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OZET
Bu tez ¢alismasinda 5 farkli tiir olmak tizere toplamda 42 adet tiiketime sunulan peynir
orneginden 9 adet Staphylococcus aureus ve 5 adet Listeria monocytogenes susu izole
edilerek tanimlandi. Kusburnu (Rosa canina L.) meyve ekstrakti (RC), etanol
kullanilarak ve mikrodalga destekli ekstraksiyon islemi uygulanarak elde edildi.
Tanimlanan 14 adet sus arasindan giiclii biyofilm olusturma kapasitesi oldugu tespit
edilen S. aureus (SAC9) ve L. monocytogenes (LMP5 ve LMC9) suslari lizerinde RC
meyvesi ekstraktinin farkli konsantrasyonlari uygulamalarinin antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkinlikleri arastirildi.
RC ektraktinin direkt kullanimi ve agar kuyu diflizyon yontemi ile suslar Gzerinde 6-
14 mm araliginda inhibisyon zon c¢aplar1 Olgllerek antimikrobiyal etkinlige sahip
oldugu belirlendi. RC ekstraktinin SAC9 izolat1 (zerinde Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) 1.1 mg mL? (% 8.4 inhibisyon) iken, LMP5 izolat1 (% 20
inhibisyon) ve LMC3 izolatlar1 (%13 inhibisyon) igin 2.2 mg mL? olarak tespit edildi.
Kusburnu ekstraktinin SAC9, LMP5 ve LMC9 suslar1 lizerinde antibiyofilm etkinligi
(%93-100) oldugu belitlendi. SAC9 izolat: i¢in Minimal Biyofilm Inhibisyon
konsantrasyonu (MBIK) 4.4 mg mL™* (% 17 inhibisyon); LMP5 izolat: 0.2 mg mL™*
(% 24 inhibisyon) ve LMC9 izolatlar1 i¢in 4.4 mg mL (%22 inhibisyon) olarak tespit
edildi.
Sonug olarak, elde edilen veriler, kugsburnu ekstraktinin kullanilan antimikrobiyallere
alternatif olarak antimikrobiyal/antibiyofilm etkileri ile saglik alaninda ve gida
sanayinde kullanilabilecegine yonelik bilgiler sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Rosa canina, Antimikrobiyal, Bitkisel ekstrakt, Biyofilm
biyokontrolt, Peynir, Staphylococcus aureus, Listeria monocytoegenes.
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ABSTRACT
In this thesis study, 9 Staphylococcus aureus and 5 Listeria monocytogenes strains
were isolated and identified from a total of 42 cheese samples, consisting of 5 different
types, offered for consumption. Rosehip (Rosa canina L.) fruit extract (RC) was
obtained using ethanol and a microwave-assisted extraction method. Among the 14
identified strains, S. aureus (SAC9) and L. monocytogenes (LMP5 and LMC9) strains
determined to have strong biofilm-forming capacities were selected to investigate the
antimicrobial and antibiofilm activities of different concentrations of RC fruit extract.
The direct use of RC extract and the agar well diffusion method demonstrated
antimicrobial activity, with inhibition zone diameters ranging between 6-14 mm on the
strains. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of RC extract was determined
as 1.1 mg mL™! for the SAC9 isolate (%8.4 inhibition), while it was 2.2 mg mL™" for
the LMP5 (%20 inhibition) and LMC9 (%13 inhibition) isolates.
The antibiofilm activity of the rosehip extract on SAC9, LMP5, and LMCO9 strains was
found (93-100%). The Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) was
determined as 4.4 mg mL™" (%17 inhibition) for the SAC9 isolate, 0.2 mg mL™" (%24
inhibition) for the LMP5 isolate, and 4.4 mg mL™" (%22 inhibition) for the LMC9
isolates.
In conclusion, the obtained data provide insights into the potential use of rosehip
extract in healthcare and the food industry as an alternative to conventional
antimicrobials due to its antimicrobial and antibiofilm effects.

Keywords: Rosa canina, Antimicrobial, Plant extract, Biofilm biocontrol,

Cheese, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
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TESEKKUR

Basta, her zaman yol gostericiligi ile yanimda olan yiiksek lisans egitimim boyunca
destegini ve yardimlarini hi¢bir zaman esirgemeyen bu ¢alismayi tamamlamamda en
biiyiik destek¢im olan danismanim sayimn Prof. Dr. Meltem YESILCIMEN AKBAS’a,
Caligmam boyunca yanimda olan, ge¢irdigimiz seneler boyunca arkadasliklar ile
yanimda olup bu siireci daha degerli ve unutulmaz kilan, laboratuvar igerisinde ve
disarisinda hi¢bir zaman desteklerini esirgemeyen degerli arkadagim Ars. Gor. Pelin
KIRAZ a,

Bu calismanin gercgeklestirilmesinde sunduklar1 degerli destek ve katkilar i¢in Abdi
Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S. Biyoteknolojik Uriinler Uretim Tesisi (AbdiBio)
ve Merieux Nutrisciences Tiirkiye’ye tesekkiir ederim.

Hayallerime ve hedeflerime her zaman inanan, bana her daim destek veren Yavuz
UZUN’a ve aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), giivenli olmayan gidalarin her y1l diinya genelinde 600
milyon gida kaynakli hastaliga, 420.000 6liime ve 33 milyon yil kaybina neden
oldugunu tahmin etmektedir. Bu veriler, gida giivenliginin 6énemini vurgulamakta ve
gida kaynakli hastaliklarin ciddi bir kiiresel saglik sorunu olusturdugunu
gostermektedir [WHO, 2018]. Hiikiimetlerin, bu sorunlar1 6nlemek i¢in hijyen
standartlarin1 sik1 bir sekilde denetlemesi ve ¢evre dostu teknolojilere gecis yapmasi

gerekmektedir.

Fermente {irlinlerin iiretim alanlarmin hijyenik olmasi, 6zellikle peynir iiretiminde
kritik bir 6neme sahiptir. Cig siit, peynir yapiminda dogal bir baslangic kiiltiirii olarak
kullanilirken, yeterli sterilizasyon yapilmadiginda bakteriyel patojenlerin peynire
bulasma riski artmaktadir. Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus, peynir
tiretiminde en biiyiik tehlikeyi olusturan bakterilerdir [Hernandez-Cortez et al., 2017].
Bu nedenle, peynirdeki mikroorganizmalarin pastdrizasyon oncesi ve sonrast dogru

bir sekilde tanimlanmasi son derece 6nemlidir.

Gida tesislerinde patojenik biyofilmler, mikrobiyal kontaminasyonun baslica
kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Bu biyofilmler, gida sanayinde kullanilan klor,
perasetik asit gibi dezenfektanlara karsi direng gelistirebilir ve bu durum gida
urtnlerine patojen bakterilerin bulasma riskini artirir. Ayrica, toksik etkili olabilen bu
ticari dezenfektanlarin Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes gibi patojen
bakterilerin biyofilmlerine kars1 etkileri sinirlidir. Bunu yanisira, laktik asit bakterileri
gibi diger mikroorganizmalarin Listeria monocytogenes’i koruyarak biyofilm

direncini artirdig1 da gézlemlenmistir [Van der Veen ve Abee, 2011].

Antibiyotikler, gida patojeni kaynakli zehirlenme gibi tedavilerde kritik bir rol
oynamaktadir, ancak antibiyotiklere karsi direngli patojenlerin yayilmasi, modern
tibbin en biiyiik zorluklarindan biridir. Antibiyotiklerin asir1 veya yanlis kullanima,
antibiyotik direncine yol acarak, tedavi edilebilir enfeksiyonlar1 daha tehlikeli hale
getirebilir [Ventola, 2021]. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), antibiyotik direncinin
kiiresel bir saglik tehditi olusturdugunu vurgulamaktadir [World Health Organization,



2023]. Bu sorunun ¢oziilmesi, antibiyotiklerin yalnizca gerekli durumlarda ve dogru

sekilde kullanilmasini gerektirir.

Dogal antimikrobiyaller, antibiyotiklere karsi alternatif, tamamlayic1 tedavi
secenckleri sunmaktadir. Sarimsak (Allium sativum) ve ¢ay agact yagi (Melaleuca
alternifolia) gibi bitkisel Grtnler, antibakteriyel etkileri ile dikkat cekmektedir [Yuan
et al., 2021]. Bu dogal bilesiklerin genellikle diisiik yan etki profilleri ile 6ne ¢ikmasi,
ucuz ve ¢evreyle dost olmasi onlar1 bazi bakterilere karsi etkili tedavi secenekleri

haline getirebilir [Gorman et al., 2022].

Gida sanayinde kullanilan bazi kimyasallar, gida iiriinlerinin raf dmriinii uzatmak ve
mikroorganizmalarin ¢cogalmasini engellemek i¢in antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir.
Ancak, bu kimyasallarin saglik iizerindeki potansiyel zararli etkileri uzun stiredir
tartisilmaktadir. Stlfiir dioksit (E220) ve stilfatlar gibi maddeler, baz1 gida {irtinlerinde

alerjik reaksiyonlara ve astim gibi solunum problemlerine yol acabilir [Li et al., 2021].

Nitrik ve nitritler (E250, E251), 6zellikle islenmis et iiriinlerinde kullanilir. Ancak, bu
kimyasallarin asir1 tiiketimi, kanserojen etkileri olan nitrozaminler Gretmesine yol
acabilir [Huang et al., 2020]. Bunun yam sira, BHA (Butylated HydroxyAnisole) ve
BHT (Butylated HydroxyToluene) gibi maddeler, yag i¢eren gidalarda kullanilmakta
olup, baz1 hiicrelerde kansere yol acgabilecek etkiler gostermistir [Wang et al., 2022].
Bu bulgular, biyofilmlerin temizlenmesinde kullanilan dezenfektanlarin simirh
etkinligini ortaya koymakta ve daha etkili hijyen yontemlerine ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir. Biyofilm olusumunu kontrol altina almak, gida giivenligi agisindan

kritik bir adimdir.

Bitki bazl1 biyoaktif bilesikler, bakterilerin biyofilm olusturmasini engelleyebilir. Bazi
bitkisel bilesikler, bakteriyel suslarin biyofilm olusturmasin1 engelleyen quorum-
sensing mekanizmasin1 hedef alir. Ancak bakterilerin zamanla bu ajanlara direng
gelistirebilecegi gbz oniinde bulundurularak, daha yeni ve etkili bitkisel antibiyofilm
bilesenlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda, arastirmacilar dogal koruyucular
ve bitki Ozleri {lizerinde yogunlagmaktadir. Bitki ekstraktlarmin diisiik toksisitesi ve
potansiyel biyolojik aktiviteleri, bunlar1 dogal koruyucular ve antimikrobiyal/biyofilm
ajanlar1 olarak degerlendirilmesine olanak tanir [Khouchlaa et al., 2017; Bouyahya et
al., 2021; Salehi et al., 2021].



Kusburnu (Rosa canina spp.), Orta Avrupa, Orta Dogu ve Asya'da dogada yaygin
olarak bulunan bir bitki olup, tibbi amaclar i¢in kullanilmaktadir [Ercisli, 2007].
Kusburnu, C vitamini, coklu doymamis yag asitleri, antioksidanlar ve tanenler gibi
yiiksek diizeyde biyokimyasal bilesenler i¢erdiginden 6nemli bir besin ve fitokimyasal

kaynagidir [Leahu A. et al., 2014, Ahmad et al., 2016, Marmol et al., 2017].

Bu nedenle, bu tez caligmasi, kugsburnu meyveekstraktinin farkli peynirlerden izole
edilen Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes bakterileri Gzerindeki
antimikrobiyal etkilerini ve biyofilm olusumunun biyokontrolii aktivitelerini

arastirmay1 hedeflemektedir.

1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Bu tez ¢aligmasi, farkli peynir tiirlerinden izole edilen L. monocytogenes ve S. aureus
suslarinin gida kaynakli ¢evresel etkilerini en aza indirmeye yardimci olarak kiiresel
gida giivenligine katkida bulunmayr amaglamigtir. Elde edilen izolatlarin ayrica
biyofilm olusturma yeteneklerinin oldugu saptanmistir. Kusburnu meyvesi ekstrakti
ile yapilan biyofilm biyokontrolii ¢alismasinda dogal suslarin biyofilm olusturma
Ozellikleri hakkinda bilgiler edinilmistir. Ekstraktin antimikrobiyal etkilerini
arastirmak amaciyla agar kuyu diflizyonu ve minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) yontemleri kullanilmistir. izolatlarin biyofilm olusumlarmin biyokontroli igin
ise 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalart kullanilarak polistren yuzeyde olusan
biyofilmlerin kusburnu ekstrakti ile inhibisyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica
ckstraktin izole edilen S. aureus ve L. monocytogenes suslari iizerinde minimal

biyofilm inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Bu tez ¢aligsmasi, hali hazirda bu suslarla kontamine olan siit tiriinlerini ve siit isleme
alanlarin1 patojen mikroorganizmalardan ve biyofilmlerinden kusburnu meyvesi
ekstrakti gibi dogal bir ajanla arindirilmasina yonelik katkilar saglayacaktir. Boylelikle
dogayla dost, ucuz ve kullanilan antimikrobiyallere alternatif, insan sagligina zararl
etkileri  olmayan  antimikrobiyal/antibiyofilm  etkileri ~ olabilen  dogal
antimikrobiyallerin saglik alaninda ve gida sanayinde kullanimlarina yeni bilgiler

sunulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Endiistrisinde Patojenler

Gida endiistrisi, kiiresel olarak biiyliyen, insanligin temel gereksinim iiriinlerini
saglayan, sosyo-ekonomik etkilere sahip bir sanayi dalidir. Bu endiistrinin herhangi
bir adiminda rol alan etmenlerin (6rnegin; iiretim sahasi, ambalajlama, satig) dogru ve
saglikli bir sekilde ilerlemesi biiyilk onem arz etmektedir, ¢iinkii gida kaynakl
hastaliklar gida endiistrisiyle paralel bir sekilde biiyiime gostermektedir. Hatta cogu
zaman gida kaynakli hastaliklar biiyiik perakende satiglarin yapildig yerlerde salgin
hastaliklara dahi sebep olabilmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) yayimlamis oldugu bir rapora gére, her yil diinya
genelinde 600 milyon kisi tiikettikleri gida sebebi ile hastalanmakta ve 420.000 kisi
ise gida kaynakli hastaliklardan dolay1 hayatin1 kaybetmektedir [WHO, 2018]. Bu
yiiksek rakamlar, hiikiimetler i¢in halk saglig1 politikalarini ve ekonomilerini yonetme
konusunda biiyiik bir endise kaynagi olustururken, ayn1 zamanda hastaliklarin ve
Oliimlerin nedenleri {izerine arastirma yapilmast ve bunlarin &nlenmesine
odaklanilmas1 gerektigi konusunda da biiyiik bir endise uyandirmaktadir. Diinya
Bankasi’nin yayinlamis oldugu bir baska raporda ise, gida kaynakli hastaliklarinin
yillik maliyetinin 95,2 milyar dolar, tedavi maliyetinin ise 15 milyar dolar oldugu
belirlenmistir [Diinya Bankasi, 2018]. Hiikiimetler, halk sagligin1 korumak ve bu
biiyiik biitce harcamalarinin 6niine gecebilmek i¢in gida iiretim alanlarinin hijyenik
kosullarinin saglanmasi, ¢apraz kontaminasyonun onlenmesi ve gida ambalajlarinin
sterilizasyonu gibi onlemleri almak ve alinan Onlemlerinin endiistride birebir
uygulanip uygulanmadigi denetlemek zorundadir. Bu amagla, gida endiistrisinde ¢evre
dostu teknolojiler tercih edilebilir. Ornegin, iiretici firmalarm geleneksel 1s1l islem
yontemlerinin yerine, besin iceriklerinin korundugu alternatif yontemlere gecis
yapmak Onemlidir. Ayrica, gidalarin hijyenik kalitesinin artirilmasi, islenmesi,
simiflandirilmas: ve paketlenmesinde biyosensorler ve c¢ok amagli enzimler gibi
teknolojik araclardan etkin bir sekilde faydalanmak miimkiindiir. Bu faaliyetler, gida
endiistrisinde saglikli ve giivenli iiretimi desteklerken halk sagligini koruma ve
maliyetleri azaltma potansiyeline sahiptirler. Cevre dostu teknolojiler ise enerji ve

kaynak verimliligini artirarak siirdiiriilebilir liretim siirecine olanak saglayacaktir.



2.1.1. Gida Patojenleri ve Dekontaminasyonlari

Gida temash ylizeylerde bulunan bakterilerin ¢apraz kontaminasyon riskini artirdigi
bilinmektedir. Ozellikle peynir iiretim alanlar1 gibi 1slak yiizeylerde bakteri {iremesi
daha fazla olabileceginden, kuru yiizeylere gore kontaminasyon riski daha yuksek
kabul edilmekte ve bu iiretim alanlar1 gida endiistrisinde riskli bolgeler olarak
gorulmektedir. Ancak her bakteri susunun kendine 6zgii 6zellikleri oldugu ve suslarin
bu oOzellikleri sayesinde ¢esitli kosullara uyum saglayip hayatta kalabildikleri de
unutulmamalidir. Bu nedenle, gida endiistrisinde riskli bolgelerden biri olarak kabul
edilen peynir iiretim alanlarinda bakteri kontaminasyonunun onlenmesi i¢in bulas

ihtimali muhtemel bakteriler iyi analiz edilerek uygun dnlemler alinmalidir.

Gidalarin hasat, isleme, depolama, dagitim, nakliye veya hazirlik stireglerinde
herhangi bir noktada bu mikroorganizmalarla kontaminasyon olusabilir. Kontamine
gidalar ise basta akut ishali mide bulantisi, kusma ve karin agrisi olmak iizere
gastrointestinal hastaliklara ve beslenme bozukluklarina yol agabilir. Spesifik olarak

belirtmek gerekirse;

e Salmonella spp. bulaslart semptomatik Salmonelloza yol agarak ishal, ates
yarin kramplari ve kusmaya sebep olur [Sykes ve McDonough, 2021.

e L. monocytogenes, genellikle ates ve kas agrilariyla kendini gosteren ve bazen
Oncesinde ishal veya gastrointestinel semptomlarla seyreden Listeriosise neden
olabilmekte ve erken tedavi edilmedigi takdirde 6liimle sonuclanabilmektedir
[Koupmans et al., 2023].

e S. aures ise pnémoni, osteomiyelit, septik artrit, bakteriyemi, endokardit,

apse/¢iban ve diger deri enfeksiyonlarina yol agabilir [Otto, 2014].

e Campylobacter enfeksiyonu kanli ishal, ates ve mide kramplari, hassas
bagirsak sendromu, gecici fel¢ ve artrit gibi komplikasyonlara neden olur

[Amin et al., 2023].

e Vibrio bakterileri karin kramplari, mide bulantisi, kusma, ates, titreme ve sulu

ishale sebep olabilmektedir [Baker-Austin et al., 2018].

e Cronobacter bakterileri ciddi kan dolasimi enfeksiyonlarina veya beyni ve
omurgay1 koruyan zarlarin iltihaplanmasina neden olabilir [Blackwood ve

Hunter, 2016].



e Clostridium botulinum, botulizme sebep olmaktadir ve bu hastalikta
gbzlemlenen semptomlar genellikle g6z, yiiz, agiz ve bogazi kontrol eden
kaslarin zayiflamasidir. Ayrica nefes almayla ilgili kaslar da zayiflayabilir,
dolayisiyla nefes almada giicliik ¢ekilerek oliimle sonuglanabilir [Rawson et
al., 2023].

e Escherichia coli O157:H7 hemorajik kolit ve hemolitik-remik sendrom
semptomlarina sebep olmaktadir ve erken tam1 olmadigi takdirde bu

semptomlar 6liime sebep olmaktadir [Rani et al., 2021].

1984 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan gida hijyeni “gidanin iiretimi, islenmesi,
depolanmasi, dagitimi1 ve hazirlanmasi siireclerinde gereken tiim kosul ve dnlemlerin
saglanarak gidanin giivenli, saglikli ve insan tiiketimine uygun hale getirilmesi” olarak

tanimlanmistir [Mason et al., 1984].

Gida sanayinde ylizey temizliginde siklikla kullanilan dezenfektanlara karsi
Salmonella spp. ve E. coli gibi baz1 bakteriler direng gelistirme kapasitesine sahiptir
[Bianco, C. et al., 2006; Alvarez-Orddfiez et al., 2011]. Bu nedenle, bir yiizey
geleneksel temizleyiciler ile ne kadar dikkatli temizlenirse temizlensin bakteri bulas
riski her zaman kaginilmaz olacaktir. Bu hususta atlanilmamasi gereken konu temizlik
ve dezenfeksiyonun farkli prosediirler oldugudur. Temizlik, goériinir maddelerin
ortadan kaldirilmasi suretiyle dezenfeksiyon siirecinin etkinligini artiran bir prosestir.
Bu gorunur maddeler organik maddeler olabilmektedir. Organik maddeler ise
bakteriler i¢in lireme alanlari olabilir. Bu nedenle, esas olan dezenfeksiyon strecidir.
Mikroorganizmalarin insan saghigi i¢in gilivenli kabul edilen seviyeye diigsmesini
dezenfeksiyon islemi saglar. Dezenfeksiyon yontemi segilirken gidanin insanlarla
dogrudan temas ettigi gercegi géz oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, gida isleme
ylzeyini dezenfekte etmenin en iyi yollar arasinda bakteriyosinler, bakyeriyofajlar,
mantarlar, fitokimyasallar, bitki 6zleri, ugucu yaglar, fotokataliz ve enzimatik tedaviler
gibi yenilik¢i dogal yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler gida giivenligini
saglamada etkili olabilir ve hijyenik standartlarin karsilanmasina yardimci olabilme

potansiyeline sahiptirler.



2.2. Peynirde S. aureus ve L. monocytogenes

Giinliik yasamda siklikla tiiketilen gidalarin iiretim alanlarinin hijyenik olmasi biiyiik
onem tasir. Ozellikle peynir gibi fermente siit Griinlerinin iiretim siirecinde baslangic
kiltirleri  kullanilarak  baslandigr  i¢in  sterilizasyonun saglanmasi, olasi

kontaminasyonun engellenmesinde kritik bir rol oynar.

Peynir, diinya genelinde yaygin olarak kullanilan ve siklikla gida kaynakli salginlara
sebep olan geleneksel bir gidadir. Peynir yapiminda fermentasyon islemine baslarken
laktik asit bakterileri dogal faydali flora baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilir. Siitiin
asitlenmesini hizlandirmak ve peyniri korumak i¢in yapilan bu se¢im ayni zamanda
bakteriyel patojenlerle rekabete de izin verecektir. Bu patojenler, peynir yapiminda
kullanilan siitte bulunabilir, {iretim siirecinde hayatta kalarak peynire bulasabilir.
Ayrica, yeterli dezenfeksiyon saglanmadiginda iiretim sonrasinda da bakteriyel
patojenlerin peynire bulasma riski olacaktir. Mikrobiyal patojenlerin rekabeti ve
biiylimesini etkileyen faktorler arasinda pH, tuz orani ve su aktivitesi (aw) yer alir.
Ornegini olgunlastirilmis yumusak peynirler, eskitilmis sert peynirlere gore
mikrobiyal patojenlerin buyimesi icin daha elverisli kosullar saglar ve bu nedenle

tiikketim agisindan daha riskli olabilmektedirler.

L. monocytogenes ve S. aureus bakterileri, peynirin giivenligini tehdit eden ve en
biiytik riski olusturan en yaygin iki bakteriyel patojendir [Hernandez-Cortez et al.,
2017]. Bu patojen bakterilerin peynir iizerindeki etkisine katkida bulunan faktorler
arasinda, kullanilan siitiin kalitesi, baslangic kiiltiirii ve dogal laktik asit bakterilerinin
gelisimi, tuz, pH ve peynirin olgunlagma siiresince meydana gelmekte olan kimyasal
degisiklikler yer almaktadir [Johnson et al., 1990c]. Peynir tiretiminde kullanilan ¢ig
stit, bu faktorlerin gelisime katki saglayarak L. monocytogenes ve S. aureus’un
varligina zemin hazirlar. S. aureus’un, gida endiistrisinde 6zellikle dikkate alinmasinin
sebebi, ¢ig siitten yiiksek oranda izole edilebilmesiyle birlikte ayn1 zamanda 1s1l islem
oncesi stafilokokal enterotoksin (SE) iiretebilme ozelligine sahip olmasidir. Bu
nedenle, liriinlin igerisinde yer alan mikroorganizmalarin pastorizasyon oncesinde ve
sonrasinda diizglin bir sekilde tanimlanmasi, halk saglig1 acisindan biiylik 6nem

tasimaktadir.



2.2.1. Peynirde S. aureus

Dogadaki en yaygin tiirlerden biri olan S. aureus, insanda bagirsaki meme bezleri, kan,
ag1z, genitotiriner, iist solunum yollari, deri ve ayrica memelilerin ve kuslarin deri
bezleri gibi cogu yerde bulunabilir [Bacon ve Sofos, 2003]. Gram pozitif, hareketsiz,
sporlanamayan, ayrica katalaz ve koagiilaz pozitif bir bakteri tiirii olan S. aureus, kok
sekline sahiptir ve 7-48 °C araliginda optimum ise 35-40 °C araliginda iireyebilir.
Oksidatif veya fermentatif sekilde glikozu metabolize edebilir ve yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 ile 1siya karsi direnclidir. S. aureus tiirleri, zararli toksinler
(epidermolitik toksin, toksik sok sendromu toksini, stafilokokal enterotoksinler gibi
siiper antijenler), koagiilaz ve termostabil niikleaz gibi ¢esitli hiicre dis1 bilesikler
uretebilir [Martin, 2014]. Koagilaz tretimi, S. aureus’un tanimlanmasinda kullanilan
bir belirtegtir. Ayrica acrobik ve/veya anaerobik olarak mannitoli fermente edebilir ve
bu siiregte protein A ve aseton iretebilir. Bu 06zellikler, ailenin diger iiyelerinde

bulunmayan karakteristik dzelliklerdir.

Stafilokokal hiicre duvari, bazi bakterileri yok edebilen glikozit hidrolaz tipi bir enzim
olan lizozime direnclidir. Ancak, S. aureus, bakteriyosin ozellikleri olan lizostafine
kars1 ise duyarlidir. Bu 6zelligi sayesinde insan ve hayvanlarin deri ve mukozal
bolgelerinde kolonize olabilir ve hayatta kalmasina biiyiik avantaj saglar. Bu nedenle

tiretim alanlarinin temizligi ve sterilizasyonu bir kez daha 6nem arz etmektedir.

S. aureus, mobil genetik elementler (MGE) olarak bilinen yapilari tagiyabilen bir
bakteridir. Bu MGE’ler arasinda bakteriyofajlar, transpozonlaar, patojenite adalar1 ve
plazmitler bulunur. Bu elementler, S. aureus hiicrelerinin gevresel degisikliklere yanit
verme Yyeteneklerini artirir ve genetik bilginin hiicreler arasinda transferini
kolaylastirir. Arastirmalar, S. aureus MGE’lerinin ¢esitli antimikrobiyallere karsi
direng faktorleri kodladigin1 ve toksin iiretimi veya konakg¢iya baglanma gibi
viriilansin ifadesinde yer aldigimi gostermistir. Bazi S. aureus plasmitleri oldukca
buylktir (40-60 kb) ve bu plazmitlerle bugiine kadar iliskilendirilen genetik ifade,
muhtemelen kodlanan toplam genetik bilginin sadece kii¢lk bir bolimuinG temsil eder
[Foster, 2015].

S. aureus kuru ortamlarda dahi spor olusturmadan viicut disinda uzun siire hayatta

kalabilir [IFT, 2004; FDA, 2012]. S. aureus enfeksiyonu ve enterotoksinlerine maruz



kalindiktan sonra genellikle 2-4 saat icinde bulanti, kusma, ishal, karin agris1 ve
bitkinlik gibi semptomlar ortaya ¢ikar. Stafilokokal enterotoksinler, pirojenik toksinler
ailesine aittir ve siiper antijenler olarak islev gorerek bir¢ok T hiicresini uyarirlar. Bu
enterotoksinlerin etkisiz hale getirilmesi ¢ok zordur ¢iinkii onlar1 etkisiz hale getirmek
icin gereken yiiksek 1s1 miktari, organizmanin zarar gérmesine neden olabilir [Bacon

ve Sofos, 2003].

Diinyadaki en yaygin gida zehirlenmesine, Staphylococcus cinsinin bir Gyesi olan S.
aureus bakterisi neden olmaktadir ve S. aureus ile enterotoksinleri et ve et Grlinleri,
kiimes hayvanlar1 ve yumurta {iriinleri, siit ve siit iiriinleri, salatalar, unlu mamuller
gibi ¢ok genis bir gida yelpazesinde barinmaktadir [Tamarapu et al., 2001; le Loir et
al., 2003; Argudin et al., 2010].

Bu yelpazenin arasinda peynir iiretimi, ortamin besin igerigi acisindan zengin
olmasindan dolay1 S. aureus’un biiyiimesi ve gelismesi i¢in olduk¢a uygundur. Peynir
yapiminda kullanilan ham maddeler, 06zellikle siitiin igeriginde bulunan
karbonhidratlar, proteinler ve lipidler gibi 6nemli besin kaynaklar1 S. aureus’un

cogalmasi i¢in gerekli olan enerji ve besini saglar.

Peynir yapiminda kullanilan starter kiiltiirler, laktik asit iiretimine ve dolayisiyla
ortamin pH’min diismesine neden olarak S. aureus suslarinin biylmesini
siirlayabilir. Ancak bazi durumlarda ise starter kilttrlerin etkisi azalabilir ve bu da S.

aureus’un biiylimesini inhibe etmekte yetersiz kalacaktir.

Siitiin yogunlastirilmasi isleminde su aktivitesi diisiiriilmesi, peynirin diisiik ph degeri
ve tuz igerigi de S. aureus’un blyimesini inhibe edebilecek faktorlerdir. Ancak tim
bu faktorlerin etkisi, peynirin tiirii, liretim silireci ve depolama kosullar1 gibi bir¢ok

degiskene baghdir.

Ancak gergek iiretim ortamlarinda, birgcok cevresel faktoriin varligi géz Oniine
alinmalidir. Bu nedenle, peynir iiretimi siirecinde uygun hijyen uygulamalari, sicaklik
kontrolii, pH diizenlemesi, su aktivitesi kontrolii, siitiin pastdrizasyon islemi, yliksek
aktiviteli baslangi¢ kiiltlirii kullanim1 ve peynirin paketlenme asamasinda c¢evrenin
sanitasyonu gibi onlemler alinmalidir. Bu 6nlemler, S. aureus suslarmin blytmesini
ve enterotoksin iiretimini kontrol altina alarak giivenli ve kaliteli peynir liretimini

saglayacaktir.



2.2.2. Peynirden Izole Edilen S. aureus Suslar1 ve Gida Zehirlenmeleri

Stafilokok kaynakli gida zehirlenmesi, S. aureus ve diger koagiilaz pozitif
stafilokoklarin  enterotoksijenik  suslart  tarafindan  {retilen  stafilokokal
enteretoksinlerin tiikketimi sonrasinda meydana gelen diinyadaki en yaygin gida

kaynakli hastaliklardan biridir [Jablonski ve Bohach, 1997].

1980°den bu yana, diinya ¢apinda peynir tiikketiminden kaynakli 53 gida zehirlenmesi
salgin1 bildirilmis ve yine bu siire zarfinda yaklasik 250.000.000 ton peynir
tiretilmistir. Bu salginlara neden olan en yaygin organizmalar L. monocytogenes,
enteropatojenik E. coli, Salmonella spp. ve S. aures olarak belirlenmistir. Ancak
raporlanmis gida kaynakli ilk epidemik vaka yaklasik 100 yil 6nce, 1884 yilinda
Michigan’da Vaughan ve Sternberg tarafindan yayinlanmis ve salginin peynire
bulasan stafilokoklardan kaynaklandigi belirtilmistir. 1980 yilinda Kanada’da lor
peyniri tiiketimi sonucunda 62 kisi, 1984 yilinda iskogya’da koyun siitiinden yapilan
peynir tiiketimi sonucunda 27 kisi, 2000 yilinda Japonya’da az yaglh peynir tiiketimi
sonucunda 13.420 kisi, 2009 yilinda Fransa’da ¢ig siitten yapilan peynir tiiketimi
sonucunda 23 kisi ve 2014 yilinda Isvigre’de bir yatili okulda tomme (¢ig inek
siitlinden yapilan yumusak peynir) tiiketimi sonucunda 13 kisi gida zehirlenmesi
yasamistir ve bu vakalarin hepsinin S. aureus kaynakli gida zehirlenmesi oldugu
saptanmustir [Todd et al., 1981; Bone et al., 1989; Asao et al., 2003; Ostyn et al., 2010;
Johler et al., 2015].

Staphyloccoccus kaynakli gida zehirlenmeleri igin birgok kosul gereklidir. ilk olarak,
gida veya bilesenlerinin enterotoksijenil bir Staphylococcus spp. susu ile kontamine
olmasi gereklidir. Dolayisiyla ham maddelerin, saglikli veya enfekte tasiyicilarin veya
diger kaynaklarin bu bakteri susunu icermesi demektir. ikinci olarak, stafilokoklarin
kaynaktan gidaya transferi gergeklesmelidir. Bu, hijyen uygulamalarmin yetersiz
olmas1t veya zaten kontamine olmus ekipmanlarin kullanilmasi gibi faktorlerle

mumkin olabilmektedir.

Uclincii olarak S. aureus’un bilyimesi ve enterotoksin Gretimi igin uygun
fizikokimyasal 6zelliklere sahip gida bilesimi de 6nemli bir etmendir. Bu da, uygun
besin maddelerinin bulundugu ve uygun pH, su aktivitesi ile sicaklik gibi faktorlerin
saglandig1 bir ortam anlamina gelmektedir. Dordiincii olarak, stafilokoklarin biiyiimesi

ve toksin liretimi i¢in yeterli siire ve sicaklik kosullariin saglanmasi gerekmektedir.
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Bu siire ve sicaklikta, stafilokoklarin hizla ¢ogalabilecegi ve toksinlerin birikimine yol

acabilecegi optimum kosullar saglanmalidir.

Son olarak ise, semptomlarin tetiklenmesi i¢in yeterli miktarda toksin i¢eren gidanin
tiketilmesi gerekmektedir. Stapylococcus enteretoksinleri sicakliga dayanikli
olduklarindan yiyecekler pisirildiginde veya islendiginde genellikle inaktif hale
gelmezler. Bu nedenle, kontamine gidalarin tiiketilmesi bireylerin semptomlarini
tetikleyebilir [Pereira et al., 1996; Asao et al., 2003].

Cogu stafilokok gida zehirlenmesi salgin1 gida {iriiniinlin islenmesi, pisirilmesi ve
dagitilmas1 sirasindaki kotii  hijyen uygulamalarindan kaynaklanir. Ayrica,
kontaminasyondan sonra gidalarin yetersiz sogutulmasi da Staphylococcus suslarinin
bliylimesini ve liremesini tegvik ederek toksik iiretimini uyarip gida zehirlenmesine
neden olabilir [Barber, 1914]. Bu nedenle, stafilokok gida zehirlenmesini 6nlemek i¢in
hijyenik iiretim, uygun sicaklik kontrolii, hijyenik isleme ve depolama yontemleri gibi
Onlemler alinmalidir. Ayrica, gida endistrisinde c¢alisan personelin egitimi Ve

bilinglendirilmesi de biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.2.3. Peynirde Listeria spp. ve L. monocytogenes

Listeria cinsi, diisilk G-C igeriginden dolay1 gram-pozitif bakterilerin Clostridium alt
dalinda siniflandirilir. Bu cinsin taninmus tiirleri L. monocytogenes, L. innocua, L.
ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri ve L. grayi’dir. Bu tirlerden L. monocytogenes, L.
ivanovii ve L. seeligeri memelilerde patojen olarak kabul edilir [Rocourt et al., 1986;
Cummins et al., 1994].

L. monocytogenes, nemli ortamlar, toprak, su, ¢liriimiis bitki ortiisii ve hayvanlar gibi
cok genis bir skalada bulunabilen ve sogutma ve/veya diger standart gida koruma
Oonlemleri altinda hayatta kalabilen ve biiyliylip ¢ogalabilen patojenik bir bakteri
tiraddr. Listeria spp., spor olusturmayan, gram-pozitif, kiigiikk ve ¢ubuk seklinde

organizmalardir. Boyutlar1 genellikle 0.5-4 um ¢apinda ve 0.5-2 um uzunlugundadir.

Bu bakteriler fakultatif anaerobiktir, yani hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda
yasayabilirler, yiiksek tuz konsantrasyonlarinin varliginda gelisebilir olarak (%10
(w/v) NaCl’ye kadar) ¢esitli gida paketleme kosullarini tolere edebilirler [Panfill-
Kuncewicz et al., 2009]. Ayrica katalaz reaksiyonlar1 pozitif ve oksidaz reaksiyonlari

negatif sonug vermektedir. Listeria spp., peritrik kamgisi sayesinde 20-25 °C sicaklikta
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hareket edebilir. L. monocytogenes’in, somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerine dayali
olarak serotipleri siniflandirilmigtir. Siiflandirilan 13 farkli serotipin arasinda 1/2a,
1/2b, 1/2c¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e ve 7 bulunmaktadir [Meloni, 2014]. Bu
serotipler, L. monocytogenes’in genetik 6zelliklerini ve potansiyel hastalik yapma
yeteneklerini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Optimum biiylime sicakligi 30-
37 °C olan L. monocytogenes, 0-45 °C arasinda da hayatta kalabilmektedir. 0.92 gibi
disiik su aktivitesinde ve pH 4.0-9.5 araliginda yasaminmi siirdiirebilmektedir
[Carpentier ve Cerf, 2011; Lianou ve Koutsoumanis, 2013]. L. monocytogenes
buzdolabi sicakliginda da yasamanin yani sira ¢ogalabilir, bircok dezenfektana karsi
dayaniklidir.  Ayrica ¢esitli  ylizeylere yapisabilmektedir. Bu kosullar L.
monocytogenes’i essiz kilmakla birlikte kendisine isleme tesislerine bulastiktan sonra

uzun siire hayatta kalabilme firsatin1 saglamaktadir [Meloni, 2014].

L. monocytogenes genellikle gida tiriinlerinin hasat edildigi, islendigi, hazirlandig,
paketlendigi, tasindigi veya depolandigi yani kisacasi gidanin temas halinde
bulundugu her yerden bulasabilir ¢linkii bu ortamlar ham maddeler, su, toprak ve hava
yoluyla kirlenmeye miisaittir. Ayrica, evcil hayvanlar da L. monocytogenes ile
kontamine olmus yiyecekleri tiikettikleri takdirde ev ortaminda bakterileri yayabilirler.
L. monocytogenes ile kontamine olmus yiyecekleri tiiketen insanlarda listeriosis adi

verilen bir hastalik ortaya cikar.

L. monocytogenes ile kontamine olmus yiyecekleri tiiketen insanlarda listeriosis adi
verilen bir hastalik gelisebilir ve bu hastalik genellikle altta bagisiklik sistemini
etkileyen bir hastalik yatan kisileri etkiler. Bunlar kanser veya AIDS gibi hastaliklar
olabilir. Ayrica, yaslilar, hamile kadinlar, yeni dogan bebekler veya fetiisler gibi diger
duyarl bireyleri de etkiler. Hastaligin semptomlar1 grip benzeri olabilir, ancak ciddi
komplikasyonlara yol agabilen menenjit, septisemi, spontan diisiik veya
yenidoganlarda listeriozisi gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilir [Wing ve
Gregory, 2000]. Listeriosis insidansi, diger gida kaynakli hastaliklara kiyasla daha
diisiik olmasina ragmen, iligkili hastaneye yatis oran1 %94 iken 6liim orani yaklasik
%30 gibi yiiksek bir orandir [Schlech, 1988; Wing ve Gregory, 2000; Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi, 2011; Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi, 2013].

Listeriosizin gida kaynakli bir hastalik olarak taninmasinin ardindan son 30 yilda

diinyanin dort bir yanindan, 6zellikle de Avrupa’dan, bircok listeriosis salgini ve
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sporadik vaka rapor edilmistir. Bu hastaligin bulagmasinda cesitli gida gruplar yer alsa

da ozellikle siit iiriinleri ve peynirler 6n plana ¢ikmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Farkli peynir tiirleri ile iligkili bildirilen listeriosis salginlart [Swaminathan,
ve Gerner-Smidt, 2007].

Vaka  Olim Siiphelenilen/Tespit

il Konum Sayist  Sayisi Edilen Gida Referans
. . . Linnan ve
1985 ABD 142 48 Meksika usulii peynir diz., 1988
. e . Jensen ve
1990 Danimarka 26 7 Mavi kufli peynir dig.. 1994
. Vaillant ve
1995 Fransa 37 11 Yumusacik peynir dig., 1998
. Makino ve
2001 Japonya 19 0 Peynir dig.. 2005
Cig siitten yapilmis Gaulin ve
2002 [ yada 17 0 yumusak peynir dig., 2003
2006 Almanya 189 26 Yumusak peynir Koch ve
dig., 2010
. Johnsen ve
2007 Norveg 17 3 Camembert peyniri dig., 2010
Fretz ve
. . dig., 2010;
2009  Avusturya 34 8 Acid curd peyniri Schoder ve
dig., 2013
Hastalik
Kontrol ve
2012 ABD 22 4 Ricotta peyniri Onleme
Merkezi,
2012

Avrupa iilkelerinde bildirilen listeriosis vakalarmin yillik insidanst 0.3 ila 7.5
vaka/milyon kisi arasinda degisebilmektedir. L. monocytogenes’in stt endustrisi igin
ciddi bir tehdit oldugu 1985 yilinda ortaya cikmustir. Ozellikle Meksika tarzi peynir
tUketimiyle iligkili biiylik bir salgin Giliney Kaliforniya’da izlenmistir [Swaminathan

ve Gerner-Smitt, 2007]. Sut Grlnleri, hem invaziv hem de invaziv olmayan listeriosis
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ile iligkilidir ve serovar 4b, salgin izolatlarinin ¢ogunu temsil etmektedir. Avrupa’da
L. monocytogenes ile kontamine olmus siit tirtinleri, tiim gida {irinlerinin neden oldugu

listeriosis salginlarinin yaklasik yarisindan sorumludur [Chikhi et al., 2024].

Son zamanlarda pastorize siitten hazirlanan peynirle iligkili bir dizi listeriosis salgini
bildirilmistir [Gaulin et al., 2008; Koch et al., 2010; Gould et al., 2014]. Little ve
arkadaslar1 2008 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada satisa sunulan pastorize siitle
yapilmis peynirlerin %2.5’inde Listeria spp. (L. monocytogenes dahil) bulduklarini
raporlarlarken, ¢ig ve pastorize olmus siitten yapilmis peynirlerin %2’sinde Avrupa
Komisyonu 2004/24/EC tarafindan belirlenen limitlerin iizerinde Listeria spp.

saptadiklarini belirtmislerdir.

Diinya ¢apinda hizla artan saglikli beslenme kilturd, herhangi bir 1s1l islem asamasina
tabi tutulmadan {iretilen peynirlerin tiiketimini de artirmistir. Ancak peynirlerin
tilkketimden Once herhangi bir 1s1l isleme tabi tutulmadiklar1 gibi genellikle sogutma
sicakliklarinda muhafaza edildikleri unutulmamalidir. Bu durum, psikrotrofik
bakterilerin ve 6zellike L. monocytogenes’in yasamasina ve g¢ogalmasina olanak
saglamaktadir. Cig siitiin pastorizasyonu, L. monocytogenes tarafindan siit {irtinleri
kontaminasyonu riskini ortadan kaldirmaz. Bu konuda yapilan arastirmalar, pastorize
sitten elde edilen drinlerin bile L. monocytogenes kontaminasyonuna maruz
kalabilecegini gostermektedir [Oliver et al., 2005; Gould et al., 2014]. Ornegin, 1998-
99 yillarinda Finlandiya’da ve 2006 yilinda Almanya’da yasanan salginlar, pastorize
stitten yapilan peynirin L. monocytogenes kontaminasyonuna maruz kaldigini agikca
gostermistir. Bu salginlar, L. monocytogenes’in siit iiriinleri isleme siirecinin sonraki
asamalarinda kontaminasyonun gerceklesebileceginin birer kanit1 olmustur [Le et al.,
2014]. Bu nedenle, siit driinleri endistrisinde hijyenik uygulamalarin ve
kontaminasyon riskini azaltmaya yonelik Onlemlerin biiylik ©Onem tasidigi

vurgulanmalidir.

2.2.4. Peynirden Izole Edilen L. monocytogenes suslar1 ve Gida
Zehirlenmeleri

L. monocytogenes’in peynirde hayatta kalmasi ve gogalmasi, peynirin iiretimine,
olgunlagma siirecine, baslatici kiiltiirlere, salamura soliisyonlarina, drenaj sistemlerine,

kullanilan ekipmanlara ve depolama kosullarina baghidir. Bu kosullar, bakterinin
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biiylimesi i¢in uygun ortam saglayabilir veya blylmesini engelleyebilir [Schoder et
al., 2012; Abdullah ve Calicioglu, 2013].

Uretim asamasinda ¢ig siitiin tercih edilmesi veya pastdrizasyon isleminin yetersiz
uygulanmasi, L. monocytogenes’in peynire bulasma riskini artiracaktir. Siit katilar1 ve
yiyecek artiklarimin bulundugu 1slak yiizeyler, patojenin biyofilm olusturmasina
olanak tanimaktadir. Ayrica, peynir iiretim sirasinda hijyenik uygulamalarin yetersiz
olmasi, bakterinin ¢ogalma potansiyelini artiran 6nemli bir faktordiir [Wemmenhove

etal., 2013].

Olgunlasma siireci, peynirin tadinin olustugu ve tekstiiriiniin gelistigi bir agamadir. Bu
siirecte, peynirin sicaklik ve nem kosullari, peynirdeki asit ve tuz icerigi L.
monocytogenes’in biiyiimesi igin uygun bir ortam saglayabilir. Ozellikle sogutma
sicakliklar1 gibi diisiik sicakliklarda ve peynirin igerdigi su aktivitesine bagli olarak

yiiksek nemde bakterinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi miimkiindiir [Gnanou et al.,

2000].

Depolama siireci, peynirin raf omrii boyunca saklandigi asamadir. Depolama
kosullarinda uygun sicaklik ve nem seviyeleri korundugu takdirde bakterinin
biiyiimesi sinirlanabilmektedir. Ancak, bu durumun tam tersi sz konusu oldugunda

ise L. monocytogenes iiremesi kagimilmazdir [Gnanou et al., 2000].

Ornegin, yumusak peynirlerin pH degeri 4.5-6.5 araliginda, NaCl icerigi %2.3-3.5
araliginda (w/w) olarak degismektedir [Pintado et al., 2005]. Peynirin karakteristik
ozelliklerinden olan pH ve tuz igerigi, L. monocytogenes i¢in hayatta kalma kosullarini
olusturabilmektedir, ¢iinkii bunlar L. monocytogenes i¢in daha siddetli pH ve tuz
kosullarina toleransi indiikleyebilen 6liimciil olmayan kosullar1 temsil etmektedir

[Skandamis et al., 2012].

Bu nedenle, geleneksel peynir koruma yontemleri L. monocytogenes’in hayatta
kalmasii onlemede basarisiz kalacak, virulansini da artiracaktir. Peynir tiretiminde
hijyenik uygulamalarin titizlikle uygulanmasi, ¢ig siitlin uygun sekilde islenmesi
ve/veya pastorizasyonunun dogru sekilde uygulanmasi, uygun sicaklik ve nem
kosullarinin saglanmasi gibi 6nlemler L. monocytogenes’in peynirde hayatta kalmasini

ve ¢ogalmasini azaltmaya yardimcei olacaktir.
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2.3. Biyofilm

Bakteri kolonileri uygun kosullarda iireyerek ve gesitli yilizeylere yapisarak biyofilm
tabakalarimi olusturmaktadirlar. Biyofilm polisakkaritler, nukleik asitler, lipidler ve
bakterilerin biiyiime esnasinda salgiladiklar1 proteinler gibi maddeleri i¢eren hiicre dis1
polimerik maddelerden (EPS) olusmaktadir. Matris, gogunlukla mikroorganizmalarin
kendileri tarafindan iiretilen ve biyofilm hiicrelerinin i¢ine gomiildiigii hiicre dis1
malzemeyi ifade etmektedir. EPS, mikroorganizmalarin tiirine, sicakliga ve besin
kaynaklarinin mevcudiyetine gibi birgok etmene bagli olarak biyofilm tabakalari
arasinda biiyiik farkliliklar gosterebilir. Biyofilm yapisindaki EPS’ler bakterilere cok
cesitli avantajlar sunmaktadir. Biyofilm matrisine dahil olan polisakkaritler, nikleik
asitler ve lipidler biyofilm yapisina mekanik stabilite saglarken, hiicreler arasi ii¢
boyutlu bir polimer ag olusturur [Flemming ve Wingender, 2010]. Bu kompleks
yapidaki matriks, mikroorganizmalarin 6zellikle olumsuz kosullardan korunmasina
sebep olurken ayni zamanda ortamdaki mikrobiyal rekabet giiciinl artirarak bazi

hiicresel islevlerin gergeklestirilmesini de saglamaktadir.

Biyofilm matrisi, birgok farkli elementi igeriyor olusu nedeni ile bakteriler igin
dinamik bir yasam tarzi insa etmektedir. Sonugta ortaya ¢ikmakta olan bu dinamik
yasam tarzi hiicreler arasi iletisim, yatay gen transferi, sinerjistik mikro konsorsiyum

olusumu dahil olmak {izere bir¢ok yogun etkilesimin meydana gelmesine firsat tanir.

Endiistriyel mikrobiyal uygulamalarda atik sularin temizlenmesi ve toprak ile suyun
biyoremediasyonu gibi alanlarda bakteriyel biyofilmler yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Ancak, biyofilmler, ¢ok ¢esitli endiistri alanlarinda ciddi sorunlara
neden olabilmektedirler. Ornegin, biyofilmler petrol sahasi boru hatlarinda
korozyonun mikrobiyal olarak indiiklenmesi, borularin tikanmasina, gemi
govdelerinin ve tiretim hatlarinin kirlenmesine sebep olabilmektedir. Bu durumlarda
biyosit lreticileri, biyofilm olusumunu ve ilerlemesini kontrol altina alabilmek adina
temizlik prosediirlerini gelistirirler. Ancak, biyofilm olusumlarin1 tamamen ortadan
kaldirtlmas1 miimkiin degildir Dolayisiyla, biyofilm olusumunu kontrol altina

alabilmek icin rutin temizlik ve dezenfeksiyon islemleri sarttir.
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2.3.1. Biyofilm Olusum Modeli

Cok sayida caligma biyofilm olusumunun tek, serbest yiizen planktonik formdaki
bakterilerin ilk ylizeye baglanmasiyla basladigini ve tiim siire¢ boyunca ifade edilen
genler ile proteinlerin planktonik formdan farklilik gosterdigini, dolayisiyla bu
olusumun ¢ok asamali ve karmasik bir siire¢ oldugu fikrini desteklemektedir. Tiim
stire¢, pH, sicaklik, sinyal molekiilleri, yilizeylerin dogasi, Brown hareketleri ve
hidrodinamik kuvvetler gibi bir¢ok farkli dis kosuldan etkilenebilmektedir [Zhao et
al.,, 2017]. Arastirmacilar, biyofilm c¢aligmalar1 boyunca yaptiklar1 mikroskobik
gozlemler sonucu farkli fizyolojik o6zellikleri g6z 6ntnde bulundurarak biyofilm
olusum siirecini 4 ana asamaya ayirmislardir [Characklis, 1973; Davey ve O’Toole,
2000; Petrova et al., 2017]. Bu asamalar, ylizeye tutunma (geri doniisiimlii ve geri

doniisiimsiiz), mikrobiyal blylme, olgunlasma ve ayrilmadir.

Biyofilm olusumunun baslangi¢c noktasi genellikle planktonik mikroorganizmalarin
etraftaki yiizeylere tutunmasidir. Bu tutunma, serbest yiizen mikroorganizmalarin bir
araya toplanarak birbirine ve yiizeye baglanmasini ifade etmektedir. Baslangi¢ olarak
kabul edilen bu asama, biyofilm olusumunun ilk adimini ve temel unsurunu

olusturmaktadir ve genellikle diger asamalarin ger¢eklesebilmesi i¢in bir gerekliliktir.

Yiizeye tutunmanin ilk asamasinda, mikroorganizmalar yiizeylere geri doniistimlii ve
geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanir ve bu asamanin karakterizasyonu, yilizeylere

polar olarak baglanan mikroorganizmalarin varlig1 ile saglanir [Banerjee et al., 2015].

Bu surecte, huicre ici sinyal molekillerinden biri olan bis-(3’-5')-siklik dimerik
guanozin monofosfat (c-di-GMP) iiretimi gergeklesir. Ylizeye tutunma sayesinde
mikroorganizmalar bir arada kalarak biyofilm matrisini olustururlar ve matris
sayesinde mikroorganizmalar birbirleriyle etkilesimde bulunabilir, besinlerini
paylasabilir, sinyal iletisimini saglayabilir ve biyofilm yapilarini olusturmay1
basarabilirler. Bu nedenle, yiizeye tutunma biyofilm olusumunda kritik bir asamay1

temsil etmektedir ve biyofilm topluluklarinin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Yiizeylere basarili bir sekilde tutunan mikroorganizmalar, ortamdaki ylksek c-di-
GMP varliginda mikrokoloni olusumuna yol agan EPS i¢inde ¢ogalmaya baslarlar. Bu
srecte, flagella ve tip 1V pili ile bakteri hiicrelerinin hareketleri, yiizeyler arasindaki
etkilesimler ve hiicre-hiicre agregasyonlar1 6nemli bir rol oynamaktadir [Rabin et al.,

2015].
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Olgunlagsma siirecinde EPS, mikrobiyal tutunmanin {i¢ boyutlu yapisinin
stabilizasyonunu saglar, hiicreleri gruplandirarak onlara ¢esitli streslere
(antimikrobiyaller, oksidatif hasar, metal katyonlar1 vb.) kars1 koruma saglar. EPS
ayrica metabolik triinler ve enzimler icin gerekli olan sinyal molekiillerini de

kapsulleyebilmektedir [Toyofuku et al., 2016].

Olgun bir biyofilm, 3 katmanli bir yapiya sahiptir: i¢ (diizenleyici) katman, orta
(mikrobiyal temel) katman, dis (biyofilm disinda mikroorganizmalarin bulundugu)
katman [Zhao et al., 2017]. Olgun biyofilm yapisi, mantar ya da kule seklinde bir yap1
olusturabilmektedir [Rabin et al., 2015].

Yeni bir Dbiyofilm dongiisiinii  baslatmak {izere olgunlasan biyofilm,
mikroorganizmalarini etrafa dagitmalidir. Bu dagilim, hareket ve EPS bozulmasina
bagl olarak aktif veya sivi akis1 gibi fiziksel faktorlere bagl olarak pasif olabilir.
Ayrilma siirecinde genellikle asir1 artmis niifus yogunlugu, yogun rekabet, yetersiz

besin kaynagi gibi faktorler rol almaktadir [Rabin et al., 2015].

2.4. S. aureus Suslan ile Biyofilm Olusumu

S. aureus planktonik hiicreleri yiizeye tutunma asamasinda konaker ile etkilesimi
desteklemek icin cesitli faktorler ve diizenleyici mekanizmalar kullanmaktadir.
Konake1 hiicreye tutunma yeteneginde rol alan molekiiller arasinda, fibronektin
baglayict proteinler (FnBPler), fibrinojen baglayici protein (Fib), kiimelenme
faktorleri (CIfA, CIfB) ve kiimelenme faktorlerini ¢ieren yapiskan matris
molekiillerini taniyan mikrobiyal ylizey bilesenleri (MSCRAMM), serin-aspartat
tekrar aile proteinleri (SdrC, SdrD ve SdrE) bulunmaktadir [Wolz et al., 2002; Sabat
et al., 2006; O’Neill et al., 2008]. Tiim bu bilesenler, S. aureus’un ylizeye tutunma

yetenegini saglayarak biyofilm olusturma siirecinde 6nemli bir rol almaktadirlar.

Yeterli enerji kaynagi varliginda bakteriler boliinmeye ve birikmeye baslarlar. Bu
asamada, hiicre i¢i sinyal molekiillerini tetikleyen cevresel sinyaller ile biyofilm
olusumu diizenlenir. Bu sinyalleri alan bakteriler, biyofilm olusturmak {iizere
cogalmaya devam eder [Mangwani et al.,, 2016]. Olusan biyofilm matrisi,
antibiyotiklerin biyofilm igerisindeki mikroorganizmalara ulasmasini engelleyebilir.

[Otto, 2008].
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Olgunlasma sirasinda daha organize bir yapiya sahip olan biyofilm (kule veya mantar
sekli), derin tabakalarina besin taginmasi i¢in mikrokolonilerin etrafinda kiiguk
kanallar olusturur. Olgun olan biyofilm yapilar igerdigi 6zgiin metabolik yapilar

sayesinde stres etkenlerine kars1 direng saglar [Gupta et al., 2016].

EPS varligi sayesinde biyofilm yapilarinin temel birimlerini olusturmak iizere
mikrokoloniler olusturulur. Bu olusumdan sonra, genetik diizenlemeler ve dis faktorler

yardimi ile biyofilm kalinlagsmaya ve ayrilmaya devam eder.

Ayrilma sirasinda EPS’lerin par¢alanmasi igin ekzoenzimler ve yiizey aktif maddeler
tiretilir [Lister et al., 2014]. Ayrilan bakteriler ise planktonik hiicreleri olusturur ve
olusan hiicreler diger bolgelere kolonize edilebilmek {izere programlanir. Amfifilik o-
sarmal ikincil yapiya sahip olmasindan dolay1 ylizey aktif madde benzeri 6zellikler
gosteren ylizeyde coziinebilen fenolik modiller (PSMler), biyofilm yapilarinin
dagilmasinda ve yayilmasinda rol alan etkili molekiillerdir. Bu sayede biyofilm
matrisindeki kovalent olmayan baglar1 kirarak, besin maddelerinin tabakanin daha
derinine tasiabilmesi i¢in gerekli kanallar1 olusturur ve biyofilm yapilarinin daha
uzak bolgelere yayilabilmesi i¢in gerekli yikici etkiyi saglar [Cheung et al., 2014]. S.
aureus hem ¢ozinir formda hem de amiloid lif seklinde birlesmis PSMlere sahiptir.
S. aureus’un a-PSM'lerin fibril Gretiminde 6nemli rol oynayan ana amiloid proteinleri

o-PSM1 ve a-PSM4 peptitleridir [Marinelli et al., 2016].

2.4.1. S. aureus suslar ile Biyofilm Olusum Mekanizmalari

2.4.1.1 Polisakkarit Interselltler Adezin (P1A)-Bagimh Mekanizma

Katyonik olarak yiizeye tutunma ile mikrobiyal boliinme adimlarinda 6nemli bir rol
oynayan polisakkarit interselliler adhesin (PIA), S. aureus’un biyofilm olusumda
etkili olan bir polimerik molekuldir [Nguyen et al., 2020]. PIA Gretimi icaADBC
operonu tarafindan kodlanan proteinler ile saglanir ve bu sayede S.aureus suslarinda
biyofilm olusumu kontrol edilir. icaADBC operonunda rol alan genler ve trtnleri
Tablo 2.2.°de verilmistir. Bu mekanizmada, biyofilm olusumunun temel

diizenlenmesinde icaA ve icaD genleri esastir. [Brooks and Jefferson, 2014].
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Tablo 2.2.: icaADBC operonu tarafindan kodlanan genler ve genlerin iiriinleri.

Gen Uriin
icaA N-asetilamino-glukozamin transferaz
icaB Olgun PIA'nin deasetilasyonunu katalize eden bir deasetilaz
enzimi
icaC Transmembran protein
Yeni sentezlenen PIA'nin hiicre yiizeyine transferine aracilik
eder.
icaD icaA’nin saperon proteini. Bu sayede, icaA polimerlere

ozgiilliik kazanir.

2.4.1.2 Protein-Bagimh Mekanizma

Cucarella ve ekibi, 2004 yilinda yaymlamis olduklar1 ¢alismada ica operonu olmayan
suslarin da biyofilm olusturabilme kabiliyetlerinin oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
durum, biyofilm olusumunda ica operonu digsinda bagska mekanizmalarin da yer
aldigin1 ve dolayisiyla biyofilm olusumunun daha genis ve karmasik bir siireg

oldugunu gostermektedir.

S. aureus 2276 amino asit iceren bir protein olan Bap proteinini (biofilm-associated
protein) kodlar ve Bap genine sahip olan tim S. aureus suslarinin yiiksek tutunma ve
giiclii bir biyofilm olusturma kapasitesi olduklari tespit edilmistir ki bu da Bap proteini
varliginin abiyotik yiizeyler iizerinde biyofilm olusturma yetenegi ile giiclii bir iliski

igerisinde oldugunu gostermektedir [Salina et al., 2024].

2.4.1.3 Hiicre Dis1 DNA (eDNA) Bagimh Mekanizma

Olgun S. aureus biyofilmi, disaridan eklenen DNase 1’¢ kars1 hassastir ve bu durum
eDNA’nin biyofilm matrisinin bir yapisal bileseni oldugunu gosterir [Mann et al.,
2009]. eDNA, biyofilm yapisinin stabilitesini saglamak amaciyla PIA ve biyofilmle
iligkili diger proteinlere baglanabilmektedir [Blakeman, 2019].
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2.4.2. S. aureus suslarmin Biyofilm Olusumlarimin Regtlasyonu

Quarum-sensing  mekanizmasi,  bakterilerin  ortamdaki  diger  bakterileri
popiilasyonlarmin sayisindaki degisiklikleri belirlemeleri i¢in belirli sinyal
molekiillerinin gorev aldig1 bir hiicreler arasi sinyal iletim mekanizmasidir. Bu sinyal

molekiilleri belirli bir esige ulastig1 anda, bakterilerde ilgili genlerin ifadesi baslatilir.

S. aureus i¢in gquarum-sensing mekanizmasi iki faktor igermektedir: Agr (accessory
gene regulator) sistemi ve LuxS/AI2 (autoinducer-2) sistemi. Agr sistemi sayesinde
RNA-3 transkripsiyonu diizenlenerek bakteriyel biyofilm olusumu ayrilirken;

LuxS/AI2 sistemi sayesinde ise PIA ifadesi azaltilmis olur [Le ve Otto, 2015].

2.5. L. monocytogenes suslari ile Biyofilm Olusumu

L. monocytogenes biyofilmlerinin olusumunda esas olarak lipoteikoik asit gorev alir
ve olusan biyofilmler gelik, kauguk, propilen ve cam yiizeylerde gelisebilir [Silva et
al., 2008]. Biyofilm olusumundaki bir diger esas unsur ise L. monocytogenes susunun
flagellar hareketliligidir. Biyofilm olusumunda etkili olan genlerde diizenleyici gen
olan phoR ve D-Alanin’in lipoteikoik asit icine dahil edilmesinde yer alan genler
bulunmaktadir [Alonso et al., 2014]. D-Alanin’in lipoteikoik aside dahil edilmesi
hiicre ylizeyinin Ozelliklerini degistirebilir ve bu sekilde biyofilm olusumu
tetiklenebilir. Bu genlerin aktivitesi, biyofilm olusumu i¢in gereken ¢evresel kosullara

bir yanit olarak diizenlenir.

L. monocytogenes biyofilmlerinin yiizeye tutunma mekanizmasi hidrofobik
etkilesimler, Van der Walls kuvvetleri, flagella hareketliligi, elektrostatik kuvvetler,
fibril ve ekzopolisakkarit gibi bir dizi farkli faktoriin etkilesimine baglidir. Bu faktorler
arasindan Ozellikle elektrostatik olan itme kuvvetleri, bakterinin substratin spesifik
baglanma bolgesine karsi olan hareketini artirabilmektedir [Chae ve Schraft, 2000].
Ayn1 zamanda, L. monocytogenes tarafindan biyofilm tiretimi ve Uretilen biyofilmin
yiizeye tutunmasi gesitli ¢cevresel faktorlere karst ¢ok daha hassastir [Tresse et al.,
2006].

L. monocytogenes’in olusturacagi biyofilmlerde de EPS 6nemli rol oynamaktadir. L.
monocytogenes tarafindan iiretilen EPS, biyofilm olgunlagsmasinda 6énemli bir faktor
olan niikleik asitler, eDNA ve proteinlerden olusmaktadir [ Winkelstroter ve Martinis,

2015]. eDNA sayesinde mikroorganizmalar farkli yiizeylere tutunarak oraya ilk
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yapisma olaymi baslatir ve tutunduklari yiizeyde toplanarak asit-baz etkilesimleri

baslamaktadir [da Silve ve de Martini, 2013].

2.5.1. L. monocytogenes suslari ile Biyofilm Olusum Mekanizmalari

Listeria spp. ve. monocytogenes biyofilm olusumuna geri doniisiimlii tutunma ile
baslar. Van der Walls kuvvetleri ve yer¢ekimi ile elektrostatik kuvvetler yardimai ile
ylizeyden belirli bir mesafede bulunan hiicreler ile etkilesime girer. Bu asamada

flagella hareketleri buyik 6nem arz etmektedir [Van Houdt ve Michiels, 2010].

Bir sonraki agamasinda ise hiicre yiizeyine daha az mesafeden hiicre ylizeyi ile geri
doniigiimsiiz tutunma yoluyla daha giiclii etkilesimler kurar [Kolwzan, 2011]. Bu
asamada hiicre ylizeyinde ortaya ¢ikan adezinler hiicrenin ylizeye yapismasini ve
tutunmasini miimkiin kilar [Monds ve O’Tool, 2009]. Bu siirece, biyofilmi ¢evreleyen
EPSlerin salinimi da eslik eder. EPS, biyofilmi koruyan ve yapilandiran bir matris

gorevi gorlr [Czaczyk ve Myszka, 2007].

Olgunlagma asamasinda ise mikro koloniler olusarak biyofilm hacmi artar [Myszka ve

Czaczyk, 2011].

Son asama olan ayrilmada ise ortamda ¢ok yogun bir tabaka olugmasi sonucu hiicre-

hiicre iletisimi sayesinde hiicreler ortamdan go¢ eder [Kolenbrander et al., 2022].

L. monocytogenes icin biyofilm siirecinde flagella, biyofilmle iliskili proteinler,
SecA2, hiicreler arasi iletisim ve eDNA gibi faktorler onemli bir rol oynamaktadirlar

(Tablo 2.3.).
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Tablo 2.3.: L. monocytogenes’in biyofilm olusumundaki molekiiler belirleyiciler
[Kocot ve Olszewska, 2017].

Faktor Biyofilm Olusumundaki Roli Referans

Flagella Yizeye tutunma Vatanyoopaisarn et al., 2000

Virilans faktoru ve flagella

PfrA . S L Lemon et al., 2010
biyosentezinin diizenleyicisi
Otoindiktor Ai-2
LuxS molekiilindeki doniistimle Challan Belval et al., 2006

biyofilm olusumunun
inhibisyonu

Biyofilm olusumunun erken
agrA asamalarinin yapismasi ve Rieu et al., 2007
dizenlenmesi

relA Aclik tepkilerinin

diizenlenmesi Taylor et al., 2002

hpt

Inaktivasyon ve hiicre
agregasyonunu tesvik ederek,
biyofilm olusumunun
indlklenmesi

SecA?2 Renier et al., 2014

Hiicre baglanmasi i¢in gerekli

Bapl olan biyofilm ile iliskili protein

Jordan et al., 2008

2.6. S.aureus ve L. monocytogenes suslarinin Olusturduklari
Biyofilmlerin Gida Endiistrisindeki Onemi

Kontaminasyon kaynagi olarak hizmet edebilen patojenik biyofilmler, gida ve gida ile
temas eden yiizeylerde yasayabilmekte ve cogalabilmektedirler. Bu sayede gida
tesislerinde mikrobiyal kontaminasyon riski artarken bu durum gida iriinlerinin
kontaminasyonundan kaynaklanacak hastaliklarin ana nedenlerinden birisi haline
gelecektir. Bu sebeplerden dolay gida isleme tesislerinde ve ortamlarinda temizlik ve
sanitasyon islemleri ile bu islemlerin kontrol sistemlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem

arz etmektedir.

Gida kalitesi ve giivenligini kontrol etmek i¢in Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol
Noktalar1 (HACCP) ve lyi Uretim Uygulamalar1 gibi bir dizi yontem olusturulmustur.
Bunlara ek olarak siit triinleri isleme noktalarinda Yerinde Temizlik (CIP)

prosediirleri uygulanmaktadir [Kumar ve Anand, 1998]. Bu prosediirler, biyofilmsiz
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bir tiretim hatt1 olusturmak i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlar kullanmaktadir.
Ancak, en etkili prosedurlerden biri olan CIP prosedurt dahi bazi durumlarda tam
olarak etkili olmayabilir ve ortamda kalan mikroorganizmalar biyofilm

olusturabilmektedir [Dunsmore, 1981].

Patojen mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilmlerin ortamdan bertarafi
sirasinda  bu  biyofilmlerin temizleyicilere kars1 direng gelistirebildikleri
gozlemlenmistir. Bu biyofilmler temizlik prosediirlerini manipiile etmekle kalmayip,
181 transferini azaltarak veya korozyon olusumuna sebep olarak bazi ekipmanlarin

calisma verimini azaltabilmektedir.

Gibson ve ekibinin 1999 senesinde yayinlamis olduklari ¢alismalarinda biri alkali biri
asidik olmak tizere iki farkl ticari dezenfektanin S. aureus’a Kkarsi etkili olmadigini

belirlenmistir.

Luppens ve ekibi, S. aureus tarafindan iiretilen biyofilmlerin temizlenmesi i¢in
standardize edilmis dezenfektanlari, Avrupa dezenfektan testinde (EN 1040)
kullanilan kosullari taklit ederek test etmislerdir. Cam, paslanmaz c¢elik ve polistiren
Uzerindeki S. aureus biyofilmlerinin giderimi icin benzalkonyum ve sodyum
hipoklorit dezenfektanlarinin olmasi gereken konsantrasyonunu arastirmiglardir.
Sonuglar dezenfektan aktif bilesiklerinin Avrupa faz 1 siispansiyon dldiirme seviyesini
elde etmek icin gereken konsantrasyonlardan benzalkonyum icin 50 ve hipoklorit igin

600 kat daha fazla olmasi1 gerektigini gostermistir [Luppens et al., 2002].

2014 senesinde yaymlanmis olan bir calismanin raporuna gore polipropilen ve
paslanmaz gelik yilizeylere tutunmus olan, S. aureus tarafindan firetilmis oldugu
biyofilmler perasetik asit ve sodyum hipoklorit muamelelerine karsi1 direng gostererek

ortamdan uzaklasmamuistir [Souza et al., 2014].

Pan ve ekibinin 2006 senesinde yaymlamis olduklar1 caligmalarinda ise L.
monocytogenes’in ortadan kaldirilmasi i¢in ticari bir hidrojen peroksit bazli
temizleyicinin yetersiz oldugu, hatta daha yaygin kullanilan kuartarner amonyum
bilesikleri iceren dezenfektanlara karsi ise daha fazla direng gelistirdiklerini ifade

etmislerdir [Pan et al., 2006].

Karigik tiir biyofilmlerde laktik asit bakterileri gibi eslik¢i suslarin ortamda

bulunmasinin L. monocytogenes’e karst koruyucu bir etki gosterdigi ve asidik
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dezenfektanlara karsi toleransi artirdig tespit edilmistir [Van der Veen ve Abee,

2011].

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar, kullanilan dezenfektanlarin biyofilm tabakalarini
tamamen etkili bir sekilde ortadan kaldirmada sinirli oldugunu ve bir¢ok ylizeyde
yeterince etkili olamadiklarin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda bu c¢aligmalarin
bulgulart neticesinde biyofilm olusumunu engellemek ve kontrol altina almak i¢in

etkili yontemlerin gelistirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir.

2.7. S. aureus ve L. monocytogenes Suslarinin Olusturduklari
Biyofilmler ve Insan Saghg Uzerindeki Etkileri

S. aureus, biyofilm olusturma yetenegi sebebi ile hastaneler gibi saglik ortamlarinda
biiyiik bir tehdit olusturan bir patojen bakteridir. Biyofilm olusturan S. aureus suslari,
kateter, protez, yapay kalp kapaklar1 gibi yiizeylere yapisarak koloni
olusturabilmektedir. Olusan bu yapilar ise, bakterilerin antibiyotik tedavilerine karsi
biiyiik bir diren¢ kazanmasina yol agar. Bu durum, tedavi edilemeyen ve kroniklesen

enfeksiyonlara neden olabilir [Idrees et al., 2021].

L. monocytogenes genellikle gida kaynakli enfeksiyonlarla iligskilendirilen bir patojen
olmasima karsin saglik endiistrisinde de Oonemli tehditler yaratmaktadir. Biyofilm
olusturan L. monocytogenes, bagisiklik sistemi zayif olan hamile, yasli ve immiin
yetmezligi olan kisilerde ciddi enfeksiyonlara sebep olabilir. Bu tip enfeksiyonlar daha
karmasik ve tedavi edilmesi gii¢ hal alir [Ghosh et al., 2021].

Zong ve arkadaslarinin yayinladiklar1 bir ¢alismada, S. aureus biyofilmleri Gzerine
siprofloksasin uygulandiginda, biyofilmin ylizeyindeki bakterilerde belirli bir azalma
gozlemlenmis, ancak biyofilm matriksinin derin kisimlarinda kalan bakteriler,
antibiyotige direngli kalmaya devam etmistir. Arastirmacilar, biyofilmdeki
bakterilerin diisik metabolik aktiviteye sahip oldugu i¢in antibiyotikten
etkilenmedigini belirtmislerdir [Zong et al., 2021].

Rifampin, ozellikle S. aureus gibi gram pozitif bakterilere karsi etkili olan bir
antibiyotiktir. Ancak, rifampin ile yapilan biyofilm tedavisi, biyofilmin tiim
katmanlarinda etkin olamamaktadir¢iinkii biyofilmdeki bakteriler rifampine karsi
oldukca direnglidir. Yapilan bir g¢alismada, rifampinin S. aureus biyofilmleri

Uzerindeki etkisi incelenmis ve antibiyotigin biyofilmdeki bakterileri tamamen ortadan
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kaldiramadigi sonucuna varilmistir. Rifampin, biyofilmin yiizeyine etki etmekle

birlikte, biyofilmin derinliklerine nifuz edememektedir [Chin et al., 2021].

Vankomisin, 6zellikle metisilin direncli S. aureus (MRSA) enfeksiyonlarinda yaygin
olarak kullanilan bir glikopeptid antibiyotiktir. Zhao ve arkadaslarinin 2021 yilinda
yayinladiklar calismaya gore, S. aureus biyofilmlerine vankomisin uygulandiktan
sonra, biyofilmdeki bakterilerde azalma g6zlemlenmis olsa da, biyofilmin igindeki
bakteriler hala hayatta kalmistir. Vancomisin, biyofilm matriksinin i¢ine niifuz
etmekte zorluk yasamaktadir, bu da biyofilmlerin ortadan kaldirilmasini

zorlagtirmaktadir [Zhao et al., 2021].

Amikasin, aminoglikozid antibiyotikleri sinifina ait bir ilagtir ve genellikle gram
negatif bakterilere karsi etkili olmasina karsin, bazi gram pozitif bakteriler {izerinde de
etkilidir. Moradali ve arkadaslar1 S. aureus biyofilmlerinin amikasin tedavisiyle tam
olarak temizlenemedigi bildirilmistir. Amikasin tedavisi, biyofilmdeki baz1 bakterileri
oldiirse de, biyofilm yapisinin i¢inde kalan bakteriler direng gelistirmeye devam
etmektedir. Bu durum, amikasin gibi antibiyotiklerin biyofilm Uzerinde etkili
olabilmesi i¢in daha yiiksek konsantrasyonlar ve uzun siireli tedavi gerektirdigini

gostermektedir [Moradali et al., 2022].

Amoksisilin, beta-laktam siifindan bir antibiyotiktir ve bircok gram pozitif bakteriye
kars1 etkilidir. Ancak, L. monocytogenes biyofilmleri Uzerinde yapilan bir ¢alismada,
amoksisilin tedavisinin biyofilmdeki bakterilere etkisinin sinirli oldugu ve biyofilm
yapisinin antibiyotige kars1 direncgli kalmaya devam ettigi gosterilmistir. Arastirma,
biyofilmdeki bakterilerin daha az metabolik olarak aktif olduklari i¢in amoksisilinin

etkinligini azaltan bir engel olusturdugunu belirtmistir [Jiang et al., 2021].

Eritromisin, makrolid simifindan bir antibiyotiktir ve genellikle gram pozitif
bakterilere karsi etkilidir. L. monocytogenes biyofilmleri {izerine yapilan bir
calismada, eritromisinin biyofilm {izerindeki etkisinin smirli oldugu belirtilmistir.
Eritromisin tedavisi, biyofilm yiizeyindeki bakterilere karsi etkili olsa da, biyofilmdeki
derin katmanlardaki bakterilerde ciddi bir azalma saglanamamistir. Bu durum,
biyofilm yapisinin antibiyotikleri etkisiz hale getiren bir bariyer olusturdugunu ortaya

koymaktadir [Sarem et al., 2020].
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Klindamisin, ozellikle gram pozitif bakterilere karsi etkili olan bir antibiyotiktir.
Ancak, Li ve erkadaslarinin ¢aligmasinda L. monocytogenes biyofilmleri Uzerinde
klindamisin tedavisinin yetersiz oldugu ve biyofilmdeki bakterilerin tamamen yok
edilemedigi rapor edilmistir. Biyofilm yapisinin, antibiyotigin etkinligini sinirladigi ve
biyofilm igindeki bakterilerin hayatta kalmaya devam ettigi belirtilmistir. Bu ¢alisma,
biyofilm tedavisinde antibiyotiklerin tek basina yeterli olamayacagini ve biyofilm

¢6zme ajanlarmin da kullanilmas1 gerektigini vurgulamaktadir [Li et al., 2020].

Bu ¢aligmalar, S. aureus ve L. monocytogenes biyofilmleri izerinde antibiyotiklerin
etkinliginin smirli oldugunu gostermektedir. Biyofilm yapisinin, antibiyotiklerin
bakterilere ulasmasini engelleyen bir bariyer olusturdugu ve biyofilmdeki bakterilerin
metabolik olarak daha az aktif olmalar1 nedeniyle antibiyotik tedavilerine kars1 direng
gelistirdikleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, biyofilm tedavisi i¢in antibiyotiklerin
yant sira biyofilm ¢6zme ajanlari, kombinasyon tedavileri ve alternatif tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi onemlidir.

Biyofilm olusturan S. aureus ve L. monocytogenes bakterileri saglik endiistrisi
giivenligi acgisindan biiyiik tehditler olusturur. Bu bakterilerin biyofilm olusturma
yetenekleri, antibiyotik tedavilerine karsi direng gelistirmelerine ve enfeksiyonlari
kroniklestirmelerine yol agar. Bu durum, 6zellikle protez, implant ve tibbi cihazlarla
iliskili enfeksiyonlarda ve bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda ciddi saglik
sorunlarina neden olabilir. Bu nedenle, biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarin 6nlenmesi

ve tedavi edilmesi i¢in yeni stratejiler gelistirilmesi gerekmektedir [Sharma et al.,
2023].

2.8. Bitki Bazh Biyoaktif Bilesikler ve Onemi

Bitki materyalleri sahip olduklar1 genis yapisal cesitlilik spektrumu sayesinde
hastaliklarin tedavi edilmesi, gida {riinlerinin korunmasi veya ortam temizligini
saglamak gibi bir¢ok insan sagligi ile direkt iliskide olan konu i¢in tercih edilmektedir.
Gunumiizde “’ikincil metabolitler’” olarak adlandirilan bitki bazli biyoaktif
bilesiklerin bu alanlarda kullanilmasinin tarihi Mezopotamya topraklarina kadar eski

bir tarihe dayanmaktadir.

Bitki ikincil metabolitleri aslinda bitkinin kendini stres kosullarina ve mikroorganizma

saldirilarina karsi ¢esitli kisimlarindan salgiladigi fitokimyasallar ile kendini korudugu
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bir dogal savunma sistemidir. Bu biyoaktif bilesiklerin rolii yalnizca bitkinin kendisini
korumak degildir, ayn1 zamanda ¢esitli terapdtik uygulamalara da olanak taniyarak

genis bir biyokimyasal ag i¢inde aktivite gosterirler.

20. yiizyilin sonlarinda bitkinin yaprak, kok, gévde ve meyvesi dahil olmak iizere tiim
bolgelerindeki ikincil metabolitlerin etkileri lizerine ¢calismalar yogunlagmistir. Bitki
bazli ikincil metabolitler, antimikrobiyal [Jones et al., 2004; Teshika et al., 2018],
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi [Edewor et al., 2011], analjezik [Prakash et al.,
2005; Teshika et al., 2018], anti-inflammatuvar [Eliasova et al., 2004; Weathers et al.,
2012; Damanhouri et al., 2014; Abdullah et al., 2016], antineoplastik [Brant et al.,
2016], anti-sitma [Wang et al., 2010; Musayeib et al., 2014], antioksidan [Bairwa et
al., 2012; Chauhan et al., 2015; Sharma et al., 2015], anti-kanser [Weathers et al.,
2012; Mehboob et al., 2017], antifungal [Wang et al., 2010; Boukhatem et al., 2014],
antibiyotik [Eliasova et al., 2004], gbz hastaliklar1 (Bhat et al., 2008], mide hastaliklar1
[Nassar et al., 2010], anti-diyabetik [Mehboob et al., 2017; Zhao et al., 2018],
anoreksiya [Sasidharan et al., 2012], ates diisiirlicii [Surveswaran et al., 2007] gibi

literatiirde kazandirilmis birgok etkiye sahiptir.

Bitki ikincil metabolitleri, karmagik bir yapiya sahip olmalarina ragmen o6zellikle
tamamen sentetik kaynaklara gore daha biyolojik uyumlu ve ilaca benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle, arastirmacilar dogal kokenli molekiillerin daha iyi adaylar

oldugunu diisiinerek caligmalarini bu konunun {izerine yogunlastirmiglardir.

Bitki ikincil metabolitlerinin 6zellikle minimum etki konsantrasyonu hakkinda hala
deneme asamasinda bazi sorunlar vardir. Bu bilesikler, bitki hiicrelerinde eser
miktarlarda dretilirken, endiistriyel kullanim ve kimyasal tiirevlerinin iiretimi

noktasinda saflik sorunu teskil etmektedir.

Genetik ve 151k, su, sicaklik, pH gibi ¢evresel faktorler bitki ikincil metabolitlerinin
biyosentezini, konsantrasyonunu ve birikimini etkilese de bu bilesiklerin
biyoyararlanimi ve biyoaktivitesi potansiyel terapdtik uygulamalar icin biiylik 6nem

arz etmektedir.
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2.9. Bitki Bazlhi Biyoaktif Bilesikler ile Bakteriyel
Biyofilmlerin Biyokontroliiniin Saglanmasi

Cesitli bitki bazli biyoaktif bilesiklerin DNA ve protein sentezini engelleyebildigi,
oksidatif solunumu durdurabildigi, hiicre zar1 biitiinliigiinii bozabildigi, antibiyotik
etki gosterdikleri ve bakteriyel suslarin biyofilm olusumunu engelledigi ¢esitli
calismalar ile gosterilmistir [Khouchlaa et al., 2017; Bouyahya et al., 2021; Salehi et
al., 2021]

Bitki bazli biyoaktif bilesikler, genel olarak iki ana mekanizma kullanarak
antibiyofilm ajanlar1 olarak gorev alirlar. Bu mekanizmalardan ilki, ilk tutunma ve
EPS iiretimi ile miicadele ederek biyofilm olusumunu engellemeyi amaglar. Ikinci
mekanizma ise biyofilm olugumunun olgunlagsmadan ayrilmaya kadar olan siirecini
hedefler. Bu mekanizmada antibiyofilm ajanlari, olgun biyofilm yapisin1 bozmay1
veya par¢alamay1 hedefleyerek biyofilm olusumunu engellemeye calisir [Chen et al.,

2013].

Yapilan ¢aligmalar, olusan biyofilmlerin ortamdan yok edilmesinin ¢oklu antibiyotige
direncli bakteri fenotiplerini ortaya ¢ikardigini ve konakgi hiicrelere zarar veren kronik
enfeksiyonlarin olustugunu gostermektedir [Chen et al., 2013; Solano et al., 2014].
Dolayisiyla, biyofilm olusumunun 6nlenmesi {izerine yapilan c¢aligmalar ¢cok daha

avantajli olacaktir.

Cesitli  yiizey  kaplamalar1  sayesinde  bakterilerin  yiizeye  yapismasi
engellenebilmektedir. Bu kaplamalar, yiizeyin hidrofobikligi gibi 6zelliklerini
degistirerek veya antimikrobiyal molekiilleri yiizeye emprenye ederek yapilir. Trentin
ve ekibi 2015 senesinde yaymladiklar1 caligmalarinda, Pityrocarpa moniliformis
(Benth.) Luckow & R. W. Jobson’in yapraklarindan izole edilen proantosiyanidin adli
bir bilesigin, yiizeyin 6zelliklerini degistirerek S. epidermdis’in yiizeye yapismasini
engelledigini ve bu sayede biyofilm olusumunun azaldigini belirtmislerdir [Trentin et
al., 2015].

Bakterilerin viriilans potansiyelini hedeflemek de bir bagka biyofilm olusumunu inhibe
etme stratejisidir. Bu strateji, direngli fenotiplerin ortaya ¢ikmasini ve yayilmasini
kontrol etme avantaji saglayarak en etkili yaklasimlardan biri olarak kabul edilir.
Biyofilm olusumunda ve olgunlagsmasinda gorev alan bir dizi viriilans faktorii quarum-

sensing tarafindan kontrol edilir ve bitki biyobazl bilesikler quarum-sensingi hedef
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alarak virtlans faktorlerinin baskilanmasini saglar; boylelikle biyofilm olusumu inhibe
edilir [Paluch et al., 2020; Zhou et al., 2020]. Ornegin, Melaleuca bracteata
bitkisinden elde edilen metil eugenol zengini esansal yag, Chromobacterium
violaceum’un quarum-sensing mekanizmasinda yer alan bir sinyal molekiilii olan C6-
HSL iiretimini baskilayarak biyofilm olusumunu inhibe etmistir [Wang et al., 2016].
Rosmarinik asit ise Aeromonas hydrophila’da hemolizin, lipaz ve elastaz Gretimini
baskilayarak biyofilm olusumunu inhibe etmistir [Rama Devi et al., 2016]. Polifenoller
acisindan zengin bir kizilcik 6ziinin, Vibrio cholerae’daki biyofilm matris tretimini
azaltabildigi ve bu durumun biyofilm olusumunu baslangic asamasinda

engelleyebildigi gézlemlenmistir [Pederson et al., 2018].

Bu baglamda, bitki bazli biyoaktif bilesiklerin 06zellikle ylizeylere bakteri
yapismasinin inhibisyonuna, matris iiretiminin azaltilmasina, viriilans faktorlerinin
ekspresyonunun baskilanmasina ve quarum-sensing mekanizmasinin engellenmesine
dayanan genis bir antibiyofilm aktivitesine sahip oldugunu gosteren ¢aligmalar ilgi
cekmeye devam etmektedir [Gong et al., 2021; Manzoor et al., 2023; Nwafor et al.,
2024]. Ancak, bakterilerin her gegen giin antibiyofilm ajanlara diren¢ kazandigi géz
Ontline alindiginda bu alanda daha fazla ve etkili bitki bazli antibiyofilm ajanlarin

kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.10. Rosa canina L. Bitkisinin Genel Ozellikleri

Rosa canina L. (RC), Rosaceaec familyasina ait, kiigiik meyvesi olan ve yiiksek C
vitaminine sahip olan tibbi bir bitkidir. Halk arasinda kusburnu bitkisi olarak anilir.
Ayrica flavonoidler ve fenolik gibi bilesikler iceren RC bitkisi, yiiksek diizeyde
antioksidan, antimutajenik ve antikanserojenik etkilere sahiptir [Montazeri et al.,
2011]. Hidroksil (OH") ve hidrojen peroksit (H20.) radikallerini azaltma, agir metal
iyonlarini selatlama ve serbest radikalleri ortamdan uzaklagtirma 6zellikleri ile dogal
bir antioksidan olmakla birlikte sentetik katki maddelerinin yerini alabilme konusunda
aragtirmalar devam etmektedir [Egea et al., 2010]. BObrek, iltihaplanma, gut, dispepsi
gibi cesitli hastaliklara karsi Onleyici ve iyilestirici aktivitesinin bulundugu

raporlanmistir [Wenzig et al., 2008].

Literatirde RC bitkisi ekstrakti ve yaglar1 ile yapilmis bir¢ok antimikrobiyal ve

antibiyofilm etki ¢aligmalari mevcuttur. Yapilan literatiir aragtirmasinda, RC bitkisinin
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hazir suslart tizerindeki antimiktobiyal ve antibiyofilm etkinin arastirildigi tespit

edilmistir.

Oz ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaymladiklar1 calisma sonuglarma gore, RC
bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin E. coli, S. aureus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi orta diizeyde

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir [Oz et al., 2021].

Rovna ve arkadaslarimin 2020 yilinda yayinladiklar1 ¢alisma sonuglarina gore, RC
bitkisi meyvelerinin etanolik ekstraklarinin E. coli ve Klebsiela oxytoca Uzerinde

duyarli oldugu tespit edilmistir [Rovna et al., 2020].

Masnavi ve Hassanzadeh, c¢alismalarinda RC bitkisinin hidroalkolik ekstraktini
kullanarak P. aeruginosa, S. aureus, E. coli ve Klebsiella pneumoniae (zerinde
antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Elde edilen veriler, RC bitkisinin
hidroalkolik ekstraktinin S. aureus iizerinde incelenen diger 3 bakteriden daha iyi
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermektedir [Masnavi ve Hassanzadeh,
2024].

Zivkovié¢ ve arkadaslarinin calismasina gére, RC bitkisi yapraklarinin metanolik
ekstraktinin P. aeruginosa, S. aureus, L. monocytogenes ve E. coli Uzerinde

antibiyofilm etkisi oldugunu gostermektedir [Zivkovi¢ et al., 2015].

Bu tez ¢alismasinda, literatiirden farkli olarak tiiketime sunulan peynirlerden izole
edilen S. aureus ve L. monocytogenes suslarinin olusturduklart biyofilmlerin RC
bitkisi ekstrakti ile inhibisyonuna ¢alisilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan suglarin
tilketime hazir peynir orneklerinden elde edilen izolatlar olmasi ve dogal suslarin
olusturduklar1 biyofilmin RC bitkisi ekstrakti ile biyokontrolii etkinliginin incelenecek

olmast literatiire yeni ve ilgi ¢ekici katkilar saglayacaktir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanmilan Sarf Malzemeler

Tez galismasinda kullanilan Mueller-Hinton Broth (MHB), Tryptic Soy Broth (TSB),
agar ve pepton Biolife (Milano, italya); Luria Bertani Broth (LB) HiMedia (Mumbai,
India); Half Fraser broth, Listeria Xpress (LX) broth, Fraser broth, API Listeria kiti,
Columbia agar, ALOA agar, PALCAM agar, VIDAS LMO2 kiti, VIDAS LDUO Kkiti
Biomeriux (ABD); etanol Alkomed (Plovdiv, Bulgaristan), gentamisin, kristal viyole
Merck (Darmstadt, Almanya); petri kaplari FiratMed (Turkiye); 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plakasi TPP (Darmstadt, Almanya); HCCA (a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit) Bruker (Almanya); peynir o©rnekleri yerel pazar ve
marketlerden Ocak 2023 tarihinde (Umraniye, Istanbul) ve kurutulmus kusburnu

meyveleri Istanbul'da yerel bir saticidantemin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan peynirlerin tarttm ve sulandirma islemi dilumat
(Biomeriux, ABD) ve homojenizasyon islemi BagMixer 400 W stomacher
(Interscience, Fransa) ile gergeklestirildi. Hazirlanan numunelerin ve izolatlarin uygun
sicaklikta inkibe edilmesi icin bir ¢alkalamali inkiibatér (New Brunswick Innova 24,
Almanya) ile inkibatér (Memmert GmbH UN 55, Almanya) kullanildi. L.
monocytogenes identifikasyonu, VIDAS ve heat-and-go (Biomeriux, ABD) cihazlar
kullanilarak gerceklestirildi. S. aureus identifikasyonu icin MALDI-TOF-MS cihazi
(Bruker, Almanya) kullanildi. Gelisen bakteri Kaltirlerinin optik yogunlugunu
belirlemede bir spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1900i, Almanya) kullanildi.
izole edilen mikroorganizmalar +4 °C’de buzdolabinda saklandi (ThermoFisher
Scientific TSX, ABD). Biyofilm olusumunun biyokontroliiniin absorbans degerlerini
uygun dalga boyunda 6lgmek icin bir ELISA okuyucu (ThermoScientific Multiskan
FC, Almanya) kullanildi. Tim deney malzemelerinin ve hazirlanan besiyerlerinin

sterilizasyonu bir otoklav cihazi (Tuttnauer T-Max, ABD) kullanilarak yapildi.
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Kurutulmus kusburnu meyvesini toz haline getirmek i¢in bir mutfak blender1 (Sinbo,
SCM-2934, Diizce, Tiirkiye) kullanildi. Ekstraksiyon islemi mikrodalga (Arcelik MD-
5248, Istanbul, Tiirkiye) ve su banyosunda (Isolab, Ultrasonic Cleaner 621.05.001,
Bavaria, Almanya) gergeklestirilirken; ¢okelti ile iist sivinin ayrilmasi ise santrifiij
cihazinda (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) yapildi. Ekstraktlardaki ¢ozucu ve fazla
suyun uzaklastiritlmasi doner buharlastirict (Heidolph Hei-VAP, Bavaria, Almanya)
kullanilarak gergeklestirildi.

3.1.3. Kullamlan Bakteri Soylari

Bu tez calismasinda Microbiologics marka Staphylococcus aureus ATCC 6538 susu
kullanildi.

3.2. YOntemler

3.2.1. Peynir Orneklerinin Toplanmasi

Pastorize inek siitiinden yapilan 25 adet tuketime sunulan tam yagh beyaz peynir, 14
adet tam yagl lor peynir, 1 adet tam yaglh yoresel peynir, 1 adet tam yagli ¢ecil peynir
ve 1 adet tam yagl tulum peynir olmak iizere toplam 42 ¢esit peynir toplandi (Tablo
3.1).

Tablo 3.1.: Yerel halk ve pazarlardan toplanan peynirlerin yapildigi siit ¢esidi, peynir
yag cesidi, peynirlerin tiirleri ve adetleri.

Stit ¢esidi Yag cesidi Peynir tarleri Adet
Pastorize, Inek siitii Tam Yagh Beyaz peynir 25
Pastorize, Inek siitii Tam Yagh Lor peynir 14
Pastorize, Inek siitii Tam Yagh Yoresel peynir 1
Pastorize, Inek siitii Tam Yagh Cecil peynir 1
Pastorize, Inek siitii Tam Yagh Tulum peynir 1
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3.2.2. Listeria tiirlerinin izolasyonu ve Karakterizasyonu

3.2.2.1 Klasik Yontem ile Listeria spp. ve monocytogenes'in izolasyonu

Her bir peynirden 25 g filtreli stomacher posetinde tartild1 ve dilusyon oran1 1/9 olacak
sekilde 225 g Half Fraser broth besiyeri ile sulandirildi. Her poset, numunelerin
homojenizasyonu i¢in stomacherda 1 dakika boyunca karistirildi. Stomacher sonrasi

her poset atas ile ayr1 ayr1 kapatildi ve 30°C'de 24 saat inkiibe edildi.

Inkubasyon sonrasinda, posetin filtre ile siiziilmiis kismindan 1 mL siispansiyon 1
mL’lik serolojik pipet yardimi ile 9 mL'lik bir fraser broth tuptine (Biomeriux)
aktarildi ve 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda bir &ze
dolusu stispansiyon PALCAM agar (Biomeriux) ile Listeria tdrleri icin kromojenik
agar olan ALOA agar (Biomeriux)’a ¢izgi ekim yontemi ile ekildi ve 37°C'de 48 saat
inkibe edildi. ALOA agarda gorulen zonlu, mavi koloniler ve PALCAM agarda
gorulen zeytin yesili siyah koloniler siipheli koloni olarak kabul edildi ve ileri
tanimlamaya devam etmek icin TSA (Tryptic Soy) agar (Oxoid) lizerine ¢izilerek
30°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonrasi TSA agardan koloni alind1 ve
biyokimyasal testler yardimiyla siipheli kolonilerin konfirmasyonu igin API Listeria
testleri (Biomeriux) yapildi [Public Health England, 2014; Tiirk Standartlar1 Enstitiist,
2017].

3.2.2.2VIDAS Yontemi ile Listeria spp. ve monocytogenes'in
Izolasyonu

Her peynirden 25 g alinarak ayr1 ayr filtreli stomacher posetinde tartildi ve dilusyon

orani 1/9 olacak sekilde 225 g Half Fraser broth ve Listeria Xpress (LX) broth

(Biomerieux) ile sulandirildi. Her poset, numunelerin homojenizasyonu igin

stomacherda 1 dakika boyunca karistirildi. Stomacher sonrasi her poset atas ile ayri

ayr1 kapatildi ve 30°C'de 24 saat inkiibe edildi [Tiirk Standartlar1 Enstitlist, 2017].

3.2.2.2.1 VIDAS LDUO Yéntemi ile Listeria spp. ve monocytogenes'in
Izolasyonu

Inkiibasyon sonrasinda, LX broth ile sulandirilmis olan posetin filtre ile siiziilmiis
kismindan 100 ul siispansiyon alinarak 5 mL LX broth igeren tiipe aktarildi. Tiipler
30°C'de 24 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasinda her tiipten 500 uL alind
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ve LDUO VIDAS stripine aktarildi. Stripler, 15 dakika boyunca heat&go cihazinda
131 + 3 °C’de 1s1tildy, 1sitma iglemi bittikten sonra striplerin oda sicakligina gelmeleri
beklendi ve uygun sicakliktaki stripler VIDAS cihazina yiiklendi. LDUO igneleri
cihaza yerlestirildi ve bilgisayardan LDUO programi segilerek analiz baglatildi.

VIDAS cihazinda okunan Tv (test value)>0.1 olmas1 durumunda numune Listeria spp.
siiphelisi olarak degerlendirildi ve konfirmasyon i¢in LX broth tiiplindeki
stispansiyonlar ALOA agar ve PALCAM agara cizgi ekim yontemiyle ekilerek
37°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi. ALOA agarda goriilen zonlu, mavi koloniler
ve PALCAM agarda goriilen zeytin yesili siyah koloniler siipheli koloniler secildi ve
TSA (Tryptic Soy) agar (Oxoid) tizerine ekildi, 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Biyokimyasal testler yardimiyla siipheli kolonileri belirlemek i¢in API Listeria testleri
(Biomeriux) yapild1 [Tiirk Standartlar1 Enstitist, 2017; Geiss ve ark., 1985; leven ve
ark.; 1995; Jenkins ve ark.; 1991].

3.2.2.2.2 VIDAS LMO2 Yontemi ile Listeria spp. ve monocytogenes'in
Izolasyonu

Inklibasyon sonrasinda, Half Fraser broth ile sulandirilmis olan posetin filtre ile
stizilmiis kismindan 1 mL slispansiyon alinarak 9 mL fraser broth igeren tiipe aktarildi.
Tiipler 30°C'de 24 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasinda her tiipten 500
ul alindi ve LMO2 VIDAS stripine aktarildi, stripler ve igneler VIDAS cihazina
yiiklendi, LMO2 programi segilerek analiz baglatildi. VIDAS cihazinda okunan
Tv>0.1 olmas1 durumunda numune L. monocytogenes siiphelisi olarak degerlendirildi
ve konfirmasyon icin fraser broth tlpdindeki stispansiyonlar ALOA agar ve PALCAM
agara cizgi ekim yontemiyle ekilerek 37°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi. ALOA
agarda goriilen zonlu, mavi koloniler ve PALCAM agarda goriilen zeytin yesili siyah
koloniler stipheli koloniler secildi ve TSA (Tryptic Soy) agar (Oxoid) Uzerine ekildi,
37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. Biyokimyasal testler yardimiyla siipheli
kolonileri belirlemek icin API Listeria testleri (Biomeriux) yapildi [Tiirk Standartlar
Enstitlsi, 2017].
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3.2.2.3 API Listeria ile Stipheli L. monocytogenes Suslarimin
Konfirmasyonu

3.2.2.3.1. API Listeria metodu

Klasik ve VIDAS yontemlerinden elde edilip TSA agara ¢izilmis siipheli petrilerinden

ozellikle geng koloniler segildi ve 6ze yardimi ile API Listeria (Biomeriux) kitinden

¢ikan 2 mL’lik API® Suspension Medium (MED) ampiiliine aktarildi. Suspansiyon
vortekslenerek homojenizasyon saglandi. Suspansiyon bulanikligi McFarland’ta 1’e
esitlendi. Bulaniklik kontrolii i¢in API Listeria kitinden ¢ikan ve McFarland standardi
1 oldugu bilinen MED ile karsilastirma yapildi. API kuyucuklarinin kurumasinin
oniine gecmek icin API kutusuna 3 mL steril su konuldu. Pastor pipet yardimi ile
bakteriyel suspansiyon kuyucuklarda belirtilen ¢izgiye kadar ve kabarcik
olusumundan kagmilarak dagitildi. Yalnizca enzimatik substratin yer aldigi |[DIM|
kuyucugunda kubbe olusturuldu. Aktarim tamamlandiktan sonra kutu kapagi kapatildi
ve 37°C 18-24 saat inkubasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi [DIM| kuyucuguna kit
igerisinden ¢ikan ZYM B reaktifinden 1 damla damlatildi. API okuma tablosuna
bakilarak kuyucuklarda gozlemlenen renkler pozitif ve negatif olarak okuma kagidina

not edildi (Sekil 3.1.). Tabloda her bir test igin ¢ikan say1 degerleri toplandi ve sonuglar

APIWEBTM yazilimina girilerek bakterinin identifikasyon sonucu ve yiizdeleri elde
edildi [Turk Standartlar1 Enstitiisii, 2017].

SEEEIREE 0T

|DPIM] ESC «xMAN|DARL XYL RHA | MDG RIB G1P BHEM
6 50 1 o

Sekil 3.1: L. monocytogenes icin API sayisal profil rnegi.

3.2.2.3.2. Gram boyama

TSA agara ¢izilmis siipheli petrilerinden bir koloni alinarak cam lamele konuldu.
Pastor pipet yardimi ile bir damla saf su lamele damlatild1 ve 6ze ile segilen koloni
lamelin {izerine yayildi. Hazirlanan preparat 3 saniye kadar ates ile fikse edildi ve

sonrasinda lamel oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan lamel sirasiyla 1
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dakika kristal viyole, 1 dakika iyot ¢Ozeltisi, 30 saniye %96’lik etanol ve 1 dakika
safranin ile muamele edildi ve her bir adima gegiste preparat saf su ile nazikce
temizlendi. Islem sonrasinda preparatin kurumaya birakildi ve kuruduktan sonra
sirastyla 4X, 10X ve 40X ve immersiyon yagi damlatilarak 100X altinda mikroskop
incelemesi yapildi. Gram reaksiyonu pozitif olan, ¢ubuk sekilli bakteriler Listeria

spp./L. monocytogenes olarak degerlendirildi [Gram, 1884].

3.2.2.3.3. Hemoliz Testi

TSA agardan secilen koloniler API testi yapilirken ayrica %5 koyun kani igeren
Columbia (Biomeriux) agara cizgi ekimi ile ekildi ve 37°C'de 24 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasinda kolonilerin etrafinda olusan berrak, seffaf zon o
koloninin B-hemolitik aktivite gdsterdigi dolayisiyla L. monocytogenes olabilecegini
gosterdi. [Gerhardt ve ark., 1994].

3.2.3. S. aureus’un Izolasyonu ve Karakterizasyonu

3.2.3.1. Baird Parker Agar ile S. aureus izolasyonu

10 g peynir numunesi, 90 g PBS (fosfat tamponu) ile filtreli stomacher posetinde
seyreltildi ve poset, stomacher ile 1 dakika boyunca homojenlestirildi. Stomacher
posetinin filtre ile siiziilmiis kismindan pipet yardimi ile 1 mL siispansiyon alinarak 9
mL’lik PBS tiipiine aktarildi ve 10’¢ kadar seri dilusyon yapildi. Her dilusyon
katsayisindan toplam 3 petri Baird-Parker agara (BPA) (Oxoid) 0.3, 0.3 ve 0.4 mL
olacak sekilde 1 mL siispansiyon boliinerek yayma plak yontemi ¢alisildi. inkubasyon
37°C'de 48 saatte tamamlandiktan sonra etrafi zonlu, siyah koloniler S. aureus olarak
kabul edildi ve toplam say1 alindi. Dogrulama testi olarak eger ki bir petride 5 ve 5’ten
fazla koloni varsa 5 adet, 5’ten az koloni varsa petrideki tiim koloniler alinarak Rabbit
Plasma Fibrinogen agara (RPF) batirilip diiz bir ¢izgi seklinde ¢izildi. 37°C'de 48 saat
stiren inkubasyon sonrasinda etrafinda zon gozlemlenen kolonilerin S. aureus oldugu
dogrulanmis kabul edildi [Tiirk Standartlar1 Enstitiisii, 6582-1, 2021].
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3.2.3.2. Gram Boyama

TSA agar’da saflastirilmis olan S. aureus petrilerinden bir koloni alinarak cam lamele
konuldu. Pastor pipet yardimi ile bir damla saf su lamele damlatildi ve 6ze ile secilen
koloni lamelin tizerine yayildi. Hazirlanan preparat 3 saniye kadar ates ile fikse edildi
ve sonrasinda lamel oda sicaklifinda kurumaya birakildi. Kuruyan lamel sirasiyla 1
dakika kristal viyole, 1 dakika iyot ¢ozeltisi, 30 saniye %96’lik etanol ve 1 dakika
safranin ile muamele edildi ve her bir adima geciste preparat saf su ile nazikge
temizlendi. Islem sonrasinda preparatin kurumaya birakildi ve kuruduktan sonra
sirasiyla 4X, 10X ve 40X ve immersiyon yagi damlatilarak 100X altinda mikroskop
incelemesi yapildi. Gram reaksiyonu pozitif olan, kok bakteriler S. aureus olarak
degerlendirildi [Gram, 1884].

3.2.3.3. MALDI-TOF-MS (Matriks ile Desteklenmis Lazer
Dezorpsiyon/Iyonizasyon Ugus Zamam Kitle
Spektrometresi)
Tanimlamasi yapilacak olan S. aureus suslar1t TSA agar’a ¢izgi ekim yontemi ile taze
kiiltiir elde etmek amaci ile pasaj alinarak 18-24 saat boyunca 30-35 °C etiivde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda, tek diisen kolonilerden steril transfer kiirdan yardimi
ile alinarak “’target’’ ad1 verilen metal plakada secilen noktaya ince bir tabaka olacak
sekilde dairesel hareketler ile yayildi. Uzerine 1 pl HCCA (a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit) ¢ozeltisi damlatildi ve hava ile kuruma islemi tamamlanarak
ornek cihaza verilmeye hazir hale getirildi. Target cihaza yerlestirildi ve okuma islemi

gerceklestirildi [Bruker, 2023; Rahi ve ark., 2016].

3.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

10 gram peynir filtreli stomacher posetinde tartildi ve {izerine 90 gram PBS eklendi.
Peynir ve PBS igeren poset stomacher yardimi ile homojenlestirildi. 10*’den 10 1%°a
kadar yapilan seri dilusyon solusyonlarindan 1 mL alinarak petri kaplarina aktarildi ve
Uzerine M17 agar (Merck) dokilip dokme plak yontemigergeklestirildi. Petriler
30°C'de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra mekik gériiniimiindeki kolonilerin
laktik asit bakterisi olabilecegi kabul edildi ve toplam sayilar1 alindi [Ravula ve Shah,
1998].
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3.2.5. Rosa canina L. Ekstraklarimin Hazirlanmasi

Kusburnu (Rosa canina L.) meyvelerinin ekstraktlari, mikrodalga destekli
ekstraksiyon islemi uygulanarak elde edildi. Kusburnu meyveleri yerel bir diikkandan
satin alindi ve tohum ve meyve tozlarindan arindirildi. Daha sonra meyveler bir
oguticu ile toz haline getirildi. Ekstraksiyon i¢in 10 g kusburnu tozu ve %50 etanol
1:10 [w/v] oraninda karistir1ildi ve, 120W guclinde 3 dakika siire ile mikrodalga firinda
[Arcelik, MD574S Microwave] 1sitildi. Ekstraktlar 4000 rpm x 15 dk x +4°C'de
santrifiij edildi. Siipernatantlar toplandi ve 100 rpm, 55°C ve 60 dk'da buharlastirildi
[Rovna et al., 2015]. Ekstraktlar daha sonra kullanilmak iizere -20 °C'de saklandi.

3.2.6. Ekstraktin Kuru Madde Tayini

1 mL ekstrakt ¢ozeltisi, daras1 alinmis bir mikrofiij tiipiine eklendi. Tiip, 70°C'de 2 giin
boyunca kurutulduktan sonra, kuru agirlik tartildi. 1 mL ekstraktin mg cinsinden
agirlig1 hesaplanarak, ekstraktlarin kuru madde miktar1 mg/mL cinsinden belirlendi.

Bu islem her ekstrakt i¢in 3 kez tekrarlandi [Herodez et al., 2003].

3.2.7. izolatlarm Biyofilm Olusum Kapasitesinin incelenmesi

Izolatlarin biyofilm olusum kapasiteleri mikrotitrasyon plaka testi ydntemiyle
karsilastirildi. Bu amagla, izolatlar %2 (w/v) glukoz i¢eren TSB besiyerinde, 50 mL
hacimli erlende toplam 10 mL hacimde ekildi ve 37 °C'de, 180 rpm'de calkalama

hizinda, 16-18 saat boyunca inkiibatorde 6n kiiltiir inkiibasyonuna birakildi.

Mikrotitrasyon plakasi kuyucuklarindaki son bakteri yogunlugu, OD 600 nm degeri
0.02 olacak sekilde (yaklasik 10° kob mL™?) %2 glukoz iceren TSB besiyerinde
ayarlandi. Hazirlanan kiiltiirlerden 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakasinin
kuyucuklarma 200 pL eklendi. Bakteri inokiilasyonu yapilmayan ve besiyeri i¢eren
kuyucuklar negatif kontrol olarak kullanildi. Mikrotitrasyon plakalar1 24 ve 48 saatlik

inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonrasinda kiiltrler nazikce dokildu ve kuyular 3 kez distile su ile
yikandi. Mikrotitrasyon plakasi, oda sicakliinda 30 dakika boyunca kurutuldu.
Kuyucuklara 9%0.5 kristal viyole ¢ozeltisinden 150 pL eklendi ve oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. Kristal viyole ¢dzeltisi bosaltild1 ve kuyucuklar ii¢ kez distile su
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ile yikandi. Kuyucuklara %95 etanol ¢ozeltisinden 150 pL eklendi ve 15 dakika
boyunca inkiibe edildi. Kuyucuklardaki ¢ozelti yeni bir plakaya aktarildi ve 570 nm
dalga boyunda ELISA okuyucusunda absorbans dlgiimleri yapildi [Christensen et al.,
1985].

OD 570 nm > 0.1 oldugu durumlarda biyofilm olusumu pozitif, OD 570 nm < 0.1
oldugu durumlarda ise negatif olarak kabul edildi ve izolatlarin biyofilm olusturma
kapasiteleri asagidaki kategorilere gore yapildi. ODc, negatif kontroliin 3 kez 6l¢ilen
OD 570 nm ortalamas1 olarak tanimlanmistir [Stepanovic ve digerleri, 2000].0D <

ODc : biyofilm olusumu yok.
OD:< OD £2 ODc: zayif biyofilm olusumu

2 OD¢< OD <4 ODc: orta diizeyde biyofilm olusumu
4 OD:< OD : giiclii biyofilm olusumu

(OD¢ :Cut-off optik yogunlugu, OD :ilgili izolatlarin optik yogunlugu)

3.2.8. Ekstraktin Agar Kuyu Difuzyonu Yontemi ile Antimikrobiyal
Etkisinin Incelenmesi

Antimikrobiyal etkinligi degerlendirmek amaciyla izolatlar igerisinde 10 mL TSB
besiyeri bulunan 50 mL erlenin icerisine ekilerek 30-35 °C’de ve 180 rpm hizinda
calkalanan inkiibatorde 16-18 saat 6n kiiltiire alindi. Inkiibasyon sonrasi, bakteriler
600 nm dalga boyunda 0.1 absorbans degerine (yaklasik 8 x 10" kob mL?) ulasacak
sekilde fizyolojik tuzlu su (% 0.9 NaCl) ile seyreltilerek hazirlandi. Bu bakteri
stispansiyonlar1 hizli karistirict ile karistirilarak fizyolojik tuzlu su iginde homojen hale
getirildi, ardindan 100 pL'lik 6rnekler steril kosullarda LB-A kat1 besiyeri (12 g/L
agar) lizerine yaydirildi ve kurumasi i¢in 10 dakika bekletildi. Agar iizerinde 6 mm
capinda steril pastdr pipetinin genis ucu ile kuyular agildi ve bu kuyulara 40 pL olacak
sekilde 6 farkli konsantrasyondaki ekstraktlar (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) eklendi
[Oguzkan vd., 2016].

Karsilastirma igin 10 pg mL™ konsantrasyonda gentamisin antibiyotigi kullanild:
[Selvados et al., 2018]. 18 saat inkiibasyonun ardindan, olusan inhibisyon zonlarinin
caplar1 (6 mm kuyu cap1 dahil edilerek) 6l¢iildii ve ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri

gentamisin antibiyotigi ile karsilagtirildi.
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3.2.9. Ekstraktin Minimal Inhibisyon ve Minimal Bakterisidal
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
Ekstraktin bakteri hiicrelerinin biiylimesini engelleyen en diisiik konsantrasyonunu
belirlemek i¢in Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) deneyi gerceklestirildi.
Izolatlar igerisinde 10 mL MHB besiyeri bulunan 50 mL erlenin igerisine ekilerek 37
°C’de ve 180 rpm hizinda calkalanan inkiibatérde 16-18 saat 6n kiiltiire alindi. 96
kuyucuklu mikrotitrasyon plakalarinin kuyularindaki bakterilerin optik yogunlugu 0.1
OD 600 nm absorbans degerine (yaklastk 8 x 107 kob mL?) esit olacak sekilde
Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) igerisinde ayarlandi. Hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 hizli karistirici ile homojen hale getirildikten sonra, 100 pL. alinarak
kuyulara eklendi. Ayni hacimde, farkli konsantrasyonlarda (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512) ekstrakt diliisyonlar1 da eklendi [Vaillancourt et al., 2018].

Ekstraktin 1:1 diliisyonunun bakteri biiyiimesi lizerindeki etkisini degerlendirmek
amaciyla, 600 nm dalga boyunda optik yogunlugu 0.1 absorbans degerinde olacak
sekilde 1 mL bakteri slispansiyonu mikrofiij tiiplerine alind1 ve 10,000 rpm hizinda 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist s1v1 atildi ve pellete 1 mL ekstrakt ¢ozeltisi
eklendi, karisim hizh karistirict ile homojen hale getirildi. Bu ¢ozeltiden 200 uL'lik
miktarlar 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalarinin kuyularia eklendi. Pozitif kontrol

olarak ekstrakt eklenmeyen kuyular kullanilda.

Mikrotitrasyon plakalar1 24 saat statik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, FTS (fizyolojik tuzlu su, %0.9) icinde seyreltme yapilarak, 100 pL'lik
ornekler LB-A (15 g/L agar) kat1 besiyerine ekildi. 24 saatlik statik inkiibasyonun
sonunda, canli koloni sayimlart yapildi. Ekstrakt diliisyonlarinin bakteriler Uizerindeki
etkisi, elde edilen sonuglarin pozitif kontrolle karsilastirilmasi yoluyla inhibisyon

orani (%) hesaplanarak degerlendirildi.

3.2.10. Ekstraktin Minimal Biyofilm inhibisyon Konsantrasyonunun
(MBIK) Belirlenmesi

RC bitkisi ekstraktinin, bakterilerin biyofilm olusumunu inhibe edici etkisi

degerlendirildi. Bunun i¢in bakteriler, 50 mL hacminde ve 10 mL miktarinda %2

glukoz iceren TSB besiyerine eklenerek 37°C'de, 180 rpm hizinda calkalanan

inkibatdrde 16-18 saat boyunca 6n kiiltiire alindi.
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Mikrotitrasyon plakalarindaki kuyularin final bakteri yogunlugu OD 600 nm degeri
0.1 olacak sekilde (yaklasik 10° kob mL?) % 2 glukoz iceren TSB besiyerinde
ayarlandi. Her kuyuya 100 uL kiiltiir eklendi. Ayni hacimde, farkli konsantrasyonlarda
(1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) ekstrakt diliisyonlar1 da ilgili

kuyulara eklendi ve mikroplaka inkutbatore konuldu [S&nchez et al., 2016].

Mikrotitrasyon plakalar1 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda,
kiltiirler nazikge dokiildii ve kuyular 3 kez distile su ile yikandi. Plakalar 30 dakika
oda sicakliginda kurutuldu. Kuyulara 200 pL % 0.5 kristal viyole ¢ozeltisi eklendi ve
15 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Kristal viyole ¢ozeltisi dokiildii ve
kuyular tekrar 3 kez distile su ile yikandi. Ardindan, kuyulara 200 pL % 95 etanol
cozeltisi eklendi ve 15 dakika inkibe edildi. Etanol ¢ozeltisi yeni bir plakaya transfer
edildi ve 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda absorbans oOlgiimleri yapildi
[Akbas ve Cag, 2016]. Elde edilen sonuglar, minimal biyofilm inhibisyon
konsantrasyon (MBIK) (%) olarak hesaplandi [Kang et al., 2018].

Minimal biyofilm inhibisyon konsantrasyonlari (MBIK) (%) asagidaki formiille
hesaplandi:

Minimal Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu (MBIK) (%) = (100 — % ) x 100
A: Bakteri icermeyen, ekstrakt ile muamele edilmis kuyularin OD degeri.

B: Ekstrakt ile muamele edilmis kuyularin OD degeri,

C: Ekstrakt ile muamele edilmemis kuyularin OD degeri

3.2.11. istatiksel Analizler

Bu tez calismasinda, tiim deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi. Istatistiksel analizler
Microsoft Office ve Excel 2024 programi kullanilarak yapildi. p degerleri, tek
kuyruklu t-testi ile RC bitkisi ekstraktinin kuru madde miktari ve antimikrobiyal
etkinlikleri arasinda anlamli bir fark olup olmadigi belirlendi. Antimikrobiyal
etkinlikler, gentamisin antibiyotigi ile karsilastirildi; RC bitkisi ekstraktinin minimal

biyofilm inhibisyon konsantrasyonu degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri Suslarinin izolasyonu ve Identifikasyonu

Kirk iki farkli peynir 6rneginden izole edilen ve identifikasyonu saglanan bakteriler,

asagidaki siralamaya gore isimlendirildi;
e S.aureusicin SA, L. monocytogenes i¢in LM kisaltmalart kullanildi.
e Izolatin tespit edildigi peynir cinsi: Cecil peynir icin C, beyaz peynir igin

P, lor peynir icin L, yoresel peynir icin Y ve tulum peynir icin T harfi
kullanildi.

e Izolatin tespit edildigi peynirin siralamasi igin izolata numara verildi.
Ornegin, 2 numarali beyaz peynirden izole edilen S. aureus izolat1 igin
SAP2 kodu verildi.

4.1.1. Listeria monocytogenes izolasyonu ve identifikasyonu

Klasik yontem, VIDAS LMO2 ve VIDAS LDUO olmak iizere 3 farkli metod yardimi

ile 42 farkli peynir tiirtinden toplamda 5 farkli L. monocytogenes izole edildi.

e Kilasik yontem

ALOA agarda gozlemlenen zonlu, mavi koloniler ile PALCAM agarda gozlemlenen
zeytin gorinumlu siyah koloniler Listeria spp. susu siiphelisi olarak kabul edildi ve
biyokimyasal testler yardimui ile ileri tanimlama yapilmak iizere TSA’ya alinarak +4

°C’de muhafaza edildi (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1.: a: ALOA agar lzerinde ve b: PALCAM agar lzerinde L. monocytogenes
kolonilerinin gorintdsa.
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e VIDAS LDUO yontemi

LX brothtan inkiibasyon sonrasinda numuneler hazirlanarak VIDAS cihazina verildi
ve okunan kultirlerin Tv>0.1 olmast durumunda kultlrler Listeria spp. siiphelisi
olarak degerlendirildi. Konfirmasyon i¢in LX broth tlipiindeki stspansiyonlar ALOA
agar ve PALCAM agara ¢izgi ekim yontemiyle ekildi. Peynilerden elde edilen 7
ornekte tv degerleri 0.1’in Uzerinde bulundu (Tablo 4.1.). Bu koloniler secildi ve

biyokimyasal testler yardimi ile ileri tanimlama yapilmak iizere TSA’ya alinarak +4

°C’de muhafaza edildi.
e VIDAS LMO2 ydntemi

Fraser brothtan inkiibasyon sonrasinda numuneler hazirlanarak VIDAS cihazina
verildive okunan kultirlerin Tv>0.1 olmasi durumunda kiiltiirler Listeria spp.
stiphelisi olarak degerlendirildi. Konfirmasyon i¢in Fraser broth tliplindeki
stispansiyonlar ALOA agar ve PALCAM agara cizgi ekim yoéntemiyle ekildi.
Peynilerden elde edilen 8 6rnekte tv degerleri 0.1’in tizerinde bulundu (Tablo 4.1.). Bu
koloniler segildi ve biyokimyasal testler yardimui ile ileri tanimlama yapilmak iizere
TSA’ya alinarak +4 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 4.1.: L. monocytogenes siiphelisi tespit edilen kolonilerin izolat kodlari, Tv
degerleri ve izole edildigi peynirlerin 6zellikleri.

Peynir izolat

Peynir Turu siralamast Kodu Tv degeri Listeria turi
Lor peynir 1 - 1.32 L. welshimeri
Lor peynir 2 - 1.09 L. welshimeri
Lor peynir 3 - 0.47 L. welshimeri
Beyaz peynir 4 LMP4 1.76 L. monocytogenes
Beyaz peynir 5 LMP5 2.03 L. monocytogenes
Beyaz peynir 6 LMP6 1.96 L. monocytogenes
Yoresel peynir 7 - 0.97 L. innocua
Tulum peynir 8 LMTS8 2.73 L. monocytogenes
Cecil peynir 9 LMC9 4.13 L. monocytogenes
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e API Listeria yontemi ile L. monocytogenes izolasyonu ve identifikasyonu

Klasik ve VIDAS yontemlerinden elde edilip TSA agara ¢izilmis siipheli petrilerinden
Ozellikle gencg koloniler secildi ve API Listeria (Biomeriux) Kiti kullanilar tanimlama
yapildi. LMP4, LMP5, LMP6, LMT8 ve LMC9 izolat kodlu suslarin L.
monocytogenes olduklar1 API Listeria testi ile dogruland1 (Sekil 4.2. ve 4.3.).

& v i

A LY -

[ "

» WAAN DARL XY MDG Rig GwP TAG

Sekil 4.2.: LMC9 izolatinin API goriintiisii.

API LISTERIA V2.0
+  + |+ + + (+ +(=)(= -
A A A A Al Al ]l

DIM ESC o<MAN | DARL XYL RHA | MDG RIB G1P | TAG | BHEM

REFERENCE DATE
2/9/23
COMMENT

VERY GOOD IDENTIFICATION TO THE GENUS

Strip API LISTERIA V2.0

Profile 7710

Note CONFIRM BY Camp test THE POSSIBILITY OF List. monocylogenes
Significant taxa % ID T Tests against

Listeria welshimeri 65.7 0.65 | TAG 97%

Listeria innocua 34.1 0.58 | DXYL 2%

MNext taxon % ID T Tests against

Listeria seeligeri 0.1 00 |aMAN 5% |[RHA 0% | ]

Sekil 4.3.: LMC9 izolatinin APIWEBTM yazilimi SOnuU¢ raporu.

e Gram boyama

Elde edilen L. monocytogenes kolonilerine gram boyama testi de yapildi ve

mikroskobik gozlem ile saf kiiltiir elde edildigi dogrulandi.
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e Hemoliz testi

API testini dogrulamak i¢in ilgili LMP4, LMP5, LMP6, LMT8 ve LMC9 izolat kodlu
bakterileri %5 koyun kani i¢eren Columbia (Biomeriux) agara ¢izildi ve inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasinda kolonilerin etrafinda olusan berrak, seffaf zon o
koloninin B-hemolitik aktivite gosterdigi dolayisiyla L. monocytogenes oldugu bu test
yardimiyla dogrulandi (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4: LMC9 izolatinin %5 koyun kani iceren Columbia agar goruntusa.

4.1.2. S. aureus Izolasyonu ve identifikasyonu

o Baird Parker agar ile S. aureus izolasyonu

Baird Parker Agar’a ekilen koloniler arasindan seffaf zonlu siyah merkezli tipik
koloniler se¢ildi ve Rabbit Plazma Fibrinojen (RPF) agara gecildi. Etrafinda son
gbzlemlenen koloniler S. aureus siiphelisi olarak kabul edildi ve bu koloniler

saklanmak tizere Triptik Soy Agar’a pasaj alind1 (Sekil 4.5.).
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(@) (b)

Sekil 4.5.: Baird-Parker Agar tzerinde (a) ve Rabbit Fibrinojen Plazma Agar izerinde
S. aureus kolonilerinin gorantileri (b).

e Gram boyama

Pasaj alinan zonlu koloniler gram boyama islemine tabi tutularak mikroskopik
incelemesi yapildi. Gram reaksiyonu pozitif olan, kok bakteriler S. aureus olarak

degerlendirildi.

e MALDI-TOF-MS (Matriks ile desteklenmis lazer

dezorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani Kiitle spektrofotometresi)

Kromojenik agarlarda ve gram reaksiyonu test edilen S. aureus susuna, MALDI-TOF-
MS cihazi ile tanimlama yapildi (Sekil 4. 6.).
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Sekil 4.6.: S. aureus susunun MALDI-TOF-MS cihazindaki spektrum goriintiisi.
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Elde edilen tiim veriler dogrultusunda, Tablo 4.2.’de verilen ve identifikasyonu
gerceklestirilen 9 adet susun S. aureus oldugu belirlenirken, 6 adet susun

Staphylococcus cinsinin diger tiyeleri olduklar1 belirlendi (Sekil 4.7.).

Staphylococcus aureus 1zolasyonu ve Identifikasyonu ‘

¥+ 4

Baird-Parker Agar MALDI-TOF-MS
= F
| |

Rabbit-Fibrinogen
Plasma Agar

oz all

l

Gram Boyama

Sekil 4.7. S. aureus susunun izolasyonu ve identifikasyonu akis semas.
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Tablo 4.2.: izole edilen S. aureus suslarinin izolat kodlar1 ve peynir bilgileri.

Peynir Turd Peynir siralamasi Izolat Kodu
Lor peynir 1 SAL1
Lor peynir 2 SAL2
Lor peynir 3 SAL3

Beyaz peynir 4 SAP4

Beyaz peynir 5 SAP5

Beyaz peynir 6 SAP6

Yoresel peynir 7 SAY7
Tulum peynir 8 SAT8

Cecil peynir 9 SAC9

Beyaz peynir 10 -

Beyaz peynir 11 -

Beyaz peynir 12 -

Beyaz peynir 13 -
Lor peynir 14 -
Lor peynir 15 -

Elde edilen veriler neticesinde, 42 farkli peynir tiirlinde yapilan izolasyon ve
identifikasyon analizleri sonucunda 9 farkli S. aureus ve 5 farkli L. monocytogenes
tirtii bakteri elde edildigi go6zlemlendi. L. monocytogenes izole edilen tim
peynirlerden, aynm1 zamanda S. aureus da tespit edildigi saptandi. Elde edilen tiim

izolatlarin bilgilerinin yer aldig1 tablo asagida verilmektedir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3.: L. monocytogenes ve S. aureus izole edilen peynir bilgileri ve izolat

kodlar.
Peynir Turd Peynir siralamasi Izolat kodu
Lor peynir 1 SAL1
Lor peynir 2 SAL2
Lor peynir 3 SAL3
SAP4
Beyaz peynir 4
LMP4
SAP5
Beyaz peynir 5
LMP5
SAP6
Beyaz peynir 6
LMP6
Yoresel peynir 7 SAY7
SAT8
Tulum peynir 8
LMT8
SAC9
Cecil peynir 9
LMC9

4.1.3. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Her peynir, dilusyon oran1 1:9 olacak sekilde PBS ile sulandirildi ve 10*’den 10 1%’a
kadar yapilan seri dilusyon solusyonlarindan 1 mL alinarak M 17 agara (Merck) ekilip
statik kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra mekik goriiniimiindeki
koloniler laktik asit bakterisi kabul edildi. 4 numarali beyaz peynir 6rneginde 210 X
10° cfu/mL ile en yiiksek sayida koloni gozlemlenirken; 2 numarali lor peynir
orneginde 67 x 108 cfu/mL ile en diisiik sayida koloni gézlemlendi. Tiim peynirlerden

izole edilen koloni sayilar1 Tablo 4.4.’te sunulmaktadir.
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Tablo 4.4.: Peynirlerden elde edilen laktik asit bakteri sayilart.

Peynir Tird Peyir;ir:]ik od Peynir numarasi Koloni Sayisi
(cfu/mL x 10°°)
Lor peynir L 1 126
Lor peynir L 2 67
Lor peynir L 3 -
Beyaz peynir P 4 210
Beyaz peynir P 5 135
Beyaz peynir P 6 -
Yoresel peynir Y 7 150
Tulum peynir T 8 -
Cegil peynir C 9 90

4.2. Ekstraktin Kuru Madde icerigi

Rosa canina L. (RC) ekstraktinin kuru madde miktar1 mg/mL cinsinden hesaplandi.
Kurutma islemi en az ii¢ kez tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi alinarak
hesaplamalar yapildi. Ekstraktin sulandirma yapilmadan kurutululmasi sonucu kuru

madde igerigi 141.6 + 10.0 mg mL* tespit edildi (Tablo 4.5.).
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Tablo 4.5.: RC Ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda (1-1:512) igerdigi kuru madde
mikrati (mg mL™). Her bir deger ii¢ tekrarin ortalama * standart sapmas1
olarak gosterildi.

RC Ekstrakt1
Dilusyon Orani Kuru Madde (mg mL™)
11 141.6 +£10.0
1:2 70.8 £5.0
1:4 35.4+250
1:8 17.7+1.25
1:16 8.8 £0.63
1:32 4.4+0.31
1:64 22+0.16
1:128 1.1+0.08
1:256 0.5+0.04
1:512 0.2+0.02

4.3. izolatlarin Biyofilm Olusum Kapasitesinin incelenmesi

Izolatlarin steril 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasinda (polistiren), % 2 glukoz iceren
TSB besiyeri igerisinde, 37°C sicaklikta 24 ve 48 saat boyunca statik kosullar altinda
inkiibe edilerek biyofilm olusumu saglandi. inkiibasyonun ardindan plakalara kristal
viyole ile boyama prosediirii uygulanarak olusan biyofilmlerin optik yogunluklari
olgiildii. Olgiilen degerlere gore biyofilmler zayif orta ve giiclii olmak Uzere

gruplandirildi [Stepanovic ve digerleri, 2000]. Buna gore;

SAC9, LMPS5 ve LMC9 kodlu izolatlarin giiglii; SAL1, SAL3, SAY7 ve LMP6 kodlu
izolatlarin orta diizeyde; SAL2, SAPS, SAP6, SATS, ve LMTS kodlu izolatlarin zayif
diizeyde biyofilm olusturduklari; SAP4 ve LMP4 kodlu izolatlarin biyofilm
olusturmadig1 gézlemlendi (Tablo 4.6.).
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RC ekstraktinin biyofilm olusumunun biyokontrolii etkinliginin belirlenmesi i¢in
giiclii biyofilm olusturma 6zelligine sahip olan SAC9, LMPS5 ve LMC9 kodlu izolatlar

ile calismaya devam edildi.

Tablo 4.6.: izolatlarin ODs7o nm degerleri ile biyofilm olusturma kapasiteleri.

Biyofilm Olusturma

izolat Kodu ODs70nm Kapasitesi
SAL1 0.02 Orta
SAL2 0.009 Zayif
SAL3 0.03 Orta
SAP4 0 Yok
SAP5 0.007 Zayif
SAP6 0.007 Zayif
SAY7 0.01 Orta
SATS 0.006 Zayif
SAC9 0.28 Gugli
LMP4 0 Yok
LMP5 0.44 Giglii
LMP6 0.01 Orta
LMT8 0.008 Zayif
LMC9 0.45 Guclu

4.4. RC Ekstraktinin Antimikrobiyal Etkileri

4.4.1. RC Ekstraktimmn Agar Kuyu Difuzyonu Yontemi ile
Antimikrobiyal Etkilerinin Belirlenmesi

RC ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin antibakteriyel etkileri, agar kuyu
difuzyonu yontemi ile SAC9, LMP5 ve LMC9 izolatlar1 Uzerinde incelendi. Referans

sus olarak S. aureus ATCC 6538 numarali bakteri susu kullanildi. On kiiltiir islemleri
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tamamlanarak OD 600 nm degeri 0.1’¢ ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden 100 pL
aliarak LB-A (12 g/L agar) kat1 besiyerine ekildi. Ekim sonras1 agar iizerindeki 6 mm
capindaki kuyulara 40 pL farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt diliisyonlar1 (1, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32) eklendi. inkiibasyonun ardindan, olusan inhibisyon zonlar1 kuyu ¢ap1
(6 mm) da dikkate alinarak dl¢iildii. Kontrol olarak 10 pg/mL gentamisin antibiyotigi
kullanilarak ekstraktin antimikrobiyal etkinligi ile karsilastirildi [Selvadoss et al.,
2018].

RC ekstraktinin  SAC9 numarali izolat Uzerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; 13-7 mm arasi inhibisyon zon Gaplar1 olustugu belirlendi. Kontrol
olarak kullanilan gentamisin antibiyotiginin (10 pg mL™*) 9 mm inhibisyon zon capi
olusturdugu saptandi. Ekstraktin en diisuk inhibisyon zon capr sirasiyla 1:4 oraninda
seyreltmede (35.4 mg mL™Y) 7 mm olarak goriildi. RC ekstraktinin seyreltme
yapilmadan direkt ve 1:2 sulandirilmig uygulanmasinin gentamisin antibiyotiginden

daha fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8: RC ekstraktinin farkli konsantrasyonlariin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32)
SAC9 numarali izolat tGzerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az (i¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata gubuklari
ile gosterilmektedir.
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RC ekstraktinin LMP5 numarali izolat Uzerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; 14-6 mm arasi inhibisyon zon Gaplar1 olustugu belirlendi. Kontrol
olarak kullanilan gentamisin antibiyotiginin (10 ng mL™) 11 mm inhibisyon zon ¢ap1
olusturdugu saptandi. Ekstraktin en dislk inhibisyon zon c¢ap1 1:8 oraninda
seyreltmede (17.7 mg mL™Y) 6 mm olarak goriildi. RC ekstraktinin seyreltme
yapilmadan uygulanmasinin gentamisin antibiyotiginden daha fazla antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9.: RC ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32)
LMP5 numarali izolat Gzerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az ¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata
cubuklar1 ile gosterilmektedir.

RC ekstraktinin LMC9 numarali izolat Uzerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; 10-6 mm arasi inhibisyon zon Gaplar1 olustugu belirlendi. Kontrol
olarak kullanilan gentamisin antibiyotiginin (10 ug mL™*) 11 mm inhibisyon zon gapi
olusturdugu saptandi. Ekstraktin en diisuk inhibisyon zon capr sirasiyla 1:8 oraninda
seyreltmede (17.7 mg mL™Y) 6 mm olarak goriildi. RC ekstraktinin seyreltme
yapilmadan ve 1:2 sulandirilmig uygulanmasinin gentamisin antibiyotiginden daha
fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.10. ve 4.12.).
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Sekil 4.10.: RC ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32)
LMCO9 numarali izolat tUizerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az (¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata
cubuklari ile gosterilmektedir.

RC ekstraktinin S. aureus ATCC 6538 bakterisi izerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; 12-8 mm arasi inhibisyon zon Gaplar1 olustugu belirlendi. Kontrol
olarak kullanilan gentamisin antibiyotiginin (10 pg mL™) 9 mm inhibisyon zon capi
olusturdugu saptandi. Ekstraktin en diisuk inhibisyon zon capr sirasiyla 1:2 oraninda
seyreltmede (70.8 mg mL™) 8 mm olarak goriildi. RC ekstraktinin seyreltme
yapilmadan uygulanmasinin gentamisin antibiyotiginden daha fazla antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11.: RC ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32)
S. aureus ATCC 6538 bakterisi Uzerindeki antimikrobiyal etkileri (G:
Gentamisin). Her deger en az U¢ tekrarin ortalamasidir ve standart
sapmalar hata cubuklar ile gosterilmektedir.

Sekil 4.12.: RC ekstraktinin farkli konsantrasyonlarin (a: 1, b: 1:2, c: 1:4, d: 1:8, e:
1:16 ve f: 1:32) LMC9 izolat1 Uzerindeki antmikrobiyal etkilerinin agar
kuyu difiizyonu ile belirlenmesi ve olusan inhibisyon zonlart.

RC ekstraktr igin antimikrobiyal etkinligin agar kuyu diflizyonu yontemi ile
belirlenmesi sonucu elde edilen verilerde seyreltme yapilmadan yapilan
uygulamalarda tiim izolatlarin gentamisin antibiyotiginden daha fazla (p<0.05).

antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gozlemlenmesi sonucu tez calismasmna RC
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ekstraktinin detayli antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi ekstraktm ig¢in minimal
inhibisyon ve minimal bakterisidal konsantrasyonlarinin belirlenmesi, antibiyofilm
etkisinin ve biyofilm olusumunun biyokontrolii etkisinin belirlenmesi ¢alismalari ile

devam edildi.

4.4.2. RC Ekstraktinin Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlarmin ve
Minimal Bakterisidal Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
RC ekstraktinin SAC9, LMP5 ve LMC9 izolatlar1 tzerindeki antimikrobiyal etkisi,
minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenerek degerlendirildi. Referans
sus olarak biyofilm pozitif S. aureus ATCC 6538 numarali bakteri susu kullanildi.
Farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt ¢ozeltileri (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:256 ve 1:512) kullanilarak, final yogunluklar1 OD 600 nm degeri 0.1 olacak
sekilde ayarlanan bakteriler 96 kuyulu mikrotitrasyon plakalarindaki kuyulara eklendi
ve 24 saat statik kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, kuyulardan alman
ornekler FTS icerisinde seyreltildi ve LB kat1 besiyerine ekilerek 24 saat inkiibe edildi.
Sonugta, olusan koloni sayilari sayildi ve koloni sayisinin 30-300 arasinda olmasina
Ozen gosterildi [Breed and Dotterer, 1916]. Ekstrakt uygulanmayan kontrol grubundan
elde edilen sonuglarla ekstraktin bakteriler iizerindeki inhibisyon etkisi (%)
hesaplandi. Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK), bir mikroorganizmanin
biliylimesini inhibe eden en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanirken, minimal
bakterisidal konsantrasyon (MBK), mikroorganizmanin biiylimesini tamamen
engelleyen en diisiik konsantrasyon olarak kabul edildi [Andrews, 2001]. RC

ekstraktinin bakteriler iizerindeki MIK ve MBK degerleri bu tanimlara gore belirlendi.

RC ekstraktinin SAC9 izolat1 (izerinde bakterisidal etkinliginin 17.7 mg mL? (1:8)
konsantrasyonuna kadar devam ettigi tespit edildi. Ekstraktin 8.8 mg mL™ (1:16)
konsantrasyonda % 85 inhibisyon etkinligi gosterdigi gozlemlendi. Ekstraktin SAC9
izolat1 (izerinde MIK degeri % 8.4 inhibisyon oraniyla 1.1 mg mL? (1:128) olarak
belirlendi. RC ekstraktinin SAC9 izolat1 iizerinde % 50, % 70 ve % 90’1n1 inhibe ettigi
konsantrasyonlar (MiK50-MiK70 ve MIK90) sirasiyla 1.75, 3.37 ve 6.49 mg mL™
olarak belirlendi (Tablo 4.7.).

RC ekstraktinin LMP5 izolat: iizerinde bakterisidal etkinliginin 70.8 mg mL™ (1:2)
konsantrasyonuna kadar devam ettigi tespit edildi. Ekstraktin 35.4 mg mL? (1:4)
konsantrasyonda % 55 inhibisyon etkinligi gosterdigi gozlemlendi. Ekstraktin LMP5
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izolat1 Uizerinde MIK degeri % 20 inhibisyon oraniyla 2.2 mg mL? (1:64) olarak
belirlendi.RC ekstraktinin LMP5 izolat1 iizerinde % 50 % 70 ve % 90’1n1 inhibe ettigi
konsantrasyonlar (MiK50, MiK70 ve MIiK90) sirasiyla 18.4, 48 ve 125.5 mg mL™*
olarak belirlendi (Tablo 4.7.).

RC ekstraktinin LMC9 izolat1 (izerinde bakterisidal etkinlik direkt uygulamada 141.6
mg mL? (1) konsantrasyonunda tespit edildi. Ekstraktin 70.8 mg mL?! (1:2)
konsantrasyonda % 39 inhibisyon etkinligi gosterdigi gozlemlendi. Ekstraktin LMC9
izolat1 Uizerinde MIK degeri % 13 inhibisyon oraniyla 2.2 mg mL? (1:64) olarak
belirlendi.RC ekstraktinin LMC9 izolat1 {izerinde % 50 % 70 ve % 90’1n1 inhibe ettigi
konsantrasyonlar (MiK50, MiK70 ve MIK90) sirasiyla 10.24, 25.5 ve 63.46 mg mL™
olarak belirlendi (Tablo 4.7.).

RC ekstraktinin pozitif kontrol susu olarak kullanilan S. aureus ATCC 6538 bakterisi
lizerinde bakterisidal etkinliginin (%100 inhibisyon) 70.8 mg mL?! (1:2)
konsantrasyonuna kadar devam ettigi tespit edildi. Ekstraktin 35.4 mg mL? (1:4)
konsantrasyonda % 62 inhibisyon etkinligi gosterdigi gdzlemlendi. Ekstraktin S.
aureus ATCC 6538 bakterisi tizerinde MIK degeri % 24 inhibisyon oraniyla 2.2 mg
mLt (1:64) olarak belirlendi. RC ekstraktinin S. aureus ATCC 6538 bakterisi tizerinde
% 50 % 70 ve % 90’1 inhibe ettigi konsantrasyonlar (MiK50, MiK70 ve MiK90)
sirasiyla 8.55, 19.03 ve 42.34 mg mL™ olarak belirlendi. Elde edilen sonuclara gore,
SAC9 susunun referans S. aureus susu ve diger iki Listeria izolatlar1 olan LMCS5 ve
LMC9 suslan ile karsilastirildiginda en hassas sus oldugu belirlendi. Listeria
izolatlarinin ise referans susa gore ekstrakt uygulamalarina daha direncli oldugu

goraldi. (Tablo 4.7.).

MiK MIK50 MIK70 MiK90 MBK
Suslar
(mgmL™) (mgmL*) (mgmL?) (mgmL?) (mgmL™)
SAC9 1.1 1.75 3.37 6.5 17.7
LMP5 2.2 18.42 48.08 125.5 141.6
LMC9 2.2 10.24 255 63.5 70.8
S. aureus ATCC 2.2 8.55 19.03 42.34 70.8

Tablo 4.7.: RC ekstraktinin SAC9, LMP5, LMC9 izolatlar1 ve S. aureus ATCC 6538
bakterisi tizerinde Minimal inhibisyon (MIK, MIK50, MIK70 ve MIK90,
mg mL™) ve Minimal Bakterisidal Konsantrasyonlar1 (MBK) (mg mL™).

59



45.RC Ekstraktimn Minimal Biyofilm Inhibisyon
Konsantrasyonunun (MBiK) Belirlenmesi

RC bitkisi ekstraktinin, bakterilerin olusturduklart biyofilmin ilk olusumunu
engelledigi en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonunu tanimlamak igin

minimal biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBIK) testi uygulandi.

Bunun icin bakteriler, %2 glukoz iceren TSB besiyerine eklenerek uygun kosullarda
oOn kiiltiire alind1. Final bakteri yogunlugu OD 600 nm degeri 0.1 olacak sekilde her
mikroplaka kuyusuna 100 pL kiiltiir eklendi. Ayn1 hacimde, farkli konsantrasyonlarda
(1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) ekstrakt diliisyonlar1 da ilgili

kuyulara eklendi ve mikroplaka inkiibatére konuldu [Sanchez et al., 2016].

Uygun boyama ve yikama adimlarindan sonra, etanol ¢ozeltisi yeni bir plakaya
transfer edildi ve 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda absorbans 6l¢imleri
yapild1 [Akbas ve Cag, 2016]. Elde edilen sonuglar, minimal biyofilm inhibisyon
konsantrasyon (MBIK) (%) olarak hesaplandi [Kang et al., 2018].

RC ekstraktinin SAC9 izolati iizerinde biyofilm olusum inhibisyonunun 8.8 mg mL*
(1:16) konsantrasyonuna kadar devam ettigi goriildii. Minimal biyofilm inhibisyon
konsantrasyonunun (MBIK) 4.4 mg mL™? (1:32) oldugu ve ekstraktin %17 inhibisyon
etkinligi gosterdigi gdzlemlendi (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13.: RC ekstraktinin farkli diliisyon oranlarinin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256 ve 1:512) SAC9 izolat1 Uzerinde biyofilm %
inhibisyon degerleri. Her deger en az U¢ tekrarin ortalamasidir ve standart
sapmalar hata gubuklari ile gosterilmektedir.
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RC ekstraktinin LMP5 izolat1 iizerinde biyofilm olusum inhibisyonunun 8.8 mg mL™*
(1:16) konsantrasyonuna kadar %89 inhibisyon etkinligi ile devam ettigi goriildii. RC
ekstraktinin LMP5 izolat1 iizerinde MBIK degerinin %24 inhibisyonla 0.2 mg mL™*
(1:512) oldugu tespit edildi (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14.: RC ekstraktinin farkli diliisyon oranlarinin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64,1:128, 1:256 ve 1:512) LMPS5 izolat1 (izerinde biyofilm % inhibisyon
degerleri. Her deger en az (¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar
hata ¢cubuklari ile gosterilmektedir.

RC ekstraktinin LMC9 izolat1 lizerinde biyofilm olusum inhibisyonunun 35.4 mg mL"
! (1:4) konsantrasyonuna kadar %100 inhibisyon etkinligi ile devam ettigi goriildii. RC
ekstraktinin LMC9 izolat1 iizerinde MBIK degeri %22 inhibisyonla 4.4 mg mL™ (1:32)
olarak tespit edildi (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15.: RC ekstraktinin farkli diliisyon oranlarinin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256 ve 1:512) LMC9 izolat1 Uzerinde biyofilm %
inhibisyon degerleri. Her deger en az U¢ tekrarin ortalamasidir ve standart
sapmalar hata gubuklari ile gosterilmektedir.

RC ekstraktinin pozitif kontrol susu olarak kullanilan S. aureus ATCC 6538 iizerinde
biyofilm olusum inhibisyonunun 35.4 mg mL™ (1:4) konsantrasyonuna kadar %100
inhibisyon etkinligi ile devam ettigi goriildii. RC ekstraktinin pozitif kontrol susu
olarak kullanilan S. aureus ATCC 6538 bakterisi iizerinde MBIK degerinin %24
inhibisyonla 0.2 mg mL™ oldugu tespit edildi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16.: RC ekstraktinin farkli diliisyon oranlariin (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256 ve 1:512) S. aureus 6538 bakterisi tizerinde biyofilm
% inhibisyon degerleri. Her deger en az (¢ tekrarin ortalamasidir ve
standart sapmalar hata gubuklar ile gosterilmektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Gida isleme tesislerinde yetersiz hijyen uygulamalari, gida iiriinlerinin patojenlerle
kontaminasyonuna ve bunun sonucunda tiiketicilerin sagligini tehdit eden risklere yol
acabilir. Patojen bakterilerin gida iiriinlerine bulagsmasinin en 6nemli nedenlerinden
biri, iiretim tesislerinde hijyen kurallarinin yeterince uygulanmamasidir. Bu sorunun
temeli, yeterli uygulandig: diistiniilen hijyen kurallarina ragmen bakterilerin biyofilm
olusturma yetenekleri sebebi ile ortamdan uzaklagtirnlmalarindaki giigliikte

yatmaktadir.

Biyofilm, bakteri hiicrelerinin bir ylizeye yapisarak hiicre dis1 polimerik maddeler
(EPS) salgilamasiyla olusturdugu bir savunma matrisidir. Bu biyofilm, bakterilerin
yiizeyde tutunmasini ve hayatta kalmasini saglar. Peynir {iretim hatti ve iiretim
oncesinde siit ortamiyla temas eden yiizeylerde en sik rastlanan bakteriler arasinda
Enterobacter, Lactobacillus, Listeria, Micrococcus, Streptococcus, Bacillus,
Staphylococcus ve Pseudomonas bulunmaktadir. Bu bakteriler, uygun kosullarda
biyofilm olusturarak {iretim ekipmanlarinda ve tesis yiizeylerinde kalici
kontaminasyona neden olabilirler. Bu durum, hijyenik olmayan bir ortamda Uretilen
gida tiriinlerinin patojenlerle kontamine olmasina ve sonug olarak tiiketiciler i¢in ciddi

saglik riskleri olusturmasina yol agar.

Biyofilm kaynakli mikrobiyal kontaminasyonun problem oldugu pek ¢ok gida iiretim
alaninda, kontaminasyonun kontrol altina alinmasi ve ortadan kaldirilmasi igin
genellikle ¢evreyi kirleten kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu nedenle, dogal

bilesenler igeren bitkisel ekstraktlarin kullanim1 giderek daha fazla ilgi gekmektedir.

Tiiketicilerin temiz icerikli liriinlere olan talebinin artmasi, bu tiir bitkisel ekstraktlar
veya bunlarla {iretilen islenmis iirtinlere olan ilgiyi de artirmaktadir. Giinlimiizde daha
bilingli tiiketim aligkanliklarina sahip insanlarin bu taleplerini karsilamak ig¢in

sanayiciler ve bilim insanlar1 kapsamli aragtirmalar yapmaktadir.
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Glinlimiizde, mikroorganizmalarin klasik antibiyotiklere karsi daha duyarli hale
gelmeleri sebebi ile bilim camiasi yeni antimikrobiyal ajan arama c¢alismalarini hiz
kesmeden devam etmektedir. Bu arayista bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal ajanlar
olarak kullanilmasi, patojenlerin diren¢ mekanizmalarina meydan okuyabildigine dair
birgok ¢alisma mevcuttur [Guglielmi et al., 2020]. Nar, lavanta, ekinezya ve ortanca
bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin K. pneumoniae zerinde antimikrobiyal etkiye
sahip olduklar1 tespit edilmistir [Zazharskyi et al., 2019]. Zerdecal ve muskat
ekstraktlarinin ise S. aureus, L. monocytogenes ve E. coli mikroorganizmalari tizerinde
antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 g6zlemlenmistir [Romeiro et al., 2024]. Yapilan
bir diger ¢calismada ise, tar¢in, papatya, kadife ¢igegi ve adagayr olmak iizere dort
etanolik bitki ekstraktinin S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes ve S. typhimurium'a
kars1 antimikrobiyal ve antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Yine ayni
calismada, papatya, adagay1 ve tar¢indan elde edilen etanolik ekstrakt karigiminin, L.
monocytogenes'e karst en gucli antibiyofilm aktivitesini gosterdigi gozlemlenmistir
[El-Sawy, 2024].

Kurutulmus meyvelerden elde edilen ekstraktlar ile bir¢ok potansiyel antimikrobiyal
ve antibiyofilm etkiyi arastirma galismasi yapilmaktadir. 2021 yilinda Oz ve ekip
arkadaglar tarafindan yayinlanan ¢alismaya gore, kusburnu ekstraktinin E. coli, S.
aureus, B. subtilis, B. cereus, ve P. aeruginosa gibi patojen mikroorganizmalar
iizerinde antimikrobiyal etkisi bulunmaktadir [Oz et al.; 2021]. Baska bir ¢alismada
ise bu mikroorganizmalara ek olarak Enterococcus faecalis, S. enteritidis,
Enterobacter aerogenes ve bir maya tiri olan Candida albicans Uzerinde de
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirtilmistir [Miljkovi¢ et al., 2024]. Rovna ve
arkadaglarinin yayinladigi rapora gore; kusburnu ekstraktinin E. coli, K. oxytoca, P.
aeruginosa, B. cereus, Clostridium perfringens ve L. monocytogenes (zerinde

antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir [Rovna et al; 2020].

Bu tez calismas1 kapsaminda hali hazirda yerel pazar ve marketlerden satis1 yapilan
peynir Orneklerinden farkli yontemler kullanilarak biyofilm olusturma kapasitesine
sahip olan S. aureus ve L. monocytogenes bakteri suslar1 izole edilmistir. Elde edilen
izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteleri incelenerek; giiclii biyofilm olusturan
izolatlar iizerinde kusburnu (RC) ekstraktinin antimikrobiyal etkisi ile biyofilm

olusumunu biyokontrolii ¢alismalar1 degerlendirilmistir.
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Beyaz peynir, lor peynir, yoresel peynir, tulum peynir ve c¢ecil peynir olmak tzere 5
farkl tiirden toplamda 42 adet peynir 6rneginden S. aureus, L. monocytogenes ve
laktik asit bakterileri olmak iizere farkli mikroorganizmalar cesitli yontemler

kullanilarak izole edilmistir.

S. aureus cinsi mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in peynir ornekleri PBS ile
sulandirtlip kromojenik agar olan Baird-Parker agar Uzerine yayma plak yontemi
kullanilmistir. Baird-Parker agar iizerinde etrafinda zon olugsmus olan siyah koloniler
S. aureus siiphelisi olarak degerlendirilmis ve Rabbit-Plasma Fibrinogen agara bir 6ze
ucu alinmis siipheli koloni diiz bir ¢izgi seklinde ekilmistir. Etrafinda zon olusturmus
olan SAL1, SAL2, SAL3, SAP4, SAP5, SAP6, SAY7, SAT8 ve SAC9 kodlu izolatlar
S. aureus olarak degerlendirilmistir. Dogrulama igin ise Gram boyama testi
uygulanmistir. Kromojenik agarlar yardimi ile izole edilmis olan S. aureus suslari

MALDI-TOF cihazi ile identifiye edilmis ve S. aureus olduklar1 dogrulanmaistir.

L. monocytogenes cinsi mikroorganizmalarin izolasyonu klasik yontem ve VIDAS
LMO2 ve VIDAS LDUO yontemleri olmak iizere {i¢ farkli yontem izlenerek

mikroorganizmalar tayin edilmistir.

Klasik yontem ve VIDAS LMO2 yontemi icin peynir 6rnekleri half Fraser broth ile
sulandirilmistir. Klasik yontem igin direkt L. monocytogenes i¢in kromojenik agarlar
olan ALCOA ve PALCAM agarlara ekim yapilmistir.

VIDAS LMO2 vyontemi icin ise Fraser broth tiplne half Fraser broth
sispansiyonundan ge¢is yapilip, inkiibasyonu dolan Fraser broth tiiplinden
stispansiyon alinarak VIDAS cihazina okutulmustur. Tv degeri >1 veren numuneler L.
monocytogenes  siiphelisi  olarak  degerlendirilmis  ve  ilgili  numune
siispansiyonlarindan alinarak kromojenik agarlar olan ALCOA ve PALCAM agarlara

ekim yapilmistir.

VIDAS LDUO yontemi igin peynir 6rnekleri Listeria Xpress broth ile sulandirilmistir.
Inkiibasyon sonrasi Listeria Xpress brothtan LDUO brotha gecis yapilmis ve
inkiibasyonu dolan LDUO broth tiipiinden silispansiyon alinarak VIDAS cihazina
okutulmustur. Tv degeri >1 veren numuneler L. monocytogenes siiphelisi olarak
degerlendirilmis ve ilgili numune siispansiyonlarindan alinarak kromojenik agarlar

olan ALCOA ve PALCAM agarlara ekim yapilmistir.
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Klasik yontem, VIDAS LMO2 ve VIDAS LDUO yontemlerinde ¢izgi ekim yapilan
ALOA ve PALCAM petrileri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. ALOA petrilerinde zonlu,
mavi koloniler ve PALCAM petrilerinde goriilen zeytin goriiniimlii, ortas1 ¢ukur, siyah
koloniler L. monocytogenes siiphelisi olarak kabul edilmis ve dogrulama testi olan API
testi uygulanmak iizere TSA agara almmustir. API sonuglar1 API"®® tarayicisinda
degerlendirilmis ve LMP4, LMP5, LMP6, LMTS ile LMC9 kodlu izolatlar L.
monocytogenes olarak tayin edilmistir. Ayn1 zamanda, L. monocytogenes’in hemoliz
aktivitesi dogrulama araci olarak kullanilmig ve Columbia agara ekim yapilmistir.
Renk degisikligi gosteren agarlarda B-hemoliz aktivitesinin gézlemlendigi, dolayisiyla
LMP4, LMP5, LMP6, LMT8 ve LMC9 kodlu izolatlarin L. monocytogenes olduklari
dogrulanmistir.

Uygun diliisyon serileri kullanilarak M17 agara dokme plak yontemi ile peynir
ornekleri ¢alisilmig ve inkiibasyon sonunda petride gozlemlenen mekik goriiniimlii

koloniler laktik asit bakterisi olarak kabul edilmistir.

Bu tez calismasinda toz haline getirilen kusburnu bitkisi, 1:10 [w/v] oraninda %50
etanol ile karistirilip uygun adimlar takip edilerek RC ekstrakti elde edilmistir [Rovna
etal., 2015]. Elde edilen ekstraktin igerdigi kuru madde miktari 141.6 mg mL™ olarak

hesaplanmustir.

Tez calismasi kapsaminda, ileri testlere devam etmeden 6nce elde edilen S. aureus ve
L. monocytogenes olmak toplamda 14 farkli izolatin biyofilm olusum kapasiteleri
incelenmistir. Bunun igin izolatlar steril 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasinda, %2
glukoz igeren TSB besiyeri icerisinde inokule edilmistir [Stepanovic et al., 2000].
SAC9, LMP5 ve LMC9 kodlu izolatlarin giiclii; SAL1, SAL3, SAY7 ve LMP6 kodlu
izolatlarin orta diizeyde; SAL2, SAPS5, SAP6, SATS, ve LMTS kodlu izolatlarin zayif
diizeyde biyofilm olusturduklari; SAP4 ve LMP4 kodlu izolatlarin biyofilm
olusturmadigi gozlemlenmistir (Tablo 4.6.). RC ekstraktinin biyofilm olusumunun
biyokontrolii etkinliginin belirlenmesi i¢in gii¢lii biyofilm olusturma 6zelligine sahip

olan SAC9, LMP5 ve LMC9 kodlu izolatlar ile calismaya devam edilmistir.

Tez caligmasi kapsaminda RC ekstraktinin antimikrobiyal etkisi agar kuyu difiizyonu
yontemi ile incelenmistir. RC ekstraktinin SAC9, LMP5 ile LMC9 izolatlar1 olmak

tizere 3 farkli izolat ve giiglii biyofilm olusturma aktivitesi gosterdigi bilinen S. aureus
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ATCC 6538 susu lizerinde antimikrobiyal etkisi incelenmistir ve gentamisin

antibiyotigi uygulamalari ile karsilastirilmigtir.

SAC9 izolatma kars1 10 pg mL™ gentamisin antibiyotiginin uygulamasi sonucu (9
mm) RC ekstraktinin direkt uygulamasindan (13 mm) daha diisiik etki gosterdigi
belirlenmistir. RC ekstraktinin 1:2 oranda seyreltilerek uygulamasinin gentamisine
yakin etki gosterdigi (10 mm) belirlenmistir (p<0.05). RC ekstraktinin 1:4
konsantrasyonda uygulamasinda antimikrobiyal etki gézlenirken (7 mm), daha diisiik

konsantrasyonlarda antimikrobiyal etki saptanmamastir.

10 pg mL* gentamisin antibiyotiginin LMP5 izolatina kars1 uygulamas1 sonucu (11
mm) RC ekstraktinin direkt uygulamasindan (14 mm) daha diisiik antimikrobiyal etki
gozlenmistir (p<0.05). RC ekstraktinin 1:16 ve 1:32 konsantrasyonda uygulamalari
sonucu antimikrobiyal etki saptanmamustir. RC ekstraktinin 1:2 oranda seyreltilerek
uygulamasinda 9 mm inhibisyon zon ¢ap1 goriilirken, 1:4 konsantrasyonda
uygulamasinda 7 mm ve 1:8 konsantrasyonda uygulamasinda 6 mm inhibisyon zon

cap1 tespit edilmistir.

LMC9 izolatina kars1 10 pg mL™? gentamisin antibiyotiginin uygulamasi sonucu (8
mm) RC ekstraktinin direkt uygulamasindan (10 mm) daha diisiik etki gosterdigi
belirlenmistir (p<0.05). RC ekstraktinin 1:2 oranda (9 mm) ve 1:4 (7 mm) oranda
seyreltilerek uygulamasinin gentamisine yakin etki gdosterdigi belirlenmistir. RC
ekstraktinin 1:16 ve 1:32 konsantrasyonda uygulamalari sonucu antimikrobiyal etki

saptanmamigtir.

100 pg mL? gentamisin antibiyotiginin S. aureus ATCC 6538 bakterisine kars
uygulamasi sonucu (9 mm) RC ekstraktinin direkt uygulamalarindan daha diisiik (12
mm) etki gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). RC ekstraktinin 1:2 konsantrasyonda
uygulamasi sonucu 8 mm inhibisyon zon ¢ap1 goézlenirken, ileri konsantrasyonlarin

uygulamasi sonucu herhangi bir antimikrobiyal etki gozlenmemistir.

Sonugta RC ekstrakti i¢in en yiliksek antimikrobiyal etki LMP5 izolati tzerinde (14
mm) goriiliirken, en diisiik antimikrobiyal etki LMC9 (10 mm) izolat1 {izerinde
gorilmistiir. Uygulanan ekstrakt konsantrasyonu azaldik¢a inhibisyon zon ¢apinin

azaldig1 goriilmiistiir.

Rovna ve arkadaslari (2020) tarafindan gergeklestirilen c¢alismada, etanol ile

mikrodalga yontemi kullanmadan hazirlanan kusburnu ekstraktlarinin, E. coli, K.
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oxytoca, P. aeruginosa, B. cereus, C. perfingens ve L. monocytogenes uzerindeki
antimikrobiyal etkileri arastirilmigtir. Kontrol olarak gentamisin (10 pg/disk) ve distile
su kullanilmistir. Calismanin sonucglarinda kusburnu ekstraktinin antimikrobiyal
etkisi, E. coli Gzerinde 14.33-15.67 mm, K. oxytoca Uzerinde 10.67-12.00 mm, P.
aeruginosa uzerinde 9.33-10.67 mm ve B. cereus Uzerinde 8.00-8.67 mm ¢apinda
inhibisyon zonlar1 tespit edilmistir. C. perfingens igin 4.00-5.33 mm ve L.
monocytogenes i¢in 5.67-6.67 mm arasinda inhibisyon zonlar1 belirlenmistir. Bu tez
caligmasinda, RC ekstraktinin L monocytogenes izolatlar1 (LMP5: 14-6 mm; LMCO9:
10-6 mm) lzerinde daha fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu
durumun sebebinin kusburnu ekstraktinin bakterilere karsi antimikrobiyal etkisinin,
kusburnu bitkisi ve bakteri tirline veya ekstraksiyon yontemine ve boylece farkli

bilesenlere sahip olabilecek ekstraktin etkinligine bagli olabilecegi diisiintilmektedir.

Ghendov-Mosanu ve arkadaslar1 (2018) ise kugsburnu ve ali¢ meyvesi 6zlerini %50
etanol-su karisim1 kullanarak hazirlamis ve S. aureus, E. coli ve K. pneumoniae suslari
Uzerindeki antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda kusburnu
ekstraktinin S. aureus Uzerinde 16 mm, E. coli lizerinde 10 mm ve K. pneumoniae
tizerinde 9 mm c¢apinda inhibisyon zonlar1 olusturdugu ve bu degerlerin 6nceki
calismalarda elde edilenlerden daha yiiksek degerler sundugu tespit edilmistir. Ayrica,
onceki calismalarda da ¢Ozucl olarak %50 etanol-su kullanilmasina ragmen;
Ghendov-Mosanu ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada RC ekstraktinin S. aureus
Uzerinde bu tez ¢alismasinda elde edilen degerlerden daha yiiksek inhibisyon zon ¢api
olusturdugu tespit edilmistir (SAC9: 13-7 mm; S. aureus ATCC 6538: 12-8 mm).
Kullanilan ¢6ziiciiniin su miktarinin, kugburnunun antimikrobiyal etkisini etkileyen bir
faktor oldugu disiiniilmektedir. Tez ¢alismasi genel olarak degerlendirildiginde elde
edilen RC ekstraktinin peynir orneklerinden izole edilen ortam izolatlar1 {izerinde
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunun goriilmesi ile RC ekstraktinin kolay elde edilen,

ucuz maaliyetli bir alternatif antimikrobiyal ajan olabilecegi diistiniilmektedir.

RC ekstraktinin SAC9, LMP5 ile LMC9 ve S. aureus ATCC 6538 bakteri suslari
tizerinde minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) ve minimal bakterisidal
konsantrasyonlar: (MBK) belirlenmistir. SAC9 izolat1 i¢in MIK degeri 1.1 mg mL™*
1:128, % 8.4 inhibisyon,), LMP5 izolat1 (% 20 inhibisyon) ve LMC9 izolati1 (%13
inhibisyon) igin MIK degeri 2.2 mg mL™? (1:64) olarak tespit edilmistir. RC
ekstraktinin S. aureus ATCC 6538 bakterisi tizerinde MIK degeri % 24 inhibisyonla
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2.2 mg mL (1:64) olarak belirlenmistir. Bakterilerin % 50, % 70 ve % 90 oranlarinda
inhibe olduklar1 konsantrasyonlar hesaplanmistir. MBK degeri SAC9 izolat1 i¢in 17.7
mg mL%, LMP5 izolat: igin 141.6 mg mL™ ve LMC9 izolat1 ile S. aureus ATCC 6538
bakterisi icin 70.8 mg mL™ olarak hesaplanmistir. MIK50, MiK 70 ve MIK90 degerleri
SAC9 izolat1 i¢in sirastyla 1.75, 3.37, 6.5 mg mL* olarak; LMP5 izolat1 i¢in sirasiyla
18.42, 48.08, 125.5 mg mL? olarak; LMC9 izolatt icin sirastyla 10.24, 25.5, 63.5 mg
mL* olarak ve S. aureus ATCC 6538 bakterisi icin sirasiyla 8.55, 19.03, 42.34 mg
mL? olarak hesaplanmistir. RC ekstraktina karsi en duyarli bakterinin en diisiik
MIK50-70-90 degerleriyle SACY izolat1 oldugu belirlenmistir. LMP5 izolati, yiiksek
MBK degeri ile RC ekstraktina en direncli bakteri olarak belirlenmistir. Uygulanan

ekstrakt konsantrasyonu azaldikg¢a bakteriyel inhibisyonun azaldig1 gézlemlenmistir.

Bakterilerin diisilk dozlarda antimikrobiyal maddelere maruz kalmasi, direng
gelistirmelerine neden olabilir. Bu nedenle, antimikrobiyal etkisi olan bilesiklerin
bakteriler {izerindeki MiK ve MBK degerlerinin belirlenmesi, bakteriyel {iremenin
engellenmesi i¢in gerekli dogru antimikrobiyal madde miktarini tespit etmede biiyiik

O6nem arz etmektedir. [Gulmez, 2014].

Mevcut literatiirde, RC ekstrakti ile yapilan arastirmalarda farkli ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin igeriginde c¢esitli fitokimyasal

bilesenlerin bulundugu tespit edilmistir.

Stanila ve arkadaslar1 (2015), 6giitiilmiis meyve ile asitlendirilmis metanolin (% 0.3
HCI (v/v)) ultraturaks ile karistirilip siiziilmesinden elde edilen RC ekstraktinin fenolik
bilesiklerini HPLC-DAD-ESI/MS metodu ile tanimlamistir. Tanimlanan fenolik
bilesiklerin ana siniflar1 fenolik asitler, flavonlar, flavan-3-oller ve ayrica
antosiyaninler olmak iizere toplamda 19 farkl tiirde fenolik bilesik tespit etmislerdir
[Stanila et al., 2015].

Baska bir calismada, RC meyvelerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu artirmak
amaciyla ekstraksiyon suresi, ultrasonik guc¢ ve malzeme-su orani gibi degiskenler
kullanilmistir. Analizler sonucunda, 6rneklerin toplam fenolik igerigi ile gallik asit
(hidroksibenzoik asit tdrevlerine ait), antosiyaninler, fenolik asitler ve tirozol
tiirevlerinin, ekstraktlarin in vitro antioksidan potansiyeliyle en fazla iligkilendirilen

bilesikler oldugu belirlenmistir [Nicolescu et al., 2022].
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Pena ve arkadaglarinin (2023) yaptigi ¢alismada, 1 gram RC bitkisini ekstraksiyon
¢ozicusi (%90 metanol, %9 su ve %1 formik asit) kullanarak sonikizasyon metodu
ile homojenize ederek elde ettikleri RC ekstraktinin HPLC-DAD-ESI-MS/MS
yontemiyle ham protein, mineraller ve fenolik bilesikler gibi besin maddeleri ile
askorbik asit gibi fonksiyonel 6zellikleri ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir.
Arastirma, ekstraktin bagta askorbik asit, flavonoller ve antioksidan aktivite olmak
izere yiiksek miktarda biyoaktif bilesen igcerdigini ortaya koymustur. Ayrica, Trolox
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), kuprik indirgeyici antioksidan kapasite
(CUPRAC) ve 2,2-difenil radikali (DPPH) yontemlerini kullanarak, antioksidan
aktivite ile flavonoller ve katesin gibi renksiz bilesiklerin konsantrasyonu arasinda bir

iliski bulundugunu belirtmislerdir [Pefia et al., 2023].

RC ekstraktinin, SAC9, LMP5 ve LMC9 izolatlarinin olusturduklari biyofilm
olusumunu engelledigi en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonunu tanimlamak
icin minimal biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBIK) testi uygulanmis ve

uygulamalar S. aureus ATCC 6538 bakterisi ile karsilastirilmistir.

Bunun i¢in, izolatlar ve bakteri eklenmis %2 glukoz igeren TSB besiyeri ile aynm
hacimde farkli konsantrasyonlarda (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256,
1:512) ekstrakt diliisyonlar: ilgili kuyulara eklenmis ve 96 kuyulu mikrotitrasyon
plakasinda 24 saatlik inkiibasyonlar sonucu absorbans 6l¢iimleri yapilarak minimal

biyofilm inhibisyon konsantrasyon (MBIK) (%) hesaplanmstir.

SAC9 izolatr i¢in MBIK degeri % 17 inhibisyonla 4.4 mg mL™* (1:32); LMPS5 izolat:
icin MBIK degerinin % 24 inhibisyonla 0.2 mg mL? (1:512) ve LMC9 izolat igin ise
MBIK degerinin %22 inhibisyonla 4.4 mg mL™ (1:32) olarak tespit edilmistir. RC
ekstraktinin S. aureus ATCC 6538 bakterisi izerinde MBIK degeri % 24 inhibisyonla
0.2 mg mL? (1:512) olarak belirlenmistir.

Elde edilen veriler, LMPS izolat1 ile S. aureus ATCC 6538 i¢in MBIK degerinin esit
oldugunu gostermektedir. Ayrica, SAC9 izolat: ile LMC9 izolat1 arasinda da MBIK
degerinin ayni oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, belirli izolatlarin antibakteriyel
etkinliginin karsilastirilmasinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Biyofilmlerin kantitatif
kristal viyole boyamasi, RC ekstraktinin biyofilm olusumunu etkili bir sekilde, doza

bagli olarak engelledigini agikca gostermektedir.
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RC ekstraktinin SAC9 izolat: izerindeki MiK ve MBK degetleri sirastyla 1.1 ve 17.7
mg mL?, biyofilm olusumunda SAC9 izolat: iizerindeki MBIK degeri ise 4.4 mg mL"
! olarak belirlenmistir. RC ekstraktinin LMP5 izolatiiizerindeki MIK ve MBK
degerleri sirastyla 2.2 ve 70.8 mg mL™?, biyofilm olusumunda LMP5 izolat1 iizerinde
MBIK degeri ise 0.2 mg mL? olarak belirlenmistir. RC ekstraktinin LMC9 izolat1
lizerinde MIK ve MBK degerleri sirasiyla 2.2 ve 70.8 mg mL™, biyofilm olusumunda
LMC?9 izolat: Gizerindeki MBIK degeri ise 0.2 mg mL™ olarak belirlenmistir.

RC ekstraktinin kontrol grubu olarak kullanilan S. aureus ATCC 6538 bakterisi
lizerinde MIK ve MBK degerleri sirasiyla 2.2 ve 70.8 mg mL™, biyofilmolusumunda
S. aureus ATCC 6538 bakterisitizerindeki MBIK degeri ise 0.2 mg mL™ olarak

belirlenmistir.

MIK alt1 RC ekstrakti seviyesi (0.2 mg mL™) LMPS5 izolat1 igin tipki S. aureus ATCC
6538 bakterisi gibi biyofilm olusumunu inhibe edebildigi gézlemlenmistir.

Mevcut literatiirde RC ekstraktinin peynirden izole edilen S. aureus ve L.
monocytogenes suslar1 iizerinde biyofilm olusumu biyokontrolii etki arastirmasi
olmadigi igin farkli bitki ekstraktlarinin S. aureus ve L. monocytogenes bakterileri

Uzerindeki antibiyofilm etkinligi yapilan farkli ¢alismalarla karsilastiriimistir.

Zivkovi¢ ve arkadaslari (2015), kusburnu yapraklarmin metanolik ekstraktlarinmn S.
aureus ve L. monocytogenes tzerindeki antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerini
incelemistir. Ekstraktin her iki bakteriye karst MIK (1:4 ve 1:8) degerinin in vitro
biyofilm biiylimesini inhibe ettigi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada ayrica kugburnu
yapraklarinin metanolik ekstraktindaki flavonoid bilesenlerini incelemis ve rutin,

hiperozit ve izokuersetin bulmuslardir [Zivkovi¢ et al., 2015].

Abdelbaky ve arkadaslar1 (2021), Rosa gallica var. aegyptiaca yapraklarinin
kurutulmus tozunu (100 g/500 mL) n-hekzan, kloroform, metanol, hidrometanol
(%80) ve su ile ayr ayri calkalayip Whatman 1 numarali filtre kagidi iizerinden
stizulerek elde ettikleri ekstraklar ile L. monocytogenes, B. subtilis, S. aureus, E. coli,
S.enteritidis ve C. albicans’a karsi antimikrobiyal aktivite disk difiizyon yontemi
kullanilarak incelemislerdir. Incelenen bes yaprak ekstresi arasinda, hidrometanol
%80 ekstresi tim mikrobiyal suslara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Hidrometanol %80 ekstresinin 10 mg/disk uygulamasinin L.

monocytogenes ve S. aureus bakterileri zerindeki antimikrobiyal etkinin her iki
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bakteri i¢in de 17 mm ¢apinda oldugu tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda RC
ekstraktinin direkt uygulamasi, en fazla 14 mm ile LMP5 numarali izolatta tespit

edildi.

Chroho ve arkadaslar1 (2022), kurutulmus Rosa damascena ¢iceginden Soxhlet cihazi
kullanarak etanol (%70) ile elde ettikleri ekstraktin L. monocytogenes, S. aureus, E.
coli ve S.typhimirium bakterileri lizerindeki antimikrobiyal aktiviteyi arastirmiglardir.
Yapilan arastirmada Rosa damascena ekstraktinin L. monocytogenes ve S. aureus
bakterileri tizerindeki MIK degeri 20.83 mg mL™ bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda
elde edilen verilere kiyasla Chroho ve arkadaslarmin (2022) tespit ettikleri MIK degeri
daha yuksektir.

Mevcut literatiirde RC ekstraktinin peynirden izole edilen S. aureus ve L.
monocytogenes suslari iizerinde antimikrobiyal, antibiyofilm veya biyofilm
olusumunun biyokontrolii etkinligini inceleyen bir g¢alisma yoktur. Bu calisma
literatiirde bir RC bitkisi ekstrakti ile yapilan ilk antimikrobiyal ve biyofilm
olusumunun biyokontrolii etkinligi ¢alismas1 oldugu i¢in literatiirdeki bitkisel

ekstraktlarin biyofilm kontroliinde kullanim stratejilerine katki saglayacaktir.

Sonuglarimiz, RC ekstraktinin canli bakterileri ve S. aureus ile L. monocytogenes
biyofilm olusumunu engelledigini ve gida endiistrisinde biyofilmle iliskili

enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisine yeni bir yaklasim getirdigini gostermektedir.
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