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Bu ¢alisma kapsaminda Tiirkiye’de geleneksel olarak iiretilen fermente gidalardan ve
insan kaynakli materyallerden izole edilerek probiyotik 6zellikleri tanimlanan;
Lactobacillus plantarum M16 (plantarisin ireticisi), Lactobacillus sake M17 (sakasin
tireticisi), Pediococcus acidilactici M20 (pediosin tireticisi), Bifidobacterium langum
M23 (bifidosin A iireticisi), Bifidobacterium bifidum M24 (bifidosin B iireticisi) ve
Pediococcus pentosaceus M46 (bakteriyosin benzeri antimikrobiyal bilesik {ireticisi)
suglarinin  Salmonella Typhimurium’da biyofilm olusumu ve olgun biyofilmlerin
eradikasyonu iizerine etkinlikleri belirlenmistir. Probiyotik suslarin kiiltiir filtratlarinin
S. Typhimurium’a karsi denenmesi sonucunda, dogal sus ve mutantlarda (dam ve seqA)
biyofilm olusumunun tamamen engellendigi tespit edilmistir. Ayni filtratlarin olgun
biyofilm yapilar1 tizerinde denenmesi sonucunda ise, olgun biyofilm yapilarinin
ozellikle uygulamanin ilk 6 saatinde istatistiki acidan anlamli diizeylerde (p<0.05)
eradike edildigi saptanmistir. S6z konusu kiiltiir filtratlarinda belirlenen antibiyofilm
aktivitesinin kaynaginin arastirilmasi amaci ile, kiiltiir filtratlar1 nétralize edilerek ve
notralize kiiltlir filtratlarina proteinaz K muamele edilerek ayr1 ayri denemeler
gergeklestirilmistir. Bu calismalardan elde edilen veriler; her iki uygulama sonucunda
da baslangicta belirlenen antibiyofilm aktivitelerinin istatistiki ac¢idan anlamli bir
sekilde diistiiglinii (p<0.05) gostermistir. Bu veriler 15181nda, Tiirkiye kokenli probiyotik
suslarinda tanimlanan c¢ok gii¢lii antibiyofilm aktivitelerinin, biiyiik oranda bu suslarin
tirettigi bakteriyosinlerden ileri geldigi yorumu yapilmigstir.

Ocak 2021, 76 sayfa
Anahtar Kelimeler: S. Typhimurium, Probiyotik Sus, Bakteriyosin, Antibiyofilm
Aktivitesi



ABSTRACT

Master Thesis

INHIBITION EFFECT OF LACTIC ACID BACTERIA ON SALMONELLA BIOFILM
Seyma GOKSEL

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, the effectiveness of the strains Lactobacillus plantarum M16 (plantaricin
producer), Lactobacillus sake M17 (sakasin producer), Pediococcus acidilactici M20
(pediocin  producer), Bifidobacterium langum M23 (bifidocin A producer),
Bifidobacterium bifidum M24 (bifidocin B producer) and Pediococcus pentosaceus
M46 (bacteriocin like antimicrobial substance producer) which are isolated from
human-sourced materials and fermented foods produced traditionally in Turkey and
whose probiotic properties are defined on biofilm formation and eradication of mature
biofilms in Salmonella Typhimurium have been determined. As a result of testing the
culture filtrates of probiotic strains against S. Typhimurium, it was determined that
biofilm formation in wild type strains and mutants (dam and segA) was completely
prevented. As a result of testing the same filtrates on mature biofilm structures, it was
determined that mature biofilm structures were eradicated at statistically significant
levels (p <0.05), especially in the first 6 hours of the application. In order to investigate
the source of antibiofilm activity determined in the said culture filtrates, separate trials
were carried out by neutralizing the culture filtrates and treating the neutralized culture
filtrates with proteinase K. The data obtained from these studies; showed that the
antibiofilm activities determined at the beginning decreased in a statistically significant
way (p <0.05) as a result of both applications. In light of this data, it is concluded that
the strong antibiofilm activities of Turkey originated probiotic strains were largely
come forward from bacteriocins produced by these strains.

January 2021, 76 pages
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), bircok fermente gida iirlinliniin otokton mikrobiyotasinin
bir b6liimiinii olusturmaktadir (Abriouel vd. 2012 ). Fermente gida endiistrisinde yaygin
bir sekilde starter kiiltiir olarak kullanilan bu bakteri grubunun, s6z konusu lriinlerin
tipik yapi, aroma ve tat bilesiklerinin olusturulmasina 6nemli Olglide katki sunan
teknolojik oOzellikleri bulunmaktadir (Lahtinen vd. 2011). S6z konusu o6zellikleri,
fermentasyon ortaminda organik asit olusturma yetenekleri, giiclii proteolitik aktivite
sistemleri sayesinde proteinlerin pargalanmasi, antimikrobiyal bilesikler iiretmeleri,
sitrat fermentasyonu sonucu diasetil ve asetoin liretme kapasiteleri ve bakteriyofajlara
kars1 direnglilikleri olarak 6zetlenebilir. Diger yandan LAB’nin yaklasik 10 bin yildir
gida ve yem fermentasyonlarinda kullanimi; onlarin genelde insan, hayvan ve gevre
sagligi acisindan giivenilir diizeyli (GRAS) organizmalar olarak tanimlanmalarini

beraberinde getirmistir (Liu vd. 2011, Favaro vd. 2014, Palomino vd. 2015).

LAB’nin bir¢ok susu gilinlimiizde probiyotik olarak tanimlanmis ve bunlarin bazisi, bu
amagcla endiistriyel olgekte iiretilerek gida gilivenliginin ya da insan ve hayvan sagliginin
korunmasinin saglanmasi dogrultusunda kullanima sunulmustur. Diinya saglik orgiitii
(WHO) tarafindan yapilan tanima gore probiyotikler, yeterli  miktarlarda
uygulandiklarinda canli konaga saglik ac¢isindan fayda saglayan canli mikroorganizma
preparatlaridir ( FAO / WHO 2006 ). Probiyotiklerin temel fonksiyonel ozellikleri
arasinda; asitlere ve safra tuzlarina direnglilik, epitel yiizeylere tutunma ve bagirsak
patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivite en kritik olanlaridir. Probiyotikler, yukarida
sayllan temel Ozellikleri sayesinde; konak¢i hiicrelerde bulunan patojenlere karsi
gelistirilmis kolonizasyon direncine katkida bulunarak, bagirsakta mukus salgist ve
antimikrobiyel peptitler gibi elemanlarin belirledigi patojen  isgalini engelleyen
ozellikleri gliglendirerek, konake1 bagisiklik sistemini (immiin sistemi) tesvik ederek ya
da bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi ve aktivitesini yonlendirerek, konak¢i organizma
sistemlerini saglikli tutarlar ya da yeniden saglikli kosullarin olusumunu tesvik ederler

(Savard vd. 2011, Wan vd. 2015, Jonkers 2016 ).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B2
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B44
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B22
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B51
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B21
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B60
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B74
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B36

Gida kokenli patojenler, glinlimiizde mikrobiyal enfeksiyonlarin en 6nemli etkenlerinin
basinda gelmektedir. Bu mikroorganizmalar, endiistriyel siireglerde onemli diizeyde
iiriin ve zaman kayiplarina yol agmalarinin yaninda, insan ve hayvan sagligi ve cevre
acisindan da ciddi sorunlar olusturmaktadirlar. Ayrica, en 6nemli {lyelerinden birini
Salmonella serovaryetelerinin olusturdugu bu mikroorganizmalarin tek ya da karisik
suslardan meydana gelen biyofilm olusturma yetenekleri, onlar1 bulunduklari biyotik ya
da abiyotik yiizeylerde kalici patojen mikroorganizma kaynagi haline getirmektedir.
Cok hiicreli organizma benzeri bir yasam formu olan biyofilm formlari, onlar
cevreleyen ekzopolimerik matriks ve bu matriks igerisindeki hiicre toplulugunun
koordineli genetik ve biyokimyasal regiilasyonu sayesinde; sterilizasyon, dezenfeksiyon
ajanlarma ve besinsel yetersizlik basta olmak {izere, her tiirlii ¢cevresel stres kosuluna
kars1 direnglilik kazanmaktadir (Midelet ve Carpentier 2004, Gandhi ve Chikindas
2007, Carpentier ve Cerf 2011 ). Biyofilm formlarinin dogada yaygmligi ve yukarida
Ozetlenen tanimlanmis 6zellikleri; Salmonella gibi tiim diinyada yaygin ve 6nemli gida
kokenli patojenlerle gerceklesen enfeksiyonlarin kontrolii ya da eradikasyonu yoniinde
yiuriitiillen miicadelede, s6z konusu bakterilerin planktonik (serbest) formlarindan ¢ok,

biyofilm formlarmmin esas alinmasi gerekliligini zorunlu kilmistir (Winkelstroter vd.

2013, Pérez-lbarreche vd. 2014, Jonkers 2016).

Biyofilmlerin yapisal ve fonksiyonel &zelliklerinden kaynaklanan direnci, patojen
mikroorganizmalara karg1 yiiriitiilen klasik miicadele yontemlerini bir¢ok durumda
etkisiz kilmaktadir. Ozellikle kimyasal antibiyofilm ajanlarina karsi yiiksek diizeyde
direng gostermeleri, planktonik formlara karsi etkin kontrol stratejilerinden herhangi bir
yarar saglanamamasmin ana nedenidir ( Falagas ve Makris 2009, Hibbing vd.
2010 ). Giintimiizde, biyokontrol olarak tanimlayabilecegimiz daha etkin ve giivenilir
antibiyofilm stratejilerinin gelistirilmesi yoniinde ciddi ¢abalar harcanmaktadir. Bu
girisimlerin en umut vaat eden uygulamalarindan biri, biyofilm yapilarinin kontrolii ve
eradikasyonunda probiyotik 6zellik tasiyan LAB suslarmin kullanimidir ( Lobos vd.
2009 , Goémez vd. 2012, Coughlan vd. 2016, Camargo vd. 2018). Etkinligi yaninda
giivenilirligi ve cevre dostu bir 0Ozellige sahip olusu, bu stratejinin en Onemli

avantajlaridir.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B47
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B25
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B25
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B9
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00863/full#B75
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Literatiirde yer alan bu temel bilgiler ve deneyimler dogrultusunda tasarladigimiz tez
calismasinda; gida ve saglik agisindan ¢ok Onemli bir patojen olan Salmonella
serovaryetelerinin olusturduklar1 biyofilm yapilarimin kontrolii ve eradikasyonunda,
calisma grubumuz tarafindan daha onceden geleneksel fermente iiriinlerinin yaninda
insan Orneklerinden izole edilerek, bakteriyosin iiretim yetenekleri ve probiyotik
ozellikleri tanimlanmis olan laktik asit bakterilerinin  kullanim olanaklarinin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyofilmin Tanimi ve Tarihgesi

Biyofilm, bir ylizeye tutunmus, s6z konusu yapiya katilan hiicrelerin salgiladig: hiicre
dis1 DNA, proteinler, karbohidratlar ve kompleks lipitler gibi polimerleri igeren,
akiskanligi diisiik sulu faza (ekzopolisakkarit=EPS) gomiilii mikrobiyal hiicrelerle
karakterize edilen mikroorganizma topluluklaridir (mikroorganizma kommiinitelersi).
Biyofilm benzeri yapilar, ilk olarak 17. yiizyilda Hollanda’l1 tiiccar ve kasif Antonie van
Leeuwenhoek tarafindan ileri siiriilmiistiir. Antonie van Leeuwenhoek, Ornekleme
materyali olarak kendi dislerini kullanmis ve buradan kazidigi katmanlari, yine
kendisinin gelistirdigi basit bir mercek sisteminden ibaret olan ilkel mikroskobunda
incelemistir. Bu mikroskop altinda gordiigii yapilari sematize ederek, s6z konusu
organizmalari "animalcules” (kiiciik hayvanciklar) olarak tanimlamistir (Donlan ve
Costerton 2002). Yukarida anilan tanima en yakin yaklasimla, bu mikroorganizma
topluluklart i¢in "Biyofilm” terimini ilk kullanan bilim insani ise, modern biyofilm
kavraminin yaraticist Bill Costerton’dur (Scott vd. 2014). Biyofilm yapilar {izerinde
saglanan bilgi birikimi 1g18inda, biyofilm ifadesi zamanla degisikliklere ugramistir.
Glinlimiizde biyofilm terimi, en genel kabul goéren bicimi ile “cansiz ya da canlh
yiizeylere geri donilisiimsiiz bir sekilde tutunan ve drettikleri hiicre dist polimerik
matriks icerisinde c¢ok hiicreli organizma benzeri davranis gosteren mikroorganizma
topluluklari” olarak ifade edilmektedir (Costerton vd. 1999, Donlan ve Costerton 2002,
Hall-Stoodley vd. 2006, Hoiby vd. 2010). Mikrobiyal biyofilmler; organizmalarin
dokulari, gida ve gida isleme materyali yilizeyleri, mamul gida iiriinleri tasima ya da
kaplama materyalleri, deri gegisli tibbi implantlar, endiistriyel iiretim siStemleri, igme
suyu hatlarinin tastyict borulart veya dogal sucul sistemler gibi pek ¢ok ortamda
olusturulabilmektedir (Kokare vd. 2009).

Yakin bir ge¢mise kadar mikroorganizmalar, esasen temel yasamsal fonksiyonlarini
bagimsiz bir sekilde yerine getiren planktonik formlar olarak goriilmekteydi. Bu temel
kabulden hareketle, mikroorganizmalarin fizyolojisi ve fonksiyonel genetigi {izerine

yapilan tiim arastirmalar planktonik karakterleri {izerinden gergeklestirilmistir. Ancak



ozellikle son 30 yilda biyofilm formlar1 iizerinde yapilan yogun arastirmalar ve buna
paralel olarak olusan bilgi birikimi, mikroorganizmalarin dogadaki predominant yagam
formlarinin, biyofilm formlar1 oldugunu kanitlamistir. Biyofilm yapilarinda en dikkat
cekici ozelliklerden biri, planktonik yasam tarzlarindan onemli Ol¢lide fenotipik ve
fizyolojik farkliliklar i¢ermeleridir (Davies 1999). Biyofilm yapisindaki bakteriler ve
planktonik bakteriler arasinda yaklasik olarak % 1-10 diizeyinde gen ifadesi farki vardir.
Gen ifade diizeyleri ve metabolizma, ayni sekilde biyofilm olusumunun farkli
sathalarinda da gesitlilik gostermektedir (Schembri vd. 2003, Webb vd. 2003, Beloin ve
Ghigo 2005). Biyofilm matrikslerinin igerisinde hiicresel olmayan mineral kristalleri,
korozyon partikiilleri, kil veya ¢amur parcalari ya da kan bilesenleri, biyofilm yapilarina

0zgiil olmayan ¢evresel kontaminantlar halinde bulunabilmektedir (Donlan 2002).

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitlinliik igerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devamu igin gerekli islevlerin yerine
getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir organizasyondur. Bakteriler
ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarit, niikleik asit,
lipit ve protein i¢eren ¢amur veya balcik benzeri bir matriks icerisinde gomiilii olarak
bulunurlar. Bakteriyel tiirlere bagl olarak biyofilmlerin takriben % 10-25’i bakteri
hiicrelerinden, % 75-90’1 da ekzopolisakkarit matriksten olusur. Fosil kayitlarindan
edinilen bilgiler, prokaryotlarin 3 milyar yildan daha uzun bir siireden beri biyofilmler
icerisinde yasadiklarin1 ortaya c¢ikarmistir (Post vd. 2004, Hall-Stoodley vd. 2006,
Hoiby vd. 2010).

Biyofilm olusumlar1 {izerinde yiiriitilen yapisal arastirmalar, biyofilmlerin sadece
ylizeye yapismis durumda bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu
homojen bir tabakadan ibaret olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip,
koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel topluluklarin olusturdugu biyolojik
sistemler oldugunu ortaya koymustur (Davey ve O'toole 2000). Biyofilmler, matriksleri
igcerisinde yasamlarini slirdiiren hiicrelere esansiyel besinlerin ve oksijenin taginmasina
imkan taniyan 'su kanallari' ihtiva eden, ¢ok tabakali heterojen bir yapiya sahiptir
(Bothwell ve Smith 2003). Dogal biyofilm yapilarmin % 15’inin hiicre ve % 85’inin ise

hiicre dis1 polimerik ag yapisini igerdigi belirlenmistir. Bu yapinin karakteristik sekli



mantar benzeri yiikseltilerdir. igerisinde yasayan organizmalara bagl olarak biyofilm
matriksi farkli 6zellikler gosterebilir. Gram negatif bakterilerin notral veya polianyonik
biyofilmler olusturdugu ve Gram pozitif bakterilerin ise, katyonik matriksler
olusturdugu bilinmektedir (Donlan ve Costerton 2002) (Sekil 2.1).

g N -3

.

Sekil 2.1 Biyofilm matriksinin mantar ve kuleler goriiniimiindeki genel semasi
(Costerton ve Stewart 2000)

Biyofilm olusumu kompleks bir siirectir ve bu siiregte hiicre dist matriks olusumu bir
cok cevresel faktorden etkilenir. Matriks, hiicre desikasyonunun dnlenmesine, kimyasal
dezenfeksiyon ajanlar1 gibi cesitli cevresel streslere karsi biyofilm igerisindeki
hiicrelerin korunmasina olanak saglar (Zogaj vd. 2001, Anriany vd. 2006, Wynne vd.
2006, White vd. 2008, Steenackers vd 2012).

Biyofilmlerin igerisinde bulunan mikroorganizmalar, kendi iirettikleri sulu hiicre disi
polimerik bilesenler (EPS) igerisine gomiilii vaziyette kendi ideal dis cevrelerini
olusturarak yasarlar. EPS’nin genellikle polisakkaritler, proteinler, lipitler ve niikleik
asitler olarak tanimlanan ana yapisal bilesenleri; biyofilmlere mekanik bir stabilite
saglamalarinin yaninda, biyofilmler i¢in kritik bir 6zellik olan ylizey adezyonunu
giiclendirerek kohezif bir sistem olustururlar. Bu ii¢ boyutlu polimerik ag, ayni

zamanda, biyofilm igerisinde hiicrelerin etkilesimini saglar ve onlar1 immobilize eder.



Tiim bunlara ilave olarak, biyofilm matriksi, eksternal bir sindirim sistemi gibi de
fonksiyon gosterir. Hiicrelerin yakininda bulunan hiicre dis1 enzimler, ¢oziilmiis, kolloid
yapida ve kat1 biyopolimerlerin metabolize edilmesine yardimci olmaktadir. Matriksin
tesis ettigi bu karmasik organizasyon diizeyi, mikroorganizmalarin diinya tizerindeki en

basarili yasam formlarindan birisi olmalarin1 saglamaktadir (Donlan ve Costerton
2002).

Yukarida yapilan tanimlardan hareketle, biyotik ya da abiyotik bir ortamda
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan her kommiinitenin ‘biyofilm’ olarak
adlandirilmasi hatasina diisiilmemelidir. Zira bazi mikroorganizma kommiinitelerinde
planktonik hiicre davranist1 devam eder. Daha da onemlisi, bu yapilarin hi¢birinde
biyofilm igerisindeki bakterilerde izlenen farkli stres kosullarina kars1 yiiksek direnclilik
ve biyotik ya da abiyotik ylizeylere geri doniisiimsiiz tutunma gibi 6zellikler bulunmaz.
Bununla beraber, biyofilm igerisindeki hiicrelerin zamanla matriksten koparak
ayrildiklart ve serbest dolasima gegebildikleri de (planktonik form) unutulmamalidir.
Biyofilmlerden ayrilan hiicreler planktonik forma doniismiis gibi goriinseler de serbest
dolasima gegen bu hiicreler, planktonik formda olmalarina ragmen, salindiklari
biyofilmin temel 6zelliklerini devam ettirirler. Bu durum, onlar1 planktonik formlardan

ayiran en temel 6zellikleridir (Donlan ve Costerton 2002).

2.2 Biyofilm Yapilarimin Bakterilere Sagladig1 Yararlar

Bakteriler, laboratuvar ortamlarinda ve dogal kosullarda olusturduklart biyofilm
formlar1 sayesinde farkli kosullara uyum yetenekleri kazanirlar. Bakteriyel formlarin
olusturdugu biyofilmler, yapilarinda bulunan hiicrelere bilinen tiim ¢evresel faktorlere
(ortanin nemi, iklimsel degisimler, H iyonu konsantrasyonu degisimleri ve radyasyon
gibi) kars1 yiiksek diizeyde direnclilik saglar. Bakteriler i¢in stok besin kaynaklarinin
olusturulmasi ve toksik metabolitlerin hiicre disina transferi de biyofilm formlarinin
bakterilere sagladigi diger avantajlardandir. Bakterilerin ekzopolisakkarit matriks
igerisinde bulunmalari, fagosite edilmelerini gii¢lestirir ve hiimoral immiin sistem
bilesenlerinin  bakterilere ulagmalarin1  engeller (Post ve Stoodley 2004).

Mikroorganizmalarin bagimsiz formlara nazaran neden biyofilm formlarini tercih



ettikleri sorusuna yanit olarak farkli agiklamalar yapilmaktadir. Bunlar arasinda en

yiiksek diizeyde kabul gorenleri asagidaki bagliklar altinda toplamak miimkiindiir;

1) Mikroorganizmalar1 gevresel stres etkilerinden korumak: Biyofilm hiicrelerinin
salgiladiklar1 polimerlerden olusan matriks (EPS), dis ¢evrenin neden oldugu olumsuz
etkilerin temel bariyeridir. Bu kalkan sayesinde stres faktorlerinden maksimum diizeyde

korunma saglanir (Post ve Stoodley 2004).

2) Biiyiime ve tlireme faktorlerinin alimi ve metabolik siireglerin koordinasyonu:
Biyofilm yapilarindaki temel birimlerin (mikrokoloniler) etrafinda, ilkel bir tasima
sistemi (primitif tasima kanallar1) yer alir. S6z konusu yapilar, ilkel bir dolagim sistemi
ozelliklerine sahiptir. Bdylece bir yandan g¢evreden saglanan biiylime ve ¢ogalma igin
zorunlu materyalin biyofilm yapisinda dagitimi gergeklestirilirken, bir yandan da

hiicresel atiklarin uzaklastirilmasi saglanmis olur (Davey ve O'toole 2000).

3) Genetik ve fonksiyonel diizenleme: Hiicreler arasinda meydana gelen lateral gen
aktarimi, olusturdugu genetik varyasyona paralel olarak, bakteriyal kommiinitelerin
cevresel uyumunu saglamada kritik bir rol oynamaktadir. Bu durum, ¢oklu ilag direngli
formlarin olusumunda bariz bir sekilde goriilmektedir. Ozellikle biyofilm yapisinin
kompakt dogasi, konjugasyona ciddi kolayliklar saglamaktadir (Davey ve O'toole
2000).

Biyofilm olusumunun, bakterilerin bir yiizey lizerinde yasamaya ge¢cmeleri gerekliligini
uyaran g¢evre kosullarini hissetmeleri sonucu basladig1 diisiiniilmektedir. Bu ¢evresel
sinyaller mikroorganizmalar arasinda farkliliklar gosterebilir. Ornegin; Pseudomonas
aeruginosa ve P. fluorescens, yasamm mimkiin oldugu her kosulda biyofilm
olusturabilmektedir. Buna ragmen, yeterli aminoasit miktarinin bulunmadig1 ortamlarda
Escherichia coli K12 ve Vibrio cholera biyofilm olusturmazlar. Ortamin besin durumu
disinda, sicaklik, osmolarite, pH, demir ve oksijen gibi diger cevresel faktorler de
biyofilm olusumu iizerinde rol oynar. P. gingivalis ise diisiik oksijen seviyeleri, yeterli
besin kaynaklar1 ve tutunma i¢in uygun bir substrat ylizeyi varliginda biyofilm

olusumunu hizlandirir (Lamont vd. 2002).



Costerton (1994), biyofilm olusumunun rastlantisal bir durumdan ziyade, bu yapiy1
olusturan hiicrelerin yonlendirilmis hareketini yansittigini ileri stirmiistiir. S6z konusu
arastirict ileri siirdigii tezi desteklemek igin ise, sigir bagirsaklarinda tespit edilen
biyofilm yapilar1 iizerinde ¢alismalar yapmustir. Gastrointestinal sistemde seliilozun
sindirimi i¢in bes fakli tiiriin isbirligine ihtiya¢ oldugunun gosterilmesi, yukaridaki
iddiay1 destekleyen en Onemli kanittir. S6z konusu tiirlerin selillozu metabolize
edebilmeleri icin ayrica, birbiri ile koordineli biyofilm yapilari tesis ettikleri de
saptanmstir. Oncelikle biyofilm ile bu metabolitin karsilastig1 yiizeyde, seliilozu glukoz
birimlerine pargalayan Fibrobacter succinogenesyer yer alir. Daha sonraki basamaktaki
bakteriyal kommiinitede, glukoz alt initelerinden biitirat olusumunu gergeklestiren
Butirovibrio cinsi bakteriler bulunur. Olusan biitirat daha sonra baska tiirlerin
olusturdugu biyofilm yapisi tarafindan asetata g¢evrilir. Bu siirecin son basamaginda
asetat, metan ¢evriminde rol oynayan bakteriler araciligi ile nihai iirline doniistiiriliir.
Burada tanimlanan mikrobiyel biyofilmler arasindaki isbirligi, sz konusu siirecleri
rastlantinin dogasindan ¢ikarir. Ancak biyofilm yapilar1 icin yukaridaki Ornekte

tanimlanan isbirligi, esasen bir¢ok farkli 6rnek i¢in ¢ok daha girift bir haldedir.

2.3 Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumunun, planktonik organizmalarin hareketsiz forma gecisiyle baslayan
bir siire¢ oldugu bilinmektedir. Olusum evreleri; doniisiimlii (reversible) ilk tutunma
evresi, kalic1 (irreversible) tutunma evresi, mikrokolonilerin olustugu ve EPS iiretiminin
yapildig: ilk olgunlagma evresi, tiim yapilariyla tamamen olgunlagsmis biyofilm evresi
ve olgunlagsmis biyofilmden kopma ve dagilmalarin meydana geldigi son evre olarak
farkli kisimlara ayrilmaktadir. Biyofilm olusumunda rol alan asamalarin herbirinin
kendine 6zgili karakteristikleri vardir. Ancak, bu agamalar yeter say1 algilama (quorum

sensing - QS) molekiilleri tarafindan regiile edilmektedir (Sauer vd. 2002) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Bakteriyel biyofilm yapilarinin olusum ve dagilma agamalar1 (Akgelik 2020)

(hiicre dis1 yapiskan proteinlerin biyotik veya abiyotik yiizeylere adsorpsiyonu; tersinir
adsorpsiyon: bakteri-protein etkilesimleri, elektrostatik kuvvetler, pH, hidrofobiklik,
bakteri-yilizey etkilesimleri; geri doniisiimsiiz adsorpsiyon: dipol- dipol etkilesimleri,
iyonik ve kovalent baglar1 , H baglari; kolonizasyon ve biyofilm olgunlagmasi: fimbrial
yapilar ve ototransporter proteinler, ekzopolimerik matris, mikrokoloni organizasyonu;
Dispersiyon: Fiziksel, kimyasal ajanlar ve enzimlerle ekzopolimerik matriks

bozunmast)

Bakterilerin substat yiizeyine absorbsiyonlarinin ger¢eklesmesi ve biyofilm olusumunun
baglatilmasinda; sivi fazin hidrodinamik karakteri, s6z konusu fazin diger yapisal
ozellikleri ve tutunan hiicrelerin kendi ylizey karakteristikleri de dahil, farkli faktorler
etkili olmaktadir (Donlan 2002). Kabaca tanimlandiginda abiyotik materyalde baslangi¢
tutunmas: genellikle yiizey ile tutunan hiicre arasinda 6zgiil olmayan etkilesimlerle
gerceklesmektedir. Ancak, canli organizma dokulari gibi biyotik yapilara ilk tutunma
ozgiin etkilesimler araciligi ile (lektinler, spesifik baglanicilar veya adezinler gibi)
saglanmaktadir. Tutunma evresi esasen iki asamali bir evre olarak tanimlanmaktadir. Tlk

tutunma bagimsiz forma doniisiin miimkiin oldugu bir siire¢ olarak tanimlanirken,
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ikinci tutunma evresi ise hiicrelerin hedef ylizeye geri doniisiimsiiz olarak tutundugu ve
biyofilm olusumunun baslatildigi evre olarak karakterize edilmektedir (Dunne 2002).
Biyofilm yapilar1 iizerinde yiiriitillen farkli ¢alismalarda; tutunma ve mikrobiyal
kolonilerin olusumunun, genis yiizey alanli materyallerde tutunma yiizeyinin biiylik
olmas1 yaninda, ayiric1 kuvvetlerden daha az etkilenmeleri nedeniyle, yiizey alan1 kiiciik
materyallere gore daha etkin oldugu saptanmistir (Ammar 2015). Tiim bunlara ilave
olarak, biyofilm olusturma yetenegine sahip birgok mikroorganizmanin; suyu oteleyen,
yiiksiiz ylizeylere (plastik ve teflon materyaller en iyi 6rnekleri teskil eder), siv1 faz ile
temas halindeki yapilara (cam ve metal gibi) oranla daha az tutunma yetenegi
gosterdigi saptanmistir (Fletcher ve Loeb 1979, Bendinger vd. 1993, O'toole vd. 2000).

Doniistimlii asamada, bakteri hiicresi yiizey ile tam olarak temas etmemekte, ancak
bakteri hiicresi ile ylizey arasinda uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir.
Bunlar elektrostatik giicler, hidrofobik (sulu ortamda polar olmayan molekiillerin
birlesmesini saglayan etkilesim kuvveti) etkilesimler ve Van der Walls giicleri olup,
zay1f etkilesimlerdir. Elektrostatik (-,-;+,+) etkilesimler daha cok itici giiclerdir. Ciinkii
bakteriler ve kati yiizeylerin her ikisi de negatif yiiklidiir. Yiizeyle ilk temasin
gerceklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin katkis1 biyiiktiir. Hiicreler bu fazda,
durulama gibi basit yikama islemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler. Dontistimli
tutunma durumu, yapisan ve durgun haldeki hiicreler arasindaki dengeli dagilimin bir
sonucu olabilir. Burada mikroorganizma yiizeyin yakinindadir, ama heniiz yiizeyle
temas etmemistir. Planktonik (bagimsiz) bakteri hiicreleri, herhangi bir yiizeye
tutunarak biyofilm formu olusturma evresine ge¢cmeden Once, genellikle hareket
yeteneklerini yitirmektedir. Tutunmanin gergeklesmesinde bir¢ok bakteride temel
yapilar adhezif 6zellikteki proteinler veya onlarin kompleks yapilari olan fimbriyalardir
(Sauer vd. 2002, Lasaro vd. 2009). Adezinler ve fimbriyalardan yoksun bakteriler i¢in
ise temel tutunma materyali ekstraseliiler polimerik maddedir (EPS) (Donlan 2002).

Bakterilerin tutunmay1 gergeklestirecekleri yiizey ile karsilasmasinda; bakteri
popiilasyonunun yogunlugu, bu popiilasyondaki bakterilerin hareket yetenekleri, veya
Kimyasal ¢ekici ya da iticilere dogru gergeklesen hareketleri belirleyicidir. Bu asamadan

sonra tutunmanin gerceklestirilmesinde ise; tutunulacak yiizey yaninda tutunacak hiicre
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yiizeyinin 6zellikleri ve EPS belirleyici olmaktadir (Arnold ve Bailey 2000). Tutunacak
hiicre, tutunmanin gerceklesebilecegi bir mesafeye (genellikle 1 nm’den daha kisa bir
mesafe) yaklastiginda, bu siirecin tamamlanmasindaki en kritik etkenlerin elektrostatik
ve hidrodinamik giicler oldugu, farkli arastirmacilar tarafindan tanimlanmistir
(Carpentier ve Cerf 1993). Wang vd. (2007), Staphylococcus epidermidis ile
yuriittiikkleri aragtirmalarinda, hi¢bir kaplama materyali kullanilmayan polietilen disk
yiizeylerine oranla, plazma proteinleri gibi yiizey aktif materyallerle kaplanan polietilen
disk yiizeylerinde adezyonun arttigini belirlemislerdir. Bir diger ¢alismada Herrmann
vd. (1988) ise farkli Staphylococcus suslarinin sodyum metakrilat kaplanmig yiizeylere
tutunmasinin, s6z konusu yiizeylerin fibronektin, fibrinojen ve lamin gibi proteinlerle
muamele edilmesi halinde, 6nemli dl¢iide arttigini saptamistir. Yine fakli ¢calismalarda
biyofilm olusturacak hiicrelerin bir ylizeye tutunmasi i¢in EPS’nin zorunlu olmadigi,
ancak biyofilm olusumu i¢in mutlak bir gereklilik oldugu tanimlanmistir (Sutherland

1999, Arnold ve Bailey 2000).

Biyotik ya da abiyotik yiizeylere baglanma gergeklestirildikten sonra, hiicre ¢ogalmasi
ve hiicre dis1 bir matriksin tlretilmesiyle bakteriyel biyofilmlerin olusumu tamamlanir.
Matriksin islevi, bakteri hiicreleri arasinda tutunmay1 saglamak ve boylece ¢cok katmanh
bir biyofilm olusumuna yol agmaktir. In vitro kanitlar, biyofilm matriksinin;
ekzopolisakkaritler, proteinler ve diger polimerler dahil olmak iizere farkli kimyasal
yapiya sahip ¢ok sayida bilesenden olustugunu gostermektedir. Bu bilesenler ayrica
biyofilm formlar1 ile sonuglanmayan bakteri aglomerasyonlarinin olusumunu da
kolaylastirmakta ve biyofilm olusumundan bagimsiz olarak antibiyotiklerden ve konak

savunmalarindan koruma saglayabilmektedirler (Mai vd. 1993, Voung vd. 2004).

Biyofilm kolonisinden hiicrelerin ayrilmasi (dagilma asamasi), biyofilm yasam
dongiisiiniin 6nemli bir asamasidir. Dispersiyon (dagilma), biyofilmlerin yeni yiizeylere
yayilmasini ve kolonilesmesini saglar. Dispersin B ve deoksiriboniikleaz gibi biyofilm
matrisini bozan enzimler, biyofilm dagiliminda rol oynamaktadirlar. Biyofilm
matriksini parcalayan enzimler, anti-biyofilm ajanlar1 olarak tibbi ve endiistriyel
amaglar dogrultusunda kullanilmaktadir. Son kanitlar, bir yag asidi Onciisii olan cis-2-

dekenoik asidin, biyofilm kolonilerinin dagilimi yaninda biyofilm biiylimesini de
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indiikleyebildigini gostermistir. Nitrik oksidin, diisiik toksik konsantrasyonlarda cesitli
bakteri tiirlerinin biyofilmlerinin dagilmasini tetiklediginin belirlenmesi, bu ajanin
saglik alaninda kullaniminin Oniinii agmustir. Zira, nitrik oksit, biyofilmlerin neden
oldugu kronik enfeksiyonlardan muzdarip hastalarin tedavisi i¢in 6nemli bir potansiyele
sahiptir. Biyofilm dagilma asamasi iizerinde yiiriitiilen ¢alismalar, bu siirecin ¢evresel
kosullarla baglatilabilecegi gibi, dogrudan biyofilm i¢indeki bakteriler tarafindan da
yonlendirilen bir siire¢ olabilecegine isaret etmistir. Bu durum da, s6z konusu asamanin
biyofilmlerin yeni ylizeyleri isgal etmesinde kritik bir agsama oldugunu gostermektedir

(Joo ve Otto 2012).

2.3.1 Quorum — sensing (yeter say1 algilama) mekanizmasi

Biyofilm formasyonu daha 6nce de ifade edildigi gibi rastlantisal olarak gerceklesen bir
siire¢ degildir. Bunun en temel kaniti, s6z konusu siirecin temelde yeter say1 algilama
sistemi ya da quorum-sensing olarak adlandirilan sinyal aracili sistemler tarafindan
kontrol edildiginin belirlenmesidir. Yeter sayr algilama sisteminin kullandig1
sinyallerin, sinyal algilama bdlgesindeki yogunlugu esik degere ulastiginda, sinyalleri
alan hiicrelerin lokal kiimelenmesi gergeklestirilir. Burada olusan kiimelesme
yogunlugunun, popiilasyondaki hiicreler tarafindan algilanmasi ‘quorum - sensing’
sisteminin temel ¢aligma prensibini olusturur ve bu alg1 paralelinde hiicresel yanitlar
olusturur. Yeter say1 algilama sistemleri ilk kez, tredikleri ortamlarda belirli bir
poplilasyon yogunluguna ulasan Gram negatif bazi bakteri tiirlerinin biyoluminesans
151k olusturdugunun tespiti ile ortaya atilmistir (Hastings ve Nealson 1979). Bu
belirlemeden sonra siirdiiriilen arastirmalarda, s6z konusu biyoluminesans olusumunu
tetikleyen kiimelesmenin temel sinyal molekiiliiniin N-asil homoserin lakton oldugu

tespit edilmistir (Eberhard vd. 1986).

Giiniimiizde sadece Gram negatif bakterilerin degil Gram pozitif bakterilerin de yeter
say1 algilama sistemlerini kullandigi bilinmektedir. Ancak burada; sinyal molekiilii
olarak salgilanan bir peptit, hedef hiicre membran sistemlerinde yer alan bir histidin
kinaz reseptorii ve bir hiicre i¢i yanit diizenleyicisi olmak iizere, temel ii¢ eleman

bulunmaktadir. Gram pozitif bakterilerde bir baska yeter say1 algilama sistemi de, bazi
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Gram negatif bakterilerde de tespit edilmis olan otoindiikleyici 2 ( autoinducer 2: Al-2)
sinyal molekiiliiniin yonlendirdigi sistemdir (Cloak vd. 2002).

2.4 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

2.4.1 Salmonella biyofilmlerinin klinik ve endiistriyel 6nemi

Salmonella tiirleri, genellikle peritrik flagellalari ile hareket eden, diiz, gubuk seklinde
(0,7-1,5 x 2,0-5,0 um) Gram negatif bakterilerdir. Salmonella cinsi fakiiltatif anaerobik
tiirleri kapsamaktadir. S6z konusu tiirler hem anaerobik hem de aerobik kosullar altinda
iyi tireme Ozelligine sahiptirler. Bu cinse ait bakteriler, S. Pullorum ve S. Gallinarum
harig, peritrik flagella igermektedir. Salmonella cinsi iiyelerinin tamami Gram negatif
olmalarina ragmen, metilen mavisi ve karbon fuksin boyalar1 ile boyanabilirler.
Salmonella tiirlerinin besin ihtiyaglar1 olduk¢a basit olup, karbon ve azot igeren genel
besiyerlerinde lireyebilirler ve optimum iireme sicakliklar1 37 OC dir (pH 7.4’te) (Gast
vd. 2008).

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae ailesine dahildir. Bu cins iiyeler, genellikle diger
bagirsak kokenli patojenlerle belirgin bulagi gosteren gidalarda yaygin bir sekilde
bulunurlar (Montville ve Matthews 2007). Salmonella cinsi iyeleri antijenik
tiplendirme esasina gore (somatik, flagellar ve kapsiiler antijenler) 2500’den fazla
serotip altinda toplanmistir. Bu serotiplerden yaklasik 50 adedinin insanlar i¢in patojen
oldugu saptanmustir. Insanlar icin patojen serotiplerin basinda S. enterica subspecies
enterica serovar. Enteritidis (S. Enteritidis) ve S. enterica subspecies enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) yer almaktadir. Giiniimiizde tanimlanmis gida kokenli
patojenler arasinda en yogun saptanan mikroorganizma Campylobacter jejuni iken
Salmonella serotipleri 6ldiiriiciiliikleri ile birinci sirada yer almaktadir (Sutherland vd.
1997, ipek ve Zorba 2018).

Salmonella cinsi bakteriler, Tirkiye’de ve diinyada Onemli bakteriyel patojenler

arasindadir (Carli vd. 2001, Gast vd. 2008). Bu nedenle Salmonella enfeksiyonlarini
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onlemek hem gida endistrisi hem de insan ve hayvan sagligi acisindan Onem
tasimaktadir. Enfeksiyondan korunma ancak iyi gozlem ve bu dogrultuda gelistirilecek
kontrol programlar ile basarilabilir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarina gore;
endiistrilesme ile paralel bir sekilde gida kokenli Salmonella enfeksiyonlarinda giderek
artan bir egilim goriilmektedir (Rodrigue vd 1990). Ozellikle gectigimiz 20 yilda S.
Enteritidis’in  Avrupa’nin genelinde gida kaynakli zehirlenmelerin en yaygin
sebeplerinden biri oldugunun saptanmasi, bu tespiti dogrulamaktadir (Rabsch vd. 2001,
Medici vd. 2003). Bu gidalarin ¢ogunu tavuk ve yumurta ya da bunlarin i¢ine girdigi
tiriinler olugturmaktadir ( Hargis vd 1995, Medici vd. 2003, Suzuki vd. 2014).

Salmonella {iiyelerinin neden oldugu hastaliklar olduk¢a farkli semptomlar ile
karakterize edilmekle birlikte, ortak hastalik adi salmonellozis olarak tanimlanmaktadir.
Sadece yaygin enfeksiyonlara neden olmasi degil ayni zamanda iiriin ve zaman
kayiplarina yol agmasi nedenleri ile de Salmonella’nin gida endiistrisinde ve tipta 6zel
bir yeri bulunmaktadir. Esasen Salmonella cinsi iiyelerinin insanlarda gergeklestirdigi
enfeksiyonlar {i¢ farkli sonug yaratmaktadir. Tifo ve paratifo, sirasiyla S. Typhi ve S.
Paratyphi A tarafindan olusturulmaktadir. Diger hastaliklar ise; sistemik enterik kokenli
hastaliklar ve diinyada  salmonellozisin en yaygin tipi olan gastroenteritlerdir.
Insanlarda tespit edilen salmonellozisin yaklasik % 95°i; tiiketime sunulan et ve et
riileri, siit ve siit uriinleri, yumurtalar, deniz iiriinleri, kiimes hayvanlar1 ve hazir

gidalar gibi kontamine materyallerden kaynaklidir (Foley vd. 2007, Lee vd. 2014).

Salmonella tiyelerinin ayirici 6zelliklerinden biri de, biiyiik bir ¢ogunlugunun biyotik ve
abiyotik ylizeylerde biyofilm yapilar1 olusturma yetenekleridir. Biyofilm icindeki
bakteriler planktonik hiicrelerden belirgin bir sekilde farkli bir fenotipe sahiptir ve
genellikle dezenfektanlar ve antibiyotikler gibi antimikrobiyal ajanlara karsi daha
yiiksek direnglilik gostermektedirler (Mah ve O'Toole 2001, Scher vd. 2005, Wong vd.
2011). Ozellikle antimikrobiyal tedavilere karsi artan toleranslar1 nedeniyle Salmonella
biyofilmlerin ortadan kaldirilmast zordur. Bu nedenle s6z konusu bakterilerin
biyofilmleri, tibbi ve endiistriyel ortamlarda en temel hijyen sorununu olusturmaktadir.
Tipta biyofilmleri; kateterler, safra stentleri, yapay kalcalar, disler, kontakt lensler gibi

farkl1 ylizeylerde ve kistik fibroz hastalarinin akcigerlerinde yaygin olarak
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rastlanmaktadir (Stahlhut vd. 2012, Sudalayandi vd. 2012). Tim bu bakteri
enfeksiyonlarin yaklasi % 60'nin biyofilmlerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir
(Spoering vd. 2006). Biyofilm hastaliklar1 yelpazesi olduk¢a genistir. Kateterle iligkili
idrar yolu enfeksiyonu (CAUTI), cihazla iligkili en yaygin biyofilm enfeksiyonu olsa
da, merkezi dolasim sistemi ile iligkili kan akimi enfeksiyonlar1 (CLABSI) ve
ventilatorle iligkili pnémoni (VAP) en biyofilmleri aragiligi ile olusan ciddi saglik
sorunlari olarak tanimlanmaktadir. Tarihsel olarak biyofilmle iliskili en belirgin
hastalik, kistik fibroz (KF) hastalarinda Pseudomonas aeruginosa aracili akciger
enfeksiyonu, yumusak doku enfeksiyonlari, 6rnegin; diyabetik ayak {iilserleri ve kronik
ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlari dahil mukozal enfeksiyonlar olarak
belirlenmistir. Yatay gen transferi lizerinde yiiriitiilen ¢caligsmalar, antibiyotik direncinin,
diger biyofilm olusturan bakterilerde oldugu gibi, biyofilm igerisinde yer alan
Salmonella iyelerinde de kolaylikla aktarildigini gostermistir. Sistem analizleri ve
metabolik ag biyolojisi yaklagimlari, antibiyotiklerin etkilerini ve antibiyotik direncinin
ortaya cikisinin altinda yatan mekanizmalar1 incelemek icin kullanildiginda; farkh
bakterisidal antibiyotik smiflarinin, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde merkezi
metabolizma, hiicresel solunum ve demir homeostazinda degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir (Dwyer vd. 2007, Kohanski vd. 2008) . Bu etkiler, nihayetinde antibiyotik
kaynakli hiicre Oliimiine katkida bulunan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve diger
zararli molekiillerin iiretimine yol agar. Antibiyotik kaynakli oksidatif stres ayrica DNA
hasarma neden olur ve etkilerin her ikisi de DNA onariminda rol oynayan recA'nin

inhibisyonu ve SOS yanitinin devre dis1 birakilmasiyla artirilabilir (Shatalin vd. 2011).

Diger yandan, gida endiistrisinde de bakteri hiicreleri, gida isleme ekipmani gibi gida ile
temas eden ylizeylerde biyofilm olusturmay1 basardiginda sorunlar ortaya ¢ikar. Gidayla
temas eden yiizeylerdeki biyofilmleri; ekipmanlarda islev yitimine yol ag¢malari
yaninda, gida bozulmalarina veya gida kaynakli hastaliklara sebebiyet veren kalici
kontaminasyon kaynaklar: haline de gelebilirler (Shi ve Zhu 2009, Sim&es vd. 2010).
Ozetle Salmonella biyofilm yapilar1 hem tiiketici sagligi ve hem de ekonomik kayiplar

acisindan tiim diinyada ciddi bir sorundur (Simdes vd. 2010).
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2.5 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB); Sporolactobacillus inulinus tiirii hari¢ sporulasyon
yetenegi igermeyen, asidik ortamlara direngli, sitokrom ve katalaz enzim sistemleri
olmayan, hareket yeteneginden yoksun, ¢ubuk ya da kok yapisinda ve temel karbon
kaynaklar1 olan karbonhidratlarin fermentasyonu yolu ile ana son iiriin olarak laktik asit
tireten 6zel bir Gram pozitif bakteri grubudur. S6z konusu bakteri grubu iiyeleri, toprak
ve su ekosistemlerinde ¢ok diisiik oranlarda ve allokton bir sekilde bulunurken, temel
habitatlar1 olan bitkisel materyal {izerinde, siitlerde (6zellikle fermente siit iiriinlerinde),
insanlarin ve diger memeli hayvanlarin bagirsak sistemlerinde yer alirlar (Ross vd.
2002). LAB grubu igerisinde yer alan cinslerin  tanmimli tiirleri (Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus) gida ve yem iiretimi amact
ile gergeklestirilen geleneksel ya da endiistriyel fermentasyonlarin ana starter kiiltiir
bilesenlerini olusturmaktadir (Carr vd. 2002). S6z konusu starter kiiltiir suslarinin gida
ve yem fermentasyon siireclerinde gergeklestirdikleri metabolik etkinlikler sonucu
olusturduklar1 bilesikler (bakteriyosinler, karbondioksit, hidrojen peroksit ve organik
asitler), gida kokenli hastaliklara veya gida bozulmalarma yol agan
mikroorganzimalarin lremelerini inhibe ederek, fermente iirlinlerin raf Omriiniin
uzatilmasinin yaninda, insan ve hayvan tiiketiminde gilivenilir olmalarini ve ¢evre dostu

Ozellik kazanmalarini saglamaktadir (Teuber 1990, Forde ve Fitzgerald 2003).

Gecmisten giiniimiize kadar yapilan calismalar ile Laktik Asit Bakterileri’nin (LAB),
gida kokenli patojen mikroorganizmalar1 inhibe edebildigi ve gidalarin raf omriinii
uzatmak amaci ile kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte gidalarda gerek starter kiiltiir gerekse koruyucu olarak kullanilabilecek yeni
suslarin izolasyonu ve tanisi i¢in yapilan ¢aligmalarin devam etmesi gerekmektedir.
Tiiketicilerin beslenme konusunda gittik¢e bilinglenmesi, dogal ve sagliga faydali
triinlere dogru olan egilimlerinin artmasi, laktik asit bakterilerinin popularitesini
yiikseltmekte ve bu mikroorganizmalarin arastirma konusu olarak ilgi odagi olmasini
saglamaktadir (Dinger vd. 2016). Genel olarak laktik asit bakterileri grubunda
Lactobacillus (Lb.), Pediococcus, Streptococcus (Str.) ve Leuconostoc (Leu.) cinsleri

incelenmekte iken, son yillarda yapilan genetik ¢aligmalar sonucu Bifidobacterium,
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Lactococcus (Lc.), Carnobacterium, Enterococcus, Weissella ve Vagococcus cinsleri de
bu gruba alinmistir. Gida teknolojisinde starter kiiltiir olarak genis bir kullanim alani
bulmalar1 bu bakterileri, 6zellikle gida giivenligini saglama ¢alismalarinin odak noktasi
haline getirmistir.  Bu nedenle bu bakteri grubu iizerinde bilimsel calismalar
yogunlagtirilarak; biyokimyasal, fizyolojik ve genetik 6zelliklerinin aydinlatilmasi hiz
kazanmistir (Axelson 1993, Vuyst ve Vandamme 1994, Amann vd. 1995, Omar 2017).
Bu calismalardan elde edilen veriler 1s1ginda laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir
suslar1 olarak, fermente gidalarin yapisal, aromatik bilesenlerini ve giivenlik unsurlarini

olusturma etkinliklerinde rol oynayan aktiviteleri tanimlanmistir. Bu aktiviteleri;

» Karbonhidratlar1 (6zellikle siit sekeri laktozu) giiclii bir sekilde fermente etme
yetenekleri,

* Gida hammaddelerinde bulunan proteiner yapilarin hiicre dis1 ve hiicre i¢i peptidazlar
araciligr ile amino asitlere parcalanmasi ve hiicre igine taginimi ile tanimlanan yaygin
proteolitik sistemlere sahip olma yetenekleri,

* Gida bozulmalar1 ya da gida kokenli hastalik etmeni mikroorganizmalara kars1 genis
spektrumlu inhibitdr proteinlerin {iretimi (bakteriyosinler) ve bu proteinlere karsi
direnclilik 6zelliklerine sahip olmalari,

* Sitratin diasetil (tipik tereyagi aroma bileseni) ve asetoine parg¢alanmasini saglayan
sitraz permeaz enzimlerine sahip olmalar1 sayesinde 6zel fermente iirlinlerin aroma
bilesiklerinin olusturulmasi1 ve fermentasyon ortamlarinda kontaminant olan
mikroorganizmalarin bu bilesikler araciligi ile eliminasyonu,

+ Ozellikle endiistriyel fermentasyonlarda, starter kiiltiir suslarmi1 hizli bir sekilde lize
etmeleri sonucu starter kiiltiir aktivitesini limitleyerek onemli iiriin ve zaman kayiplarina
yol acan bakteriyofajlara karsi yaygm bir sekilde direnglilik sistemleri (abortif
enfeksiyon, adsorpsiyonun inhibisyonu, Restriksiyon-modifikasyon ve DNA
enjeksiyonunun engellenmesi) icermeleri,

* Hammadde iizerinde fermentatif aktiviteleri sonucu sadece aroma ve tat bilesikleri
degil ayn1 zamanda {irliniin yapisal 6zelliklerini de belirleme aktiviteleri,

* Organik asitler ve hidrojen peroksit tiyosiyanat basta olmak iizere, bakteriyosinler
disinda antimikrobiyel ©zelligi olan ilave bilesikler ve fermente gidalarin yapisal

ozelliklerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynayan ekzopolisakkaritleri (EPS) liretme
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potansiyellerinin yiiksek olmasi, basliklar1 altinda toplamak olasidir (Boumerdassi vd.
1997, Hofvendahl ve Hagerdal 2000, Zhu 2000, Fitzgerald vd. 2006).

Laktik asit bakterilerinin pek ¢ok {iiyesinin bakteriyosin trettigi bilinmektedir. Bu
bakteriyosinlerin en bilinen iiyeleri; Lactobacillus acidophilus tarafindan iiretilen
asidofilin ve laktokosidin, Lactobacillus plantarum tarafindan iretilen laktolin ve
plantarisin ya da Lactococcus lactis tarafindan iretilen nisin’dir. S6z konusu
bakteriyosinler, ozellikle Staphylococcus aureus, Listeria spp., Bacillus cereus,
Clostridium perfringens gibi gida kokenli patojen bakterileri inhibe edebilmektedirler.
Ayni zamanda s6z konusu bakteriyosinlerin bazi Gram negatif bakteriler iizerinde de
etkili olduguna dair bulgular mevcuttur (Lewus ve Montville 1991, Messi vd. 2001,
Omar 2017). Gidalarda biyokoruyucu olarak kullanilabilen probiyotiklerin daha ¢ok
laktik asit bakterisi olmasi ve biiyiik bir kisminin en az bir antimikrobiyel bilesik
tiretmesinin yaninda, tliketicilerin beslenme konusunda gittik¢e bilinglenerek dogal ve
sagliga faydali iirlinlere dogru olan egilimlerinin artmasi, laktik asit bakterilerinin
tizerindeki 1lgiyi artirmistir. Bu probiyotik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
antimikrobiyel bilesiklerin medikal alanda da kullanim olanaklar1 yogun arastirmalarin

konusu haline gelmistir (Dinger vd. 2016).

2.6 Probiyotik Olarak Laktik Asit Bakterileri

Probiyotikler, belirli oranlarda tiiketildiklerinde genellikle bagirsak florasim
iyilestirerek veya eski haline getirerek saglik yararlar1 sagladiklari iddiasiyla iiretilen
canli mikroorganizma Kkiiltiirleri ya da onlardan hazirlanan preparatlardir.
Probiyotiklerin genellikle tiiketilmesinin glivenli oldugu kabul edilir (GRAS diizeyli),
ancak nadir durumlarda antagonistik bakteri-konak etkilesimlerine ve istenmeyen yan
etkilere neden olabilirler. Latince'den tiiretilen bir kelime olan probiyotik, 'yasam igin'
anlamina gelmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin tanimlanmasindan ¢ok 6nce de
insanoglu onlardan; bira, ekmek, sarap, kefir, kimiz ve peynir gibi fermente iiriinlerin
tretimi yolu ile beslenme ve tedavi amaclh olarak yararlanmistir. Fermente gidalarin
tesadiifi kesfi ile baslayan yaklasik 10 bin yillik probiyotik tarihi, insan rkinin evrimi

ile paralel bir gelisme gostermistir (Doron ve Syndman 2015).
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Probiyotik bakteriler genel olarak Gram pozitif veya Gram negatif, sporsuz ve basil
veya kok seklinde olan bakterilerdir. S6z konusu bakteriler mide asitligine, safra tuzuna
ve lizozim enzimine kars1 diger bakterilere gére daha dayaniklidir. Probiyotik bakteriler
genellikle laktik asit, asetik asit, propiyonik asit gibi organik asitler, bakteriyosinler,
proteaz ve lizozim enzim sistemleri ve hidrojen peroksit basta olmak {izere ¢ok degisik
antimikrobiyal  ozellikte  bilesikler  ireterek,  bagirsaklarda  istenmeyen
mikroorganizmalarin ¢ogalma hizin1 kontrol ederler ve dogal floranin denge i¢inde

bulunmasini saglarlar (Majeed vd. 2011, Jati vd. 2012).

Probiyotik bakterilerin énemli 6zelliklerinden biri de, bagirsak g¢eperine tutunabilme
yetenegine sahip olmalaridir. Bu tutunma en oOnemli ve hatta biyolojik etki
gosterebilmeleri i¢in mutlaka olmasi gereken bir 6zellik olarak belirtilmistir. Probiyotik
bakteriler, bagirsak c¢eperine tutunarak patojen mikroorganizmalarin tutunmasini
engellerler. Ayrica sindirim sirasinda bagirsak hareketlerinden ¢ok fazla etkilenmeden
hizla tireyerek orijinal populasyonda azalmay1 engellerler. Probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalarin ¢ogu laktik asit bakterileri grubundan olup (en fazla Lactobacillus
ve Bifidobacterium cinsi iiyeleri), diger tiirden mikroorganizmalar da (S. boulardii)
probiyotik olarak kullanilmaktadir. Lactobacillus tiirleri, ince bagirsakta fazla sayida
bulunurken, Bifidobacteriumlar kalin bagirsak kokenlidir. Probiyotik bakteri taniminin
yapilabilmesi i¢in, adaylarin tasimasi gereken ozellikler halen tartismali olsa da, genel

kabul goren kriterleri agagidaki basliklar altinda 6zetlemek olasidir:

* Probiyotik suslar insan kaynakli olmalidir,

* Patojen iligkili molekiiler oriintiiler (PAMP) tasimamalidir,

* Asidik cevresel kosullara ve safra tuzlarina karsi belirli diizeylerde direnglilik
gostermelidir,

* Mide bagirsak sitemi epiteline tutunma ve kolonizasyon yetenegi igermelidir,
*Hastalilk etmeni mikroorganizmalara karsi antagonistik etkiye sahip farkh
antimikrobiyel bilesikler iiretme yeteneginde olmalidir,

* Bagisiklik sistemini iyilestirici immiin modiilator etkilere sahip olmalidir,

* Hizl bir sekilde metabolize edilebilmeli ve hizli ireme yeteneginde olmalidir (Arihara

2006, Singhi ve Kumar 2016).
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Bu 6zellikler esas alinarak secilen ve patentlenen probiyotik laktik asit bakterilerinin;
gidalarin sindirimini kolaylastirdigi, laktoz intoleransini azalttii, besin ve biiyiime
faktorlerinin (vitamin, mineral vb.) biyoyararliligin1 arttirdigi, otonkton kolon
mikroorganizma varliginin siirekliligini saglayarak mikrobiyotayr dengeledigi, bagirsak
rahatsizliklart riskini azalttigi ve iyilesme sagladigi, ishali onledigi (rotaviriis, akut
enfeksiyonlar gibi), mikrobiyotay1 olumsuz yonde etkileyen patojenleri inhibe ettigi
(Streptococcus tiirleri, Helicobacter pylori, E. coli, S. Typhimirium, Clostridium
difficile gibi), bagisiklik sistemini uyardigi, atopik rahatsizliklar1 ve alerji olusma
riskini azalttig1 (astim, egzema, dermatit, ylksek ates, gida alerjisi vb. gibi),
antikanserojik aktivite igerdigi, kan serumundaki kolesterol seviyesini dislirdigi, cilt
sagligr ve grip lizerinde pozitif etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak bazi bilim
insanlar1 bu dngoriilerin yeterli bilimsel destekten yoksun oldugunu ileri stirmektedir
(Arihara 2006, Leroy vd. 2008, Soccol vd. 2010, Rouhi vd. 2013, Durchschein vd.
2016).

2.7 Probiyotik Ozellikte Laktik Asit Bakterileri (LAB) Kullamlarak Salmonella
Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Eradikasyonu

LAB'in biyotik ve abiyotik materyaller iizerinde biyofilmler olusturdugu ve bu nedenle
patojenlerin olusturdugu biyofilmler ile yarigmaci 6zellik tasidiklar uzun zamandir
bilinmektedir. S6z konusu bakterilerin, planktonik veya biyofilm modundaki cesitli gida
kaynakl1 patojenlere karsi antagonistik etkileri, tibbi ve endiistriyel kullanim amaci
dogrultusunda yiiriitiilen bilimsel ¢alismalarin konusu olmaktadir (Kubota vd. 2008).
Brezilya’da gidalardan izole edilmis LAB tiirleri Lactococcus lactis, Lactobacillus sakei
ve Lactobacillus curvatis'in, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157: H7 ve S.
Typhimurium {zerindeki antibakteriyal ve antibiyofilm etkinliklerinin, yarismaci
agregasyon yeteneklerinden ve bakteriyosin iiretim Ozelliklerinden kaynaklandig

saptanmigtir (Gomez vd. 2016).

Laktik asit ve diger organik asitlerin, 6zellikle besin sinirlamasi olan gevresel kosullar
altinda ¢ok sayida patojene kars1 giiglii bir bakterisidal etkiye sahip oldugu iyi bilinen
bir gercektir (Fijan 2014). Bu gibi cevresel kosullar altinda, ayrismamis formdaki asitler
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sitoplazmaya niifuz ederler ve hiicre i¢i pH"1 diislirerek hiicresel metabolik siiregleri
bozarlar (Hughes ve Webber 2017). Ek olarak, bu asitler Gram negatif
mikrorganizmalarin hiicre dis zarmin gegirgenligini artirarak sitoplazma biitiinliigiiniin
korunmasimi gii¢lestirirler. Hiicre membran gegirgenliginin bozulmasi, 6zellikle
antimikrobiyal maddelerin gegisini kolaylastirmakta ve bu yolla etkilerini artirmaktadir.
Bu sekilde, LAB iiyeleri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin Salmonella suslarinin da
icinde bulundugu ¢ok sayida patojenin liremesini engelleme (bakteriyostatik etki) ya da
Oldiirme (bakteriyosidal etki) yetenegi kazanabildigi belirlenmistir (Galvez vd. 2010).
Birgok Lactobacillus susu tarafindan tretilen hidrojen peroksit, tiropatojenik E. coli
(UPEC), salmonellozis etmeni Salmonella serovaryeteleri gibi bazi bakterilerin dis
zarinda, fimbriyalarin yapisimi bozarak, onlarin konak¢i hiicrelere adezyon
kabiliyetlerini engelledigi belirlenmistir (Costa vd. 2012). Tiim bunlarin yaninda ayrica,
Halder ve Mandal (2016), Lactobacillus cinsine ait farkli tiirlerin Salmonella, E. coli ve
Klebsiella pneumoniae gibi enterik bakterilerin in vitro kosullarda tiremelerini giiglii bir
sekilde engelledigini  Orneklemislerdir.  Ayrica, aynm1 cinsten farkli  sus
kombinasyonlarimin test edildigi ¢alismalarda da s6z konusu kombinasyondaki suslarin
patojen inhibisyonu iizerinde sinerjik bir etki gosterdigi belirlenmistir (Halder ve
Mandal 2016). Bu denemeler, farkli ¢evrelerden izole edilen laktik asit bakterileri ile
tekrarlandiginda benzer ya da daha giiclii patojen inhibisyonu yeteneklerinin
tanimlanmasi1 nedeni ile, farkli LAB ekotiplerinin in vivo gastrointestinal hastaliklarin
tedavisinde faydali olabilecegi goriisii giiclenmistir (Vuotto vd. 2014). Genis
spektrumlu antimikrobiyal ozellikleri, yara 1iyilestirme kapasiteleri, genetik
izlenebilirlikleri, heterolog proteinlerin iiretimi ve salgilanmasi i¢in 1yi karakterize
edilmis ekspresyon sistemleri icermeleri nedeniyle bakteriyoterapi i¢in laktik asit
bakterilerinin (LAB) sec¢imi giiniimiizde genel kabul goéren bir yaklasimdir. Bunun
yaninda, bazi LABin ¢oklu antibiyotik dirence sahip P. Aeruginosa, Salmonella ve
diger bazi patjenlerin klinik izolatlarmin {iremesini inhibe ettiginin in vivo kosullarda
tamimlanmasi, bu bakterilerin biyofilm formlarina karst etkinliklerinin  de
aragtirtlmasinin  oniinii agmistir (Jamalifar vd. 2011). Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus rhamnosus, suslart kullanilarak farelerde yiiriitilen c¢alismalarda
gelistirilen patojen enfeksiyon modellerinde, s6z konusu laktik asit bakterilerinin

planktonik formlara karsi biyofilm formlarindan ¢ok daha etkili oldugu ve iyilestirme
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ozelliklerini daha giiglii bir sekilde gosterdikleri belirlenmistir (Peral vd. 2009, Khailova
vd. 2013, Mohammedseed vd. 2015, Agenta vd. 2016). L. plantarum WCFS1 ve L.
rhamnosus GG'nin (LGG) Salmonella’nin da i¢inde bulundugu bir¢ok patojenin
planktonik {iremesinin yanisira, biyofilm olusumunun etkili inhibitorleri oldugunu
gosteren kanitlar giderek artmaktadir. P. aeruginosa PA14 (PA14). PA14 biyofilmlerini
bozdugu bilinen enzimleri salgilamak {izere tasarlanan genetik yapisi degistirilmis
(GMO) L. plantarum ve LGG'nin belirgin antibiyofilm yetenekleri kazanmasi, bu alana

yeni bir ufuk kazandirmistir (Campbell ve Nair 2020).

Genel bir kabul olarak, planktonik formda tanimlanan bakterisidal kapasite, ayni
bakterinin biyofilm formu i¢in de gecerli degildir. Zira biyofilm formlarinin
karakteristigi olan ekzopolimerik matriks yapisi, inhibitor maddelerin ya da bakterilerin
biyofilm yapisina niifuz etmesini engelleyen giiclii bir bariyerdir. Bugiine kadar
bakteriyel biyofilmlerin probiyotik 6zellikteki LAB suslari ile inhibisyonunun esas alan
calismalardan elde edilen bulgular ¢eligkilidir. Baz1 arastirmalarda 6zellikle biyofilm
matriksinin zayiflatilmasi halinde belirgin bir inhibisyonu etkinliginin saglanabilecegi
one siiriilmekle birlikte, sz konusu modellerin endiistriyel iiretimlere adapte edilmis
uygulamalar1 henliz mevcut degildir (Vuotto vd. 2014, Kaur vd. 2018). Patojenlerin,
biyofilm olusumuyla iliskili kalici enfeksiyonlar olusturma yeteneginin artmasi goz
oniine alindiginda, probiyotik uygulamasi, invazif mikroorganizmalarin in vivo
cogalmasin1 modiile edebilir veya 6nleyebilir (Vuotto vd. 2014, Campbell ve Nair
2020). Probiyotik bakterilerin veya bunlarin aktif bilesiklerinin kullanilmasi, gelecekte
endiistriyel gida yiizeylerinde patojenik biyofilm olusumunu kontrol etmek icin saglik

ve ¢evre agisindan umut verici bir yontemdir.

Fermente gidalardan izole edilen LAB suslarinin biyofilm gelisimini ve cesitli gida
kaynakli patojenlerin liremesini engelleyen aktif bilesikler iiretme yeteneginde olduklari
uzun zamandir bilinmesine ragmen, bu bakterilerin s6z konusu patojenlerin biyofilm
formlarma karst etkinlikleri halen detayli bir sekilde incelenmemistir. LAB
biyofilmlerinin ve aktif bilesiklerinin gida kaynakli patojenlerin biyofilm formlarina
kars1 etkinliklerini ve bu etkinligin mekanizmalar1 belirlemek icin, farkh

ekosistemlerden izole edilen daha fazla LAB susu ile calisma yapilmasi gerekmektedir.
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Zira bilim insanlar1 ve teknologlar gelecekte bu LAB'ni insan ve hayvan yemi
takviyeleri i¢in probiyotik olarak rutin bir sekilde kullanmayi planlamaktadir. Bunun
yaninda LAB'nin gosterdigi yaygin antimikrobiyal aktivite, onlarin ayni zamanda

sanitasyon amaciyla gida isleme endiistrisinde kullaniminin da 6niinti agmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Arastirmada kullanilan S. Typhimurium 14028 susu ve bu susun dam ve SegA
mutantlart (Adam, AsegA) ile Lactobacillus plantarum (M16) , Lactobacillus sake
(M17), Pediococcus acidilactici (M20), Bifidobacterium langum (M23),
Bifidobacterium bifidum (M24), Pediococcus pentosaceus (M46) probiyotik suslart
Prokaryot Genetigi kiiltiir koleksiyonundan (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii) saglanmistir. S6z konusu bakteriler, % 60 oraninda steril gliserol ilave edilmis

LB broth besiyerinde ve derin dondurucuda (-80 °C “de) saklanmustir.

Bakteriler M17, LB, MRS +4 °C’de ve M17, LB, MRS ve GM17 ortamlarina %20
oraninda steril gliserol ilave edilerek -80 °C’de saklanmistir (Todorov vd.1999). Bu
bakteriler calisma siiresince, gliserol ilave edilmemis M17, LB, MRS broth

ortamlarinda ve haftalik transferler yapilarak aktif kiiltiirler halinde tutulmustur.

3.1.2 Besiyeri ve cozeltiler

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik o/ L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
Sodyum Kloriir 10
Agar 15
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Besiyeri igerikleri 1000 mL distile su ilavesi ile tamamlandiktan sonra besiyeri cam
tiiplere 5’er mL seklinde taksim edilmis ve bu ortamlar 121 °C/ 125 dakika siire ile

otoklavda sterilize edilmistir.

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (NaCl’ siz)

Icerik o/ L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
Agar 15

Besiyeri igerikleri 1000 mL distile ilave edilerek tamamlandiktan sonra, besiyeri cam
tiiplere 5’er mL hacimler seklinde taksim edilmis ve bu ortamlar 121 °C/ 125 dakika

stire ile otoklavda sterilize edilmistir.

Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Broth ve Agar

Kazein pepton 109
Et ekstrakti 8¢
Maya ekstrakti 49
D- glukoz 20 ¢
Dipotasyum hidrojen fosfat 290
Sodyum asetat trihidrat 50
Triamonyum sitrat 29
MgS0O4.7H20 05¢g
MNSO4.4H20 0.2¢
Tween 80 1mL
Agar 15¢
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Besiyeri igerikleri 1000 mL distile suyla tamamlandiktan sonra besiyeri cam tiiplere
5’er mL hacimler seklinde taksim edilmis ve bu ortamlar 121 °C/ 125 dakika dakika

siire ile otoklavda sterilize edilmistir.

M17 Broth ve Agar ( Merck, Germany )

Icerik

Polipepton 50
Fitopepton 590
Maya Ekstrakti 2590
Et Ekstrakti 50
B-disodyum gliserofosfat 199
Laktoz (%10) 50 mL
MgSO4. 7TH20 1mL
Askorbik Asit 059

Ortam igerikleri son hacim 950 mL olacak sekilde distile su i¢erisinde ¢oziilmiis ve 121
OC ‘de 15 dakika siire ile otoklavda sterilizasyon islemine tabi tutulmistur. Ortam su
banyosunda 45 °C ‘ye sogutulduktan sonra igerisine, ayri sterilize edilen 50 mL laktoz

¢ozeltisi ilave edilmistir.

PBS (Fosfat Salin Tamponu) a/L
NaCl 8¢

KCI 0,29
Na2HPO4 144 ¢
KH2PO4 0,24
dH20 1000mL
SF (Serum Fizyolojik) g/L

NaCl 8,50

dH20 1000 mL
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Alkol/Aseton Cozeltisi 100 mL
Saf etanol 70 mL
Aseton 30 mL

Glasivyel Asetik Asit

Cozeltisi
% 33°liik Glasiyel asetik asit = 100 mL

Tris’tHClI (0.5 M EDTA d/L

pH:8)
Tris 1,219
EDTA 0,379

Tartilan ortam igerikleri, 1000 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Sterilizasyon islemi
oncesinde pH 7.0 + 0.02 ayarlanmis ve sterilizasyon islemi 121 OC’ de 15 dakika siire

uygulamasi ile gergeklestirilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Agar spot ve kuyu difiizyonu yontemi ile probiyotik suslarin antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi

Probiyotik suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin tanimlanmasi amaci ile iki farkli test

(agar spot ve kuyu difilizyon) kullanilmistir.

Agar spot testinde oncelikle test edilecek probiyotik suslarinin bazilar1 30 OC de bazilari
ise 37 °C’de 18 saat statik kosullarda (karistirma yapilmaksizin) gelistirildikten sonra,
MRS agar plaklarma slirme ekim yapilmig ve aym kosullarda bir gece daha
inkiibasyona devam edilmistir. Bu siire sonunda gelisen kolonilerden 6ze araciligiyla

MRS agar ortamina, bir petri plaginda 4 farkli sus olacak sekilde nokta ekim yapilmis
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ve 20 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Diger yandan; LB ve LB CHL
broth ortamlarinda iiretilen patojen bakteriler (S. Typhimurium 14028 LB broth ve bu
susun mutantlar1 olan dam ve segA genleri bakimindan mutant suslart LB CHL broth
ortamlarindan 100 pL’lik porsiyonlar halinde alinarak, % 0.7 oraninda agar iceren 5 mL
yumusak agar (LB ve LB + CHL) ortamlarina inokiile edilmis ve nokta ekim yapilan
MRS agar plaklariin iizerine ikinci tabaka halinde dokiilerek homojen bir sekilde
yayllmigtir. 20 OC’de 18 saat inkiibasyon bitiminde probiyotik sus kolonileri
cevresindeki inhibisyonu zonlar1 gozlenmek suretiyle, probiyotik suslarin

antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Kuyu difiizyon testinde ise, bir glin 6nce yukarida tanimli ortamlarda aktiflestirilen
probiyotik sus kiiltiirleri, 1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 10000
rpm ‘de 30 dk santrifiij islemine tabi tutularak ¢Oktiiriilmiistiir. S6z konusu
mikrosantrifiij tlipleri santrifiijden ¢ikarildiktan sonra, tiiplerdeki iist siv1 steril siringalar
ya da plastik pastor pipetleri araciligi ile alinmistir. Bu iist sivilar 0.45 pm por ¢apina
sahip membran filtreden gegcirilerek bakterilerden tamamen armdirilmistir. Elde edilen
bu filtratlar, S. Typhimurium 14028 dogal susu ve onun dam ve segA geni bakimimdan
mutant suslarinin yayma ekimleri yapildiktan sonra her bir Petri plaki i¢in agilan 4
kuyucuga, kuyucuk basina 100 pL olacak sekilde uygulanmistir. Bu sekilde hazirlanan
ortamlar 20 °C ‘de 18-24 saat inkiibasyona birakilmustir. Bu siire sonunda, probiyotik
suslarin denenen bakterilere kars1 olusturduklari inhibisyon zonlar1 incelenerek sonuglar

degerlendirilmistir. (van Belkum vd. 1989).

3. 2. 2 Probiyotik suslarin, Salmonella biyofilmleri iizerine etkilerinin belirlenmesi

3.2.2.1 Dogal ve mutant Salmonella suslarmin biyofilm iiretim miktarlarimin
belirlenmesi

Probiyotik 06zellik tasiyan LAB suslarmin Salmonella biyofilm formlari iizerine
etkinliginin belirlenmesi amaci ile, Oncelikle denemelerde kullanilan Salmonella

NaCl

suslarmin LB’ iceren ortamlarda ve polistiren yiizeylerde zamana kars1 biyofilm

tiretim miktarlar1 belirlenmistir.
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Salmonella suslarinin polistiren yiizeyde biyofilm olusturma 6zelliklerinin incelenmesi
icin Vestby vd. (2009) ve Stepanovic vd. (2000) tarafindan onerilen yontemler modifiye
edilerek kullanilmistir. Bu amagla aktiflestirilmis olan S. Typhimurium 14028 dogal
susu ve onun Adam ve AsegA mutantlarinin OD’leri (ODsgsnm’ de) Elisa okuyucusunda
0.2°ye ayarlanmistir. S. Typhimurium i¢in LB™ broth, dam ve segA suslari i¢in ise (1
mL LB i¢in 2 pL CHL ) kloramfenikol ilave edilmis LB™M proth besiyeri mikrotitre
kuyucuklara 100°er pL. olacak sekilde eklenmistir. Ardindan OD ‘si 0.2 ‘ye ayarlanmis
olan Salmonella sus kiiltiirlerinden 30‘ar uL, daha 6nce 100°er puL besiyeri aktarilmis
kuyucuklar iizerine inokiile edilmistir. Bakteri siispansiyonlarini igeren mikrotitre

plakalar, 5 giin siireyle 20 °C’de statik kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon baslangicindan sonra her 24 saatte bir alman &rneklerde biyofilm miktarlari
tayin edilmistir. Bu islem, her giin i¢in ayrilmis kuyucuklardaki 6rnekler 2 defa steril
fizyolojik serum (90,85 NaCl) kullanilarak yikanmis ve plakalar 24 °C’de 1 saat
tutulmustur. Bu ortama % 95 konsantrasyonda metanol 15 dakika siire ile uygulanarak
tespit islemi gerceklestirilmistir. Metanoliin kuyucuklardan uzaklastirilmasi isleminden
sonra kuyulara 130 pL (% 0,1) kristal viyole ¢ozeltisi aktarilmistir. Boya inkiibasyonu
icin oda sicakhiginda 30 dakika bekletilen plakalara, 2 kez dH,O ile muamele
edilmistir. Biyofilm yapisi ile interaksiyon veren boyanin ¢6ziinmesi amaci ile ortama
130 uL (% 33) glasiyel asetik asit eklenmis ve bu ortamlar oda sicakliginda 30 dakika
tutulmustur. Son agsamada ¢oziinen ortam optik yogunlugu, ODsgs nm’de (Elisa, Biorad,
USA) tespit edilmis ve nihai sonuglar, bu OD degerlerinin ortalamasindan, kontrol

NaCl

(yalmzca LB’ stvi besiyeri igeren kuyular) kuyularmin OD degerlerinin

ortalamasinin ¢ikarilmasi suretiyle elde edilmistir. Tim deneyler 3 paralel ve 2 tekrar

deneme deseni olusturularak yiiritiilmiistiir.

3.2.2.2 Probiyotik LAB’nin, S. Typhimurium 14028 ve onun Adam ve AsegA
mutantlariin biyofilm olusturma o6zellikleri iizerine etkisi

B—NaCI

Calismada kullanilan Salmonella suslar1 olan; S. Typhimurium 14028 L S1V1

NaCl

besiyerinde, Adam ve AsegA suslari ise kloramfenikollii (CHL) LB’ siv1 besiyerinde

200 rpm/dakika calkalama hizinda, 37 °C ‘de 18 saat siireyle iiretilerek aktive
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edilmistir. Probiyotik suslardan M16 (Lactobacillus plantarum), M17 (Lactobacillus
sake), M23 (Bifidobacterium langum), M24 (Bifidobacterium bifidum), M46
(Pediococcus pentossaceus) 37 C, M20 (Pediococcus acidilactici) ise 30 °C ‘de MRS
broth besiyerinde statik kosullarda 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Bir giin 6nce
aktiflestirilen probiyotik suslar1 mikrosantrifiij tiiplerine alinarak 30 dakika siiresince
10000 rpm ‘de santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij islemi bitiminde tiiplerde
olusan tist s1v1 steril siringa ya da pastor pipetleri yardimiyla ¢ekilerek 0.45um por ¢apl

membran filtreden gegirilmistir.

Bu asamadan sonra mikrotitre plaka kuyucuklarinda, elde edilen probiyotik sus kiiltiir
filtratlar1 Salmonella suslarina karsi denenerek, biyofilm olusumunu engelleme
aktiviteleri incelenmistir. S6z konusu islem i¢in suslardan 30‘ar pL ve elde edilen
probiyotik filtratlarindan 30‘ar pL, besiyeri ihtiva eden kuyucuklara inokiile edilmistir.
Bakteri siispansiyonlarini igeren mikrotitre plakalar, Salmonella suslarinin optimum
biyofilm tiretim zamani bir 6nceki denemede 72 saat olarak saptandigi i¢in (Sekil 4.2)
72 saat siireyle 20 OC’de statik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Her 24 saatte bir
bu ortamlarda, boliim 3.2.2.1°de anlatildig: sekilde gergeklestirilen yikama ve boyama
islemleri sonrasinda , ODsgsnm’ de Elisa okuyucusunda (Biorad, USA) biyofilm
miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Bu denemeler 3 paralel ve 2 tekrar olacak sekilde yiiriitilmustiir
( Stepanovic vd. 2000, Vestby vd. 2009).

Bu denemelerde ayrica, probiyotik sus filtratlarina Proteinaz K (Sigma, USA) ilave
edilerek s6z konusu enzimin probiyotik sus filtratlar ile sinerjetik ya da antagonistik bir
etkilesim i¢inde olup olmadig: arastirilmistir. Proteinaz K (Sigma, USA) denemesinde 5
N NaOH ilavesi ile pH degeri 7.0’a ayarlanmis probiyotik sus kiiltiir filtratlar1 tizerine 1
mg/mL olacak sekilde hazirlanan proteinaz K stok c¢ozeltisinden 30’ar pL aktarilarak

gerceklestirilmistir (van Belkum vd. 1989).
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3.2.2.3 Probiyotik filtratlarimin, S. Typhimurium 14028 dogal susu ve onun Adam
ve AseJA mutantlarimin olusturdugu biyofilm yapilarimin eradikasyonu
iizerine etkilerinin belirlenmesi

Probiyotik sus kiiltiirlerinden hazirlanan filtratlarin biyofilm olusumuna etkisinin
incelenmesinin ardindan, olgun biyofilm yapilar iizerindeki etkilerini belirlemek igin;
oncelikle denemede kullanilan Salmonella suslari, polistiren plaka kuyucuklarinda 3

giin siireyle ve boliim 3.2.2.1°de anlatildig: sekilde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siirelerinin bitiminde, kuyular 2 defa steril fizyolojik serum (% 0,85 NaCl,
(Merck, Almanya) ile yikandiktan ve plakalar oda sicakliginda kurutulduktan sonra,
tizerlerine 30’ ar pL probiyotik filtratlarindan eklenerek 6. ve 24. saatlerde probiyotik
filtratlarm olgun biyofilmler iizerine etkisine bakilmak iizere yine 20 °C’de

inkiibasyona birakilmstir.

6 ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklardaki ¢ozeltilerin optik
yogunluklar1 ODsgsnm’ de (Elisa, Biorad, USA) belirlenmis ve nihai veriler bu OD
degerlerinin ortalamasindan, kontrol (yalnizca LB sivi besiyeri igeren kuyular)
kuyularinin OD degerlerinin ortalamalarinin ¢ikarilmas: sonucu tespit edilmistir

(Vetsby vd. 2009).

Bu denemeler ayrica, probiyotik sus filtratlarina nisin (Sigma, USA) ve Proteinaz K
(Sigma, USA) ayr1 ayr ilave edilerek s6z konusu enzim ve bakteriyosinin probiyotik
sus filtratlar1 ile sinerjetik ya da antagonistik bir etkilesim iginde olup olmadigi
arastirilmistir. Nisin denemesinde 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanan nisin stok
¢ozeltisinden probiyotik sus kiiltiir filratlar1 {izerine 30 pL, proteinaz K (Sigma, USA)
icin ise 5 N NaOH ilavesi ile pH degeri 7.0’a ayarlanmis probiyotik sus kiiltiir filtratlar1
tizerine yine 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanan proteinaz K stok ¢ozeltisinden 30 pL

aktarilarak gergeklestirilmistir (van Belkum vd. 1989).

Denemeler 3 paralel ve 2 tekrar olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Probiyotik Suslarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Laktik Asit Bakterilerinin (LAB), Salmonella’ya karsi antimikrobiyal etkinlige sahip
olup olmadig1 agar spot ve kuyu difiizyon denemeleri ile test edilmis, ancak daha net
sonuglar veren bir yontem olmasi nedeniyle degerlendirmede kuyu difiizyon testi
verileri kullanilmistir. Kuyu difiizyon testi sonuglarina goére; M16 (Lactobacillus
plantarum), M17 (Lactobacillus sake), M20 (Pediococcus acidilactici), M23
(Bifidobacterium langum), M24 (Bifidobacterium bifidum), M46 (Pediococcus
pentosaceus) probiyotik suslarinin, S.Typhimurium 14028 dogal susu ve onun dam ve
segA mutantlarina karsi gili¢lii bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.1). Bu antimikrobiyal aktivite degerlendirmesi, calismada kullanilacak probiyotik
suslarin seciminde esas olmustur. Cok diisiik etkinlik gosteren ya da hi¢ antimikrobiyal

aktivite gdstermeyen LAB suslar1 ¢aligma kapsamindan bu agamada ¢ikarilmstir.

Giiclii antimikrobiyal aktivite gosteren LAB suslarinin, arastirma grubumuz tarafindan
yapilan daha onceki ¢aligmalarda, diger probiyotik 6zellikleri yaninda ayni zamanda
bakteriyosin lretici olarak da tanimlanmis olmast (M16, plantarisin iireticisi, M17
sakasin treticisi, M20 pediosin iireticisi, M23 bifidosin A treticisi, M24 bifidosin B
uireticisi ve  M46 bakteriyosin benzeri antimikrobiyal bilesik iireticisi) (Tezel vd. 2009)
bu giiclii antimikrobiyal aktiviteleri agiklamaktadir. Genel bir goriis olarak Gram pozitif
bakterilerin iirettigi bakteriyosinlerin Gram negatif mikroorganizmalara karst etkili
olmadig1 kabul edilmekle birlikte, bakteriyosin disinda farkli antimikrobiyal ajanlarla
hiicre duvar1 yapis1 zayiflatildiginda, s6z konusu bakteriyosinlerin Gram negatif
patojenlere kars1 da etkili olabilecegi belirlenmistir (Klaenhammer 1993, Klaenhammer
vd. 1995, Hernandez vd. 2005). Bu dogrultudaki literatiir verileri, denemelerimizde elde
ettigimiz ve bakteriyosin lireticisi olan LAB suslarmin Gram negatiflere kars1 da etkin
bir inhibitdr aktivite gosterdigine dair bulgular1 aciklamaktadir. Zira bu suslarin
fermentasyon sonucunda olusturdugu asitler basta olmak iizere diger kimyasal
bilesiklerin hiicre duvar ve membran yapisinin stabilitesini bozucu ve dolayis1 ile

bakteriyosin etkinligini artirict yonde etkilerinin olmasi kuvvetle muhtemeldir.
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Sekil 4.1 Probiyotik suslarin Salmonella’ya kars1 antimikrobiyal aktiviteleri
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4.2 Probiyotik Suslarn Kiiltiir Filtratlarimn, S. Typhimurium 14028 Dogal Susu ve
Onun dam ve seqA Mutantlarinin Biyofilm Olusturma Ozelligi Uzerine
Etkisinin Belirlenmesi

4.2.1 Salmonella dogal susu ve mutantlarimin optimum biyofilm olusturma
siiresinin belirlenmesi

Salmonella dogal susu ve mutantlarinin zamana bagli olarak optimum biyofilm {iretim
miktarlarinin belirlenmesi i¢in yiiriitilen bu calismada, biyofilm tiretim ortamlarinda
inkiibasyonun her 24 saatinde bir biyofim miktarlar1 6l¢iilmiis ve bu isleme 5 giin
boyunca devam edilmistir. Bu deneyde biyofilm iretim miktarinin, S. Typhimurium
14028 susunda ve bu susun dam ve segA geni bakimindan mutantlarinda da ilk ii¢ giin
artarak devam ettigi, ii¢lincii glinde maksimum diizeye ulastig1 ve daha sonraki gilinlerde
biyofilm iiretim miktarlarinin istatistiki agidan anlamli (p<0.05) bir azalma egilimi

gosterdigi saptanmistir.

S. Typhimurium 14028 dogal susunda da biyofilm fiiretim egrisi tamamen ayni
yonlenimi gostermistir. Ancak, tiim 6rnekleme zamanlarinda (6zellikle ilk 4 giin) dogal
susun biyofilm iiretim miktarlari, mutantlarin olusturdugu biyofilm miktarlarindan
onemli Olclide yiiksek bulunmustur. Tiim zamanlar i¢in en diisiik biyofilm iiretimi,

dogal susun segA geni mutantinda belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 S. Typhimurium 14028 dogal susu ve bu sugsun dam ve segA geni bakimindan
mutantlariin polistiren yiizeylerde biyofilm iiretim miktarlari

(WT: Dogal sus; DAM: Dogal susun dam geni mutanti; SeqA: Dogal susun SegA geni mutanti)

4.2.2 Probiyotik suslarin kiiltiir filtratlarimin, S.Typhimurium 14028 dogal sus ve
mutantlariin biyofilm olusumu iizerine etkisi

S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun ve bu susun dam ve segA geni bakimindan
mutantlariin biyofilm {iretimi tizerine; probiyotik suslar olan Lactobacillus plantarum
(M16) , Lactobacillus sake (M17) , Pediococcus acidilactici (M20) , Bifidobacterium
langum (M23) , Bifidobacterium bifidum (M24) , Pediococcus pentosaceus (M46)
kiiltiirlerinden hazirlanan filtratlarin etkinliginin belirlendigi caligmalarda; filtratlarin
Salmonella kiiltiirlerine denenmesinden sonra 24, 48 ve 72. saatlerde biyofilm
iiretimleri miktarsal olarak belirlenmistir. Kontrol gruplar1 ise probiyotik filtratlarinin
uygulanmadigi Salmonella dogal susu ve mutantlari olarak ayni siirelerde inkiibasyona
tabi tutulmustur. Tiim 6rnekleme zamanlarinda (24, 48 ve 72 saat), probiyotik filtratlar

S. Typhimurium dogal susu ve mutantlarinda biyofilm iiretimini tamamen engellemistir
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(bu orneklerde belirlenen c¢ok diisiik biyofilm iiretimleri boya belirlenmesine dayanan

yontemin hata orani olarak kabul edilmistir) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Probiyotik sus kiiltiir filtratlarin Salmonella’da biyofilm olusumu iizerine
etkisi

(WT: S. Typhimurium 14028 dogal susu; DAM: Dogal susun dam geni mutanti; SeqA: Dogal susun
segA geni mutanti)

4.3 Probiyotik Sus Kiiltiir Filtratlarimin, Salmonella Dogal Susu ve Mutantlarinin
Olusturdugu Olgun Biyofilmlerin Eradikasyonu Uzerine Etkisi

Denemelerde kullanilan S. Typhimurium 14028 dogal susu ve bu susun dam ve segA
geni bozulmus mutantlarinin maksimum biyofilm iiretim zamani 72 saat olarak daha
once belirlenmis oldugu icin (Sekil 4.2), her ii¢ bakteri i¢in de olgun biyofilmler 72 saat
inkiibasyon siiresi sonunda elde edilmistir. Bu siire bitiminde her bir Salmonella 6rnegi
icin 3 paralelli olarak hazirlanan kuyucuklara probiyotik sus kiiltiir filtratlar1 denenmis
ve 6 ve 24 saat inkiibasyon siireleri sonucunda biyofilm miktarlar1 olciilerek, olgun
biyofilmlerin eradikasyonu {iizerine probiyotik sus filtratlarinin zamana baglh etkisi

saptanmuistir.
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S. Typhimurium dogal susunda M24 susu kiiltiir filtrat1 hari¢ tiim probiyotik sus kiiltiir
filtratlarinin, olgun biyofilm yapisini, uygulamanin 6. saatinde istatistiki agidan anlaml
kabul edilen oranlarda (p<0.05) eradike ettigi saptanmistir. Bu bakterinin Adam
mutantinda M20, M24 ve M46 kiiltiir filtratlarinin olgun biyofilm yapisim istatistiki
acidan anlamli kabul edilen oranlarda (p<0.05) eradike ettigi, M23 susu kiiltiir filtratinin
ise tam aksine 6. saatte olgun biyofilm oranini artirdigi belirlenmistir. M16 ve M17
suglar kiiltiir filtratlar1 6 saat uygulama sonunda Adam mutantinin olusturdugu olgun
biyofilm yapis1 lizerine  istatistiki acidan anlamli (p<0.05) bir farklanmaya yol
acmamistir. Diger yandan AsegA mutantinin olgun biyofilminin M16 ve M23 susu
kiltir filtratlatlart ile 6 saat muamelesi sonucu biyofilm eradikasyonunun istatistiki
acidan anlamli diizeylerde gergeklestigi, M17 ve M24 Kkiiltlir filratlar1 uygulamasi
sonucu da arttig1 tespit edilmistir. M20 ve M46 suslarmin kiiltiir filtratlar1 ise, AsegA

mutantinin olgun biyofilmi lizerinde herhangi bir etki géstermemistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin Salmonella’da olgun biyofilm yapilar1 (6
Saat) {izerine etkisi

(WT: S. Typhimurium 14028 dogal susu; DAM: Dogal susun dam geni mutant; SeqA: Dogal susun
SegA geni mutanti)
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Probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin olgun Salmonella biyofilmlerine etkinliginin
belirlenmesi amaci ile inkiibasyon siiresi 24 saate ¢ikarildiginda ise; hicbir 6rnek igin
biyofilm eradikasyonunun gerceklesmedigi, tam aksine biyofilm miktarlarinda farkli

oranlarda artiglarin meydana geldigi saptanmistir (Sekil 4.5).

18

Sekil 4.5 Probiyotik sus kiltiir filtratlarin Salmonella’da olgun biyofilm yapilar1 (24
Saat) tizerine etkisi

(WT: S. Typhimurium 14028 dogal susu; DAM: Dogal susun dam geni mutanti; SeqA:  Dogal susun
segA geni mutanti)

4.4 Nisin ve Probiyotik Kiiltiir Filtratlarinmin, Salmonella Dogal Susu ve
Mutantlarimin  Olusturdugu Olgun Biyofilmlerin Eradikasyonu Uzerine
Birlikte Etkisi

Calismada kullanilan probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin tek basina Salmonella biyofilm
yapilart lizerinde yeterli diizeyde eradikasyon etkisi gdstermemesi iizerine, s6z konusu
filtratlarin ticari bir bakteriyosin preparati olan nisin ile kombine edilerek kullanimi
devreye sokulmustur. Nisin ile kombine edilmis kiiltiir filtratlarinin olgun biyofilmlere

kars1 12 saat siireyle muamele edilmesi sonucunda; dogal sus S. Typhimurium 14028’de
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M46 susu +nisin kombinasyonu hari¢ tiim kombinasyon denemelerinde 12 saat sonunda
saptanan biyofilm miktarlari, bu kombinasyonlarin denenmedigi kontrol ornekten
istatistiki acidan anlamli oranlarda (p<0.05) fazla bulunmustur. Dogal susta bu
inkiibasyon siiresi i¢in sadece M46 (bifidosin B iireticisi) + nisin kombinasyonu, S.
Typhimurium 14028 olgun biyofilmini istatistiki agidan anlamli bir diizeyde (p<0.05)
eradike etmistir. Bu inkiibasyon periyodu i¢in  dogal sus dam ve seqgA geni
mutantlarinin ~ olgun biyofilm yapisina karsi  probiyotik kiiltiir filtratlari+nisin
kombinasyonlari, M16 (plantarisin bakteriyosini iireticisi)+nisin kombinasyonu harig,
aynt etkinlik egilimini gostermistir. M16 (plantarisin bakteriyosini {reticisi)+nisin
kombinasyonu i¢in, dogal susta 12. Saat sonunda biyofilm miktarini artirict yonde bir
etki saptanirken, dogal susun dam ve segA mutantlarinda olgun biyofilmin belirgin bir

oranda eradikasyona ugradigi (p<0.05) saptanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Probiyotik sus kiiltiir filtratlari+nisin kombinasyonlarinin Salmonella olgun
biyofilmlerinin iizerine etkisi (12 saat)

(WT: S. Typhimurium 14028 dogal susu; DAM: Dogal susun dam geni mutanti; SeqA:  Dogal susun
segA geni mutanti)
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Ayn1 kombinasyonlar ile Salmonella olgun biyofilmleri 24 saat siiresince muamele
edildiginde ise 12 saat inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen etkinlik spektrumu
denemede kullanilan her {i¢ sus i¢in de farklilasmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi
sonucunda; M16+nisin, M17+nisin ve M46+nisin kombinasyonlarinin dogal susta
olgun biyofilmlerin oranim1 diisik de olsa azalttigi Dbelirlenirken, diger
kombinasyonlarda olgun biyofilm miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.7). 24 saat
inkiibasyon periyodu i¢in dam mutantinin olgun biyofilmlerinde saptanan en belirgin
farklilik, M46+nisin kombinasyonunun 12 saatte belirlenen eradikasyon giiciiniin
istatistiki agidan anlamli (p<0.05) bir diizeyde diismesidir (Sekil 4.8). segA mutantinda
ise, 12 saat sonunda MI16+nisin ve M46+nisin kombinasyonlart igin saptanan
eradikasyon giiclinlin 24 saat sonunda ortadan kalktig1 ve bu etkilerin tam aksine s6z
konusu kombinasyonlarda da olgun biyofilmlerin miktarsal artis gosterdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7 Probiyotik sus kiiltiir filtratlari+nisin kombinasyonlarinin S. Typhimurium
14028 dogal susunun olgun biyofilmleri lizerine etkisi (24 Saat )
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Sekil 4.8 Probiyotik sus kiiltiir filtratlari+nisin kombinasyonlarinin S. Typhimurium
14028 dogal susunun dam geni mutantinin olgun biyofilmleri iizerine etkisi (24

Saat)
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Sekil 4.9 Probiyotik sus kiiltiir filtratlari+nisin kombinasyonlarinin S. Typhimurium
14028 dogal susunun SeqA geni mutantinin olgun biyofilmleri iizerine etkisi

(24 Saat)
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4.5 Notralize Edilmis (pH 7.0) __Probiyotik Sus Kiiltiir Filtratlarinin
Salmonella’da Biyofilm Olusumu Uzerine EtKisi

Bu deneme ile probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin, antibiyofilm aktivitelerinin
kaynaklarinin arastirilmasi amaglanmistir.  pH’nin  ndtralizasyonu, s6z konusu
filtratlarda o6zellikle sus gelismesi sonucu olusturulan asitlik ve hidrojen peroksit
tiyosiyanat gibi antimikrobiyal maddelerin etkinliginin minimize edilmesi suretiyle, bu
bakterilerin {irettigi bakteriyosin dis1 antimikrobiyal bilesiklerin antibiyofilm
etkinliklerinin tanimlanmas1 amaci ile yapilmistir. Ug giin siiresince, her 24 saatte bir
yapilan orneklemeler sonucunda; dogal susta cok belirgin olmakta birlikte, ndtralize
kiiltiir filtratlarinin denendigi mutantlarda da biyofilm olusum etkinligi {izerine bu
preparatlarin etkisinin azaldigi saptanmistir (Sekil 4.10). Bu calismada Ornekleme
stireleri 2. ve 3. gline uzatildikca; notralize edilmis probiyotik kiiltiir filtratlarinin her {i¢
Salmonella susuna karsi da antibiyofilm aktivitelerinde istatistiki agidan anlamli
diizeylerde (% 30 civarinda, p<0.05) diismeler ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.11 ve 4.12).
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Sekil 4.10 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin S. Typhimurium 14028
dogal susunun (WT) ve dam (DAM) ve segA geni mutantlarinin biyofilm
olusumu iizerine etkisi (24 Saat)
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Sekil 4.11 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin S. Typhimurium 14028
dogal susunun (WT) ve dam (DAM) ve segA geni mutantlarinin biyofilm
olusumu tizerine etkisi (48 Saat)
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Sekil 4.12 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin S. Typhimurium 14028
dogal susunun (WT) ve dam (DAM) ve segA geni mutantlarinin biyofilm
olusumu tizerine etkisi (72 Saat)
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4.6 Nétralize Edilmis (pH 7.0) Probiyotik Sus Kiiltiir Filtratlarinin Salmonella
Biyofilmi Eradikasyonu Uzerine Etkisi

Probiyotik suslarin nétralize edilmis kiiltiir filtratlarinin, S. Typhimurium 14028 dogal
susu ve mutantlarinin (dam ve segA) olusturdugu olgun biyofilmlere karsi eradikasyon
etkinligi, s6z konusu filtratlarin 24 saat siiresince olgun biyofilmlere muamele edilmesi
sonucu saptanmistir. Bu siire sonunda tiim probiyotik sus noétralize kiiltiir filtratlarinin
olgun biyofilmlerin eradikasyonu iizerinde herhangi bir etkinliginin olmadigi, tam
aksine Dbiyofilm olusumunu yeniden tesvik ettigi belirlenmistir. Kontrol ile
karsilagtirildiginda, probiyotik suglarin nétralize edilmis kiiltiir filtratlarinin neden
oldugu farkli oranlardaki miktarsal biyofilm artiglarinin istatistiki agidan anlamli oldugu

tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin S. Typhimurium 14028
dogal susunun (WT) ve dam (DAM) ve segA geni mutantlarinin olgun
biyofilmleri lizerine etkisi (24 Saat)
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4.7 Notralize Edilmis Kiiltiir Filtratlarn (pH 7.0) ve Prot“einaz K Enziminin
Kombine Kullaniminin Salmonella’da Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Bu caligmada noétralize edilmis kiiltlir filtratlarina proteinaz K muamele edilmesinin
amaci, protein yapidaki bakteriyosinlerin par¢alanmasi suretiyle, s6z konusu bilesiklerin
antibiyofilm aktivitelerinin tanimlanmasidir. Denemelerin ilk 24 saatinde alinan
sonuclar, sadece noétralize kiiltiir filtratlart muamele edilmis kontrol gruplan ile
karsilastirildiginda; denemelerde killanilan tiim Salmonella suslarina karsi (dogal sus ve
mutantlarda) proteinaz K muamele edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlarinin tamaminin
antibiyofilm aktivite yetenegini yitirdigi ve kontrol gruplarin tam aksine biyofilm
olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir. Tiim oOrneklerin kiiltiir filtratlart muamele
edilmemis diger kontrol gruplarinda, proteinak K+ nétralize edilmis probiyotik sus
kiiltlr filtratlari muamele edilmis 6rneklere kiyasla yaklasik 2-8 kat daha fazla biyofilm
tiretimleri gerceklesmistir (Sekil 4.14, 4.15, 4.16).
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Sekil 4.14 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarinin  S. Typhimurium 14028 dogal susunun (WT)
biyofilm olusturma yetenegi lizerine etkisi (24 saat)

46



4,000
3,500
3,000
2,500 T
2,000 T
1,500
1,000
0,500 -
0,000 n T T T T T T
QD o ,\:b N ,\;{- D ,\:b v ,\;{- > ,\:b o ,\;{-
X \® .@V“ \® .@V \® .@V \® ) @V \@ .@V‘ \@ ) @?‘
P P A N AP O S
Q Q\O Q Q\O Q Q\O Q Q\O Q QS) Q Q\O
Q Q Q Q Q Q
,\/@\ ,\:\\ ,19\ ,{3,\ ,\P‘\ O
S &
X X X X X N
Sekil 4.15 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun dam geni
mutantinin (DAM) biyofilm olusturma yetenegi tizerine etkisi (24 Saat)
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Sekil 4.16 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K

kombinasyonlarinin S. Typhimurium 14028 dogal susunun segA geni
mutantinin (SeqA) biyofilm olusturma yetenegi iizerine etkisi (24 Saat)
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Notralize edilmis probiyotik sus kiiltlir filtratlari+proteinaz K kombinasyonlart ile
yiiriitiilen denemelerde 2. giin (48.saat) sonunda S. Typhimurium 14028 dogal susunun
biyofilm olusumunu proteinaz K muamelesinin tesvik edici ozelligi M16
fitrati+proteinaz K orneginde ortadan kalkmis ve bu kez proteinaz K muamelesi,
proteinaz K muamele edilmemis Ornekten yaklast % 50 daha fazla biyofilm
inhibisyonuna yol agmistir. Diger orneklerde kiiltiir filtratlarinin etkinliginin 2. glinde
diismesine paralel bir sekilde antibiyofilm etkinlikleri proteinaz K iceren Kkiiltiir
filtratlarina yaklasmistir. Yine de bu drneklerde proteianaz K ilave edilmis nétralize
kiltiir filtratlarinin sadece nétralize kiiltlir filtratlarina karsi antbiyofilm etkinlikleri

istatistiki agidan anlamli (p<0.05) diizeylerde daha diisiik belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun (WT)
biyofilm olusturma yetenegi iizerine etkisi (48 Saat)

Dogal susun dam geni mutantinda 48. saat sonunda; M16+proteinaz K, M17+proteinaz
K, M24+proteinaz K ve M46+proteinaz K muamelelerinde, séz konusu suslarin

notralize kiiltiir filtratlarina kiyasla %100 oranlarina varan antibiyofilm aktiviteleri
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saptanmigtir. M20+proteinaz K ve M23+proteinaz K muamelelerinde ise higbir
muamele yapilmamis dam biyofilmleri dikkate alindiginda belirgin bir antibiyofilm
aktivitesi belirlenmis, ancak bu aktivite sadece bu suslarin notralize kiiltiir filtratlar: ile

karsilastirildiginda istatistiki agidan anlaml diizeylerde diisiik bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18  Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarinin S. Typhimurium 14028 dogal susunun dam geni
mutantinin (DAM) biyofilm olusturma yetenegi iizerine etkisi (48
Saat)

S. Typhimurium 14028 dogal susunun segA geni bakimindan mutantinda 48. saat
sonunda da higbir muamele yapilmamis segA biyofilmleri dikkate alindiginda belirgin
bir antibiyofilm aktivitesi belirlenmis, ancak bu aktivite sadece bu suslarin notralize
kiltiir filtratlan ile karsilagtirildiginda istatistiki agidan anlamli diizeylerde (p<0.05)
diisiik bulunmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlaritproteinaz K
kombinasyonlarinin S. Typhimurium 14028 dogal susunun segA geni
mutantinin (SeqA) biyofilm olusturma yetenegi iizerine etkisi (48 Saat)

Notralize edilmis probiyotik sus kiiltlir filtratlari+proteinaz K kombinasyonlari ile
yiriitillen denemelerde 3. giin (72. saat) sonunda S. Typhimurium 14028 dogal susunun
biyofilm olusumu {izerine kiiltiir filtratlarinin etkinligi biiyiik oranda kaybolurken, ilging
bir sekilde nétralize kiiltiir filratlari+proteinaz K kombinasyonlarinin antibiyofilm
etkinliginde, notralize kiiltiir filratlar1 i¢eren kontrollere oranla yaklagik 10-20 kata

varan artiglar tespit edilmistir (Sekil 4.20).

Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K kombinasyonlar1 ile
yiirlitiilen denemelerde 3. giin (72. saat) sonunda S. Typhimurium 14028 dogal susu
tizerinde tanimlanan etkinlik egilimi, bu susun dam geni mutantinda da M24+proteinaz
K muamelesi hari¢ benzer bulunmustur. Bu mutantin biyofilmine kars1 3. giin sonunda
M24 susu noétralize kiiltiir filtrat1 ile M24 susu noétralize kiltiir filtrati+proteinaz K

kombinasyonu muameleleri arasinda istatistiki ac¢idan anlamli (p<0.05) bir fark
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saptanmamustir (Sekil 4.21). Nétralize sus kiiltiirii filtratlari+proteinaz K uygulamasinin
3. gilin i¢in tanimlanan bu genel antibiyofilm etkinliginde SeqA mutant1 i¢in sapma ise
M46 susu noétralize kiiltiir filtrati+proteinaz K muamelesinde tespit edilmistir. Bu
muamelede  M46 susunun nétralize kiiltiir filtratindan daha diisiik antibiyofilm

aktivitesi belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.20 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun (WT)
biyofilm olusturma yetenegi lizerine etkisi (72 Saat)
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Sekil 4.21 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun dam geni
mutantinin (DAM) biyofilm olusturma yetenegi tizerine etkisi (72 Saat)
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Sekil 4.22 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K

kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun segA geni
mutantinin (SeqA) biyofilm olusturma yetenegi iizerine etkisi (72 Saat)
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4.8 Notralize Edilmis Kiiltiir Filtratlarn (pH 7.0) ve Proteinaz K Enziminin
Kombine Kullanimmnin Salmonella Olgun Biyofilmlerinin Eradikasyonuna
Etkisi

Notralize edilmis kiiltiir filtratlarina proteinaz K muamele edildikten sonra Salmonella
suslarinin olgun biyofilmleri iizerine etkinligine bakildiginda, sadece noétralize edilmis
kiiltiir filtratlarinin olgun biyofilmleri iizerinde gergeklestirdigi eradikasyon etkinliginin
aksine (Sekil 4.13), proteinaz K ile muamele edilmis kiiltlir filtratlarinin hem dogal
susta ve hem de onun dam ve segA geni bakimindan mutant suslarinda uygulamanin 24.

saatinde olgun biyofilm miktarinin arttig1 saptanmistir (Sekil 4.23, 4.24 ve 4.25).
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Sekil 4.23 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarinin S. Typhimurium 14028 dogal susunun (WT) olgun
biyofilmi iizerine etkisi (24 Saat)
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Sekil 4.24 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun dam geni
mutantinin (DAM) olgun biyofilmi iizerine etkisi (24 Saat)
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Sekil 4.25 Notralize edilmis probiyotik sus kiiltiir filtratlari+proteinaz K
kombinasyonlarmin S. Typhimurium 14028 dogal susunun segA geni
mutantinin (SegA) olgun biyofilmi tizerine etkisi (24 Saat)
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5. SONUC ve TARTISMA

S. Typhimurium; yiiksek diizeyde bulasiciligi yaninda, 6zellikle kontrol ve Onleme
tedbirlerinin uygulanmasindaki giicliikkler, antibiyotiklere kars1 artan direnclilik
kazanma egilimleri ve yaygin biyofilm olusturma gibi yetenekleri nedeniyle tiim
diinyada hem gida endiistrisi hem de tiiketici sagligi agisindan dnemli bir sorun teskil
etmektedir (Su vd. 2004 , Shinohara vd. 2008, Lee vd. 2015). Her y1l diinya ¢apinda,
icinde agirlikla S. Typhimurium serovaryetesinin bulundugu, Salmonella kaynakli
yaklagik 16 milyon tifo vakasi, 1.3 milyar gastroenterit vakast ve 3 milyon olim

gerceklesmektedir (Pui vd. 2011, Lee vd. 2015).

Insan gastroenteritinin baslica etkenlerinden biri olan S. Typhimurium serovaryetesinin
biyotik ve abiyotik yiizeylerde kolaylikla biyofilm yapisi olusturabildigi ve s6z konusu
yapilarin sterilizasyon ve dezenfeksiyon ajanlar1 basta olmak iizere farkli cevresel stres
kosullarma karsi, ayni bakterinin planktonik formlarindan ¢ok daha yiiksek diizeyde
direnglilik gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle kalic1 (inat¢1) enfeksiyonlarin kaynagi
olarak bu biyofilm formlar1 gdsterilmekte ve temel kontrol ve miicadele programlarinin
bu formlara kars1 planlanmasi onerilmektedir ( Costerton vd. 1995, Davey ve O’Tootle
2000, Joseph vd. 2001). S6z konusu miicadelede bilim insanlarinin ve teknologlarin,
ozellikle tiiketicilerin bu konu iizerindeki artan hassasiyetlerine paralel bir sekilde,
dikkat cektigi bir diger kritik nokta ise miicadelede kullanilacak ajan ve yontemlerin
tilkketici sagligt ve ¢evre yoniinden giivenilir olmasidir. Patojenlerin kontrol ve
eradikasyon programlarinda GRAS (insan ve hayvan tiiketiminde genel olarak gilivenilir
kabul edilen) diizeyli ajanlarin kullanimi diisiincesi eski bir yaklagim olmasina ragmen
endiistriyel uygulamalar1 oldukca yenidir ve bu uygulamalarin tamami séz konusu
patojenlerin planktonik formlarina karsi gelistirilmistir (Eng vd. 2015, Havelaar vd.
2015, Gart vd. 2016, Oh ve Park 2017). Ancak giiniimiizde gida ya da insan ve hayvan
kokenli patojenlerin kalict (inatgr ve siirekli) enfeksiyon formlarmin planktonik
formlardan ziyade biyofilm formlar1 oldugunun tanimlanmasi (yaklasik % 85°1), s6z
konusu GRAS diizeyli ajanlarin biyofilm formlarina kars1 da etkinliklerinin detayli bir
sekilde arastirilmasi zorunlulugunu dogurmustur. GRAS diizeyli ajanlarin en onemli

grubunu, insanoglunun tarim toplumlar1 halinde oOrgiitlendigi milattan once 8000
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yilindan beri fermente gida iiretiminde kullanilmalar1 ve patojenlere karsi giiclii
antimikrobiyal bilesikler olusturmalar1 nedeniyle laktik asit bakterileri (LAB)
olusturmaktadir (Gaamouche vd. 2014, Kumar vd. 2018, Tilahum vd. 2018, Kim vd.
2019).

Yukarida Ozetlenen gereklilikler dogrultusunda, bu arastirmada, c¢alisma grubumuz
tarafindan ge¢mis 30 yil igerisinde, Tirkiye’deki geleneksel fermente gidalardan izole
edilerek identifikasyonlar1 yapilan ve probiyotik o6zellikleri tanimlanan laktik asit
bakterilerinin, S. Typhimurium biyofilmlerine karsi etkinlikleri ve bu etkinligin

mekanizmasi incelenmisgtir.

Tez kapsaminda oncelikle LAB kiiltiir koleksiyonu igerisinden S. Typhimurium 14028
dogal susu ve mutanlarina karsi (dam ve segA geni mutantlari) etkin bakterilerin
secilmesi i¢in, agar spot ve kuyu diflizyon testleri kullanilmistir. Kuyu difiizyon testi
sonucunda antibakteriyel etkinlikleri en yiiksek diizeyde tanimlanan; Lactobacillus
plantarum M16 (plantarisin fireticisi, Lactobacillus sake M17 (sakasin iireticisi),
Pediococcus acidilactici M20 (pediosin iireticisi), Bifidobacterium langum M24
(bifidosin A ireticisi), Bifidobacterium bifidum M46 (bifidosin B iireticisi) ve
Pediococcus pentosaceus M46 (bakteriyosin benzeri antimikrobiyal bilesik tireticisi)

bakterileri ile antibiyofilm etkinligi calismalarina devam edilmistir.

Ik asamada, secilen probiyotik 6zellikteki LAB suslarmin S. Typhimurium 14028 dogal
susu ve mutanlarina karst (dam ve segA geni mutantlari) antibiyofilm aktiviteleri,
biyofilm olusumuna etkileri ve olgun biyofilmleri giderme aktiviteleri (eradikasyon)
bakimindan incelenmistir. Probiyotik sus kiiltiirlerinden hazirlanan iist sivilar, sz
konusu suslarda biyofilm olusumunu, maksimum biyofilm siiresi olan 72. saate kadar,
her o6rnekleme evresinde (24, 48 ve 72. saat) tamamen engellemistir (Sekil 4.3). Bu
bulgu bugiine kadar denenen hicbir probiyotik sus kiiltiir {ist s1vis1 ya da kokiiltiirii
kullanilarak elde edilememistir. Degisik arastirmalarda, probiyotik LAB suslarinin,
Salmonella’da biyofilm olusumunu; organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil, asetoin,
antimikrobiyal  peptitler (lektinler  gibi), antimikrobiyal polisakkaritler
(ekzopolisakkaritler gibi) ve bakteriyosinler (nisin, bifidosin, sakasin, plantarisin,
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laktosin gibi) gibi dogal gida koruyuculari iireterek, belirli oranlarda inhibe ettigine dair
bulgular olmasina ragmen, calismamizda tanimlanan biyofilm olusumunun tamamen
inhibe edildigine dair herhangi bir veri literatiirde yer almamaktadir. Bu veriler s6z
konusu LAB suslarinin {irettigi antimikrobiyal maddelerin Salmonella olgun
biyofilmlerine kars1 uygulanmasinin 6. saatinde baz1 suslar hari¢ (M23, dam mutantina
kars1; M24 dogal susa karsi ve M17 ve M24 segA mutantina kars1) tutulmak {izere, ayni
zamanda olgun biyofilmlerin eradikasyonunda da énemli bir giderim aktivitesine sahip
oldugu (Sekil 4.4) dikkate alinirsa, s6z konusu probiyotiklerin antibiyofilm ajanlari
olarak ¢ok oOnemli bir potansiyele sahip olduklar1 acik¢a anlagilmaktadir. Olgun
biyofilmlere karsi etkinligin 6. saaten sonra 6nemli Ol¢iide diismesi (Sekil 4.5) bir
dezavantaj olarak goriilebilir. Ancak muhtemelen biyofilm yapilarina karsi ilk
asamadaki difiizyon etkinliginin daha sonra diismesinden kaynaklanan bu durum, ilave

ajanlarla kombine kullanim sonucu optimize edilebilir.

Ozellikle LAB bakteriyosinlerinin, bazi istisnalar hari¢, genellikle Gram negatif
bakterilerin planktonik formlarina kars1 etkinlik gosterememesi, bu bakterilere kars1 ana
antimikrobiyal  etkinligin  yukarida amilan diger koruyucu bilesiklerden
kaynaklanmasinin ana nedenidir. Diger yandan, hiicre dis1 matriks materyalinin bariyer
etkisi nedeniyle Salmonella’nin da i¢inde bulundugu Gram negatif bakterilere karsi
LAB preparatlarinin etkinligi daha da diismektedir. Ancak bu etkinligin farkli LAB
suslariin antimikrobiyal bilesik olusturma kabiliyetlerindeki ciddi degisimlerden
kaynaklanan cesitliligi nedeni ile Gram negatif patojenlere kars1 da kullanilabilecegine
dair umut verici ¢alismalar bulunmaktadir. Ozellikle LAB suslarmin kiiltiir filtratlarmim
ya da iirettikleri antimikrobiyal bilesiklerin farkli endiistriyel dezenfektanlarla kombine
edilmesi sonucu elde edilen antimikrobiyal ve antibiyofilm aktiviteleri, ticari olarak
kullanilabilecek seviyelere heniiz ulasmamis olsa da, bu konudaki ¢aligsmalarin ciddi bir
ivme kazanmasina yol agmistir (Afdora vd. 2010, Li ve Zhou 2016, Petrova vd. 2016,
Cui vd. 2018, Roy vd. 2018, Pelyuntha vd. 2019, Kenar vd. 2020). Bu calismada elde
ettigimiz bulgular, LAB suglarimin cografik adaptasyonlarindan kaynaklanan
biyogesitliliklerinin, genetik ifade programlarint énemli dlgiide degistirdigini ve bu
nedenle yeni dogal varyantlarin biyokorumada ¢ok 6nemli ajanlar olabilecegine dikkat

cekmesi acisindan da onem tagimaktadir.
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S6z konusu kombinasyon ig¢in lantibiyotik Ozellikte bir bakteriyosin olan nisin
secilmigtir. Nisinin GRAS o6zellikte bir gida katkis1 olarak tiim diinyada kabul gérmesi
bu secimin temel nedenidir. Nisin, dogal bir antimikrobiyel bilesik olmasi ve toksik
Ozellik igermemesi, sindirim enzimlerince kolay parcalanabilmesi gibi pek cok sebepten
dolay1 gida sanayinde kullanilmast en ¢ok tercih edilen ve lizerinde en ¢ok ¢alisma
yapilan bakteriyosindir. Gida ve Tarim Orgiitii/Diinya Saghk Orgiitii (FAO/WHO) ve
Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylidir ve 50’yi askin iilkede gida
katkis1 madde olarak kullanilmaktadir (De Vuyst ve Leroy 2007, Norhana vd. 2012,
Khare vd. 2014, Khan vd. 2015). Nisinin iiyesi oldugu lantibiyotik grubu
bakteriyosinler (dogada protein yapisinda nadir bulunan lantiyonin kopriileri i¢eren
antibiyotikler) genel olarak Gram negatif bakterilere karsi zayif bir etkinlik
gostermektedirler. Bunun nedeni Gram negatif bakterilerde, nisinin ana membran hedefi
olan lipid II'ye erismesini engelleyen dig membranin varligidir (Hancock 1997, Nikaido
2003). Ornegin polimiksin antibiyotigi kullanilarak Gram negatif bakterilerde
lipopolisakkarit yapisinin lipid A bileseni baglanilirsa, nisinin etkinliginin 6nemli
olglide artirilabildigi saptanmustir (Field vd. 2016). Bu yonde tiir diizeyinde yiiriitiilen
caligmalarda, polimiksin ve nisinin kombinasyon halinde kullaniminin, S.
Typhimurium, P. aeruginosa ve E. coli'ye kars1 sinerjik bir antimikrobiyal etki
olusturdugu saptanmistir (Giacometti vd. 1999, Naghmouchi vd. 2010, Naghmouchi vd.
2011). Nisinin planktonik formlara karsi tespit edilen bu diisiik antimikrobiyal
aktivitesi, soz konusu bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri ve olgun biyofilmleri
giderme potansiyeli agisindan degerlendirildiginde daha da diisiik bulunmustur. Zira
nisinin bu durumda dis membran haricinde daha gii¢lii bir bariyer olan hiicre dis1
matriksi gegme sorunu ortaya c¢ikmaktadir. Bu yapilar zayiflatilmadik¢a, nisinin bu
yapilara karsi etkinlik gostermesi miimkiin degildir. Bu konuda yeterli ¢alisma
bulunmamasina ragmen, literatliirde bulunan siirli veriler, nisin ile farkli asit,
antibiyotik ya da selatlayict ajan (EDTA gibi) muamelelerinin Salmonella
biyofilmlerinin eradikasyonunda diisiik diizeyde de olsa etkinlik gosterebilecegine isaret
etmektedir (Hsu vd. 2002, Devlieghere vd. 2004, Akgelik vd. 2006, Afdora vd. 2010,
Almasoud vd. 2016, Pelyuntha vd. 2019, Celik vd. 2020).
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Calismamizda, diisik de olsa beklenilen antibiyofilm aktivitesinin aksine,
nisin+probiyotik sus kiiltiir filtratlart Salmonella olgun biyofilmlerine karsi eradikasyon
degil indiiksiyon etkinligi goOstermistir (Sekil 4.6-4.9). Bu durum  muhtemelen,
calismada kullanilan probiyotik suslarin {irettigi bakteriyosinler ile nisinin birbirlerine
kars1 antagonistik etki gostermelerinden kaynaklanmaktadir. O nedenle kiiltiir filtratlar
ile sinerjetik etki gosteren baska kimyasal GRAS diizeyli ajanlarin kullanimi ile belirli
bir diizeyde eradikasyon etkinliginin elde edilebilmesi miimkiindiir. Bu ajan ya da
ajanlar, yaptigimiz c¢alismada kullanilan probiyotik suslarin kiiltiir filtratlarindan
hazirlanan preparatlar ile olgun biyofilm formlarina kars1t muamele edilerek denenebilir.
Ancak bu preparatlarin hazirlanmasi bir yiiksek lisans tezi kapsaminda miimkiin

olamayacagi icin, bu ve benzeri ¢alismalar ileri asamalar i¢in planlanmistir.

Diger yandan nisin ve probiyotik kiiltiir filtratlarinin, bu ¢alismaya S. Typhimurium
dogal susu yaninda, grubumuz tarafindan S. Typhimurium biyofilmlerinin regiilasyon
sistemlerinin arastirilmasi amaci ile gelistirilmis dam (deoksi adenin metilaz enzim geni
mutanti) ve SegA (replikasyon orijini tecrit proteini) mutantlarinin (Ugur vd. 2018) dahil
edilme amaci, probiyotik sus kiiltiir filtratlarindan elde edilen antibiyofilm etkinliginin
yeterli olmamas1 halinde s6z konusu genlerin kodladig1 proteinlere ait inhibitérlerin,
probiyotik sus kiiltiir filtratlar1 ile kombine kullanimi olarak planlanmistir. Ancak elde
edilen antibiyofilm etkisinin beklenenden yiiksek olmasi ve mutatlarda s6z konusu
etkinligin diislik oranda da olsa, muhtemelen mutasyonun polar etkilerinin bir sonucu

olarak farklilik gostermesi, bu Ongiiriiniin lizerine gitmemizi engellemistir.

Bu asamadan sonra, gerek biyofilm olusumunda ve gerekse eradikasyonda probiyotik
sus kiiltiir filtratlarindaki 6zellikle bakteriyosinlerin etkinligini tanimlamak amaci ile
oncelikle probiyotik sus kiiltiir filtratlar1 ndtralize edilerek kullanilmistir. LAB
bakteriyosinlerinin ~ 6zellikle noétral pH degerlerinde etkinliklerinin  diistiigi
bilinmektedir (Karpanen vd 2008, Levkovich vd. 2013). Notralize kiiltiir filtratlarinda
biyofilm olusumuna karsi etkinligin zamana bagli olarak ciddi bir diizeyde azalmasi
(Sekil 4.10-4.12), probiyotik sus kiiltlir filtratlarinin bu antibiyofilm etkisinin biiyilik
Ol¢iide s6z konusu suglarin iirettigi bakteriyosinlerden kaynaklandigina isaret etmistir.

Olgun biyofilm yapilarinin eradikasyonu ¢alismalarinda da nétralize edilmis probiyotik
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sus  kiiltir filtratlarinin olgun biyofilmleri {izerindeki indiiksiyon aktivitelerinin
yiikkselmesi  (Sekil 4.13) bu sonuclar1 destekler niteliktedir. Ancak pH’nin
noétralizasyonunun LAB suslarinin ortamda olusturdugu organik asitlerin etkisini de
onemli 6l¢iide diistirdiigiiniin bilinmesi (Karpanen vd. 2008) nedeniyle, elde edilen bu
sonucun esas olarak  bakteriyosin  etkinliginin = diismesinden  kaynaklanip
kaynaklanmadigmin kesin tespiti i¢in, notalize edilmis kiiltiir filtratlarina, proteinaz K

ile muamele edilerek denemeler siirdiiriilmiistiir.

Notralize edilmis kiiltiir filratlarina proteinaz K uygulanmasimin nedeni, proteinleri
Ozgil olmayan bir sekilde parcalama yeteneginden kaynaklanmaktadir. LAB
bakteriyosinleri nadir olarak, lipit ya da karbonhidrat yan gruplarimi igerse de, esas
olarak protein yapisinda olan antimikrobiyal bilesiklerdir. Dolayis1 ile kiiltiir
filratlarinda etki edecekleri ve yapisin1 bozacaklari temel bilesikler, s6z konusu
kiiltirlerde bulunan bakteriyosinlerdir (Khan vd. 2015, Roy vd. 2018, Kim vd. 2019).
Bu uygulamadan sonra Salmonella suslarina karsi denenen filtratlarin 24. saatin
sonunda biyofilm inhibisyon yetenegini tamamen kaybettiginin saptanmasi (Sekil 4.14-
4.16) s6z konusu etkinin biiyilk oranda suslarin irettigi bakteriyosinlerden
kaynaklandigina isaret etmektedir. Mutantlarda muhtemelen mutasyonlarin polar
etkilerinden kaynaklanan kii¢iik farkliliklar olmasina ragmen, tim Salmonella
suslarinda bu uygulamanin ikinci ve lgilincli giinlerinde proteinaz K ilave edilen
notralize kiiltiir filtratlarinda biyofilm inhibisyonu aktivitelerinin geri kazanimi s6z
konusu olmustur (Sekil 4.17-4.22). Bu farklilik muhtemelen proteinaz K etkisinden
kaynaklanmaktadir. Bakteriyosinlerin parcalanmasina paralel olarak ilk 24 saatte
ortadan kalkan antibiyofilm aktivitesi, proteinaz K’ nin biyofilm yapilarina ge¢ nufiis
etmesi (48. ve 72. saatte) nedeniyle bu zaman diliminde proteinaz K’ nin bu kez
biyofilm yapilarinda yer alan proteinleri par¢calamasindan dolay1 geri kazanilmistir. Tim
bu sonugclar ¢alismada kullanilan probiyotik suslarin antibiyofilm aktivitelerinin esasen
iirettikleri bakteriyosinlerden kaynaklandigin1 kanitlamaktadir. Bu bulgularin isaret
ettigi bir diger nokta ise zayiflatilmis biyofilm yapilarina karsi proteinaz K enziminin de

giiclii bir antibiyofilm ajani olabilecegidir.
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Tez calismasinin son asamasinda proteinaz K ile muamele edilmis kiiltiir filtratlarinin
Salmonella suslarininin olgun biyofilmlere karsi etkinligi incelenmistir. 24 saat siiresi
sonunda elde edilen veriler; proteinaz K muamelesinin, kiiltiir filtratlarinin biyofilm
eradikasyon 6zelligini ortadan kaldirdigini1 ve hatta olgun biyofilm yapilarinda biyofilm
olusumunu indiikledigini gostermistir (Sekil 4.23-4.25). Bu veriler de calismada
kullanilan probiyotik suslarin antibiyofilm aktivitelerinin esasen, séz konusu LAB

suglarin tirettigi bakteriyosinlerden kaynaklandigini kanitlayan diger bulgulardir.

Bu c¢alisma, bugiine dek belirlenemeyen diizeylerde antibiyofilm aktivitesi gosteren
LAB suslarmin tanimlanmasi ve ayrica bu suslarin GRAS diizeyli preparatlart ile
biyofilm yapilarinin kontrolii ve eradikasyonunda giivenle kullanilabileceklerinin
belirlenmesi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir . Bu nedenle daha fazla bakteriyosin
iireticisi dogal sus varyantinin tanimlanmasit ve bunlardan endiistriyel diizeyde
kullanilabilecek  antibiyofilm  preparatlarinin  hazirlanmast  ¢aligmalart  6nem
kazanmaktadir. Tim bu veriler 1s1ginda, calismamizin bilimsel ve yaygin etki

potansiyeli yiiksek veriler icerdigi degerlendirmesini yapmak olasidir.
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