli sicaklik, su aktivitesi ve pH degerlerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda, Dbiyofilm olusumu i¢in en ideal sicakhigin 20°C, NaCl
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konsantrasyonunun % 0.0 oldugu belirlenmis ve farkli 6zellik iceren suslarin
biyofilm olusturma Ozellikleri tiizerindeki etkisinin degiskenlik gosterdigi
saptanmistir. Matriks yapisinda bulunmasi muhtemel hiicre dist DNA’nin varligi
“bdar” morfotipi iceren Salmonella infantis susunda tespit edilmistir.

Arslan (2009), dis iizerindeki bakteriyal biyofilmin kontroliinde Turk propolisinin
etkisini incelemis ve dis ¢iirtiklerinin azaldigim gozlemlemistir. Turetken (2005),
su sirkilasyon sistemlerinde siklikla goriilen biyofilm tabakasinin olusumunu
incelemek icin Legionella pneumophila bakterisini  kullanmistir.  Kontrol
malzemesi olarak sistemde kullanilan cam, ¢elik, bakir ylizeylere kiyasla plastik
malzemelerde 6zellikle polivinil Klorir (PVC) ve polietilen de (PE) 6nemli
derecede daha az bakteri ve EPS barindirdig tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Orneklerin Toplanmasi ve izolatlarin Saflastiriimasi
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler 2018 yili Ekim ayinda Aydin ilimizde agikta satis1 yapilan peynir, zeytin,
tavuk, simit, tatli, ¢ig kofte, balik, midye, tost, et- tavuk doéner satig tezgahlari, gida

yuzeyleri ile gidaya temas eden metal ve cam ylizeylerden alinmistir. Alinan
ornekler steril ekiivyon kullanilarak 2mL’lik Triptik Soy Broth (TSB) igine alinmis
ve +4°C’de 4-6 saat icinde laboratuvar ortamina getirilmis ve deneme asamasina
kadar soguk ortamda muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Agik pazar yerinde drnek alinan peynir tezgahi (Aydin)
3.1.2. izolatlarin Saflastirilmasi

Soguk ortamda muhafaza edilen 6rnekler, zenginlestirme islemi i¢in Triptik Soy
Broth (TSB) (2mL) besi ortammainokule edilmistir. inokule edilen besiortami
37°C’de 24 saat inkiibe edilerek, bir seri seyreltme islemi gerceklestirilmistir.
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Petriler i¢inde hazirlanan Triptik Soy Agar (TSA) besi ortamina 10-10° -10°
seyreltme tliplerinden yayma ekim yapilarak, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra petrilerde olusan koloniler, koloni morfolojilerine gére secilerek
saflastirma yapilmistir. Saflastirilan izolatlar iginde %20 Skim Milk bulunan kryo
tiplerde -18C® de muhafaza edilmistir.

3.1.3. Besi Ortamlari
Besi ortami 1: Triptik Soy Broth (TSB) (Merck)

Cizelge 3.1. TSB besiortami bilesenleri

TriptikSoy Broth

Bilesen Miktar
Kazein pepton 17,0 g/L
D (+) glikoz 25¢0/L
Soymeal pepton 3,00/L
Sodyum klorir 5,0 g/L
KH2PO4 2,5¢g/L

Besi ortaminin hazirlanmasi i¢in 24 gram besi ortamu tartilip, 1 litre distile su
icerisinde homojen sekilde karistirllmigtir. Karisimin sterilizasyonu 121°C’de 15

dk otoklavlanarak saglanmistir. Bu besi ortam1 zenginlestirme igin kullanilmistir.
Besi ortami 2: Triptik Soy Agar (TSA) (Merck)
Tryiptik Soy Agar (TSA) (Merck)

Cizelge 3.2. TSA besi ortami bilesenleri

Triptik Soy Agar (TSA)

Bilesen Miktar
Kazein pepton 17,0 g/L
Soymeal pepton 3,09/L
Sodyum klortr 5,0 g/L

Agar- Agar 15,0 g/L
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Besi ortaminin hazirlanmasi igin 37 gram besi ortamu tartilip, 1 litre distile su
icerisinde homojen sekilde karigtirilmigtir. Karigimin sterilizasyonu 121°C’de 15
dk otoklavlanarak saglanmistir. Bu besi ortami bakterilerin gelisimi ig¢in

kullanilmagtir.
Besi ortami 3: Kongo Red Agar (CRA) (Merck)

Cizelge 3.3. Kongo Red besi ortami bilegenleri

Kongo Red Agar (CRA)

Bilesen Miktar
Brain Heart Infusion 37,0g/L
Sukroz 5,0 g/L
Kongo kirmizisi boyasi 0,8 g/L
Agar -Agar 15,0 g/L

Besi ortaminin hazirlanmasi i¢in 37 gram Brain Heart Infusion, 5 gram sukroz, 0,8
gram Kongo kirmizi boyasi, 15 gram agar-agar tartilarak, 1 litre distile su
icerisinde homojen sekilde karistirilmigtir. Karisimin sterilizasyonu 121°C’de 15
dk otoklavlanarak saglanmistir. Bu besi ortami biyofilm olusumunu gézlemlemek

i¢in kullanilmagtir.
3.1.4. Cozeltiler
Cozelti 1: %20’lik Skim Milk (Merck)

Cizelge 3.4. %20’1ik skim milk

Bilesen Miktar
Skim milk 209
Distile su 100 mL

20 gram skim milk, 100 mL distile su igerisinde homojen bir sekilde karigtirilir.
Hazirlanan karisim, 118°C’de 10 dk otoklavlanarak, sterilize edilir. Bu ¢ozelti,
bakterileri kilturlerini -18°C’de muhafaza etmek i¢in kullanilmigtir.
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Cozelti 2: Kristal Violet Boyasi

Cizelge 3.5. Kristal Violet boyasi

Bilesen Miktar
Kristal violet 29
%95°1ik etil alkol 20 mL
Amonyum oksalat 0849
Distile su 80 mL

Bir beher iginde 2 gram kristal violet boyasi, 20 mL etil alkol i¢inde ¢ozdiiriiliir.
Ayr bir beher i¢inde 0,8 gram amonyum oksalat, 80 mLdistile su igerisinde
cozdurilur. Uzerine etil alkol icerisinde¢dzdiiriilmiis olan kristal violet ¢dzeltisi

eklenir. Bu c¢ozelti, Gram boyamada bakteri

i¢inkullanilmistir.
Cozelti 3: Tyot Soliisyonu

Cizelge 3.6. Iyot sollisyonu

hiicre yapisin1 incelemek

Bilesen Miktar
Iyot 01g
Potasyum iyodur (KI) 0,29
Distile su 100 mL

0,1 gram iyot ile 0,2 gram potasyum iyodir poselen havan igerisinde iyice ezilir ve
100 mL distile eklenip, homojen bir sekilde karigtirilir. Bu ¢ozelti, Gram
boyamada kullanilmugtir.

Cozelti 4: Safranin Cozeltisi

Cizelge3.7. Safranin gozeltisi

Bilesen Miktar
Safranin boyasi 0,025¢g
%95 etil alkol 1mL

Distile su 100 mL
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0,025 gram safranin boyasi, 1 mL %95 etil alkol icerisinde ¢ozdiriiliirek, iizerine
100 mL distile su eklenir ve homojen bir sekilde karistirilir. Karigim, filtre kagidi
ile siiziiliir. Bu ¢ozelti, Gram boyamada kullanilmistir.

Cozelti 5: Proteinaz K

Cizelge 3.8. Proteinaz K

Bilesen Miktar
Proteinaz K 0,029
Distile su 1mL

0,02 gram proteinaz K, 1 mL distile su igerisinde homojen bir sekilde
karistirllmigtir. Bu ¢ozelti, DNA izolasyonu sirasinda proteinleri parcalamak i¢in

kullanilmagtr.
Cozelti 6: %20’likSodyum Dodesilsiilfat (SDS)

Cizelge 3.9. %20 SDS

Bilesen Miktar
Sodyum dodesilstlfat 29
Distile su 10 mL

2 gram sodyum dodesilsiilfat, 10 mL distile su icerisinde homojen bir sekilde
karigtirllmigtir. Bu ¢6zelti DNA izolasyonunda proteinlerin yapisini bozmak i¢in

kullanilmustir.
Cozelti 7: RNase Soliisyonu (20 pg/mL)

Cizelge 3.10. RNase solusyonu

Bilesen Miktar
RNase 0,029
Distile su 1mL

0,02 gram RNase, 1 mL distile su igerisinde homojen bir sekilde karistirilmistir.
Bu karigim, DNA izolasyonunda kullanilmigtir.
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Cozelti 8: Lizozim Solisyonu (20 mg/mL)

Cizelge 3.11. Lizozim sollsyonu

Bilesen Miktar
Lizozim 0,19
Distile su 5mL

0,1 gram lizozim, 5 mL distile su igerisinde homojen bir sekilde karistirilmigtir. Bu
¢ozelti, DNA izolasyonunda kullanilmigtir.

Cozelti 9: Agaroz Jel Cozeltisi (% 0,5)

Cizelge 3.12. Agaroz jel ¢ozeltisi

Bilesen Miktar
Agaroz 1lg
Distile su 100 mL

1 gram agaroz, 100 mL distile su i¢erisinde homojen bir sekilde karigtirilmigtir. Bu
cozelti, izole edilen DNA’larin, agaroz jel elektoroforezinde goriintiilenmesinde

kullanilmagtr.
Cozelti 10: Sodyum Asetat (3M- pH 3,5) Cozeltisi

Cizelge 3.13. Sodyum asetat ¢ozeltisi

Bilesen Miktar
Sodyum asetat 0,20 ¢
Distile Su 100 mL

0,20gram sodium asetat, 100 mL distile su igerisinde homojen bir sekilde
karigtirilmigtir. Bu karigim, DNA izolasyonu i¢in hazirlanmustir.
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Cozelti 11: Tris-Brot EDTA (0,5X TBE) Tamponu

Cizelge 3.14. TBE tamponu

Bilesen Miktar
Tris-base 54 ¢
Borik asit 2759
EDTA.2H,0 (0,5 M; pH 8) 20 mL
Distile su 1000 mL

54-gram tris-base, 27,5-gram borik asit (izerine 20 mL EDTA eklenerek, homojen
bir sekilde karigimi saglanmigtir. Daha sonra iizerine 1000 mL distile su ilave
edilerek, karistirilmistir. Bu tampon ¢6zeltisi, agaroz jel igin hazirlanmustir.

Cozelti 12: Fenol- Kloroform Cozeltisi

1 hacim fenol, 1 hacim kloroform (v/v) birbiri iizerine eklenmistir. Bu karigim,
DNA izolasyonunda kullanilmak iizere hazirlanmistir.

Cozelti 13: Etil Alkol Soltsyonu (% 70)

Cizelge 3.15. Etanol soliisyonu (% 70)

Bilesen Miktar
%95 Etanol 7,3 mL
Distile su 92,7 mL

7,3 mL %95 etil alkol iizerine 92,7 mL distile su ilave edilmistir. -18°C’de
bekletilerek, soguk olarak DNA izolasyonunda kullanmak i¢in hazirlanmustir.

Cozelti 14: Kovaks Solisyonu

Cizelge 3.16. Kovaks sollisyonu

Bilesen Miktar
Para-dimetil aminobenzaldehit 59
Biitanol 75 mL

Hidroklorik asit (% 37) 25 mL
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5-gram para-dimetil aminobenzaldehit, 75 mL butanol icerisinde homojen bir
sekilde karistirllmis ve benmari icinde hafifge 1sitilarak, karigimin tamamen
cOziinmesi saglanmistir. Daha sonra iizerine % 37’lik hidroklorik asit ilave

edilmistir. Bu karigim, indol testi i¢in hazirlanmigtir.
Cozelti 15: a-Naftol Sollisyonu

Cizelge 3.17.a-Naftol sollisyonu

Bilesen Miktar
a-naftol 5¢g
Etil alkol (% 95) 100 mL

5 gram a-naftol ilizerine 100 mL etil alkol eklenmis ve homojen bir sekilde
karisimi  saglanmistir. Bu karisim, biyokimyasal testlerden VP testi icin
hazirlanmstir.

3.2. Izolatlarin identifikasyonu
3.2.1. izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

Saflastirilan izolatlarin Gram boyamalari yapilarak, 1s1tk mikroskobu altinda hiicre
morfolojileri incelenmistir. Incelenen izolatlarm, sahip olduklar1 hiicre duvari
yapisina gore Gram Ozellikleri belirlenmistir  (Sekil 3.3).Bu yontemde;
aktiflestirilen kiiltiirden bir 6ze dolusu alinip, lam iizerindeki bir damla suyun
icerisinde ince bir film tabakasi seklinde yayilmistir. Havada kurutulan preparatlar
3’er defa bek alevinden gegirilerek fikse edilmistir. Daha sonra preparata boyama
islemi yapilarak, immersiyon yagi ile 100°liik objektifteincelenmistir (Cotuk ve
Sungur, 2014).

Cizelge 3.18. Gram boyama iglemi

Cozeltiler Sure
Kristal viyolet boyasi 1dk
Iyot soliisyonu 1 dk
Etanol (%95) 15sn

Safranin ¢ozeltisi 1dk
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l / B Kristal Viyolet

/ B Lugol

] Alkol
Sulu Fuksin
f
/:_EGram Pozitif
+——+ Gram Negatif
® ® :o

Voo,
o¥
Kristal Viyole (Mor Boya) Lugol Uygulamasi Alkol Uygulamasi Sulu Fuksin veya Safranin
° Uygulamyasl 4 e (Mgrdazg © (Dekolgr?zasyon) ° (Pembe Klrmlz}l'Boya) Uygulamasi

Sekil 3.2. Gram boyama asamalari
3.2.2. izolatlarn Kiiltiirel Ozellikleri

Besiortaminda gelisen kolonilerin yiizey, bi¢im, kenar, yiikselti, biiytkliik,
pigmentasyon, kolonin mat-parlak gibi 6zellikleri incelenmistir (Cotuk ve Sungur,
2014).

3.2.3. izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin  biyokimyasal ~o6zelliklerinden baslica katalaz testi, karbohidrat
fermentasyonu, nisasta hidrolizi, tire hidrolizi, hidrojen siilfit tiretimi, IMVIC
testleri yapilmustir (Bergey ve ark., 2015).

3.2.3.1. Katalaz Testi

Besi ortaminda gelisen bakteri kolonisi {izerine hidrojen peroksit (%30)
¢Ozeltisinden bir damla damlatilmistir. Koloni iizerinde hava kabarciklarinin
cikiginin goriilmesi, testin pozitif oldugunu gostermektedir (Cotuk ve Sungur,
2014).

3.2.3.2. Karbohidrat Fermentasyonu

Aktiflesen kiiltiirden, i¢inde sukroz, glikoz, laktoz ve indikatoér boya olarak fenol
kirmizist bulunan besi ortamina inokiilasyon yapilarak, 37°C’de 24 saat inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda besi ortaminin renginin kirmizidan sarrya dénmesi
testin pozitif oldugunu géstermistir (Cotuk ve Sungur, 2014).
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3.2.3.3. Nisasta Hidrolizi

Nigasta iceren besi ortamina bakteri inokulasyonu yapilarak, inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerin {izerine Gram iyodiir solusyonundan
1-2 damla damlatilmistir. Koloninin etrafinda seffaf bir zon olusmasi, nisasta
hidrolizinin pozitif oldugunu gostermistir (Cotuk ve Sungur, 2014).

3.2.3.4. Ure Hidrolizi

Bu test i¢in hazirlanan Ure Agar besi ortamina, aktiflesen kiiltiirden inokiile
edilmistir. Inkiibasyon sonunda besi ortammin renginin saridan pembeye
doniigmesi, testin pozitif oldugunu gostermekedir (Cotuk ve Sungur, 2014).

3.2.3.5. Hidrojen Siilfit Uretimi

Bu test i¢in hazirlanan Triple Sugar IronAgar (TSI Agar) besi ortamina, aktiflesen
kiiltiirden inokiile edilmistir. inkiibasyon sonunda besi ortammin renginin siyaha
doniigmesi testin pozitif oldugunu gostermistir (Cotuk ve Sungur, 2014).

3.2.3.6. indol Testi

Bu test i¢in hazirlananTripton Broth besi ortamina, aktiflesen kiiltiirden inokiile
edilmis ve inkiibasyon sonunda tiplerin icine 2 damla kovaks c¢ozeltisi
damlatilmistir. Tiplerin igindeki besi ortaminin iist yiizeyinde olusan kirmizi
renkli halka, indol Uretiminin pozitif oldugunu gostermistir (Cotuk ve Sungur,
2014).

3.2.3.7. Metil Red Testi

Bu test i¢in hazirlanan MR-VP Broth besi ortamina, aktiflesen kiiltiirden inokiile
edilmis ve inkiibasyon sonunda tiiplerin igine 2 damla metil kirmizisi boyasi
damlatilmistir. Tiplerin igindeki besi ortaminin renginin kirmiziya doniismesi
testin pozitif oldugunu gostermistir (Cotuk ve Sungur, 2014).

3.2.3.8. Voges Proskauer Testi

Bu test i¢in hazirlanan MR-VP Broth besi ortamina, aktiflesen kiiltiirden inokiile
edilmis ve inkiibasyon sonunda tliplerin i¢ine dnce a-naftol (%5) sollisyonu sonra
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potasyum hidroksit (%16) soliisyonundan 5’er damla ilave edilmistir. Tiipiin dip

kisminda kirmizimsi-kahverengi renk olusumutestin pozitifoldugunu gostermistir
(Cotuk ve Sungur, 2014).

3.2.3.9. Sitrat Testi

Bu test icin hazirlanan Simon Sitrat Agar besi ortamina, aktiflesen kiiltiirden
inokiile edilmisve inkiibasyon sonunda besi ortaminin renginin, yesilden maviye
doniigmesi testin pozitif oldugunu gostermistir (Cotuk ve Sungur, 2014).

3.2.4. Molekdler Analiz
3.2.4.1. Total DNA Izolasyonu

Izolatlarin total DNA ekstraksiyonu De Boer ve Ward (1995) metoduna gore
yapilmustir.

DNA ekstraksiyon basamaklari sirasiyla;
-Izolatlar, TSB besi ortaminda 1 gece aktiflestirilmistir.

-Aktiflesen kiiltiirden, 1 mL steril eppendorf aktarilmig ve 13.000rpm’de 20 dk.

santrifiijlenmistir.

-Santriftijlenen tiiplin iist kismindaki sivi kisim atilmis, dibe c¢oken kisim
birakilmigtir. Hiicrelerin parcalanmasimi saglamak igin pelletin {izerine%]1’lik

SDS+TAEtamponundan 100uL eklenmis ve vortekslenmistir.

-Tupler 50°C de 90 dk “hot plate” igerisinde bekletilmistir. Siire sonunda
amonyum asetat (7,5M) ilave edilmis ve karistirilmustir.

-Amonyum asetat icinde biriken hiicre kalintilarinin altta toplanmas igin tiipler
13.000rpm’de 20 dk santrifiijedilmistir. Santrifiij sonunda tiipilin iist kismindaki

stvi, steril pipet ile temiz tlipe alinmigtir.

-Tupe alman DNA ¢ozeltisi lizerine (yaklastk 130pL) ayni miktarda derin
dondurucudasogutulmusolan isopropanol eklenmistir.
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-Tiipler, 13.000rpm’de 15dk. santrifiij edilmis, slipernatant atilarak, dipte kalan
kisim alinmastir.

-100pL ependorf tiipleri igine sogutulmus %70’lik etil alkol eklenmistir. 10.000
rpmde 3dk. santrifiijedilerek etil alkol ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Daha
sonra tiliplerin kapagi agilarak, etil alkoliin uzaklagmasi saglanmis ve tiipiin kapagi
kuruma iglemi gergeklestirilmistir.

-Kuruma isleminden sonra tiiplere steril distile su (50uL) ilave edilmis ve 37°C’de
60 dk bekletilmistir.

-Ekstrakte edilen DNA, Nanodrop Spektrofotometrede (Thermo) 0lculerek,

miktar1 belirlenmistir.

Yapilan islem; belirli dalga boylarindaki 1518in, (6rnege gore degisen) Ornek
icinden gegirilmesi esasina dayanir veisigin Ornek tarafindan ne kadarinin
tutuldugunu belirler. Niikleik asitlerin 15181 en iyi absorbe ettigi dalga boyu
260/280 nm’dir. Spektrofotometrede yapilan 6l¢iim sonunda okunan deger 1.8-2.0
olmalidir. Aksi durumda DNA’nin safligindan s6z edilemez.

3.2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile saflastirilan DNA dizileri ¢ogaltilarak,
birgok tiiriin tanilanmasi saglanmaktadir (J&rvinen ve ark., 2009). Bu yontemde
27F ve 1492R olmak iizere 2 evrensel primer kullanilmigtir (Chen ve ark., 2015).
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PCR’da kullanilan bilesenler ve PCR sartlar1 sdyledir:

Cizelge 3.19. PCR bilesenleri

Bilesen Miktar

H.0 14.1puL

10X Taq buffer (GenMark) 2.5 uL (1X)
25 Mm MgCl, 1.5 uL (2 Mm)
0.5 M Dntp karisim SuL

2.5 Mm F primer 0.3 uL

2.5 Mm R primer 0.3 uL

DNA irlnd 1 pL (50 ng)
Taq polimeraz 0.3ul (1U)

Cizelge 3.20. PCR sartlar1

3 Sicaklik (°C) Sure Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 5dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn 35

Baglanma 55 30sn

Uzama 72 45 sn

Son uzama 72 10 dk 1

PCR islemi tamamlandiktan sonra 4pL PCR iiriinii lizerine 1pL 6X ytikleme
boyasi eklenmis ve karigtirilmistir. PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezine (%1)
yiiklenerek, goriintillenmistir. Ayrica DNA Marker (100 bg) yiiklenmistir.

16S rDNA gen dizisi, smiflandirma hiyerarsisine yerlestirilmesi i¢in GTCA
Firmas1 (Almanya) 'na gonderilerek, hizmet alimi seklinde yapilmistir. Sonuglar,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov adresli nBLAST programi kullanilarak, GenBank

verileri ile karsilastirilmistir.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3. Biyofilm Analizi
3.3.1. Kalitatif Analiz

Izole edilen bakterilerin biyofilm olusumlarimin kalitatif analizi i¢in Kongo Red
Agarli besi ortamina ¢izgi ekim yapilmistir. Petriler, 37°C de 24 saat inkilibasyona
birakilmistir. Siire sonunda petrilerde siyah renkli koloniler biyofilm olusumu
pozitif, kirmizi kolonilerise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir (Melo ve
ark., 2013).

3.3.2. Kantitatif Analiz

Kantitatif analiz mikroplak yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu yontemde steril 96
kuyucuklu plaklar kullanilmistir. Biyofilm olusumu tespit edilen bakteriler TSB
besi ortaminda 1 gece aktiflestirilmistir. Aktiflesen her bir 6rnekten Elisa Plate’e
150uL pipetlenmis ve plaklar 37°C ‘de 3 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda Elisa Plate’deki drnekler dokiiliip steril dH,O (distile su) ile
3 defa yikanmis ve kurutulmustur. Sonra iizerine 150uL kristal viyole boyasi
eklenerek, 45 dk bekletilmis ve tekrar yikanarak, kurutulmustur. Daha sonra
200pLetil alkol/asetik asit (v/v) eklenerek, 10 dk bekletilmistir. Kuyucuklar
icerisindeki soliisyondan 100uL steril pipet ile temiz bir plak i¢cine aktarilmig ve
spektrofotometrede 6l¢tim yapilmustir (Stepanovic ve ark., 2007).
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin Morfolojileri

Izolatlara Gram boyama uygulandiktan sonra mikroskop altinda yapilan inceleme
sonunda kisa basil, uzun basil, kok, kokobasil morfolojilerine sahip hiicre sekilleri
ile mor ve pembe renkli hiicreler gorlintiilenmistir. Mor renkli olanlar Gram
pozitif, pembe renkli olanlar Gram negatif olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar daha sonra molekiiler tanimlamalar ile karsilagtirilarak uyumlulugu
kontrol edilmistir.

Sekil 4.1. Bacillus cereus 'un Gram boyama sonucunun mikroskopta incelenmesi.
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4.2. Kulturel Ozellikler

[zolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinde bazi kolonilerin yiizey yapilarinin mat, yaygin,
kenarlar1 girintili ¢ikintili, kivamhi ve seffaf olduklari goriiliirken bazilarinin
parlak, kenarlar diizgiin, kiigiik, beyazimsi olduklar1 gozlenmistir.

Sekil 4.2. TSA besiortaminda gelisen saf bakteri kiiltiirii
4.3. Biyokimyasal Analiz
4.3.1. Analiz Sonuglar

Escherichia coli: Gram (-), Katalaz (+), HzS (-),Ureaz (-),MR (+), VP (-),indol
(+), Sitrat (-)

Bacillus cereus: Gram (+), Katalaz (+), Glukoz (+), Sukroz (+,-), Laktoz (-), indol
(_)vMR (_)v VP (+)

Enterococcus faecalis: Gram (+), Katalaz (-), Glukoz (+), Sukroz (+), Laktoz (+)
H:S (-), Indol (-), Sitrat (-), Ureaz (-), MR (-), VP (+)

Proteus mirabilis: Gram (-), HzS (+),Indol (-), Sitrat (+,-),Ureaz (+),MR (+), VP (-
)
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Klebsiella pneumonia: Gram (-), Katalaz (+), Glukoz (+), Sukroz (+), Laktoz (+)
H2S (-), Indol (=), Sitrat (+), Ureaz (+), MR (-), VP (+)

Citrobacter freundii: Gram (-), Katalaz (+), HzS (+), Indol (-), Sitrat (+), Ureaz
(+), MR (+), VP ()

Enterobacter ludwigi: Gram (-), Katalaz (+), HzS (-), indol (-), Sitrat (+), Ureaz (-
), MR (), VP (+)

Streptococcus gallolyticus: Gram (+), Glukoz (+), Sukroz (+), Laktoz (+)
H2S (-), indol (-), Sitrat (-), Ureaz (+), MR (-), VP (+),

4.4. Molekuler Analiz

4.4.1. Molekiiler Analiz Sonuglari

Molekiiler tanilama igin izole edile 80 bakteri kultlirinden DNA izolasyonu
yapilarak agaroz jel elektoroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4.3).

M(tkb) FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11F12F13F14F15F16F17F18F19F20F21F22F23F24F25F26F27F28F29F30F31F32F33F34F35F36F37F38F39

LA AL T T TTE LT AR R R R R Rl ol ol

-

-

Sekil 4.3. Izole edilen bakteri DNA’larinin jel elektroforezinde gériintiilenmesi
(M:1kb DNA marker. Genmark)

Saflig1r kontrol edilen DNA o6rneklerine PCR islemi uygulanmistir. 67 izolatin
PCR amplikasyon (rlnleri elektroforez yontemiyle goriintiilenmistir. DNA
dizileme analizi i¢in hizmet alimi seklinde GTCA Firmast ‘na (Almanya)
gonderilmigtir. 13 izolatin PCR fdirlinleri goriintiilenemedigi i¢in ¢aligmadan

cikarilmistir.
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Analizi gerceklestirilen DNA dizi sonuglari, nBLAST programi kullanilarak

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

GenBank’taki

verilerle

karsilagtiriimig

veE

molekiiler tanilama yapilmistir. Elde edilen bakteri tiirleri Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Toplam 67 izolatin Sekans Sonuglar:

izolat | Ornek Alinan | Bakterinin Adi Accession No Benzerlik

No Yizey (%)

1 Tavuk-doner | Enterobacter MT374261.1 99
ludwigiistrain D8

2 Tavuk-doner | Enterobacter CP039741.1 99
ludwigiistrain CEB04

3 Tavuk-déner | Enterococcus MT611645.1 99
faecalisstrain 2623

4 Tavuk-déner | Enterococcus MT611645.1 99
faecalisstrain 2623

5 Tavuk-déner | Enterobacter MT239508.1 100
ludwigiistrain  KCOM
1206

6 Simit Tezgah | Klebsiella CP054780.1 99
pneumoniaestrain
KP20194a

7 Simit Tezgam | Klebsiella HMO007813.1 99
pneumoniaestrain sksl

8 Zeytinci Klebsiella MT516162.1 100

Metal Kagik | pneumoniaestrain 7609

9 Simit Tezgahm | Klebsiella CP054780.1 100
pneumoniaestrain
KP20194a

10 Simit Tezgdh | Enterobacter asburie | MN691841.1 99
strain NPKC2

12 Simit Tezgah | Bacillus cereus strain | MT337533.1 99
PJA1.5

13 Tavuk Proteus mirabilis strain | CP053718.1 99
MPE4069

14 Tavuk Enterococcus  fecalis | MT604811.1 100
strain 2358

15 Tavuk Proteus mirabilis strain | CP053718.1 100
MPE4069



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Cizelge 4.1. Toplam 67 izolatin Sekans Sonuglar1 (Devamr)
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izolat | Ornek Alnan | Bakterinin Adi Accession No Benzerlik

No Yilzey (%)

16 Tavuk Kurthia gibsonii strain | MN453416.1 99
Tezgahi KH2
Metal

17 Tavuk Morganella morganii | CP048806.1 99
Tezgah strain MP63
Metal

18 Tavuk Kurthia gibsonii strain | MN453416.1 99
Tezgahi KH2
Metal

19 Peynir Klebsiella pneumoniae | CP054063.1 100
Tezgahi strain WSHvVKP

20 Peynir Klebsiella pneumoniae | MT516162.1 100
Tezgah strain 7609

21 Peynir Escherichiacoli strain | MT192517.1 100
Tezgahi Y4-2

22 Tulum Morganella  morganii | MN547625.1 100
Peyniri strain OF8

23 Peynir Cam | Enterococcus faecalis | MT604811.1 99
Tezgah strain 2358

24 Tulum Morganella morganii | MN158172.1 99
Peyniri strain RIMI3

25 Tulum Citrobacter  freundii | MH985222.1 99
Peyniri strain E2WCTM1

26 ZeytinciMeta | Bacillus MT591294.1 99
1 Kasik amyloliquefaciens

strain A13

27 Zeytinci Bacillus velezensis | CP054714.1 100
Plastik Kap strain KKLW

28 Zeytinci Acinetobacter MT197389.1 100
Plastik Kap calcoaceticus strain

CA32
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Cizelge 4.1. Toplam 67 izolatin Sekans Sonuglar1 (Devamr)

izolat | Ornek Alinan | Bakterinin Adi Accession No Benzerlik

No Ylzey (%)

29 Peynir Cam | Escherichiacolistrain MT192520.1 100
Tezgah N15-1

30 Peynir Cam | Klebsiella pneumoniae | MT516162.1 99
Tezgahi strain 7609

31 Midye Enterobacter LC386024.1 100
Tezgahi hormaechei RB18

32 Déner Bacilluslicheniformisstr | KJ958501.1 100
Tezgahi ain VRKPCH23

33 Tavuk Proteus mirabilisstrain | CP046048.1 100
Tezgahi-2 HN2p

34 Zeytin Bacillus subtilis strain | MT641227.1 100

CFRO08
35 Zeytin Acinetobacter MG461636.1 98
schindleri strain RP1

36 Kokoreg Bacillus MT613661.1 100
Tahta Kesim | amyloliquefaciens
Yeri strain BV2007

37 Tostcu Klebsiella CP024643.1 99
Plastik michiganensis  strain
Tezgah F107

38 Tostgu Klebsiella MT572941.1 100
Plastik michiganensis  strain
Tezgah W14

39 Cig Kaofteci | Bacillus velezensis | MT626060.1 100
Fayans strain HSB1
Tezgah

40 Midye  Dis | Bacillus velezensis | MT626060.1 100
Kabuk strain HSB1

42 Midye  Dis | Staphylococcus MT613456.1 100
Kabuk epidermidis strain3039




Cizelge 4.1. Toplam 67 izolatin Sekans Sonuglar1 (Devamr)

41

izolat | Ornek Alman | Bakterinin Ad1 Accession No Benzerlik
No Yilzey (%)
43 Midye  Dis | Bacillus cereusstrain | MK834690.1 99
Kabuk TBMAX51
48 Tavuk Ddner | Enterobacter ludwigii | MT374261.1 100
Tezgah strain D8
49 Tavuk Bacillus subtilis strain | MT641226.1 99
Tezgahi CFRO7
Metal
50 Et Doner | Bacillus subtilis strain | KU862326.1 100
Tezgah DY10-1
51 Tavuk Bacillus licheniformis | MG662177.1 100
Tezgah strain AG-RA
Metal
52 Simit Tezgal | Klebsiella pneumonie | CP054303.1 100
strain MS14393
53 Et Doner | Streptococcusgallolytic | JQ912071.1 99
Tezgah usstrain TDGB428
55 Et Doéner | Streptococcus KP009828.1 100
Tezgah gallolyticus strain
VTM4R20
56 Tavuk Morganella morganii | MN807694.1 100
Tezgah strain 17YB9
Metal
57 Peynir Enterobacter CP058191.1 100
Tezgah hormaechei strain
RHBSTW-00012
60 Tulum Escherichia coli strain | MT649856.1 100
Peyniri NF73
62 Zeytinci Klebsiella pneumoniae | MT516162.1 99
Plastik Kap strain 7609
64 Midye Escherichia coli strain | CP054232.1 100
Tezgah EcPF7
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Cizelge 4.1. Toplam 67 izolatin Sekans Sonuglar1 (Devamr)

izolat | Ornek Alman | Bakterinin Adi Accession No Benzerlik
No Ylzey (%)
65 Balik Tezgahi | Alcaligenes  faecalis | MT471003.1 99
strain PS25
66 Doner Enterococcus KJ803882.1 99
Tezgah gallinarum strain
CCFM8325
67 Tavuk Proteus mirabilis | CP053614.1 100
Tezgahi strain MPE0108
68 Tavuk Proteus mirabilis | CP053684.1 99
Tezgahi-2 strain MPE5139
69 Zeytin Bacillus subtilis strain | MT641227.1 99
CFR08
70 Peynir Pseudomonas MT646431.1 100
Tezgah aeruginosa strain
MLTBM2
71 Tulumba Bacillus cereus strain | MT434695.1 100
Tathsi GD1
72 Sambali Enterococcus faecium | MF424369.1 100
Tathsi strain CAU1957
73 Sambali Staphylococcus MT642942.1 100
Tathsi warneri strain DK131
74 Tirilice Pantoea conspicua | MF083088.1 100
Tathsi strain B6
75 Tostgu Tahta | Bacillus velezensis | CP047268.1 100
Tezgah strain DH8043
78 Tostgu Enterococcus faecium | MT545041.1 100
Tezgah strain 4525
79 Midye Kabuk | Bacillus subtilis strain | MT645613.1 100
ici HR-4
80 Peynir Klebsiella pneumoniae | MT634697.1 100
Tezgahi strain 2484
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4.4.2. Analizi Yapilan Modeller ve Filogenetik Aga¢c Diyagram

En disik BIC (Bayes Bilgi Kriteri) skorundaki model en iyi ikame diizenine
karsilik gelmektedir. Bu yiizden aga¢ olusumunda en diisiik BIC skorlu model
segilir. Tim modeller igin AICc ve InL degerleride verilmistir (Nei ve Kumar,
2000). Evrimsel oranlar birligi olmadigi i¢in 5 oranli kategorilerle Gamma
dagilimi kullanilarak modellenmis ve bolgelerin belirli kisimlar1 evrensel kabul
edilmistir. Cizelge 4.3’ de gorildigi gibi en disiik BIC skorulu gamma
dagilimma sahip Tamura -3 (TN93+G) modeli bulunmustur. Sekil 4.4’ deki
Maximum Likelihood agaci bu model ile olusturulmustur.

Cizelge 4.2. Test edilen model ve skor sonuglari (BIC: Bayesian Information
Criterion, AICc: Akaike Information Criterion, corrected, InL: Maximum
Likelihood Value, G: Gamma Dagilimi, I: Evrimsel degismez, GTR:
General Time Reversable, HKY: Hasegawa-Kishina-Yano, TN93:
Tamura-Nei, T92: Tamura3, K2: Kimura2, JC: Jukes-Cantor)

Model Parameter BIC AlCc InL
TNO93+G 135 81298,77 80122,11 -39925,6
TNO3 134 81299,32 80131,37 -39931,3
TNO3+I1 135 81302,93 80126,27 -39927,7
TNO3+G+I 136 81305,83 80120,46 -39923,8
GTR 137 81308,3 80114,22 -39919,7
GTR+G 138 81308,4 80105,62 -39914.,4
HKY +G 134 81308,77 80140,82 -39936
HKY 133 81314,71 80155,47 -39944,3
HKY +1 134 81315,09 80147,14 -39939,2
GTR+I 138 81316,58 80113,79 -39918,5
GTR+G+I 139 81317,51 80106,01 -39913,6
HKY +G+1 135 81318,03 80141,37 -39935,3
T92+G 132 81514,99 80364.,47 -40049,8
T2 131 81517,2 80375,38 -40056,3
T92+1 132 81522,24 80371,72 -40053,5
TO92+G+I 133 81525,13 80365,89 -40049,5
K2+G 131 81611,7 80469,88 -40103,6
K2 130 81614,91 80481,8 -40110,5
K2+1 131 81621,49 80479,67 -40108,5
K2+G+I1 132 81622,19 80471,66 -40103,4
JC+G 130 81656,04 80522,93 -40131,1
JcC 129 81662,8 80538,4 -40139,8
JC+G+I 131 81667,86 80526,04 -40131,6
JC+I1 130 81668,73 80535,62 -40137.4
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48-Bacillus sublilis
23-Enferococcus faecales
27-Bacillus velezensis
14-Enterococcus fecalis(2)
55-Sireplococcus gallohticus
30-Klebsiella pneumaniae
— 69-Bacillus sublilis
51-Bacillus ichendommis
43-Bacillus cereus
19-Klebsiella preumaniae
B:Klebsiglla preumaniae
17-Morganella morganii
J1-Enterobacter hormaeched
— 52.Klebsiella preumanie
T0-Pseudomaonas aeruginosa

—
L 2BBacilus amyolqueac ens
3d-Bacillus sublilis
56-Morganeda morganii
l—i_E 75-Bacillus velezensis

b 3.Bacillus amyloliquefaciens
B6-Enterococcus gallinarum
12-Bacillus ceneus
£3-Sireptococcus gallohyficus
24-Morganeda morganii

—— 78.Enterococcus faecium
T3-Staphylococcus wamen

16-Kurthia gibsonm

i &7.Proteus mirabilis
80-Klebsiella pnemoniae
T4-Pantoea conspicua

010

Sekil.4.4. Maximum likelihood ydntemiyle olusturulan filogentik agac (liskili

taksonlarinin bir araya getirildigi agaglarin yiizdesi bootstrap (1000

tekrarli) testi kullanilarak belirlenmis ve dallarin yaninda belirtilmistir).

Evrimsel tarih Tamura-3 parametresi modeli ile Maximum likelihood ydntemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Bolgeler arasindaki evrimsel oran farkliligini

modellemek amaciyla Gamma dagilimi (G+ parametre 1) kullanilmistir.
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4.5. Biyofilm Analizi
4.5.1. Kalitatif Analiz

Biyofilm olusumunun kalitatif olarak belirlenmesi amaciyla kullanilan CRA
yonteminde, siyah renkli koloniler biyofilm pozitif, kirmizi-pembe renkli koloniler

ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.5. Biyofilm olusumunun Kalitatif yonden negatif sonu¢ 6rnegi (Klebsiella
pneumoniae)
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Sekil 4.6. Biyofilm olusumunun Kkalitatif yOnden pozitif sonu¢ ornegi
(Enterococcus faecium)

4.5.2. Kantitatif Analiz

Biyofilm olusumunu kantitatif yonden belirlenmesi amactyla kullanilan mikroplak
yoénteminde bulunan sonuclar Cizelge 4.3’ de verilmistir. Tablodaki optik dansite
degeri 0.240’tan biiyiik olan sus kuvvetli adheran, 0,120-0,240 olan sus adheran,
0,120 ve altinda olan sus ise adheran negatif olarak belirlenmistir (Keskin ve ark.
2017).

Sekil 4.7. Biyofilm olusumunun kantitatif yonden degerlendirilmesinde kullanilan
96 kuyucuklu Elisa-Plate



47

Cizelge 4.3. Spektrofotometrede lgiim sonuglart (Besi ortami: Negatif Kontrol,
Staphylococcus aureus: Pozitif Kontrol)

Optik
. . Staphylococcus
Bakteri Dansite | Besiortami Degerlendirme
Degeri aureus
Enterococcus 0,612 0,065 0,086 Kuvvetli
faecalisstrain 2623 Adrehan
Bacillus cereus strain | 0,32 0,065 0,086 Kuvvetli
PJAL.5 Adheran
Citrobacter freundii | 0,282 0,065 0,086 Kuvvetli
strain E2WCTM1 Adrehan
Staphylococcus 0,287 0,065 0,086 Kuvvetli
epidermidis Adheran
strain3039
Bacillus cereusstrain | 0,935 0,065 0,086 Kuvvetli
TBMAX51 Adheran
Enterococcus 0,142 0,065 0,086 Adheran
gallinarum strain
CCFM8325
Enterococcus faecium | 0,176 0,065 0,086 Adheran
strain CAU1957
Pantoea  conspicua | 0,293 0,065 0,086 Kuvvetli
strain B6 Adheran
Enterococcus faecium | 0,384 0,065 0,086 Kuvvetli
strain 4525 Adheran
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda Aydin ilinde agikta satis1 yapilan peynir, zeytin, tavuk, simit,
tath, ¢ig kofte, balik, midye, tost, et-tavuk doner satis tezgahlari, gida yiizeyleri ile
gidaya temas eden metal ve cam ylizeylerden Ornekler alinarak, bakterilerin
tanilanmasi ve biyofilm olusturma kabiliyetleri arastirilmistir.

Bu calismada toplam 80 izolat elde edilmis ve saflastirilmistir. Tiim izolatlarin
DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve PCR amplifikasyon firtinleri elde edilmistir.
PCR amplifikasyon iriinlerinden 67 izolatin elektroforez yonteminde
goriintiilenmesi saglanmugtir. Fakat 13 izolat goriintillenemedigi i¢in ¢aligmadan
¢ikartlmisgtir.

Sekans analizi sonucunda toplamda 15 farkli cinsten 67 bakteri turu elde
edilmistir. Tanilanan bakteri tiirleri arasindan; Enterococcus faecalisstrain 2623,
Bacillus  cereusstrain PJAL1.5, Citrobacter freundiistrain E2WCTM1,
Staphylococcus epidermidisstrain 3039, Bacillus cereusstrain  TBMAX51,
Enterococcus gallinarumstrain  CCFM8325, Enterococcus faeciumstrain
CAU1957, Pantoea conspicuastrain B6, Enterococcus faeciumstrain 4525
bakterilerinin biyofilm olusturma yetenegine sahip olduklar1 saptanmistir.

Yanikan, (2020), yaptig1 calismada, Ankara ilinde bulunan bir et isletmesinin gida
ile temas eden g¢esitliylizeylerinden alinan orneklerde Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus  warneri, Escherichia coli tiirlerinin = oldugu 20 adet
mikroorganizma tanimlanmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ayni yontem ile (16S
rRNA) aym tiirler farkli yiizeylerden izole edilmistir. Escherichia coli peynir
tezgahinda ve midye yiizeyinden,  Staphylococcus  warnerisambali,
Acinetobacterspp.’nin farkli tiirii olan Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter
schindlerizeytin yuzeyinden tanimlanmistir.

Abebe (2020), mikrobiyal baglanmada, gida temas yiizeyi 6énemli oldugundan
baglanmay1 azaltmak igin uygun teknolojiyle temizlemeye elverisli malzemeler
tasarlamanin biyofilm ile miicadelede daha etkili oldugunu belirtmistir. Biyofilm
olusumunda diger kritik konun, sinyal molekiilleri ile bakteriler arasindaki iletisim
oldugunu  diislinmiis ve miicadelede bu iletisim  mekanizmasinin

engellenebilecegini tespit etmistir. Bu sekilde antibiyotiklerin biyofilm
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engelenmesinde etkili olmadigi durumlarda, Ongdrilen yontem ile biyofilm
kaynakli kronik enfeksiyonlarin 6nlenebilecegi saptanmistirtir.

Lo ve ark (2019), Hong Kong’da et satis1 yapilan pazar yerlerinde kullanilan 9
adet 1slak ahsap kesme tahtasi yiizeyindennumuneler almislar ve ¢ok sayida ¢esitli
sus izole edip tamimlamiglardir. Ayrica yapilan caligmada kesme tahtalarinin
geleneksel bir temizleme teknigi olarak yiizeyini kazimanin verimliligi de
aragtirilmigtir. Calisma sonunda kesme tahtalarinda ¢ogunlukla Klebsiella
pneumoniae oldugu tespit edilmis ve geleneksel temizleme yonteminin hijyen
olarak yetersizligi anlasilmistir. Kesme tahtalar1 arasindaki kisimlarda ise en fazla
Enterobacteriaceae, Escherichia ve Shigella spp. ye rastlanmigtir (Moremi ve ark.,
2016).

Kazima ile temizligin etkili olmamasinda ylizeydeki patojenin kesme aleti ile
acilan yeni zemine bulastig1 diisiiniilmektedir. Kesme tahtasinin i¢ katmanlarinda
biyofilmlerin varligi, goémiilii organizmalar1 kesme tahtalariin geleneksel
temizligi sirasinda "kazinmaya" karsi korumanin yani sira sanitasyon maddelerine
karst bir kalkan saglayabilir. Kesme tahtalar1 gibi yiizeylerdeki kotii hijyenin,
potansiyel olarak istenmeyen organizmalarin ¢ogalmasinda ve biyofilm
olusumununda etkisi oldugu belirtilmistir. (Anonymous, 2018).

Biyofilmlerin varligi ayn1 zamanda yatay gen transferi riskini de artirabilir
(Hausner ve Wuertz, 1999; Sorensen ve ark., 2005). Kesme tahtalarinda teshis
edilen patojen cinslerin varligi endise verici bir bulgu olup, gida giivenligi ve halk
sagligr acisindan sorgulamasi gerekmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada tavuk doner, et doner, tavuk, peynir, tost satis1 yapilan
tezgahlarda kesme tahtasinin siklikla kullanildigi goriilmiis ve alinan 6rneklerden
Kurthia gibson, Proteus mirabilis, Enterobacter, Escherichia coli bakterileri izole
edilmistir. Zhao ve ark. (2017), baz1 mikroorganizma metabolitlerinin, ortamdaki
biofilm olusumunu ve gelisimini Onleyebilecegini belirtmislerdir. Yapilan
calismada Bacillus subtilis tarafindan firetilen siirfaktinin bilesiginin, Salmonella
enterica ve Escherichia. coli' nin biyofilm olusumunu engelledigi gosterilmistir.
Biyofilmlerin rekabet, dislama ve yer degistirme aktiviteleri ile gida kaynakl
patojenik biyofilmlerin olusumunun olumsuz etkilenebilecegi bulunmustur.
Biyofilmlerde gdzlemlenen bu yeni tespitler ile micadelede geleneksel kontrol
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stratejilerinden baska daha kombine ve etkili yontemlerin gelistirilmesinin

miimkiin oldugu diistintilmiistiir.

Calismamizda o6rnek alinan yiizeylerde tek Dbir kiiltiire rastlanmamis,
mikroorganizlarin topluluk halinde yasadigi goriilmistiir. Bu sebep ile izole
ettigimiz Escherichia coli’nin biyofilm olusumunun negatif olmasi ortamdaki
diger bakterilerin trettigi bilesiklerden kaynaklanmais olabilir.

Boye ve ark. (2015), Gana'min Orta Bélgesi'ndeki Cape Coast Universitesi
kampiisiindeki ve gevre kdylerdeki yiyecek otomatlarindan ve satig tezgahlarindan
gelen tabak veya servis kasigi gibi servis araglarinin patojen mikrobiyolojik
yilikiinii aragtirmislardir. Yiyecek satis noktalar1 steril edildikten sonra servis
kaplarindan toplam 120 siiriintii 6rnegi alinmig ve Bacillus cereus, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonae,
Enterobacter spp, koagllaz negatif Staphylococci, Proteus mirabilis ve
Micrococcus spp. Bakteri tiirleri izole edilmistir. Bu izolatlarin %21 Bacillus
cereusolarak belirlenmistir. Servis kaplarindaki mikrobiyal yiikiin fazlaliginin,
saticilardan kaynaklananhijyen kurallarina 6nem verilmemesi oldugu tespit
edilmistir. Bir¢ok saticinin, tiim kullanilmig servis kaselerini, sabunlu su bulunan
bir kapta temizleyip, hi¢ degistirilmeyen su dolu bagka bir kapta yikadiklari
gorlilmistlir. Kirli durulama suyunun, belki de bir rezervuar veya capraz
kontaminasyon ig¢in bir "asilama" gorevi gordiigi distiniilmektedir. Servis
kaplarindan en baskin bakteri izolatinin Bacillus cereus olmasi ciddi bir endise
kaynagini olusturmustur. Ciinkii Bacillus cereus, gida kaynakli hastaliklarin
kaynagidir (Butler ve ark., 2015; Jessberger ve ark., 2015; Andersson ve ark.,
1995; Murindamombe ve ark., 2005).

Yaptigimiz c¢alismada toplanan oOrneklerin biiyiik kismi pazar yeri, sokak
tezgdhlan gibi dezenfeksiyonun iyi yapilmadigi yerlerden alinmistir. Sonuglarin
onceki yapilan c¢alismalar ile uyumlu oldugu gorilmiistir. Bacillus cereus,
Escherichia coli, Staphylococcus sp, Klebsiella pneumonae, Enterobacter
harmaechei, Proteus mirabilis tiirleri tespit edilmistir.

Trachoo (2003), biyofilmin mikro yapilari, bliyiime modunun avantajlarini,
antimikrobiyal ajanlardan koruma stratejilerini, plazmid transferini epifloresan
mikroskobu ve CSLM  kullanilarak, bilgisayar yazilimi  yardimiyla
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incelenebilecegini gostermistir. Bu yontem ile gidalar, gida temaslar1 ve gevresel
yiizeyler iizerindeki biyofilm patojenlerinin nasil hayatta kaldigin1 anlayarak,
miicadelede daha basarili olunabilecegini tespit etmistir.

Gelinas ve ark. (1984), yaptiklari ¢aligmada klorun, organik materyal tarafindan
kolayca inaktive edildigini ve bu nedenle biyofilm olusumunu 6nemli 6lgiide
azaltabildigini belirtmislerdir.

Yanikan (2020), karvakrol, timol, 6jenol ve vanilin olmak {izere, 4 adet ugucu yag
bilesenleri ile (UYB) antibiyofilm etkisi arastirilmistir ve etkili oldugu

gOrilmusgtiir.

Ayhan (2016), siit isletmelerinde paslanmaz g¢elik yilizeyinde temizlik,
dezenfeksiyon iglemi uygulamasindan sonra test ylzeyinde sadece bakteri hicre
tutunmasinin  gergeklestigi, biyofilm olusumunun gerceklesmedigi sonucuna
vartlmigtir.  Yiizeye tutunmus bakteri hiicrelerinin  ylizeyden tiimiiyle
uzaklastirilmasinda temizlik, dezenfeksiyon isleminde kullanilan etken maddelerin
ve ylizey yapisinin biiytik bir etkisi oldugu belirtmistir.

Yaptigimiz ¢alismada peynirden alinan 6rneklerde mikroorganizma gelisiminin
oldugu goriilmiis hatta biyofilm varlig1 tespit edilmistir. Bunun sebebi hijyen ve
sanitasyon ekskligi olarak diistintlebilir.

Nahar ve ark. (2018), biyofilm olusumunun Onlenmesi i¢in enzim aktivitesinin
etkili oldugu sonucuna ulagmistir. Bu yontemin geleneksel temizlik maddeleri ve
antibiyotiklere alternatif bir ¢oziim olabilecegi 6n goriilmiistiir. Cevreye zarar
vermeden gida zehirlenmesi ve gida bozulmalarinin; saglik ve gida alanlarinda
olusturdugu tehlikenin diigiiriilebilecegi tespit edilmistir. Lipaz enzim aktivitesinin
Bacillus cereus’un biyofilm olusumunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile
uyumlu olarak, yaptigimiz ¢alismada simit tezgahi ve midye dis kabugundan
alian orneklerde Bacillus cereus ‘Un biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Biyofilm
ile miicadelede bu yontemin etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.

Nadarasah (2012), Pantoea conspicua’ nin da iginde oldugu Pantoea tur

gruplariin suslarinin benzer oldugu goriilmistiir.
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Yaptigimiz ¢alismada trilice tatlis1 yiizeyinde Pantoea conspicua turtintin biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Bu mikroorganizmanm yiizeyde tespit edilmesinde insan
kaynakli bir bulagsma ya da hijyen eksikliginden kaynakli bir sorun oldugu
diisiintilmektedir.

Bakteriyel biyofilmler dogada her yerde bulundugu gibi gida endiistrisinde de
karsimiza ¢ikmakta, hatta gida sektoriinde ciddi sorunlara yol agabilmektedir. Gida
isleme ekipmaninda ve gidayla temas eden ylizeylerde olusan biyofilmler, gida
iiriinlerinin mikrobiyolojik kalitesini ve gilivenligini tehdit eden kalici bir
kontaminasyon kaynagidir. Gida kaynakli hastaliklara ve ekonomik kayiplara
neden olur. Biyofilmin 6nlenmesi ve kontrolii bu nedenle gida endiistrisinde bir
onceliktir ve bu endiistri agagida belirtilen konular Gzerinde tesvik edilmelidir:

e Biyofilm olusumunun 6nlenebilmesi ya da yok edebilebilmesi i¢gin temizlik ve
dezenfeksiyona  6nem  verilmeli, dretici  bilinglendirilmeli,  denetimler
siklagtirilmalidir.

e Gidayla temas eden malzemeler, ekipman ve aletler biyofilm olusumunu
engelleyici tasarima sahip olmalidir.

e Uretim siirecinde biyofilm egilimli alanlar belirlenip bu alanlardaki mikrobiyal
yik sistematik olarak denetlenmelidir.

e Temizlik maddelerinin ve dezenfektanlarin etkinligi, baglanma ve biyofilm
olusumunda rol oynayan faktorlerdir. Bakterilerin direng gelistiremeyecegi, ¢evre
ve insan sagligina zarar vermeyecek dezenfektanlar ile yeni biyofilm olugumunu

onleme veya kontrol stratejileri gelistirme lizerine arastirmalar yapilmalidir.
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