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Amag: Listeria monocytogenes bakterisinin neden oldugu listeriosis siklikla gérilmemesine ragmen etkiledigi
poptlilasyon grubunda 6liimciil enfeksiyonlara neden olabilen bir enfeksiyondur. L. monocytogenes’in biyofilm
olusturma 6zelligi, bu bakterinin gevresel stres kosullarina ve antimikrobiyel ajanlara karsi direng géstermesinde
6nemli rol oynamaktadir. Calismanin amaci, biyofilmlerin spesifik enzim gruplari ile inhibisyonunun etkinliginin
arastirilmasidir.

Yontem: Listeria monocytogenes’in farkli suslari ve biyofilm olusturma yeteneklerine gére segilmis lg¢ susun
ikili kombinasyonlari ile olusturulmus ¢oklu kiiltiirlerinin olusturdugu biyofilm yapilar incelenmis ve DNaz
I ve Proteinaz K enzimlerinin L. monocytogenes’in biyofilm olusturma kapasitesini engelleme yetenekleri
belirlenmistir. Segilen suslarin ikili kombinasyonlarinin biyofilm olusturma kapasiteleri OD (595 nm) degderi ile
belirlenmis ve suslar arasi olasi sinerjistik etki arastirilmistir. Son asamada ¢oklu kiiltiirlere DNaz I ile Proteinaz
K enzimleri, biyofilm inhibisyonundaki etkinligi test etmek amaci ile uygulanmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda, NCTC 5345- 4b ve 1/2b-4b kiiltiir karisimlari i¢in 50 ug/ml Proteinaz K enziminin
en etkili biyofilm inhibisyonunu sagladigi belirlenmistir. NCTC 5345-1/2b ¢oklu kiiltiiriinde inhibisyon igin benzer
olarak 50 ug/ml Proteinaz K oldukga etkili iken 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda yapilan testlerde 200 ug/ml
konsantrasyonda Proteinaz K enziminin de etkisinin yadsinamaz oldugu gézlemlenmistir.

Sonug: Yapilan ¢alismada, tim enzim uygulamalarindan elde edilen verilerin karsilastiriimasiyla en etkili
inhibisyon saglayan enzimin 50 ug/ml konsantrasyonda Proteinaz K oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bu
neticenin, olusmus biyofilmlerde inhibisyona dair siiregelen ¢alismalara benzer olarak literatiire katki saglamasi
ve kontaminasyon risklerini azaltici yeni yéntemler gelistirilmesinde rol oynamasi hedeflenmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm inhibisyonu, Enzim, Listeria monocytogenes
ABSTRACT

Objective: Although listeriosis caused by Listeria monocytogenes is not frequently encountered, it leads to fatal
infections in affected population. The ability of L. monocytogenes to form biofilms plays a significant role in
its resistance to environmental stress conditions and antimicrobials. The aim of this study is to investigate the
effectiveness of inhibiting biofilm formation with specific groups of enzymes.

Methods: Biofilm structures formed by mixed-cultures created with combinations of three selected strains
of L. monocytogenes, based on their abilities to form biofilms, were examined. The abilities of DNase | and
Proteinase K enzymes to inhibit the capacity of L. monocytogenes to form biofilms were determined. The biofilm
formation capacities of selected strain combinations were determined by OD (595 nm) value, and possible
synergistic effects between strains were investigated. In the final stage, DNase | and Proteinase K enzymes were
applied to multi-cultures to test their effectiveness in inhibiting biofilms.

Results: It was determined that 50 ug/ml ProteinaseK enzyme provided the most effective inhibition for NCTC
5345-4b and 1/2b-4b culture mixes. Similarly, 50 ug/ml ProteinaseK was very effective for inhibition in NCTC
5345-1/2b mix-culture.

Conclusion: In this study, it was concluded that Proteinase K enzyme at a concentration of 50 ug/ml was the
most effective inhibitor compared to all enzyme applications. This outcome, similar to ongoing studies on
inhibition in formed biofilms, will contribute to the literature and play a role in the development of new methods
to reduce contamination risks.
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GIRIS

Biyofilmler, bunyesinde eksopolisakkarit (EPS),
protein, lipit, su ve c¢esitli nikleik asitleri
barindiran, yogun ve jelsi vyapilardir®. Yapinin
kimliklendirilmesinde rol alan ve koruyucu etkinin ana
unsuru olan EPS yapisi olgun bir biyofilmde %75-90
arasindadir®, Biyofilm yapilari mikroorganizmalara
dis etkenlere karsi koruma saglar ve bu nedenle
dezenfeksiyon ve antimikrobiyal prosedirlerinin
etkinligini azaltir. Bu nedenle biyofilm olusumu saglik
ve gida endustrisi olmak Uzere farkli sektérlerde
problem teskil etmektedir®. Amerika Birlesik
DevletleriUlusal Saglk Enstittisi (NIH) verilerine gore,
insan saglhigini tehdit eden bakteriyel enfeksiyonlarin
%60’Indan  fazlasina biyofilmler  tarafindan
olusturulan  enfeksiyonlar sebep olmaktadir®,
Biyofilmler, cerrahi implant enfeksiyonlari, dis eti
hastaliklari, kateter kaynakli idrar yollari ve akciger
enfeksiyonlarina neden olmaktadir®.

Gram-pozitif bir bakteri olan Listeria monocytogenes,
son on yilda gesitli gida kaynakli hastalik salginlarinda
etken organizma olarak ortaya c¢ikmistir. Bu
bakteriden kaynaklanan Listeriyoz, dncelikle hamile
kadinlari, ileri yaslardaki hastalari veya bagisiklik
sistemi zayiflamis bireyleri etkileyen enfektif
bir hastaliktir. L. monocytogenes ile kontamine
olmus gidalarin tlketilmesi en yaygin enfeksiyon
kaynagidir®. Bu nedenle bu patojen icin biyofilm
inhibisyonu ile kontaminasyon riskinin ortadan
kaldiriimasi 6nemlidir. Biyofilmlerin komplike yapisi
ve organizasyon yeteneklerinin gelismis olmasi
nedeniyle planktonik durumlarina gore ylizeylerden
giderilmesi oldukg¢a zordur”. Yapilan bir ¢alismada,
biyofilmdeki bakteri sayisini azaltmak icin 1000
ppm’den fazla aktif klorin konsantrasyonu gerekli
oldugu belirtilmis iken; planktonik hcreler igin
10 ppm konsantrasyonun yeterli oldugu sonucuna
varilmistir®,

Mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm yapilari
bakterilerin tari ve gelisim ortami gibi cesitli
faktorlere baghidir®. Biyofilmin yapisi, saf kultiirler
icin tlre; coklu kultirler icin ise substrata 6zgudur®.
Olusumun ilk asamasi olan ve uygun bir ylzey
etkilesimi ile gerceklesen tutunma sonrasinda

kolonizasyon, mikrokoloni olusumu, organizmalarin
olgunlagmasi ve biyofilmden planktonik hiicrelerin
ayrildigr kopma asamasi gelir®®. Olusumdaki temel
mekanizma g¢ogunluk algilama yani quorum sensing
(QS) mekanizmasidir. Bu mekanizma, temel olarak
bir iletisim aracidir. Her bir mikroorganizma g¢ok
kiigik QS molekdlleri salgilar ve bu molekdller
diger bakterilerin hiicrelerine sizarak onlari kendi
varliklarindan haberdar eder; bdylece bakteriler
birbirlerinin aktivitelerini koordine edebilirler®?,

Biyofilmlerin inhibisyonu, suregelen g¢alismalarin
konusu olmus, 6zellikle olusumlarinin énlenmesine
dair kesin bir ¢ozim gelistirilememistir. Olusumun
onlenmesinde c¢ogunluk algilama mekanizmasinin
quorum quenching (QQ) mekanizmasi gibi
sistemlerle engellenmesi bir alternatiftir QQ
enzimleri, QS sinyallerinin tasityicisi olan molekdllerin
hidrolizi veya parcalanmasi yoluyla bakteriler arasi
haberlesmeyi engelleyerek kolonizasyonu 6nler ve
biyofilm olusumunu engelleyebilirt*3),

Olgun biyofilmlerin inhibisyonunda ise
pratikte  uygulamasi olan ¢esitli  yontemler
kullanilabilmektedir. Li ve ark/nin®  yaptig
calismada  Vibrio  parahaemolyticus  Uzerinde
biyofilm inhibisyonuna yonelik DNaz | ve Proteinaz
K enzimlerinin etkinligini incelemis ve bu iki enzimin
kombine uygulamasi ile onemli olglide biyofilm
inhibisyonunun saglandigi bildirilmistir. Diger bir
calismadaise lisozim ve nisinin Staphylococcus aureus
Uzerine inhibe edici etkisi arastirilmis ve nisinin
inhibisyonda daha etkili oldugu gorilmustir®.
Benzer olarak, marul Uzerindeki Pseudomonas
aeruginosa biyofilmlerinin inhibisyonu amaciyla
timokinon ve nisinin sinerjist etkisinin arastirildig
calismada, bilesenlerin inhibisyonda sinerjist etkiye
sahip oldugu bildirilmistir(®),

Bu calismada gida kaynakli olimcil bir patojen
olarak halk saghgini tehdit eden L. monocytogenes
bakterisinin farkli serotiplerine ait suslarinin biyofilm
olusturma kapasiteleri belirlenmis ve en yiksek
biyofilm olusturma kapasitesine sahip suslarin
biyofilm olusturmasini engellemek amaciyla DNaz |
ve Proteinaz K enzimleri test edilmistir.
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GEREC VE YONTEM

Listeria  monocytogenes  suslarinin  biyofilm
olusturma  kapasitelerinin  belirlenmesi:  Bu
calismanin ilk asamasinda Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi  bakteri koleksiyonunda bulunan L.
monocytogenes suslarinin  biyofilm  olusturma
kapasiteleri belirlenmisti. Bu merkezden elde
edilen L. monocytogenes suslari: ATCC 15115, NCTC
5345, serotip 1/2b, serotip 1/2c, serotip 4b, serotip
4c, serotip 5, serotip 6b suslarini kapsamaktadir.
Bakteriler -80°C dondurucuda Brain Heart Infusion
(BHI, BD, Sparks, MD, ABD) besiyeri ile karisim
halinde olan %30 gliserol igerisinde saklanmistir.
Calisma asamalarinda serotiplerin gelismesi igin
gerekli besinleri icerisinde barindiran BHI besiyeri,
olusumlart gorinidr kilmak icin kullanilan kristal
viyole ¢ozeltisi ve plakalardaki biyofilm olusturmamis
hicrelerin  uzaklastirimasinda ise PBS ¢ozeltisi
kullaniimigtir. Her deney 6ncesi bakteriler BHI agar
lzerine ekilmistir ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra tek bir koloni BHI sivi besiyere inokiile
edilerek 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu prosedir her
biyofilm deneyi 6ncesi bakterilerin deney kosullarina
adaptasyonu icin tekrar edilmistir. Kati besiyerine
ekim sonrasinda 24 saatlik inkiibe edilen bakteriden
alinan koloni, sivi BHI besiyerine ekildikten sonra
da 24 saatlik inkGibasyona birakilmis ve biyofilm
olusturma kapasitelerinin belirlenecegi 24 kuyucuklu
plakalara ekimi gerceklestirilmistir.

Bu plaklarda 24 ve 48 saat sirelerince biyofilm
olusturmak Uzere 37°C'de inkiibe edilmistir.
inkiibasyondan alinan plakalarda biyofilm
olusturmayan hicrelerin kuyucuktan uzaklastirilmasi
icin Ug kez PBS yikamasi gergeklestirilmis ve ardindan
plaka, 15 dakika kurumaya birakilmistir. Daha
sonra plakalarda olusan biyofilmlere gortnrlak
kazandirmasi amaci ile kristal viyole boyasi muamele
edilmis ve 30 dakika boyunca boya, hiicrelere
nifuz etmistir. Distile su ile yikama ve kurutma
islemlerinin sonrasinda %96’lik saf etanol ilavesi
ile diyalizde 30 dakika siiresince kristal viyolenin
hiicre igine nufiiz etmesi saglanmistir™. islemler
sonrasinda, plaka okuyucuda (SpectraMax D3,
Molecular Devices, San Jose, CA, ABD) OD 595 nm
degerinde okutulmus ve veriler kaydedilmistir.
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| Petrilere Bakteri Suslarinin Ekimi |

~Z

| Olugan Kolonilerin Sivi Besiyerine Ekimi |
Z

| Sivi Besiyerinden 24 Kuyucuklu Plakalara Tekli Kiiltiirlerin Ekimi |
~Z

| 24h/ 48h inkiibasyon |
Z

| Ug kez PBS (1 mL) Yikama ve 15 dk Kuruma |
Z

| Kristal Viyole(1mL) Muamelesi (30 dk) |
~Z

| Ug Kez Distile Su ile Yikama ve 15 dk Kuruma |
Z

| Etanol ilavesi(1 mL) ve 90 rpm Diyaliz |

| 595 nm'de OD Okuma ve Verilerin Kaydedilmesi |

Sekil 1. Biyofilm olusturma kapasitelerinin tespiti islem
basamaklari

Sekil 1’de biyofilm olusumlarinin tespiti icin takip
edilen islem basamaklari verilmistir. Her bir deney (¢
kez birbirinden bagimsiz olarak tekrarlanmistir.

Secilen Listeria monocytogenes suslarinin coklu
kiltiir ortaminda biyofilm olusturma kapasiteleri:
Calismanin ikinci asamasinda, ilk asamada segilen
NCTS 5345, 1/2b ve 4b serotipleri ve bu serotiplerin
¢oklu kulturlerinde biyofilm olusumlari izlenmistir.
Coklu kdlturler, bir kuyucuga esit hacimlerde iki farkli
serotipin ekimi ile olusturulmustur. ilk asamadaki
analiz adimlarina benzer sekilde kati besiyerinden
sivi besiyerine ve daha sonra plakalara serotiplerin
ekimi yapilmistir. iki farkl inkiibasyon siiresi igin
test edilmek Gzere hazirlanmig her bir 24 kuyucuklu
plakada NCTS 5345, 1/2b, 4b serotiplerine ek olarak
NCTC 5345-1/2b, NCTC 5345- 4b ve 1/2b-4b kultir
karisimlari her bir plaka sGtununa bir kiltlr veya
coklu kultlr olacak sekilde ekilmistir.

inkiibasyon siireleri dolan plakalar énce PBS ile
ytkanmis ve 15 dakika stresince kurumaya birakilmis;
daha sonra %0.1’lik kristal viyole boyasi her bir
kuyucuga 1 mL hacimde eklenmis ve 30 dakika
suresince beklenmistir. Daha sonra ilk asamadaki
adimlarile paralel olarak distile su ile yikama ve etanol
ilavesi ile diyaliz gerceklestirilerek plaka okuyucuda
595 nm dalga boyunda OD degerleri 6l¢tiimastar.
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Segilen Listeria monocytogenes suslarinin goklu
kiltiir ortaminda biyofilm inhibisyonu: Son
asamada, segcilen ¢oklu kiltir kombinasyonlari ikinci
asamadan farkl olarak her bir plakanin tamamina
ekilerek 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sirelerince
plaka Gzerinde biyofilm olusturmalari saglanmistir.
Daha sonra, inkiibasyon siiresini dolduran plakalar
PBS ile yikanmis; her bir enzim 50, 100 ve 200 pg/
ml konsantrasyon degerlerinde plakalarda (ger
kuyucuk kaplayacak sekilde ve her bir kuyucuga 0.5
mL hacimde eklenerek 30 dk muamele edilmistir.
Sonrasinda %0.1. lik kristal viyole uygulamasiile diger
islem basamaklarindaki adimlar izlenerek inhibisyon
sonrasindaki biyofilm miktarlarini tespit etmek icin
570 nm’de OD degerleri kaydedilmistir.

Enzimlerin Hazirlanmasi: DNaz | ve Proteinaz
K enzimleri 50 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/
ml konsantrasyonlarinda ve 10 ml hacimde
hazirlanmistir. DNaz | hazirlamak igin ilk olarak 17.5
ml steril distile suya 3.5 mg toz enzim eklenmistir ve
200 pg/ml konsantrasyon enzim stogu hazirlanmistir.
Daha sonra kademeli olarak dillisyon yapilarak
enzimler hazirlanmistir. Proteinaz K hazirlamak
icin de ayni adimlar takip edilmis, farkli olarak sivi
formlu Proteinaz K'dan 189 pl 20ml steril distile
suya eklenmistir ve bu asamadan sonra islemler ayni
sekilde tekrarlanmistir. Her bir enzim konsantrasyonu
bir plakada ¢ kuyucuga uygulanmak Uzere her
bir kiltir karisimi icin (¢ plakaya uygulanmis ve
enzimler, kuyucuklardaki serotiplere 30 dakika siire
ile muamele edilmistir.

istatistiksel analiz: istatistik analizleri SPSS" Statistics
(Ver 23, IBM, ABD) yazilimi kullanilarak yapilmistir.
Student’s iki yonlu ciftli t-testi kullanarak p degerleri
belirlenmistir. Hata cubuklari, testin maksimum ve
minimum degerleri olarak gosterilmistir ve 0.05’ten
kiicik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR

Listeria  monocytogenes  suslarinin  biyofilm
olusturma kapasiteleri: Bu asamada, BHI besiyerinde
gelistirilen genotipik olarak birbirinden farkl sekiz
L. monocytogenes susunun 37°C’de 24 ve 48 saat
inklibasyonlari  surecinde  biyofilm  olusturma
kapasiteleri belirlenmistir. Genel olarak test edilen
suslarin  test edilen c¢evresel kosullar altinda
biyofilm olusturma kapasiteleri birbirine benzerlik
gostermektedir (Tablo 1, Sekil 2). Farkh olarak, test
edilen L. monocytogenes NCTC 5345 susunun diger
suglardan belirgin olarak fazla biyofilm olusturma
ozelligine sahip oldugu gozlenmistir (p<0.05). Bu sus,
24 saatlik inkubasyon sonrasinda en yakin biyofilm
olusturma kapasitesine sahip L. monocytogenes 5
susundan yaklasik t¢ kat daha fazla oranda biyofilm
olusturmustur. Biyofilm olusturma kapasiteleri
acisindan L. monocytones NCTC 5345 susunu L.
monocytogenes 4b ve L. monocytogenes 1/2b
suslari takip etmektedir. Bu nedenle galismanin
diger asamalarinda bu lg¢ sus daha detayli olarak
incelenmistir.

Secilen L. monocytogenes suslarinin coklu kaltlr
ortaminda  biyofilm  olusturma  kapasiteleri:

570 nm OD Degierler|
(=] o o - =
PO N S

o
LX)

0

1 2 3

Sekil 2. Calismada test edilen suslarin 24 (siyah) ve 48 (gri)
saatlik 37°C’lik inkiibasyon sonrasi biyofilm olusturma
kapasiteleri (1: ATCC 15115, 2: 1/2b, 3: NCTC 5345, 4: 1/2c, 5:
4b, 6: 4c, 7: 5, 8: 6b).

Tablo 1. Listeria monocytogenes suslarinda biyofilm olusumlarina dair ortalama OD degerleri

inkiibasyon ATCC 15115 1/2b NCTC 5345 4b 4c 5 6b
24 saat 0.28 0.33 1.12 0.34 0.23 0.40 0.30
48 saat 0.31 0.35 0.50 0.33 0.25 0.35 0.33
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Tablo 2. Listeria monocytogenes suslarinda ve c¢oklu kiiltiirlerde ortalama OD degerleri

inkiibasyon NCTC 5345 1/2b NCTC5345-1/2b  NCTC 5345- 4b 1/2b-4b

24 saat 0.24 0.44 0.41 0.34 0.37

48 saat 0.20 0.18 0.21 0.18 0.19
05 edilen biyofilm kutlesinin tekli kiiltirdeki miktarina
045 gore daha diistk oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
04

;o.ss

% 03 . . L

gm Biyofilm vyapilarinin 24 saat inkibasyon ve 48

2 02 L = 1 . saatlik inkibasyon sirelerinde daha uzun siren

e e ke

g o1 inkilbasyonda olusumlarin  daha yiliksek OD
0':; degerlerinde seyredecegi o6ngorilmis 24 saatlik
0 inkibasyon siiresinde olusumlar daha fazla olarak

1 2 3 4 S 6

Sekil 3. Calismada test edilen suglarin 24 (siyah) ve 48 (gri)
saatlik 37°C’lik inkiibasyon sonrasi biyofilm olusturma
kapasiteleri (1: NCTC 5345, 2: 1/2b, 3: 4b, 4: NCTC 5345 ve 1/2b,
5: NCTC 5345 ve 4b, 6: 1/2b ve 4b).

Calismanin  bu kisminda, ilk asamada segilmis
olan L. monocytogenes bakterisine ait 1/2b, 4b
ve NCTC 5345 suslarinin ikili kombinasyonlari
olan NCTC 5345-1/2b, NCTC 5345-4b ve 1/2b-4b
kombinasyonlari ile ¢oklu kultiirler olusturulmustur.
Olusturulan c¢oklu kilturlerin biyofilm olusturma
kapasiteleri incelenirken ayni plakada paralel olarak
suslarin tekli olusumlari da incelenmistir (Tablo 2;
Sekil 3). Suslarin tekli ve ikili kiltarlerindeki biyofilm
olusumlarina bakildiginda NCTC 5345 serotipinin 24
saatlik inktibasyon stiresinde 1/2b ve 4b serotipleri
ile  kombinasyonunda biyofilm kutlesinin arttig
yani bu suslar ile biyofilm olusumunda sinerjist etki
gosterdigi gortlmastar. Farkh olarak, 1/2b susunun
ayni inklbasyon siresinde ikili kilturlerinde tespit

Tablo 3. Suglara enzim uygulandiktan sonraki ortalama OD degerleri

tespit edilmistir (Tablo 2; Sekil 3). Yapilan arastirmalar
sonrasl analizde herhangi bir hata olmadigi ve
beklenmeyen durumun kaynaginin  biyofilmin
fizyolojisi veya biyofilmleri gértnir kilan ve OD
degerinin okutulmasi igin uygulanan kristal viyole
boyasinin biyofilmler tarafindan hiicre igine alinma
durumlarinin farkl olabilecegi sonucuna varilmistir.

Secilen Listeria monocytogenes suslarinin goklu kultlr
ortaminda biyofilm inhibisyonu: Arastirmanin son ve
kritik basamagi olan Gglincli asamada, olusturulmus
coklu kdalturlere farkli konsantrasyonlarda olmak
lizere DNaz | ve Proteinaz K enzimleri uygulanmis ve
olusmus biyofilmlerin inhibisyonunda en etkili enzim
ve konsantrasyonu tespit edilmistir. Bu asama, Ug
deneme seklinde gerceklestirilip verilerin ortalama
degerleri Uzerinden degerlendirme yapilmistir
(Tablo 3). Enzimlerin inhibe edici etkisi biyofilmlerin
ylzdesel inhibisyon oranlari ile karsilastiriimistir
(Tablo 4). Biyofilm inhibisyon oranlarinin 48 saat

suslar inkiibasyon Siiresi Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
(saat) DNaz Proteinaz DNaz Proteinaz DNaz Proteinaz
NCTC-1/2b 24 0.20 0.16 0.14 0.15 0.21 0.17 0.15
48 0.21 0.15 0.14 0.14 0.19 0.15 0.13
NCTC-4b 24 0.21 0.16 0.14 0.16 0.19 0.18 0.17
48 0.21 0.15 0.13 0.15 0.19 0.15 0.13
1/2b- 4b 24 0.20 0.16 0.15 0.16 0.22 0.17 0.16
48 0.21 0.17 0.16 0.17 0.21 0.17 0.15
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Tablo 4. Enzimlerce saglanan biyofilm inhibisyonu (%)

Biyofilm inhibisyonu (%)

inkiibasyon siiresi

Dnaz | (ug/ml)

Proteinaz K (ug/ml)

Suglar
(saat) 50 100 200 50 100 200
NCTC-1/2b 24 19.30 22.03 16.08 28.93 -4.99 22.88
48 28.23 30.99 28.28 32.74 7.41 35.06
NCTC-4b 24 20.00 21.54 10.58 31.64 5.97 16.98
48 27.40 28.93 27.50 37.78 10.38 37.06
1/2b- 4b 24 17.29 18.30 13.12 23.69 -13.93 18.35
48 20.67 20.77 20.25 25.71 171 26.90

inkiibasyon sonrasindaki her bir sus ve enzim
icin 24 saat verilerine gbére daha yiliksek oldugu
g6zlemlenmistir. NCTC 5345-1/2b ¢oklu kiltird igin
maksimum inhibisyon 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
streleri igin sirasiyla 50 pug/ ml Proteinaz K (% 28.9)
ve 200 pg/ ml Proteinaz K (% 35) ile saglanmistir.
NCTC 5345- 4b ¢oklu kiiltirine bakildiginda her iki
inkiibasyon degeri icin de optimum inhibisyonun
50 pg/ml Proteinaz K (%31.6 ve % 37.8) tarafindan
saglandigi gorulmuis; 1/2b-4b ikili kdltGrd igin ise
24 ve 48 saat inkubasyon igin sirasiyla 50 pg/ml
Proteinaz K (%25.7) ve 200 pg/ml Proteinaz K (%
26.9) enziminin en iyi inhibisyon oranlarini verdigi
tespit edilmistir. Uglincli asama sonrasinda ¢alisma
tamamlanmis olup, elde edilen veriler her bir ¢oklu
sus kombinasyonu icin tim denemeler baz alinarak
incelenmis ve grafik halinde sunulmustur. Olusmus
olan biyofilmlerin inhibisyonunda net bir sekilde
Proteinaz K'nin etkileri belirlenmis, arastirma
sonucuna dair degerlendirmeler ise kapsamli olarak
tartisma kisminda ele alinmistir.

TARTISMA

Ug asamada gergeklestirilen calismada amag, L.
monocytogenes bakterisine ait suslarda ve bu
suslarin c¢oklu kaltirlerinde biyofilm olusumlarinin
tespiti; sonrasinda ilk asamada sekiz serotipten
biyofilm olusturma kapasiteleri yiiksek olan
NCTC 5345, 1/2b ve 4b suslarinin secilmesi ve bu
serotiplerce olusturulan biyofilmlere DNaz | ve
Proteinaz K enzimlerinin Ug farkl konsantrasyonlarda
uygulanmasi ile biyofilm inhibisyonu saglanmasidir.
Boylece ilk olarak bakteri suslarinin biyofilm

olusturma yetkinlikleri tespit edilerek yiksek
optik yogunluk degerlerine sahip serotiplerin
ikinci asamada denemeye alinmasi saglanmistir.
Daha sonra, secilen suslarin ve bu suslarin ikili
kombinasyonlari ile olusturulan ¢oklu kdltirlerinde
biyofilm olusum dizeyleri belirlenerek serotipler
arasinda biyofilm olusumunu destekleyici bir
sinerjistik etkinin varhgi arastirilmistir. Son kisimda
ise ¢oklu kulturlere g farkli konsantrasyonda DNaz
| ve Proteinaz K enzimleri uygulanarak biyofilm
inhibisyonunda hangi ¢oklu kiiltlirde inhibisyonun
yiksek oldugu ve bu inhibisyonu saglayan enzim ve
enzim konsantrasyonunun optimum parametreleri
belirlenmistir.

Bakterilere ait serotiplerde biyofilm olusumlari,
her bir serotip icin farkh bir fizyoloji ve bilesen
kompozisyonu s6z konusu oldugundan farkh
dizeylerde seyreder. Yapilan bir c¢alismada L.
monocytogenes bakterisine ait 1/2a, 1/2b ve
4b serotiplerini iceren toplamda 98 adet susun
biyofilm olusturma kapasiteleri incelenmis; ¢alisma
sonucunda, farkli L. monocytogenes suslarinin,
serotipleriyle tam olarak iliskili olmayan farkh
yogunluklarda biyofilm olusturdugu ve hiicre sayisi,
hidrofobiklik ve belirli yag asitlerinin miktarinin
biyofilm olusumunu etkiledigi bildirilmistir®”. Yapilan
baska bir calismada da L. monocytogenes bakterisine
ait farklh kaynaklardan izole edilen 80 adet 3a, 1/2a,
1/2b, 1/2c, 4c ve, 4b serotipleri biyofilm olusumu,
filojenik boélinme ve cevrede kalicilik arasinda bir
iliski olup olmadigini belirlemek icin biyofilm olusumu
acisindan degerlendirilmis ve OD degerleri ile
tanimlanan biyofilm biyokiitlelerinin her serotip igin
farkl duzeylerde seyrettigi belirtilmistir®®. Yapilan
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calismanin ilk asamasinda da L. monocytogenes
bakterisine ait sekiz farkli serotipte biyofilm
olusumlari, optimum biyofilm olusumu gosterenlerin
ayrimi  yapiimak {zere karsilastinimisti.  Daha
sonra, biyofilm olusumlari gozlenen serotiplerden
biyofilm olusumlar yiliksek degerlerde seyreden
NCTC 5345, 1/2b ve 4b serotipleri segilmistir.
Suslarin genel olarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
slrelerinde gosterdigi gelisim benzer olsa da NCTC
5345 susu icin 24 saatlik inklibasyondaki gelisim
48 saat inklbasyona gore oldukca fazla olarak
gozlemlenmistir. Bunun sebebinin, biyofilmleri
gorindr hale getirmek lzere eklenen kristal viyole
boyasinin kiiltir tarafindan absorbe edilmesinin
kisith  olmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna
varilmistir. Baska bir fikir olarak da yapilan cesitli
calismalarda L. monocytogenes bakterisinin biyofilm
olusturma siiresinin farkli inkiibasyon sirelerinde
degiskenlik gosterebilecegi kanisina  varilmstir.
Bu yorumu destekler nitelikteki bir calismada, L.
monocytogenes bakterisinin paslanmaz gelik ylizeyde
biyofilm olusturma kapasitesi incelenmis ve 24, 48,
72 saat inkibasyon sureleri igin optimum biyofilm
olusumunun 48 saat oldugunu bildirilmistir®®.

ikinci asamada, 24 kuyucuklu plakalara ti¢ farkl
sus ve bu suslarin ikili kombinasyonlarinin ekimi
gerceklestirilmistir. Bu asamada bakteriye ait
kiltirlerinin  biyofilm olusturma kapasitelerine
paralel olarak bakterilerin, birbirlerinin biyofilm
olusturma durumunu nasil  etkiledikleri de
gozlemlenmistir. Farkl bakteriler ve bu bakterilerin
serotiplerinden  olusturulan  ¢oklu  kltirlerde
biyofilm olusumu kdltir karisimini  olusturan
bakteri veya serotiplerin birbiri ile etkilesiminden
etkilenir. Chen ve ark./nin*® yaptigi calismada, Vibrio
parahaemolyticus bakterisine ait VP802 ve VP24
ile L. monocytogenes bakterisine ait LM115 ve LM5
serotiplerinin ¢oklu kiiltiirlerinde biyofilm olugumlari
incelenmis; calismanin sonucunda, VP802 -LM115
ve VP24-LM5 suslarini iceren ¢oklu kaltlrlerin daha
disuk konsantrasyonda EPS yapisi icermesi sebebiyle
biyofilm olusumunun tekli kiltirdeki olusumuna
oranladahadustkoldugubildirilmistir. Coklukalttrleri
olusturan bakteri serotipleri de biyolojik yapilarina
gbre birbirinin  biyofilm olusturma yetenegini
destekler veya baskilar nitelikte olabilir. Yapilan
baska bir calismada, L. monocytogenes bakterisinin
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1/2a ve 4b suslarinin tekli ve ¢oklu kilttrlerinde
biyofilm olusturma kapasiteleri incelenmis ve 1/2a
suslarinin  biyofilm olusturmada genellikle daha
verimli oldugunu ve 4b ile olusturulan g¢oklu kalttr
biyofilmlerinde bu susun daha baskin oldugu
bildirilmistir??, Bakteri suslarinin sinerjist etkisinin
arastirildigi benzer bir ¢calismada da Microbacterium
phyllosphaerae, Shewanella japonica, Dokdonia
donghaensis, ve Acinetobacter Iwoffii bakterileri ve
coklu kiiltiirlerinde biyofilm olusumlari gdzlemlenmis
ve calisma sonucunda 96 kuyucuklu plakalarda
olusan biyofilmlerde bakterilerin birbiri ile sinerjistik
olarak etkilesime girdigi belirtilmistir. Calisma
sonucunda dort susun olusturdugu biyofilmlerde,
tek suslardan olusan biyofilmlere kiyasla biyofilm
biyokutlesinin yaklasik iki kat arttigi bildirilmistir®??.
Serotipler arasi etkilesimi incelemek igin ¢alismanin
ikinci asamasinda serotiplerin olasi sinerjistik
etkileri de arastirilmistir. inkiibasyonlar icin yapilan
denemelerin ortalamalarina bakildiginda 24 saatlik
inklbasyon stresi icin NCTC 5345 serotipi, 1/2b ve
4b suslari ile kombine edilerek biyofilm olusumlari
gozlemlendiginde susun bireysel haline goére biyofilm
olusturma kapasitesinin arttigi sonucuna varilmistir.
Farkh olarak 1/2b serotipi icin, NCTC 5345 ve 4b
suslari ile biyofilm olusturma kapasitesinin bireysel
haline gore azaldigi soylenebilir. Bir diger sus olan
4b serotipinde ise NCTC 5345 ve 1/2b suslan ile
olusturdugu biyofilm yapisinin bireysel haline benzer
oldugu gorilmustir. Diger 48 saatlik inkiibasyon
sirelerinde yapilan denemelerde ise genel olarak
bireysel olusumlarla kombine olusumlarin benzer
miktarlarda seyrettigi gorilmuistir.

Ucilincii asamada, biyofilm olusturma kapasiteleri
tespitedilengoklukultirlerefarklikonsantrasyonlarda
Proteinaz K ve DNaz | enzimleri uygulanmis ve bu
enzimlerin inhibe edici etkisi arastiriimistir. Ug farkh
konsantrasyonda hazirlanan DNaz | ve Proteinaz
K enzimleri her bir kiltir karisimina uygulanmis
ve daha sonra onceki kisimlardaki islemler ile OD
degerleri okutularak olusumlarindaki azalma tespit
edilmistir. Arastirmanin sonucunda, ¢oklu kiltiirlerde
gozlemlenen biyofilm  olusumlarinin  karmasik
fizyolojileri oldugu ve biyofilm olusturmus coklu
kiltirlere uygulanan enzimlerden DNaz | enziminin
beklenilen etkiyi saglamadigi gorilmustir. Yapilan
bir calismada, Staphylococcus aureus bakterisine
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ait RN6390 serotipinin biyofilm inhibisyonu icin
rekombinant lizostafin ve DNaz | enzimleri ve bu
enzimlerin kombine uygulamasi gerceklestirilmistir.
Calisma sonucunda, tek basina lizostafinin iyi
bir inhibe edici unsur oldugu belirtilmis olsa da
lizostafin ve DNaz | enziminin birlikte uygulandig
biyofilmdeki inhibisyonun daha fazla oldugu ve
bunun olasi nedeninin DNaz I'in hiicre disi DNA'yi
uzaklastirmasi ve olgun biyofilmleri dagitmasi
ile Lizostafinin penetrasyonunu kolaylastirmasi
oldugu bildirilmistir??,  Bahsedilen arastirmaya
bakildiginda, DNaz | enziminin diger inhibe
edici unsurlari destekleyici 06zelligi olsa da L.
monocytogenes suslari ile olusturulan biyofilmlerin
inhibisyonunda tek basina uygulandiginda yetersiz
kaldigi sonucuna varilmistir. Nguyen ve Burrows’
un® calismasinda ise, L. monocytogenes’ e ait
568 susunda DNaz [, Proteinaz K ve ampisilin
kullanarak biyofilm inhibisyonlari gerceklestirilmis
ve Proteinaz K enziminin inhibisyonda daha etkili
oldugu bildirilmistir. Benzer bir arastirmada, selilaz,
DNaz | ve Proteinaz K’'nin paslanmaz gelik ylizeydeki
Salmonella enterica Enteritidis biyofilmleri Gzerindeki
enzimatik etkisi incelenmistir. Calismada, isletme
dezenfeksiyonunda klor uygulamasi dncesi Proteinaz
K enziminin uygulanmasinin biyofilm inhibisyon
verimini  artirdigr  bildirilmistir®¥.  Literattrdeki
inhibisyon ¢alismalarina bakildiginda, Proteinaz
K enziminin farkli bakteri suslarinda biyofilm
inhisiyonundaki etkisinin yadsinamaz oldugu ve
bu durumun g¢alismamizin bulgularini da destekler
nitelikte oldugu tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismada, tim enzim uygulamalarindan elde
edilen verilerin karsilastiriimasiyla en etkili inhibisyon
saglayan enzimin, literatliirdeki calismalara benzer
olarak, 50 pg/ml konsantrasyonda Proteinaz K
oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen bu neticenin,
olusmus biyofilmlerde inhibisyona dair sliregelen
calismalara benzer olarak literatlire katki saglamasi
ve kontaminasyon risklerini azaltici yeni yontemler
gelistiriimesinde rol oynamasi hedeflenmektedir.
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