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Listeria ve Listeria biyofilmi diinya genelinde 6ncelikle gida sektorii ve halk saghgi
acisindan onemli gida kaynakli hastaliklara neden olmaktadir. Son doénemlerde, patojenlere ve
onlarin biyofilm yapilarina karst kullanilan antibiyotikler ve dezenfektanlar yetersiz kalmaktadir.
Bu durum bakteriyofaj terapisi gibi yeni miicadele yontemlerinin gelistirilmesine yol agmistir.

Bu ¢aligmada bakteriyofajlarin Listeria spp. ve onlarin olusturdugu biyofilmler iizerine
etkisini aragtirmak i¢in toplam 154 adet 6rnekte tarama caligmasi yapilmigtir. Toplam 38 izolat
Listeria spp. olarak dogrulanmustir. Izolasyonu yapilan Listeria spp.’lerden 5’i bu calismada
kullanilmustir, ayrica 4 farkli referans sus ile de galisiimistir. Bakteriyofaj olarak Listex™ P100 faji
ve Canterbury Universitesi’nden temin edilen FMWLLM3 bakteriyofaji kullanilmustir.

Alinan orneklerden izole edilen Listeria’lar ile mikroplakada ve gida ile temas eden
yiizeylerde (gelik, galvaniz, plastik) biyofilm olusturulmustur. Listex™ P100 bakteriyofajimin (10°
pob/ml konsantrasyonda) cgesitli ylizeylerde 37°C’de 9 giinliik inkiibasyonu sonrasinda en fazla
azalmanin yerel izolat L. monocytogenes iizerine 3,96 log iken 25°C’de 9 giinliik inkiibasyon
sonrasinda en fazla azalma L. monocytogenes ATCC #13932 iizerine 3,56 log ile oldugu
belirlenmistir. FMWLLM3 bakteriyofajmin (10° pob/ml konsantrasyonda) 37°C’de 9 giinliik
inkiibasyonu sonrasinda en fazla azalmay1 4,7 log L. monocytogenes Lm 2000/47 iizerine oldugu
goriilmiistir. FMWLLM3 bakteriyofajinin  (10° pob/ml konsantrasyonda) 25°C’de 9 giinliik
inkiibasyon sonrasinda sonunda en fazla azalmanin L. monocytogenes Lm 2000/47 {izerine 2,88 log
oldugu belirlenmistir. Bunu 2,50 log azalma ile L. monocytogenes takip etmistir.

SEM mikroskobu ile yapilan incelemelerde denemeye alinan tiim yiizeylerde (paslanmaz
celik, plastik ve galvaniz) Listeria spp.’ler biyofilm olusturmus ve bu biyofilmler iizerine her iKi
fajin (10° pob/ml konsantrasyonunun etkisi gdzlemlenmistir.

Bu caligmada ayrica 5 farkli 6rnekte (Balik pargalari, nehir suyu, giibre, saman ve silaj)
Listeria bakteriyofajlar1 izole edilmistir. Fakat faj ¢ogaltma islemleri sonucunda basarili sonug
almamamustir. Bu sonug, bir ¢ok Gram pozitif bakterilerde gozlenen bir durum olan bakterinin L
forma gecgerek faj entegrasyonundan kagmis ve kendini koruma altina almis olabilecegini
diistindiirtmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Listeria, bakteriyofaj, biyofilm, gida giivenligi
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ABSTRACT

Listeria and Listeria biofilm cause foodborne dieases worldwide, primarily in the food
industry and public health. In recent years, antibiotics and disinfectants couldn't effective against
pathogens and their biofilm structures any more. For this reason, new combat methods such as
bacteriophage therapy are being introduced.

In this study, a total of 154 samples were screened to investigate the effect of
bacteriophages on Listeria spp. and the biofilms they formed. A total of 38 isolates were confirmed
as Listeria spp. In this study, 5 of the isolated Listeria spp. and 4 different Listeria reference strains
were used. Listex™ P100™ phage, and also FMWLLM3 bacteriophage obtained from the
University of Canterbury were used as bacteriophages. Biofilms were formed on microplates and
food contact surfaces (steel, galvanized, plastic) with Listeria isolated from the samples. After 9
days of incubation of Listex™ P100 bacteriophage (10° pob/ml concentration) on various surfaces
at 37°C, the highest reduction was determined to be 3,96 log on the local isolate L. monocytogenes,
while the highest reduction after 9 days of incubation at 25°C was 3,56 log on L. monocytogenes
ATCC #13932. After 9 days of incubation at 37°C, the highest reduction of FMWLLM3
bacteriophage (10° pob/ml concentration) was 4,7 log on L. monocytogenes Lm 2000/47. After 9
days of incubation at 25°C, the highest reduction of FMWLLM3 bacteriophage (10° pob/ml
concentration) was determined to be 2,88 log on L. monocytogenes Lm 2000/47. This was followed
by L. monocytogenes isolate with a 2,50 log decrease.

In examinations conducted with SEM microscopy, biofilm formation by Listeria spp. was
observed on all tested surfaces (stainless steel, plastic, and galvanized), and the effect of both
phages (at a concentration of 10° PFU/mI) on these biofilms was observed.

In this study, Listeria bacteriophages were also isolated in 5 different samples (fish body
parts, river water, manure, straw and silage). However, successful results were not obtained as a
result of phage multiplication processes. This result suggested that the bacteria may have escaped
phage integration and protected itself by switching to L form, a situation observed in many gram-
positive bacteria.

Keywords: Listeria, bacteriophage, biofilm, food safety



TESEKKUR

Lisans donemimden doktora siirecimin tamamlanmasina kadar tiim akademik siirecim
boyunca, her adimda engin bilgi ve deneyimiyle bana yol gésteren, bu zorlu yolculukta en biyiik
destegim ve ilham kaynagim olan, saygideger danismanim Prof. Dr. Isil VAR’a, icten
tesekkiirlerimi sunarim. GOz ard1 edilemeyecek katkilar1 ve bana sagladigi manevi destek sayesinde
bu tezin tamamlanmasi miimkiin olmustur. Size olan minnettarligimi ifade ederken, vizyonunuzun
ve ileri gorigliliigiiniiziin bu akademik yolculugu daha anlamli ve yonlendirici hale getirdigini
vurgulamak isterim. Sizden aldigim degerli rehberlik, bilgi ve destek, akademik yolculugumun en
biiyiik kazancidir.

Calismam sirasinda verdigi bilgi ve oneriler ile her zaman yardimc olan degerli hocam ve
abim Dog. Dr. Muharrem KAMBEROGLU’na ve tezimi degerlendirip yorumlari ile ¢aligmamiza
katki saglayan degerli hocalarim ve jiiri tiyelerim Prof. Dr. Burhan ARIKAN, Prof. Dr. Figen
KOREL ve Dog. Dr. Sinan UZUNLU’ya ¢ok tesekkiir ederim. Laboratuvar galismalarimda beni
destekleyen ve her zaman kapilarin1 agan degerli hocalarim Prof. Dr. Sait Polat ve Prof. Dr. Ebru
Kafkas’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu degerli ana ulasmama kadar gegen her siirede 6zellikle akademik hayatim ve bilhassa
doktora egitimim siiresince maddi ve manevi desteklerini kosulsuz sunan ve hayat boyu bana her
daim giivenen, her zaman yanimda olan ¢ok degerli babam Hasan Basri SAGLAM, annem Ayla
SAGLAM ve kardeslerim Havva Nur SAGLAM ile Ahmet Semih SAGLAM’a sonsuz
minnettarlarimi sunuyorum.

Calismalarim siiresince yogun tempolu is hayatimi hafifleterek ve bu yolda beni her daim
destekleyerek bu mesakatli siireci tamamlamam ic¢in yardimlarint ve desteklerini her zaman
hissettigim c¢ok degerli yoneticim Umut AKI ile Déhler’deki tim diger calisma arkadaslarima
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Uzunca bir siire erismeye c¢alistigim ancak en sonunda kendisinden destek alarak temin
ettigim faj ile devam ettigim bu calismada Dr. Craig BILLINGTON’a minnettarim. Bu ¢alismanin
en 6nemli adimlarindan birisini de onun katkilari ile tamamladim.

Caligma siiresince her zaman beni dinleyen, analiz eden ve beni bu yolda istikrarlilik
konusunda tesvik eden, manevi desteklerini her zaman hissettigim degerli arkadaglarim Arastirma
Gorevlisi Selin TUNK, Dr. Cagri CELIK, Dr. Ali TEKIN, Dr. Behzad HESHMATI ve stajyer
Ogrencimiz Salim Sezer ARSLAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismamizi maddi olarak destekleyen Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi’ne (Proje No: FDK-2017-8958) tesekkiir ederim.

Bu metinde saydigim her bir isim benim i¢in ¢ok degerli, iyi ki hem bu siire¢te hem de

hayatimda var oldunuz, var olmaya devam etmeniz temennilerimle, tekrar tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Listeria'lar, Listeriaceae familyasinda yer alan Gram pozitif, spor olusturmayan, kapsiilsiiz,
aerob ve fakiiltatif anaerob, kisa gubukguklar veya kokobasiller seklinde bakterilerdir (Oovermann ve
ark., 2010; McLauchlin ve ark., 2015).

Ik baslarda (1991) Listeria cinsi alt: tiir icermekteyse de (Khelef ve ark., 2006; Farber ve
Peterkin, 2006) son yapilan yayinlara gore Listeria cinsi icerisinde 30 tiir tanimlanmaktadir
(Anonymus, 2024b). Listeria monocytogenes, bu cinsin en patojenik tiirii olup (Khelef ve ark., 2006;
Orsi ve Wiedmann, 2016), nadiren de olsa Listeria tiirleri arasinda L. ivanovii, L. seeligeri ve L.
welshimeri'nin neden oldugu hastaliklar tespit edilmistir. Bu enfeksiyonlar genellikle yeni dogan
bebekler, hamile kadinlar, yashlar ve bagisiklik sistemi zayiflamig bireylerde goriilmektedir (Tunail,
2000; Lakicevic ve ark., 2010).

L. monocytogenes dogada yaygin olarak bulunmakta olup toprak, su ve hayvanlarm sindirim
sistemlerinde bulunmaktadir (WHO, 2018). Listeria larin organizma i¢ine alinmasi temel olarak agiz
yolu ile gerceklesir fakat ayn1 zamanda solunum, acik deri veya goz gibi diger yollardan da viicuda
girebilmektedirler (Spickler, 2019).

Listeriosis, ¢evrede saprofit olarak yasayan ancak ara sira memeliler, keseli hayvanlar, kusglar
ve siirlingenler de dahil olmak lizere ¢ok ¢esitli omurgalilarda hastaliga neden olan Listeria'nin gesitli
tirlerinden kaynaklanmaktadir (Spickler, 2019). Listeriosis, hayvanlarda ve insanlarda genellikle
merkezi sinir sistemi bozukluklari ile kendini gosteren bir zoonotik hastaliktir (Mahmood ve ark.,
2003; Anonymous, 2024a). Listeriosis’in insanlarda ilk kez 1929 yilinda Nyfeldt tarafindan bildirildigi
kaydedilmistir (Dutta, 2007). O zamandan beri, hastalikli hayvanlarla sik sik temas eden iscilerde
listeriosis vakalarinin yagandigi bildirilmistir (Farber ve Peterkin, 2006). Listeria cinsinde her ne kadar
diger tiirlerden kaynakli enfeksiyonlarin oldugu bilinse de (Spickler, 2019) Listeria monocytogenes
kaynakli enfeksiyonlar cok daha fazla oldugu icin ¢aligsmalar 6zellikle bu tiir {izerinde yogunlagmistir
(Farber ve Peterkin, 2006).

Listeria monocytogenes gidada goriilme siklig1 ve gelisimi nedeniyle gida kaynakli bir patojen
olarak listeriosise neden olabilmektedir (Diriba ve ark., 2021). Listeriosisin ilk kez raporlandig: (1929)
yillardan bu yana, genellikle hastalikli hayvanlarla temas halinde olan iscilerde sporadik listeriosis
vakalar1 rapor edilmistir (Farber ve Peterkin, 2006). Insanlardaki salginlarda bircok farkli gida
materyali salginlarin kaynagi olarak belirtilmektedir. Gida kaynakli salgmlarin bir sonucu olarak,
1980'i yillarda gida tireticileri ve devlet kurumlar1 arasinda organizmaya olan ilgi hizla artarken buna
bagl olarak cesitli bilimsel ¢aligmalar ve yayimnlar da artmaya baslamistir (Farber ve Peterkin, 2006).
Pastorize edilmemis siit iirlinleri (6rn. yumusak peynirler) ve gesitli tilketime hazir sogutulmus gidalar
(6rn. kiyma, sarkiiteri etleri) listeriosis kaynagi olsalar da ayrica ¢ig et ve balik ve pismemis sebze
veya meyveler dahil olmak iizere bir¢ok gida bu patojenin kaynagi olabilmektedir. Gidalarin bu

mikroorganizma ile kirlenmesi bazen isleme tesislerine giren hammaddelerden kaynaklansa da bu



mikroorganizmalar zaman iginde bu tesislerde yerlesebilir ve bazen uzun yillar varligim siirdiirebilir
(Spickler, 2019; Diriba ve ark., 2021).

Listeriosis, Avrupa Birligi’nde hastaneye yatig oranlarin en yiiksek oldugu ve en yiiksek
6limciil vakalarin goriildiigii gida kaynakli enfeksiyonlardan biri olmaya devam etmektedir. Septisemi
ve serebral durumlar (6rn. menenjit, meningoensefalit), esas olarak yash kisilerde ve bagisiklik sistemi
zay1f kisilerde meydana gelen hayati tehdit eden durumlardir; hamile kadinlarda listeriosis ise diisiik,
0lii dogum veya fetal 6liime yol acabilmektedir (EFSA, 2023). Ayrica, tiim bakteriyel menenjitler
arasinda L. monocytogenes menenjiti en yiiksek 6liim oranina (%22) sahiptir (Schlech, 2000).

Listeria cinsi icerisindeki en patojenik tiir olan L. monocytogenes bakteriyoloji alanina geg
girmis olup organizma ilk olarak 1917°de Pirie tarafindan Giiney Afrika'daki (Tiger River hastaligi)
yabani kemirgenlerde epizootiklerin bir nedeni olarak gosterilmis olsa da 1926'da Murray ve
arkadaslar1 tarafindan laboratuvar tavsanlarinda periferik monositoz ile karakterize septik bir hastalik
nedeni olarak tanimlamistir. Bu nedenle cins adi 6nce Listerella sonra Listeria olarak degistirilene
kadar organizma Murray tarafindan Bacterium monocytogenes olarak adlandirilmistir (Schlech, 2000).
1927°de Pirie tarafindan Listerella hepatolytica olarak isimlendirilmistir (Donovan ve ark., 2015).
1940 yilinda Ingiliz cerrah ve antiseptik tekniginin onciisii Joseph Lister’den sonra bugiinkii adini
almistir (Hof, 2003; Donovan ve ark., 2015). EFSA’nin zoonotik hastaliklar iizerine yayimladigi 2022
tarihli son bilimsel rapora gore sirasi ile Campylobacteriosis, Salmonellosis, Shiga toxin-iireten
Escherichia coli (STEC) enfeksiyonu ve Yersiniosisten sonra Listeriosis en sik rastlanan zoonotik
hastalik olarak bildirilmistir. Avrupa Birligi’nde listeriosis vakalarmin uzunca bir siire artis
gosterdikten sonra 2015-2019 yillar1 arasinda stabil kaldig1 ve son yillarda yeniden artis gosterdigi
belirtilmektir. Ayrica L. monocytogenes enfeksiyonlarinin en sik 64 yas tistii grupta tespit edildigi
bildirilirken hastanede yatis orani (%92) ve 6liim orani (%17,6) yiiksek olan en agir zoonotik hastalik
olarak da bilinmektedir (EFSA, 2021). 2022'de invasif listeriosis, 2.738 vakayla en ¢ok rapor edilen
besinci zoonoz olurken bu rakamin 2021'e kiyasla %15,9 artig gosterdigi belirtilmektedir (EFSA,
2023).

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi’nin 2018 tarihinde
yayinlanan raporunda Listeria monocytogenes icin hastanede yatis oran1 %94 ve 6lim orani %15,9
olarak belirtilmistir (CDC, 2018). Yine ayni raporda belirtilen 2,953 salgin igerisinde Listeria,
Salmonella ve Shiga toksin iireten Escherichia coli (STEC) bakterilerinin neden oldugu salginlardan
dolay1 bu bakterilerin hem hastaneye yatislarin hem bildirilen 6liimlerin %82'sinden sorumlu oldugu
belirtilmistir (Dewey-Mattia ve ark., 2018).

Listeria monocytogenes, gidalarda karsilasilan ¢ok farkli cevresel kosullara iyi uyum
saglayabilmekte hatta organizma yiiksek diizeyde tuz igerigini (%10 ile 20) tolere edebilmektedir
(Kim ve ark., 2005; Guenther ve ark., 2009; Townsend ve ark., 2021). L. monocytogenes'in bu
ozmotik strese tepkisine, birincil ve ikincil tepki mekanizmalarindan olusan iki fazli bir siire¢ olan

ozmoadaptasyon adi verilmektedir (Hill ve ark., 2002). BirincCi asama potasyum iyonlarmin (K*) ve



karsit iyonu glutamatin hiicre i¢ine alimini artirarak hiicre igi basinci koruyan hiicrelerin fizyolojik
degisikliklerini kapsarken ikinci asamada bu potasyum iyonlarmm (K¥) bir kismi ile uyumlu
coziinenler olarak bilinen diisiik molekiil agirlikli molekiillerle yer degistirilmesi saglanmaktadir
(Sleator ve ark., 2003).

Listeria monocytogenes’in, diisiik oksijenli ortamlarda pH degeri 6’min altinda, nemli
ortamlarda birka¢ ay ve diisiik su aktivitesine sahip ortamlarda ise iki yila kadar hayatta kalabildigi
bilinmektedir (Kim ve ark., 2005; Guenther ve ark., 2009). Ayrica, Listeria monocytogenes’in hem
¢ok diisik hem de yiiksek sicakliklara karst dayanikli oldugu ve buzdolabi sicakliklarinda da
cogalabildigi belirtilmistir (Kim ve ark., 2005; Guenther ve ark., 2009; Townsend ve ark., 2021). Bu
hiicreyi etkileyen diisiik sicakliklar, membran lipid akiskanliginin azalmasina yol agmaktadir. Bu stres
faktoriine yanit olarak L. monocytogenes, membran lipit bilesimini doymamis yag asitlerinin
konsantrasyonunda bir artisa dogru degistirmektedir. Bu da sitoplazmik igerigin sizmasiyla
sonuglanabilecek jel benzeri bir durumun olusmasini engellemektedir. Bu stres kosullarina maruz
kalma sirasinda L. monocytogenes farkli sekillerde de tepki vermektedir. Ornegin hiicreler, sogukla
etkinlesen bir tasima sistemi yoluyla ortamdan glisin betain ve karnitin birikimini artirmaktadir. Bu
kimyasallar ATP baglayicis1 olup yapilan caligmalarda hem glisin betain hem de karnitinin, L.
monocytogenes tarafindan 7°C'de 30°C'ye gore ¢ok daha hizli biriktigi ve 8°C'de gelisime
birakildiginda 37°C'ye kiyasla hiicre i¢indeki seviyelerinin birkag¢ kat arttig1 belirlenmistir (Osek ve
ark., 2022). Bakteri yiiksek sicakliga (45°C iizeri) adaptasyonunu ise var olan grpE, dnaK, dnaJ,
groEL, ve groES genleri ile kontrol etmektedir. L. monocytogenes'in toplam isiyla inaktivasyonunun
strastyla 10 dakika icin 55°C, 12 saniye i¢in 65°C'ye kadar sicaklik araligin1 gerektirdigi agiklanmistir
(Smelt ve Brul, 2014).

Listeria tiirlerinin yukarida belirtilen ekstrem kosullar altinda hayatta kalabilmesi diger
organizmalarla rekabet edebilmesine olanak saglamaktadir (Townsend ve ark., 2021).

Gida {retimi, hayvanlarin yetistirilmesinden, bitkilerin hasat edilmesinden, farkh
uygulamalarla baslayip, tiiketici tarafindan tiiketilmesine kadar gecen karmagik ve ¢ok yonlii bir
stirectir. Bu siire¢ boyunca, bu patojenik bakterilerin ¢ogu, cevrede ve hayvanlarda yaygin ve normal
mikrobiyota olarak bulundugundan bakteriyel kontaminasyon igin birgok olasilik vardir. Zoonotik
patojenler gibi enfeksiyonlara neden olabilirler ve genellikle insanlara ¢apraz kontaminasyon (6rnegin,
gida {irinlerinin kotii sartla altinda saklanmasi veya gidalarin yanlis islenmesi ve hazirlanmasi
sirasinda) yoluyla bulasirlar (Lavilla ve ark., 2023).

Gida sektorii, hayvansal kaynakli gidalardan kaynaklanan insan patojenlerindeki antibiyotik
diren¢ sorunlarinin aragtirilmasinda ve bu patojenlerden kaynaklanan bulasici hastaliklar1 dnleme
cabalar1 ¢alismalarinda diizenli olarak siirece dahil olmuslardir. Gida iiretim siirecinin her agsamasinda
gida kaynakli patojenlerin tespiti ve ortadan kaldirilmasia yonelik teknolojik yontemlerdeki birgok
ilerlemeye, hayvancilik ve tarimsal siire¢lerdeki degisikliklere, iyi iiretim uygulamalarina, kalite

kontrol ve hijyene ragmen, mikrobiyal giivenlik sorunlar1 hala yaygindir. Ornegin hayvansal gida



iiretimi sirasinda bazi antibiyotiklerin sinirl kullanimi ve yeni antimikrobiyallerin gelistirilememesi,
gida iretim sektorii iizerinde daha fazla baski olusturmaktadir. Dolayisi ile gida giivenligi
standartlarin1 korumak, gida kaynakli patojenleri kontrol etmek ve bunlarin gida endiistrisi ve insan
sagligr tizerindeki olumsuz etkilerini smirlamak igin {iretim diizeyinde alternatif antibakteriyel
yaklagimlarin gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir (Endersen ve Coffey, 2020).

Gidayla temas eden yiizeylerin, ekipmanlarin ve isleme ortamlarinin kotii sanitasyonu,
ozellikle Listeria monocytogenes ve Salmonella'y1 igeren gida kaynakli hastalik salginlarinda 6nemli
bir faktor olmustur. Uygun sekilde temizlenmeyen yiizeyler kir olusumunu tesvik etmekte ve suyun
varliginda patojenik mikroorganizmalar biyofilm olusturabilmektedir (Chmielewski ve Fransk, 2003).
Dogada bakterilerin ¢ogu, yiizeylerle iligkili ve biyofilm olarak adlandirilan polimerik hiicre disi
matriks i¢ine gomiilii sabit topluluklarin bir pargasi olarak bulunmaktadir (Acemel ve ark., 2018).
Biyofilm olusumu dogadaki mikrobiyal yasam dongiisiiniin ayrilmaz bir parcasidir. Gida giivenligi
aragtirmalarina gore gida kaynakli hastalik salginlarinin yaklasik yiizde 601 biyofilm formundaki
patojenlerden kaynaklanmaktadir (Wardani ve ark., 2023).

Biyofilmler, kronik enfeksiyonlar, gida kontaminasyonu, biyolojik kirlenme ve ekipman
korozyonu gibi birgok endiistriyel ve biyolojik soruna neden olabilmektedirler (Delavar ve Wang,
2021). Biyofilmler gida endiistrisinde capraz kontaminasyonun ana kaynaklarindan biri olarak
goriilmektedir (Flach ve ark., 2014; Azizoglu ve ark., 2015). Gida isleme siireglerinde gidanin temas
ettigi ylizeylerde biyofilmin varlig1, gida maddeleri i¢in 6nemli bir kontaminasyon kaynagi olarak
kabul edilmekte ve gidanin bozulmasina ve/veya gida kaynakli enfeksiyon ve zehirlenmelere yol
agmaktadir (Trang ve ark., 2023).

Olgun biyofilmler, mikroorganizmalara kuruma, predator organizmalar (bir canliya baska bir
canli tarafindan saldirma) veya antimikrobiyal ajanlar gibi ¢evresel tehditlere kars1 koruma saglamanin
yani sira, metabolik etkilesimleri ve genetik degisimi destekleyen stabil, besleyici bir ortam
saglamaktadir (Acemel ve ark., 2018).

Bakterilerin biyofilm formu olusturmalar: stirecinde hem biyotik hem de abiyotik yiizeylerde
kolonilesmeleriyle gergeklesmelerinin ardindan koruyucu bir bariyer iiretilmeye baglanir. Bu durum
bakteriyi hem antibiyotikler gibi dis tehditlerden hem de bulundugu ortamlardaki tehlikeli
durumlardan korur (Sharma ve ark., 2023).

L. monocytogenes'in gida igleme ortamlarinda hayatta kalmasi ve kaliciligin arttirmasi onlarin
biyofilm olusturabilme yetenekleriyle iligkilendirilmektedir (Rolon ve ark., 2024). Listeria
monocytogenes’in plastik, paslanmaz gelik ve cam gibi gida isleme yiizeylerinde gelisebildigi ve
biyofilm olusturabildigi pek ¢ok arastirma ile kanitlanmigtir (Oliveira ve ark., 2010, Belak ve ark.,
2012, Yun ve ark., 2014). Et ve kiimes hayvani tiriinleri tireten 12 tesiste yapilan bir calismada Listeria
spp. tespit edilen orneklerin %40'imin L. monocytogenes oldugu bulunmustur. Tesisler arasinda
karsilagma yapildiginda bir 6rnegin L. monocytogenes igerme olasiligimin igletmeden isletmeye

degistigi ve her isletmenin kendine 6zgii bir ekosisteminin oldugu bildirilmistir (Tompkin, 2002). L.



monocytogenes'in planktonik hiicreleri tipik olarak gida isleme tesislerinde uygulanan temizleme ve
sanitasyon uygulamalarima duyarli olsa da, L. monocytogenes biyofilmlerinin olusumu s6z konusu
oldugunda sanitasyon uygulamalarina ragmen varligini siirdiirebilmektedir (Rolon ve ark., 2024).

L. monocytogenes'in biyofilm formu i¢inde dezenfektanlara kars1 direnci, birgogu tam olarak
anlagilamayan c¢esitli mekanizmalar araciligr ile gerceklesmektedir. Bunlar arasinda hiicre dist
matriksin koruyucu etkisi ve dezenfektanin hiicrelere sinirli erigimi; biyofilmlerdeki hiicrelerin 6zel
fizyolojik durumu ve 6zel stres tepkileri; dezenfektan: hiicre disina pompalayan genlerin ekspresyonu
(yatay gen transferi yoluyla elde edilenler dahil); ve normalde 6ldiiriicii olan dezenfektan maruziyetini
tolere edebilen dorman hiicrelerin (dayanikli, 1srarci) alt popiilasyonunun varlig1 sayilabilir (Azizoglu
ve ark., 2015). Bir biyofilm i¢indeki hiicrelerin quorum sensing (QS) ve fizyolojik heterojenlik
(besinlerin, atik iriinlerin ve sinyal faktorlerinin degisimleri) gibi bir ¢ok mekanizmalardan dolay:
sanitasyon direnci gosterdigi disiiniilmektedir (Mah ve Toole, 2001). Lee ve ark (2017)’nin perasetik
asit (%0,5) kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda paslanmaz gelik yiizeylerde etki gormiis olsalar da
polimer yiizeylerde L. monocytogenes biyofilmlerinin dezenfektanlara karsi direncini etkileyen
faktorler lizerine daha ileri caligmalara ihtiyaci duyuldugunu iletmislerdir.

Biyofilmlerin bulunduklar1 ortamlardan wuzaklagtirllmasini saglamak amaciyla bir ¢ok
yontemden yararlanilmaktadir. Bunlardan biri olan fiziksel yontemler arasinda iyonlastirict ve
ultraviyole radyasyon, malzeme kalitesini degistirme gibi uygulamalar yer alirken, kimyasal yontemler
pahali ve her kosula uyum saglayamamasi nedeni ile biyofilm ile miicadelede kullanimi ¢ok fazla
tercih edilmemektedir. Bakteriyofaj, bakteriyosin ve enzimle muamele gibi biyolojik yontemler,
biyofilme kars1 kullanilan nispeten yeni yontemler olarak daha yiiksek inhibisyon etkinligine sahip
olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir (Zhao ve ark., 2023). Bununla birlikte, biyofilm kaynakli enfeksiyonlar
tedavi etmek icin antibiyotiklerin siklikla kullanilmasinin bir sonucu olarak, antibiyotiklere direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasi, biyofilmlerin neden oldugu tehdide karsi koymak i¢in bakteriyel siireglerin
gbzden gecirilmesini ve yeni genetik kesiflerin yapilmasini gerektirmektedir (Sharma ve ark., 2023).
Son yillarda, bakterilerin yiizeye yapismasini sinirlamak, biiyliyen biyofilmi ortadan kaldirmak veya
olugsan biyofilmden hiicreleri uzaklastirmak amaciyla ortaya cikan anti-biyofilm preparatlar
gelistirilmistir (Zhao ve ark., 2023). Bunun yanisira simdilerde farkli yontemler gelistirme siirecinde
caligilan (1) yeni ve gelistirilmis metodolojiler (6rnegin, elektrolize su, ozonlama, nanopartikiiller ve
aerosoller gibi yeni uygulama modelleri) ve (2) Listeriafaj (ve bunlarin endolizinler gibi tiirevleri),
yeni bakteriyosinler ve rekabet¢i diglama kiiltiirleri (probiyotik strateji ¢esidi) gibi Listeria'ya 6zgii
reaktifler olmak tizere bunlardan bazilar1 test edilmeye baslanmistir (Azizoglu ve ark., 2015). Gida
iretiminde faj veya faj iriinlerinin kullanilmasi, 6zellikle taze ve tiiketime hazir gida tirlinlerinin
giivenligini artiran, istenmeyen patojenlerin biyokontrolil i¢in yeni bir yontem olarak gida endiistrisi
icin son zamanlarda bir segenek haline gelmistir (Chhibber ve Kumari, 2012).

Bakteri virlisleri olan bakteriyofajlar (fajlar), biyoteknoloji ve gida giivenligi basta olmak

iizere bir¢ok uygulamanin yani sira bakteriyel hastaliklarin tedavisi i¢in yeni etkili antimikrobiyallere



olan talep nedeniyle dnem kazanmistir (Lavilla ve ark., 2023). Bakteriyofajlarin insanlarda yiiksek
dozda alimlarinda zararl etkilerinin bulunmamasi, yiiksek derecede spesifik olmalari, yalnizca hedef
mikroorganizma tizerinde etkili olmalari, onlarin antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasini 6ne ¢ikaran
ozelliklerdir (Hagens ve Loessner, 2010). Yiiksek spesifik 6zelliklerinden fayda saglamak iizere gida
sanayisinde fajlar, hayvansal ve bitkisel gidalarin gida giivenligi riskini azaltmak i¢in biyokontrol
onlemi olarak kullanilabilmektedir (Keary ve ark., 2013; Greer, 2005).

Bakteri icine girmesiyle aktivite faaliyeti bozan ve o6zellikle litik faz durumunda bakterinin
kaybina neden olan bakteriyofajlarla ilgili ilk gdzlemlerin ise 1896 yilinda Ernest Hankin tarafindan
yapildigi bilinmektedir (Durupinar, 2005). Bakteriyofajlar, bakterilerin dogal diismanlar1 olarak
goriilmekte olup Listeria, Campylobacter, Salmonella ve Escherichia gibi riskli gida kaynakli
patojenlerin kontroliinde genis bir uygulama alanina sahip olan ajanlar olarak degerlendirilmektedir
(Carlton ve ark., 2005; Endersen ve ark., 2014). Gen veya tiire 6zgii olan bakteriyofajlar, hedef bakteri
hiicrelerine spesifik sekilde etki ettikleri i¢in fermente gidalarda bulunan starter kiiltiirlere ve
gastrointestinal sistem ile ¢evredeki bakteri florasina zarar vermezler (Carlton ve ark., 2005).

Listeria fajlarmin pek ¢ok ortamda varligini tespit etmek amaciyla galigmalar yiiriitiilse de
fajlarin isletme ortamlarinda varligi ve karakteristiklerini belirleyen ¢alismalar oldukca sinirlidir.

Bu calismada ¢esitli gida ve gida isletmelerinde sorun yaratan Listeria spp. ve Listeria
biyofilmlerinin Listeria spp. bakteriyofajlariyla ¢oziimii gbzetilerek arastirilmasi amaglanmistir. Bu
amagla gida ve gida isletmelerinden Listeria spp. izolasyon ve tanimlamalart yapilmis ve
tanimlananan Listeria spp.’lere biyofilm olusturuldaktan sonra ticari olarak tretimi yapilan Hollanda
menseili Listex™ P100 bakteriyofaji ile Yeni Zelanda Canterbury Universitesi Cevre Bilimleri ve
Arastirma Enstitiisi’nden temin edilen FMWLLM3 fajlarinin Listeria hiicreleri ve Listeria
biyofilmleri iizerine antibakteriyel etkisi belirlenmistir. Bunlarin yansi sira gesitli kaynaklardan
Listeria bakteriyofajlarinin izolasyonu farkli metotlarla yapilmistir. Buna gore 5 farkli 6rnekten (Balik

pargalari, nehir suyu, giibre, saman ve silaj) Listeria bakteriyofaji izole edilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Listeria monocytogenes ve Listeria spp.

Listeria cinsinde giintimiizde 30 tiir (Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri, Listeria
ivanovii, Listeria welshimeri, Listeria innocua, Listeria grayi, Listeria murrayi, Listeria
marthii, Listeria fleischmannii, Listeria aquatica, Listeria newyorkensis, Listeria floridensis,
Listeria rocourtiae, Listeria cornellensis, Listeria weihenstephanensis, Listeria grandensis,
Listeria riparia, Listeria grandensis, Listeria booriae, Listeria costaricensis, Listeria goaensis,
Listeria thailandensis, Listeria valentina, Listeria cossartiae, Listeria cayugensis, Listeria
farberi, Listeria immobilis, Listeria portnoyi, Listeria rustica) bulundugu bildirilmistir
(Anonymus, 2024b).

22 Listeria tiirti (Listeria fleischmannii, Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria
newyorkensis, Listeria cornellensis, Listeria rocourtiae, Listeria weihenstephanensis, Listeria
grandensis, Listeria riparia, Listeria booriae, Listeria costaricensis, Listeria goaensis, Listeria
thailandensis, Listeria valentina, Listeria cossartiae, Listeria cayugensis, Listeria farberi,
Listeria immobilis, Listeria portnoyi, Listeria rustica, Listeria ilorinensis ve Listeria
swaminathanii) 2009 ve sonrasinda yayinlanmistir (Lourenco ve ark., 2022; Anonymus,
2024b). Listeria cinsi icerisinde 30 tiir listelenmis olsa da Listeria denitrificans ve Listeria
murrayi isimli iki tiir benzer olarak gosterilmektedir (Nwaiwu, 2020; Anonymus, 2024b).

Bu cins igerisinde yalnizca L. monocytogenesve L. ivanovii, patojen olarak
degerlendirilmektedir (Khelef ve ark., 2006; Orsi ve Wiedmann, 2016). Listeria monocytogenes
bu cins i¢indeki en patojenik tiir olmakla birlikte, Listeria tiirlerinin neden olduklari
hastaliklarda seyrek de olsa L. ivanovii, L. seeligeri ve L. welshimeri suslarmin varhig:
saptanmis olup enfeksiyonlar temel olarak yeni dogmus bebekler, hamile kadinlar, yashlar ve
bagisiklik sistemi baskilanmig kisilerde goriilmektedir (Tunail, 2000; Lakicevic ve ark., 2010;
Rossi ve ark., 2020). L. monocytogenes'in inlA ve inlB internalin genleri ile patojenite adasi 1'in
(LIPI1) prfA, hly ve plcA’nin genlerinin L. monocytogenes'ten ayrildiktan sonra onlara sahip
olan bir L. innocua susunun menenjite sebep oldugu bildirilmistir. Atipik L. innocua suslar1 L.
monocytogenes LIPI-1, inlA ve inlB genlerinin farkli kombinasyonlarina sahiptir (Rossi ve ark.,
2020).

[k tanimlama yontemleri arasinda sayilan biyokimyasal reaksiyonlar ve fenotipik bazi
Ozellikler, hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Listeria kolonilerini kesin olarak tanimlamak
i¢cin daha fazla teste ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak se¢ici agar iizerindeki siipheli koloniler 6nce
saflik acisindan arastirilmalidir. Ayrica zaman alici olan karbonhidrat bazli tiirlerin ayirt
edilmesi i¢in bir hafta siiren geleneksel biyokimyasal testlere alternatif olarak hazirlanmis test

ticari tanimlama Kkitleri bulunmaktadir. Bunlardan API Listeria (bio-Merieux, Marcy-Etoile,



Fransa) ve Micro-IDe (Remel, ABD) gibi test seritleri kapsamli bir sekilde dogrulanmistir ve
artik standart metodolojiye dahil edilmistir (Gasanov ve ark., 2005).

Listeria spp'nin tamimlanmasi Cizelge 2.1 de goriildigi gibi birkag biyokimyasal
belirteg ve hemolize dayanmaktadir (Khelef ve ark., 2006).

Cizelge 2.1. Bazi Listeria tiirlerinin tanimlanma Kriterleri (Abay, 2004)

Listeria spp.
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Listeria tiirleri, serolojik testlerde temel alinan somatik (O) ve flagella (H) antijenleri
gibi oOzgiil yiizey proteinleri ile karakterize edilmektedir (Liu, 2006). Alt tiirler arasindaki
farkliliklar, bu yiizey proteinleri arasindaki reaksiyonlara bagli olarak siklikla agliitinasyon
testleri ile gergeklestirilmektedir (Seeliger ve Héhne, 1979).

Listeria monocytogenes, 4h serotipi yakin zamanda belirlenmis yeni bir serotip olmak
iizere Sekil 2.1°de goriildiigii lizere toplamda 14 serotip igermektedir. Hibrit alt soy II'ye ait
Serovar 4h L. monocytogenes, hiperviriilent 6zellikler sergilemektedir (Feng ve ark., 2020).
Bununla birlikte, insan enfeksiyonlarinin %95'inden fazlasi yalnizca 1ii¢ serotipten
kaynaklanmaktadir (1/2a, 1/2b ve 4b) (Finn ve ark., 2023). Bunlardan serotip 4b en patojenik
olarak kabul edilen, 1/2a ise gida endiistrisi ortaminda en yaygin olanidir (Mazaheri ve ark.,
2022).

L. monocytogenes L. ivanovii L. seeligeri L. innocua L. welshimeri L. grayi
1/2a, 1/2b, and 1/2¢ 5 1/2a, 1/2b, and 1/2¢c 1/2b
3a, 3b, and 3c
4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, and 4e 4b and 4d 4ab 4c
6b 6a and 6b 6a and 6b
7 us# uUs uUs S

Abbreviations: US, undesignated serovar; S, specific; and * is both US and S.

Sekil 2.1. Listeria cinsinin serotipleri (Khelef ve ark., 2006).

Antibiyotiklere direngli ilk L. monocytogenes suslar1 1988 yilinda bildirilmis olup, bu
suslar ml bagina 10 mg tetrasikline kars1 direng gostermektedir. Ayrica, L. monocytogenes’in ilk
¢ok direngli susu Fransa’da aym yil i¢inde izole edilmistir. O zamandan beri, gida/¢cevreden
veya sporadik insan listeriosis vakalarindan izole edilen bir veya birkag antibiyotige direngli
Listeria spp. suslar1 tammlanmistir. Cesitli ¢alismalar bu direng mekanizmalarindan birisinin
Enterococcus ve Streptococcus tiirlerinden Listeria'ya ve Listeria tiirleri arasinda antibiyotik
diren¢ genlerini tasiyan plazmid ve transpozonlarin konjugasyon yoluyla aktarilmasi ile
oldugunu belirtmistir (Charpentier ve Courvalin, 1999).

Hiicre duvari, bakteriler i¢cin 6nemli bir yap1 oldugu halde, bazi bakteriler ¢evresel stres
altinda veya antibiyotik etkisiyle bu duvari kaybedebilmektedir ve bakteriler L-formuna
gecebilmektedir. Bakterilerde L-formu, bakterilerin hiicre duvarlarini kaybettikleri veya yapisal
olarak degistirdikleri, ancak hayatta kalabildikleri ve ¢ogalabildikleri bir durumu ifade
etmektedir. Bu durum, genellikle hiicre duvarini hedef alan antibiyotiklere karsi direng
gelistirirken ortaya c¢ikabilmektedir (Dell'Era ve ark., 2019; Errington ve ark., 2016). Birgok
antibiyotigin (6rnegin, beta-laktam antibiyotikleri) ana hedefi olan hiicre duvarinin
antibiyotikler sebebiyle sentezlenmesi engellenmeye calisilmaktadir. Ancak L-formda olan
bakteriler, hiicre duvarlarim kaybettikleri i¢in bu antibiyotiklerin hedefi olmaktan ¢ikar ve bu
durum, onlar1 bu tiir ilaglara kargi direngli hale getirmektedir. L-formda bakteriler, zorlayici

gevresel kosullar altinda hayatta kalmak i¢in bu formu alabilmektedir ve bu, o&zellikle



antibiyotik tedavisi sirasinda gozlemlenebilmektedir. Bakterilerin hiicre duvarini hedefleyen
antibiyotiklere diren¢ kazanmalari, tedavinin etkinligini azaltmaktadir ve enfeksiyonun
kroniklesmesine neden olabilmektedir (Domingue, 1997; Allan, 2003; Errington ve ark., 2016).

L-formdaki bakteriler, sadece antibiyotiklere degil, ayn1 zamanda bakteriyofajlara kars1
da diren¢ gelistirebilmektedir. Bakteriyofajlar genellikle bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
spesifik reseptorlere baglanarak onlar1 enfekte eder. Ancak, L-form bakterilerde hiicre duvari
eksik oldugu i¢in bu reseptorler mevcut degildir veya erisilemez hale gelir, bu da fajin
enfeksiyon dongiisiinii baslatmasini zorlastirir. Bu nedenle, L-formu, bakteriyofaj terapisine
karsi da bir diren¢ mekanizmasi olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Young, 1992; Glover ve ark.,
2009; Dell'Era ve ark., 2019; Errington ve ark., 2016).

2.2. Biyofilmler

Biyofilmler, bir ylizey iizerinde gelisen, diizensiz bir ekstraseliiler matriks i¢inde gelisen
ve hiicreler tarafindan kismen {iretilen ekzopolisakkarit (EPS) matriksi ile ¢evrilmis mikrobiyal
hiicreler toplulugudur (Rodrigues ve ark., 2010; Harper ve ark., 2014). Biyofilmin yapisin1 %10
mikrobiyal kiitle ve %90 su icermektedir. Biyofilmlerin organik bileseninin tamaminin %50-
90'1, matriksi olusturan polisakkaritlerden olugmaktadir (Sharma ve ark., 2023). L.
monocytogenes biyofilmlerinde EPS, esas olarak ekstraseliiler DNA (eDNA), proteinler ve
ozellikle de polisakkarit yapisinda olan teikoik asitleri icermektedir (Colagiorgi ve ark., 2016;
Finn ve ark., 2023). Biyofilmler, Reynolds sayisinin (Re) 5000'den fazla oldugu tiirbiilansli akis
ortaminda olugmaktadir (Sharma ve ark., 2023).

Listeria monocytogenes biyofilmlerinde en spesifik bileseni olarak goriilen EPS,
biyofilmin cevresel strese karsi dayanikliligini artirmaktadir. EPS, biyofilmin fiziksel yapisini
koruyan ve onu dig etkenlere karsi direngli hale getiren kritik bir bilesendir ve Listeriamin
biyofilm yaparak uzun siire gida iiretim tesisleri gibi ortamlarda hayatta kalmasina yardimci
olmaktadir (Flemming ve Wingender, 2010; Colagiorgi ve ark., 2016).

Planktonik hiicreden biyofilm biiyiimesine gegis, bakteri hiicresi ile yiizey arasindaki
zayif, geri donlisiimlii etkilesimlerle baglar. Yiizey biiylimesine baglilik, daha giicli, geri
doniiglimsiiz baglanma ile belirlenir, ardindan mevcut oldugunda fagella kayb1 ve yiizeyde
mikro koloniler olusturmak i¢in klonal biiyiime gelir. Bu asamada biyofilm matriksinin sentezi
baslamaktadir. Diiz, iki boyutlu mikro koloniler, sonunda biyofilm matriksinde
hareketsizlestirilmis hiicreleri igeren karmasik, ii¢ boyutlu yapilara sahip olgun bir biyofilme
dontigmektedir (Acemel ve ark., 2018). Bir biyofilm kolonisindeki hiicrelerin yakin iligkisi
besin bulunmasi, gen degisimi ve quorum sensing (QS) gelisimlerini tesvik eden kosullari
yaratmaktadir (Sharma ve ark., 2023). Biyofilm olusumu ve gelisim siirecinin kat1 bir yiizey
izerinde dort asamada BioRender kullanilarak sematik gosterimi Sekil 2.2°de verilmistir (Byun

ve Kim, 2023).
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Yapisal ¢ok hiicreli bir bakteri toplulugu olusturma ve siirdiirme kabiliyeti, hiicre dist
matriks bilesenlerinin iiretimine kritik olarak baglidir (Limoli ve ark., 2015). Biyofilm gibi bir
mikroorganizma toplulugu, viicudun dogal bagisiklik sistemine ve ayni zamanda antibiyotik ve
biyositlere direngli olan, hastalik yapici mikroorganizmalar tarafindan olusturulabilen en 6nemli
patojenik stratejilerden biridir. Bu olusum bakterilerdeki mekanik, biyokimyasal ve genetik
faktorler aracilifiyla gerceklesmektedir (Jain ve ark., 2013).

Isletmelerde sanitasyon uygulamalarma dayanikli bir biyofilm, bakteriyel yayilma
potansiyeline sahiptir. Gida kaynakli patojenler soz konusu oldugunda, kontaminasyon
olusturma potansiyeline sahip bakteriler, bir dezenfektan kullanildiktan sonra bile iiriin hatlarini
kirletmeye devam edebilmektedir (Chavant ve ark., 2002). L. monocytogenes isletmelerde
sogutucu zeminlerde, dondurucularda, proses odalarinda, kasalarda, zemin paspaslarinda ve siit
endiistrisinde kullanilan endiistriyel yaglarda bulunmustur (Moltz ve Martin, 2005). Paslanmaz
celik, cam, kaucuk ve plastikler Listeria biyofilmlerinin gelisebilecegi yiizey gesitleri arasinda
yer almaktadir (Finn ve ark., 2023). Bu tiir ylizeylere yapisma isletme ortaminda biyofilm
olusumunu tetikleyen faktorler arasinda yer almaktadir (Moltz ve Martin, 2005). Substrat
yiizeyinin piriizliligi, hidrofobisite, film modiilasyonu ve yiizey yiikii gibi fiziko-kimyasal
oOzellikler, planktonik bakteri kolonizasyonunun ve biyofilm olusumunun verimliligini
etkileyebilmektedir. Hidrofobisite, bakteriyel mikroorganizmalarin yiizeylere baglanmasinda
hayati bir rol oynamaktadir (Zhao ve ark., 2023). Hidrofobik bir ylizey, muhtemelen hidrofobik
etki nedeniyle, hidrofilik bir malzemeden daha fazla bakteriyel kolonizasyona elverislidir; bu da
bakteriyel hiicre ylizeyi ile substrat arasindaki kuvveti azaltmaktadir (Yin ve ark., 2021; Zhao ve
ark., 2023).

Cam veya paslanmaz gelik dahil olmak iizere hidrofilik yiizeylerle karsilagtirildiginda
hiicreler, hidrofobik ve polar olmayan yiizeylere (plastiklere) daha hizli yapisabilmektedir
(Trang ve ark., 2023).
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Gelisme sicaklignt ve gelisme fazi, Listeria hiicrelerinde hiicre duvari bilesimini
etkileyebilir ve boylece yiizeyin elektriksel ozelliklerini, hidrofobikligini ve bakterilerin
elektron donoérii veya elektron alic1 karakterini degistirebilmektedir (Chavant ve ark., 2002).

Listeria monocytogenes biyofilmleri, sicaklik gibi ¢evresel kosullara duyarlidir ve
sicaklik degisiklikleri biyofilm olusumunu etkileyebilmektedir. Listeria, hem diisiik hem de
yliksek sicakliklarda hayatta kalabilen bir bakteri tiiriidiir, bu da onun biyofilmlerini gida tiretim
ortamlarinda 6zellikle tehlikeli hale getirmektedir. Listeria spp.’lerin pek ¢ok ¢alismada farkli
sicakliklarda biyofilm olusturabildigi gosterilmistir (Lee, 2019; Chavant ve ark., 2002; Moltz ve
Martin, 2005; Trang ve ark., 2023).

Yukarida aciklanan substrat ylizey Ozelliklerine ek olarak, bakteri tiirlerinin ylizey
Ozellikleri ve organelleri gibi bircok baska faktér de biyofilm olusumunu etkilemektedir.
Bakteriyel ylizey yiikii ve yiizey hidrofobisitesi, 6zellikle ilk yapigsma sirasinda biyofilm
olusumunu kritik bir sekilde etkilemektedir. Dahasi, kamg¢ilar L. monocytogenes biyofilm
gelisiminde ¢ok onemlidir ¢ilinkii hiicresel hareket ile birlikte ilk yapisma ve sonraki biyofilm
olusumu sirasinda substrat yiizeyinin yakininda veya iizerinde bireysel ve kolektif yonelimi
(dikeylestirme dahil) saglamaktadirlar (Gu ve ark., 2021).

Flagella araciligr ile hareketliligin, L. monocytogenes tarafindan hem baslangigtaki
ylizeye tutunmasinda (yiizey adezinleri olarak gorev yapmaktadir) hem de daha sonraki
biyofilm olusumunda anahtar bir rol oynadigi bilinmektedir (Osek ve ark., 2022). Listeria
monocytogenes'in hiicre basina dort ila alti peritrik6z kamgis1 bulunmaktadir. Kamgr araciligi
hareketlilik, nasil ki birkag Gram negatif bakteri tarafindan da biyofilm olusumu acgisindan
onemli ise L. monocytogenes i¢in de kamgcilar, erken yiizey tutunmasinda yiizey adezinleri
olarak rol oynamaktadir. Bu yetenek, 6zellikle daha az erisilebilir kor ve 6lii noktalarda hijyenik
uygulamalarin yetersiz kalmasindan dolay1r bakterinin iretilen gida {rtnlerinde kalict

kontaminasyonuna yol agmasini kolaylastirabilmektedir (Doghri ve ark., 2021).

2.3. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar, bakterilere 0zgii viriislerdir ve bu organizmalar zorunlu parazitler
olarak kabul edilmektedirler (Tarhan ve ark., 2007; Brown, 1997; Hagens ve Loessner, 2010).
Yaklasik 100 yil 6nce Frederick W. Twort (1915) ve Félix d’Hérelle (1917) tarafindan
kesfedilen bakteriyofaj, ayn1 zamanda faj terapisi fikrinin de ortaya ¢ikmasimi saglamistir
(Kawacka ve ark., 2020).

Bakteriyofajlarin ilk klinik uygulamasi 1919'da Felix d'Hérelle tarafindan yapilmis olup
(Shigella faj kokteyli), Amerika Birlesik Devletleri'nde ilk bildirilen kullanim 1922'de
gerceklesmistir. 1920'lerin bagindan 1930'larin sonuna kadar olan donemde bakteriyofajlarin
diinya ¢apinda bulasici hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullaniminda artis goriilmistiir (Aswani ve

Shukla, 2021).
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1931'e gelindiginde, Eli-Lilly&Co, E.R. Squibb&Sons ve Swan-Myers (Abbott
Laboratories'in bir boliimii) gibi biiyilk ABD sirketleri terapdtik kullanim igin ticari faj
preparatlart iiretmeye baglamistir (Walker, 2006; Aswani ve Shukla, 2021). Straub ve
Applebaum jel formunda olan Eli Lilly'nin driinii ile sivi filtratlar halinde olan E.R.
Squibb&Sons ve Swan-Myers iiriinleri olmak {izere bu ii¢ sirketin tiriinlerini degerlendirmistir
Uriinler Staphylococcus (stafilokok) ve Escherichia coli (kolon basili) tarafindan neden olan
enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in tasarlanmistir (Aswani ve Shukla, 2021).

1945 yilinda penisilin i¢in Fleming, Chain ve Florey'e Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii
verilmesi, kimyasal antimikrobiyallerin bakteriyofajlarin yerini almasinin bir habercisi olmustur
(Aswani ve Shukla, 2021). 1940'larda antibiyotiklerin 6ne geg¢mesine ragmen 20. yiizyilin
basindan beri bu alanda ¢aligmalarini siirdiiren Eliava Bakteriyofaj, Mikrobiyoloji ve Viroloji
Enstitiisii'nde (Tiflis, Giircistan) ve Hirszfeld Immiinoloji ve Deneysel Terapi Enstitiisii
(Wroctaw, Polonya) olmak tizere pek ¢ok arastirma enstitiileri hala bulunmaktadir (Kawacka ve
ark., 2020).

Bakteriyofajlar (fajlar), konak¢i olarak sadece bakterileri segen ve enfekte eden
viriislerdir. Bakteriyofajlar hem litik hem de lizojenik dongiide cogalma yetenegine sahip olup,
ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliinde kullanilmaktadir. Bu kullanim, fajlarin spesifik
bakterilere karsi hedeflenebilme yetenegini gostermektedir. Ayrica, fajlarin genetik materyali
bakteriyel kromozoma entegre olabilmektedir ve bu durum fajlarin bakterilerle daha karmasik
bir etkilesim kurmasina olanak tanimaktadir (Ackermann, 2007; Clokie ve Kropinski, 2009).

Fajlar, konak hiicrelerle etkilesimlerine bagli olarak litik veya lizojenik olarak
siiflandirilabilen iki farkli yasam dongiisti sergilemektedir. Litik dongilide bakteriyi enfekte
eden fajlar konak hiicreye girdikten sonra, faj litik enzimlerinin birikmesi sonucu konak
hiicreden salinan ¢ok sayida fajin iiretilme siirecini baglatmaktadir ve konak hiicrenin 6liimiine
neden olmaktadir. Buna karsilik, lizojenik dongiide, fajlar genomlarin1 konakgilarina entegre
etmektedir ve konakgiy1 dldiirmeden bakteriyel yasam dongiisii ile gogalmaktadirlar (Kawacka
ve ark., 2020). Antimikrobiyal amagli kullanilan fajlarin genellikle litik dongiide olmasi
istenmektedir. Ciinkii bu dongii bakteriyi enfekte ederek 6lmesine neden olmaktadir. Bu sayede,
fajlar bakter kaynakli enfeksiyonlarin yayilmasini dnleyebilmektedirler (Briissow ve ark., 2004;
Moye ve ark., 2018).

Bakteriyofajlarda lizojenik dongiiye gegis, bakteriyofajin konake1 bakteriyi 6ldirmeden
DNA'simn1 bakteriyel kromozoma entegre ettigi ve sessiz kaldigi bir siregtir. Listeria
monocytogenes ile iliskili bakteriyofajlar, genellikle cevresel kosullarin elverigli oldugu
durumlarda lizojenik dongiiye girmektedirler (Loessner, 2005; Carlton ve ark., 2005). Lizojenik
dongiideki fajlar, bakteriyel genlerin yatay transferini saglayabilmektedirler ve bakterilere yeni
Ozellikler kazandirabilmektedirler. Bu 6zellikler, bakteriyi daha viriilent hale getirebilmektedir

veya bakterinin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasina neden olmaktadir. Listeria

13



monocytogenes ile iligkili fajlar her iki dongliyii de izleyebilmektedir (Briissow ve ark., 2004;
Moye ve ark., 2018).

Bakteriyofajlar 6zellikle Listeria monocytogenes gibi bakterilerde lizojenik dongiiden
litik dongiliye gecebilmektedirler. Bu gegis siireci "indiiksiyon" olarak adlandirilmaktadir ve
belirli ¢evresel stres faktorleri veya uyaricilar nedeniyle gergeklesmektedir. Bu gegis
mekanizmasi, Ozellikle bakteriyofaj terapisinde olduk¢a Onemlidir, ¢ilinkii tedavi amaglt
kullanilan fajlarin genellikle litik dongiide olmasi gerekmektedir. Lizojenik dongiide,
bakteriyofajin DNA's1 konakg¢1 bakterinin kromozomuna entegre olur ve bu durumda "profaj”
olarak adlandirilir. Bu asamada, faj bakteriye zarar vermez. Ancak belirli kosullar altinda
(6rnegin, UV 15181, kimyasal ajanlar veya hiicrede olusan DNA hasar1 gibi stres faktorleri),
profaj aktif hale gelerek litik dongiiye gecis yapabilir. Bu gecis sirasinda faj DNA's1, bakteriyel
kromozomdan ayrilir ve faj genomu, litikk dongiiniin adimlarin1 baglatarak yeni faj
partikiillerinin {iretilmesini saglar. Sonug olarak, fajlar, bakteriyi parcalayarak (lizis) serbest
kalir ve ¢evredeki diger bakterileri enfekte edebilir (Loessner, 2005; Carlton ve ark., 2005;
Fortier ve Sekulovic, 2013).

Fajlarin gidalarda bol miktarda bulundugu ve c¢ok cesitli ¢ig tiriinlerden (6rn. sigir eti,
tavuk), islenmis gidalardan (6rn. biskiivi hamuru, kizarmis hindi, turtalar), deniz iiriinlerinden
(6rn. istiridye ve midye) ve fermente Uriinlerden (6rn. yogurt, peynir) izole edilebildigi bazi
calismalarla kanitlanmistir. Bu durum, fajlarin bakteriyel konaklarinin yasadigi veya bir
zamanlar bulundugu ve ayni ortamlarda bulunabilecegini ve fajlarin insanlar tarafindan giinliik

olarak tiiketildigini gostermektedir (Carlton ve ark., 2005; Sillankorva ve ark., 2012).

2.4. Cesitli Gida Orneklerinden Listeria spp. izolasyonu Uzerine Yapilan Calismalar

Alsheikh ve ark (2013) Sudan’da restoranlardan satin alinan tavuk iiriinlerinde Listeria
spp. taramasi yapmiglardir. Buna gore 250 adet ornekte 95’inde (%3) Listeria spp. tespit
edilmistir. Tir bazinda incelenen Listeria spp. izolatlarin %13,6’smi L. monocytogenes, %
0.8’inin L. seeligeri, % 1.6’smn L. grayi, % 20,8’inin L. ivanovi ve % 1,2’sinin L. welshimeri
oldugu tespit edilmistir.

Alsheikh ve ark (2014) Sudan’da materyal olarak dondurulmus tavuk O6rnekleri
kullandiklar1 ¢aligmada 800 6rnegin ISO metoduna gore Listeria spp. agisindan incelemesini
yapmuglardir. Bes farkli tavuk mezbahasindan alinan 6rneklerin bes yiiz adedi dondurulmus (-
18°) ¢ig pilic 6rnegi, li¢ yiiz adedi ise taze, -18°C ve sok dondurulmus (-40°C) ¢ig piligten
olusmaktadir. Tavuk mezbahasindan alman 500 6rnegin 195’inin (%39) Listeria spp. ile
kontamine oldugunu bildirmiglerdir. Tiir bazinda yapilan tanimlamalara gore ise 64 ornekte L.
monocytogenes (%12,8), 97 6rnekte Listeria ivanovii (%19,4), 20 érnekte Listeria grayi (%4), 5
ornekte Listeria seeligeri (%1), 9 6rnekte Listeria welshimeri (%1,8) tespit etmiglerdir. 300

ornekten olusan ¢alisma grubunda ise 6rneklerin 111 adedinde (%37) Listeria spp. bulunmustur.
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Buna gore orneklerin 39 adedi Listeria monocytogenes (13%), 54 adedi Listeria ivanovii (18%),
11 adedi Listeria grayi (3,6%), 3 adedi Listeria seeligeri (1%) ve 4 adedi Listeria welshimeri
(1,3%) olarak belirlemiglerdir.

Var ve ark (2014) 21 farkli marketten ve 3 farkli tavuk kesimhanesinden temin ettikleri
toplam 160 6rnegi [haslama suyu, tavuk parcalari (kanat, but, gogiis), tiim tavuk karkasi,
yikama suyu] Listeria spp. agisindan incelemislerdir. Calisma sonucuna gore 160 6rnegin
90'indan Listeria spp. izole edildigi bildirilirken, insan patojeni olarak bilinen L.
monocytogenes’in - %23,6 oraninda  bulundugunu  belirlemislerdir. ~ Ayrica, tavuk
kesimhanelerinden aldiklar1 6rneklerdeki Listeria’lar1 %33,3, %31,94, %8,33 ve %2,77 olarak
sirasiyla L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri ve L. ivanovii olarak tanimlamiglardir.

Siqueira ve ark (2017) tarafindan Brezilyada yiiriitilen ¢alismada 10 farkli gida
marketinden, gida isleme alanlarimin farkli noktalarindan (ekipman, mutfak geregleri ve
ylizeyler) alinan toplamda 86 adet swab Orneginde inceleme yapilmistir. Marketlerin 8’inden
izole edilen o6rneklerin 27'si (%31,2) Listeria spp. agisindan pozitif bulunmus ve sadece bir
ornekte (%3,7) Listeria monocytogenes oldugu belirlenmistir. Baslica kontaminasyon bolgeleri
zemin (%50,0), plastik kesme tahtasi (%42,9) ve bicak (%40,0) olarak belirlenmistir.

2.5. Cesitli Gida ve Cevre Orneklerinden izole Edilen Listeria spp.’lerin Biyofilm
Olusturma Yetenekleri ile lgili Yapilan Calismalar

Gida isleme ortamlarinda kullanilan malzemeler iizerinde Listeria monocytogenes'i de
iceren tiirlerin bir araya gelmesi ile farkli mikrobiyal topluluklar bulunabilmektedir (Lake ve
ark., 2024). Biyofilm yapisinin karmasikligi, bunlari incelemek i¢in bir dizi mikroskobik
teknigin gelistirilmesini olanak saglamaktadir. Ornegin biyofilm yapilarinin arastirilmasi igin
atomik kuvvet mikroskobu (AFM), genis alanli floresan mikroskobu (WFM) ve Scanning
Elektron Mikroskobu (SEM) 6nemli detaylarin incelenmesine katkida bulunmaktadir. Ayrica,
konfokal lazer tarayici mikroskobu (CLSM) yerinde ve in vivo ii¢ boyutlu biyofilm optik
goriintiilemeye olanak saglamaktadir (Mosquera-Fernandez ve ark., 2016). Chavant ve ark
(2002) gida endiistrisinde en sik kullanilan malzemelerden olan paslanmaz gelik (hidrofilik
ylizey) ve politetrafloroetilen (PTFE) ylizeyde (hidrofobik) L. monocytogenes LO28
biyofilmlerinin olusumlarini incelemislerdir. Buna gore caligma taramali elektron mikroskobu,
epifloresan mikroskobu ve hiicre sayimmu ile izlenen bu siiregte inkiibasyon sicakligi ne olursa
olsun susun her iki yiizeyde (hidrofilik ve hidrofobik yiizey) de ¢ogalabilmesi konusunda biiyiik
bir kapasiteye sahip oldugunu, ancak hidrofilik yiizeyde biyofilm olusumunun daha hizl
gelistigini gozlemlemislerdir. Ayrica 8°C'de paslanmaz ¢elik iizerinde yalnizca bakteriyel tek
bir katman goriiniirken, PTFE {iizerinde hicbir biiyiime gozlemlenmedigi belirtilmistir. 37°C
veya 20°C'de 5 gilin sonunda biyofilm yapisinin ii¢ boyutlu sekilde kiimelestigini ancak 37°C'de

PTFE iizerinde 6nemli bir kopmanin meydana geldigi gérilmistiir. Stepanovic ve ark (2004)
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yaptiklar1 ¢aligmada 48 adet Listeria monocytogenes ve 122 adet Salmonella spp. bakterisinin
plastik ortamlarda biyofilm olusturma 6zelligini kontrol etmislerdir. Bu c¢aligmalarin sonucuna
gore kullanilan L. monocytogenes ve Salmonella spp. suslarinin uygun ortamda biyofilm
olusturdugunu ancak Salmonella spp.’nin L. monocytogenes bakterisine gore daha iyi biyofilm
olusturdugunu belirtmislerdir. Ortamin besin igeriginin {iiretilen biyofilm miktarint Snemli
Olgiide etkiledigini gostermislerdir. Buna goére seyreltilmis TSB (1:20), Salmonella spp.
tarafindan biyofilm {iretimini tesvik etmede en etkili besiyeri olup bunu TSB besiyerinin takip
ettigini iletmislerdir. En az biyofilm miktar1 ise BHI ve MB'de olusturulmustur. L.
monocytogenes ise BHI'de en yiiksek miktarda biyofilm iiretmis, bunu sirasiyla TSA ve MB
izlemis; en az miktarda biyofilm ise seyreltilmis TSB (1:20)’de iiretilmistir.

Moltz ve Martin (2005) sicakligin ve yiizeyin Listeria biyofilm olusumu tizerine etkisini
inceledikleri ¢alismada 3 farkli sicaklikla ve paslanmaz celik ylizeyde deneme yapmislardir.
Buna gore duragan fazdaki hiicreler paslanmaz gelik test cubuklarina Listeria inokiilasyonunun
ardindan bu hiicreler 4°C, 20°C ve 37°C’lerde inkiibasyona birakilmigtir. Test ¢ubuklarinin
ylizeyinden 2 ila 96 saat arasinda belli araliklarla ekiivyon ile 6rnek alinmis ve 48°C'de inkiibe
edilen test cubuklar1 her 24 saatte bir temizlenmistir. 14 giin boyunca aym hiicre
konsantrasyonuyla muamele edildiginde 20°C'de (her bir test ¢ubugunda 5,50 log kob) ve
37°C'de (her bir test gubugunda 4,66 log kob) biiyiitiilen biyofilmlerde farkliliklar gézlenmistir
(5 log). 4°C’deki tutunma ise 37°C'ye gore oldukg¢a az oldugu belirtilmistir. Biyofilmlerdeki
Listeria hiicrelerinin sayisi, hem 20°C hem de 37°C'de inkiibasyon siiresi arttik¢a arttigini ve 24
saatlik inkiibasyonun ardindan benzer konsantrasyonlara ulastigini belirtmislerdir.

Lee ve ark (2019) Listeria monocytogenes biyofilm olusumunu ve bu olusumu etkileyen
genleri belirledikleri ¢aligmalarinda tuz ilavesinin ve besin yoksunlugunun biyofilm iiretimi
iizerinde dramatik, dogrusal olmayan kiimiilatif etkisini ortaya ¢ikarmislardir. NaCl'nin biyofilm
olgunlagmasi iizerindeki olumlu etkisinin besin eksikligi ile 6nemli olgiide zayiflatildigini
bildirmislerdir. Mao ve ark (2023) calismalarinda Cin'de bir kiy1 kentinde kumdan izole edilen
Listeria tiirlerinin genetik ve fenotipik ozelliklerini arastirmiglardir. 5 farkli sahil kiyisinda
yapilan ¢aligmada 769 kum 6rnegi bu kapsamda incelenmis, 26 6rnek Listeria spp. susuna ait
olup 16 &rnegin (2,08% ) L. monocytogenes oldugu belirlenmistir. izolatlar arasinda 6zellikle
baskin olan Listeria monocytogenes ST87 susunun L. fleischmannii tiiriine olduk¢a benzer
ozelliklerde bulundugu ve deniz suyunda onemli olgiide istiin biyofilm olusumu sergilemis
oldugu gozlenmistir.

Trang ve ark (2023) Japonya’da Pangasius balik isleme tesislerinden izole edilen kirk
bes Listeria monocytogenes susunu 96 kuyucuklu mikroplaka iizerinde biyofilm olusturma
kapasitesinin anlagilmasi ve bunun nasil kontrol edilecegi konusu agisindan incelemislerdir.
Buna gore, L. monocytogenes iizerine yaptiklari ¢aligmada; 10°C, 16°C ve 30°C'de 1, 4 ve 7 giin

degerlendirilen 45 L. monocytogenes susunun tamaminda ortalama OD degerinin, artan sicaklik
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ve uzun inkiibasyon siireleri ile artmig oldugunu goézlemislerdir. Elde edilen bu sonug, L.
monocytogenes'in en yiiksek biyofilm kiitlesinin 30°C'de 7 giin boyunca 0,9 + 0,06 oldugunu
ortaya koymuslardir.

Biyofilmler i¢indeki suslarin varligi, bollugu ve c¢esitliligi, karsilikli etkilegsimlerden ve
diizenli temizlik ve dezenfeksiyon prosediirlerine karst direncteki farkliliklardan
etkilenmektedir. Lake ve ark (2024) Hollanda’da mantar prosesi tesisinde yiiriittiikleri
caligmada polivinil kloriir (PVC) ve paslanmaz ¢elik (SS) iizerinde biyofilm olusumu sirasinda
L. monocytogenes sus kokteylinin biiylimesini ve cesitliligini, bulunduklar1 ¢evrenin
mikrobiyotas1 ele alinarak bu cevredeki mikroorganizmalar kiimesinin varligi ve varligi
olmadan karakterize etmeyi amaglamiglardir. Temizleme ajani olarak klorat igerikli alkalin
malzeme, dezenfeksiyon uygulamasi i¢in perasetik asit ve hidrojen peroksit karisimi igerik
kullanilmistir. Bu amagla kullanilan kuponlar {izerinde yapilan ¢aligmaya gore her temizlik ve
dezenfeksiyon igleminden sonra kuponlar, toplam 8 giinliik bir inkiibasyon siiresi boyunca iki
giin boyunca yeniden inkiibe edilmis ve biyofilmlerin paslanmaz ¢elik kupondan etkili bir
sekilde uzaklastirilmasiyla veya azalmasiyla sonuglanmistir (4,5 log kob/cm? veya daha az
azalma). PVC iizerinde olusturulan biyofilmler ise temizlik ve dezenfeksiyon uygulamalarina
ragmen sinirli azalmalarla sonuglanmustir (1,2 ve 2,4 log kob/cm? arasindaki azalmalar).

Rolon ve ark (2024) calismalarinda meyve paketleme tesisinden izole ettikleri ve
secilmig ¢evresel mikrobiyotanin biyofilm olusumu ve olusan biyofilmlerde L.
monocytogenes'in benzalkonyum kloriire toleransi iizerindeki etkisini belirlemislerdir. Bu
nedenle Kuzeydogu ABD'de 901 bakteri izole edilmis ve bunlardan rastgele secilen 510 izolat
tizerine 16S rRNA PCR ile tanimlama yapmuslardir. L. monocytogenes'in biyofilmlerdeki
konsantrasyonunu en muhtemel say1 yontemi kullanilarak belirlemislerdir. Meyve paketleme
tesislerinin  gevre Orneklerinden sirasiyla toplam 25 Pseudomonadaceae (8 sus),
Xanthomonadaceae (8 sus), Microbacteriaceae (6 sus) ve Flavobacteriaceae (3 sus)
familyalarina ait sus izole etmisler ve ¢alismalarinda kullanmislardir. Pseudomonadaceae,
Xanthomonadaceae ve tiim ¢ok aileli topluluklar tarafindan olusturulan biyofilmler, tek bagina
L. monocytogenes tarafindan olusturulan biyofilmlerle karsilastirildiginda, L. monocytogenes
tarafindan olusturulan biyofilmin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bakteri konsantrasyonuna sahip
oldugunu bildirmislerdir. Bu bulgular, L. monocytogenes kontrol stratejilerinin yalnizca
etkinligin degerlendirilmesine odaklanmamasi gerektigini gdstermektedir. L. monocytogenes'e
kars1t dezenfektanlarin kullanimi, ayn1 zamanda Pseudomonadaceae veya Xanthomonadaceae
gibi gida isleme ortaminda bulunan biyofilm olusturan mikroorganizmalarin da dikkate
alinmasini gerektirmektedir.

Silva ve ark (2024) Portekiz’de 2014-2022 yillar1 arasinda toplanan gida ve ilgili
cevresel iriinlerde L. monocytogenes'in varligim ve genetik cesitliligini degerlendirmek,

antibiyotik duyarliligini ve biyofilm olusturma yeteneklerini arastirmak istemislerdir. Bulgular,
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gida triinlerinde ve gidayla iligkili ortamlarda L. monocytogenes suslarmin varliginin altini
cizmekte ve bu suslarin antibiyotiklere ve ayni zamanda dezenfektanlara ve antiseptiklere karsi
direng genleriyle iligkili yiiksek viriilansini ortaya koymaktadir.

Yang ve ark (2024) yaptiklar ¢alismada, L. monocytogenes biyofilm olusumuna katkida
bulunan faktorleri arastirmislar ve daha giiglii hiicre dig1 polimer salgilamasi ve kendi kendine
agliitinasyon yetenekleri olan suslarin biyofilm olusturma konusunda daha belirgin bir yetenek
sergiledigini gostermislerdir. Ayrica biyofilm olusumundan sonra hiicrelerin adezyonunun ve
istilasinin arttigin1 dolayist ile ilag direncinin de arttig1 belirlenmistir. Bu nedenle biyofilm
olusumunun L. monocytogenes'i daha patojenik hale getirdigini ve antibiyotiklerle ortadan
kaldirilmasini daha zor hale getirdigi diisiiniilmektedir. RT-PCR kullanarak, quorum sensing
(QS), flagellar sentez ve hiicre dis1 polimer iiretiminde rol oynayanlar da dahil olmak iizere
biyofilm olusumuyla iligkili genlerin ekspresyon seviyelerini de bu ¢aligmada tespit ettiklerini
belirtmislerdir. Tiim bu bulgularin hiicre dis1 polimerler, kendi kendine agliitinasyon yetenekleri

ve biyofilm olusumu arasindaki kritik iligkinin altin1 ¢izmekte oldugunu bildirmislerdir.

2.6. Listeria Fajlar Ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Kim ve ark (2008) yaptiklar1 ¢aligma ile Amerika Birlesik Devletlerindeki dort hindi
isleme tesisinden alinan c¢evresel Orneklerden Listeria'ya 0zgii fajlarin  izolasyonunu
arastirmiglardir. Toplam 113 6rnekte on iki faj izole edilmis olup bunlardan dokuzu, Listeria
monocytogenes'in ¢oklu serotiplerinin yani sira diger Listeria spp. (L. innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri ve L. ivanovii) seklinde genis bir konukgu yelpazesine sahip oldugu bildirilmistir.
Kalan fajlarin ¢ogunlukla L. monocytogenes serotip 4b'nin yani sira L. innocua, L. ivanovii
ve/veya L. welshimeri'yi enfekte ettigini iletmislerdir. Isleme tesisi ortamindan serotip 4b
kompleksinin (4b, 4d, 4e) suslarindan biri hari¢ tiimii, igleme tesislerinin ortamindan izole
edilen genis konakgi-fajlar tarafindan kolayca enfekte olabildigini bildirmislerdir. Bununla
birlikte, gevresel drneklerden izole edilen L. monocytogenes suslarmin ¢gogunlugunu temsil eden
diger serotiplerin (1/2a [veya 3a] ve 1/2b [veya 3b]) bircok susu, bu fajlarin neden oldugu
enfeksiyona direngli oldugunu ve faja direngli iki susla yapilan deneylerde konakgi hiicrelere
azalmis faj adsorpsiyonu gosterdigini iletmislerdir.

Arachchi ve ark (2013) tarafindan Yeni Zelanda’da deniz iiriinleri igleme ortamlarindan
izole edilen 3 viriilant psikrotrofik Listeria fajlarinin karakteristiklerinin incelendigi ¢alismada
fajlarin  genis konukgu araliklarina ve diisik {iretken replikasyona sahip olduklar
gozlemlenmistir. Deniz iirlinleri isleme ortamlarindan izole edilen ii¢ viriilan psikrotrofik fajin
genis konakei araliklar ve diisiik iiretken replikasyonlari gozlemlenmistir. Bu 6zellikler, fajlarin
deniz iiriinleri kaynakli L. monocytogenes'e karst uygun pasif biyokontrol ajanlar1 olabilecegini
disiindiirmektedir. Silva ve ark. (2014), yumusak peynirlere inokiile edilen L. monocytogenes

suslar1 tizerine bakteriyofaj P100 etkisini ¢alismuslardir. Bu amagla Minas Frescal ve Coalho
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peynirlerine L. monocytogenes 10° kob/g oraninda 1/2a and Scott A suslari karisimimi inokiile
etmislerdir. Ardindan 8,3 x 10’ pob/g oraninda bakteriyofaj eklemislerdir. inokiilasyonu takiben
uygulamadan 30 dakika sonra kontrol 6rnegi ile karsilastirma yapildiginda bakteriyofaj Listex™
P100’in Coalho peynirinde 2,1 log birim azalma, Minas Frescal peynirinde ise 2,3 log birim
azalma sagladigini belirlemislerdir. Ancak, bakteriyofaj Listex™ P100’iin buzdolabinda
saklanan orneklerde daha zayif bir anti Listerial etki gosterdigini (en diisik azalma Minas
Frescal peynirinde 1,0 log birim, Coalho peynirinde 0,8 log birim) tespit etmislerdir.

George ve ark (2014) tarafindan Hindistan’da ti¢ farkli kasabadan alinan fekal
orneklerle yapilan ¢alismada 110 6rnekten 18’inde Listeria spp. pozitif izolatlar elde edilmistir.
Konak kullanilan hiicre Listeria monocytogenes (MTCC-1143) olarak se¢ilmistir.

lacumin ve ark (2016) yilinda yaptiklar1 galismada Listex™ P100 bakteriyofajmin hem
stvt kiiltiir ortaminda hem de kiirlenmis jambon eti yiizeyinde Listeria monocytogenes’in 5
serotipine (i.e., Scott A, 1/2a, 1/2b, ve 4b) anti-Listerial aktivitesini gézlemlemislerdir. En iyi
sonuglarm 4°C’de alindigini, kiirlenmis jambon etinde 5-8 log pob/cm? konsantrasyonun kayda
deger bir azalma i¢in gerekli oldugunu, ayrica faj P100’ln, kiirlenmis jambon iiretiminde
kullanilan makine yiizeylerindeki serbest L. monocytogenes hiicrelerini ve biyofilmlerini
elimine ettigini bildirmislerdir.

Tokman ve ark (2016) dort Listeria fajinin (Listeria'nin P70-benzeri ve P100-benzeri
fajlarindan ikiser adet) 7-37°C sicaklik araliginda gelismis 1/2a, 1/2b, 4a ve 4b serotiplerinden
olusan bes L. monocytogenes susuna karsi etki potansiyelini incelemislerdir. Dort fajin tiimii
i¢in plak olusturma verimliliklerinin sicakliktan onemli Olcilide etkilendigi ancak 37°C'de dort
fajin hicbirinde plak gozlemlenmedigi bildirilmistir. P100-benzeri fajlar, LP-048 ve LP-125 ile
gerceklestirilen adsorpsiyon deneyleri, LP-048'in 30°C'ye kiyasla 37°C'de duyarl suslara kars1
ciddi sekilde azaltilmis bir adsorpsiyon verimine sahip oldugunu gostermistir.

Lee ve ark (2017) yilinda tavuk digkilarindan izole ettikleri LMP1 ve LMP7 fajlarinin
L. monocytogenes’in gesitli suslar1 (L. monocytogenes ATCC 7644, 15313, 19114 ve 19115)
izerine litik etkilerini inceledikleri ¢alismada bakteriyofajlarin L. monocytogenes ATCC 7644
ve 19114 suslarmin gelisimini inhibe ettigini ve her iki fajin Siphoviridae familyasina ait
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica dondurulmus iiriinlerde kullanimini degerlendirmek amaciyla
siit Uriinlerinde calisma yapilmis ve bu c¢alismanin sonucuna gore iki bakteriyofajin, farkh
konak¢1 ozgiinliikleri ve Ozellikleri sergilemeleri nedeniyle gida endiistrisinde L.
monocytogenes'i kontrol etmek icin faj kokteylinin bir bileseni olarak kullanilabilecegini
Onermiglerdir.

Stone ve ark (2020) irlanda’da yaptiklar1 c¢alismada, L. monocytogenes faj P61'in
biyolojik ve genomik karakterizasyonunu ve yapay olarak kontamine olmus gidalarda L.
monocytogenes'in yiikiiniin azaltimasina yonelik uygulama yaptiklarini bildirmektedirler. Buna

gore Herelleviridae familyasina ait ve genom boyutu 136.485 bp olan viriilent bir bakteriyofaj
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P61 izole ettiklerini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada faj P61'in litik spektrumu aragtirilmig ve
1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 4b, 4e ve 6a serotiplerini enfekte ettigi gosterilmistir. 8 ve 12°C'de saklanan
yapay kontamine siite faj P61 ile muamele edilmesi, iriiniin raf omrii boyunca L.
monocytogenes sayilarinda énemli bir azalma ile sonuglanmistir. Benzer sekilde, faj P61, 8, 12
ve 25°C'de saklanan yapay olarak kontamine bebek ispanakta L. monocytogenes sayisini
azaltmustir. Elde edilen arastirma bulgulari ile, L. monocytogenes'in faj P61 ile biyokontroliiniin,
belirli tilketime hazir gidalarda L. monocytogenes sayilarinin azaltilmasi icin giivenli ve gevre
dostu bir yaklagim olarak sunulabilecegini gostermislerdir.

Zhou ve ark (2020) yaptiklar1 ¢alismada L. innocua ve L. welshimeri'nin yani sira L.
monocytogenes'i de lize edebilen genis konakg1 aralikli bir Listeria faji (vB-LmoM-SH3-3) izole
ettiklerini bildirmislerdir. Bu fajin hem Listeria hiicreleri (30 L. monocytogens, 4 L. innouca ve
11 L. welshimeri) {izerine vejetatif etkilerini hem de biyofilmleri {izerine etkilerini
incelemislerdir. L. innocua’nin patojenik 6zelliklere sahip olmasa da viriilans ve direngle ilgili
genlerin kaynagi olabilecegini ve patojenik bakterilere aktarilabilecek direng genleri igin bir
kaynak olusturabilecegi diisiincesiyle calisma kurgulanmigtir. Calisma sonuglarma gore L.
monocytogenes biyofilminin 10° pob/mL'lik diisiik konsantrasyonlu faj muamelesinden sonra
inhibe edildigi gosterilmistir. Bu sonu¢ da SH3-3 fajinin L. monocytogenes'in biyofilm
olusumuna karst etkili oldugunu distindlrtmiistiir. Fajin genom diizeyinde dizilim ve
biiylikliiglinii gdstermek i¢in analizler de yapilmistir.

Li ve ark (2022) Cin’de 3 farkli tavuk isletmesinden alinan atik sularda yapilan analizler
sonucunda LP8 faji izole edilmistir. Tam genom dizilimi, LP8'in genom boyutunun 87.038 bp
oldugunu ve 120 gen igerdigini gosterrmislerdir. Fareler iizerinde yapilan ¢alismaya gore LP8
ve antibiyotik kombinasyonunun, fajin tek basina olan etkisinden daha etkili bulunmus ve ayni
zamanda faj ilavesinin antibiyotik kullanimini azaltabilecegi ve direnci azaltma ve sinirlama
etkisine ulasabilecegi bildirilmistir.

Byun ve ark (2022a) ¢alismalarinda kereviz ve enoki mantarlarinda L. monocytogenes'e
kars1 bir biyokontrol ajani olarak bir bakteriyofaj kokteylinin etkinligini degerlendirmislerdir.
Buna gore sirasiyla kanalizasyon, nehir ve topraktan izole etmis olduklart LMPCO1, LMPC02
ve LMPCO3 litik fajlarinin morfolojik gdzlemi sonrasinda bu fajlar1 Myoviridae (LMPCO1 ve
LMPCO02) veya Siphoviridae (LMPC03) ailesine ait olarak smiflandirilmislardir. izole edilen
fajlarim, L. monocytogenes'e karst litik aktivite gdsterdigi ve benzer adsorpsiyon oranlari (30
dakika i¢inde %90 adsorpsiyon), latent donemleri (sirasiyla 69,5; 20,3 ve 93,0 pob/kob patlama
hacmi ile 50 dakika) ve hayatta kalma (4 ila 50°C arasindaki sicakliklarda ve pH 4-10'da)
stirelerinde benzerlik oldugu belirtilmistir. In vitro lizis kinetigine gore, faj kokteylinin belli
konsantrasyon diizeyinde (MOI=10) L. monocytogenes'in biiyiimesini 30°C'de 24 saat boyunca

tutarl bir sekilde inhibe edebildigini gostermisglerdir.
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Elsayed ve ark (2023) yilinda siit sigin giftliklerinde direngli L. monocytogenes
bakterileri ile miicadelede arastirdiklar1 bakteriyofaj ¢alismalarinda, 32 adet silaj ve 32 adet
giibre orneginde alt1 farkli fenotipte LMP faj1 izole etmislerdir. Fajlart LMP1, LMP2, LMP3,
LMP4, LMP5 ve LMP6 olarak isimlendirmisler ve hem dogrudan faj izolasyonu hem de 6n
zenginlestirme yontemi ile izolasyon gergeklestirmislerdir. Transmisyon Elektron Mikroskobu
(TEM) ile goriintiileme sonrasinda izole edilmis fajlarin ti¢ farkli familyaya Myoviridae (LMP2,
LMP4 ve LMPS6), Siphoviridae (LMP1 ve LMP5) ve Podoviridae (LMP3)] ait oldugunu

belirlemislerdir

21






3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirmada, Cukurova bolgesinde faaliyet gosteren gida isletmelerinden (tavuk, siit ve meyve
sebze isleme), marketlerden, pazar yerlerinden, sulama kanallarindan, nehirlerden, ciftliklerden ve
cevreden izole edilen vejetatif Listeria hiicreleri ile laboratuvar ortaminda g¢esitli yilizeylerde
gelistirilmis Listeria biyofilmleri materyal olarak kullanilmistir. Toplam 154 6rnek ile ¢alismalar
yapilmustir.

Listeria izolasyonu hedef alinarak yiiriitillen ¢aligmada 12 su 6rnegi ve 66 gida 6rnegi ile
calisilmistir. Cizelge 3.1.de bu ¢alismanin 6rnekleme detaylari verilmistir. Segilen bu 6rnekler Adana

ve Osmaniye illerinde faaliyet gosteren isletmeler, semt pazarlar1 ve marketlerden alinmistir.

Cizelge 3.1. Listeria spp. izolasyonu amaciyla alman Orneklerin lokasyon, ornek sayist ve ornek
alan donem bilgileri

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Dénem
Tavuk eti ve yikama/haslama suyu Adana Isletme AS 7 Ocak 2014
Tavuk eti ve yikama/haslama suyu Adana Isletme AS 7 Mayis 2014
Tavuk eti ve yikama/haglama suyu Adana Isletme AB 7 Ocak 2014
Tavuk eti ve yikama/haslama suyu Adana Isletme AB 7 Mayis 2014
Tavuk eti ve yikama/haglama suyu Adana Isletme AF 7 Ocak 2014
Tavuk eti ve yikama/haglama suyu Adana Isletme AF 7 Mayis 2014
Kuruyemis Ornekleri/Pazar Yeri-Market ~ Adana-Osmaniye 36 Haziran 2015
Toplam 78

Listeria ve Listeria bakteriyofaj izolasyonu caligmasina ait 6rnekleme detaylari ise Cizelge
3.2.°de verilmistir. Bu c¢alismaya gore 6 yikama suyu (tavuk isletmesi chiller) 6rnegi, 27 hayvan
(bliylikbas) yemi (silaj/kiispe/yem/saman), 4 sulama kanali su 6rnegi, 10 nehir suyu, 12 atik su 6rnegi,
5 fekal 6rnek, 2 lagim suyu 6rnegi, 6 hayvan (biiyiikbas) giibresi 6rnegi, 2 gida (balik pargalari) atii, ,

2 gida atig1 (balik atiklar1) olmak iizere toplam 76 6rnek analiz edilmistir.
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Cizelge 3.2. Listeria spp. ve bakteriyofaj izolasyonu amaciyla alian 6rneklerin lokasyon, drnek sayisi

ve drnek alinan donem bilgileri

Nehir Suyu (Seyhan)
Durgun Nehir Suyu (Seyhan)

Adana Merkez
Adana Merkez

Haziran 2023
Temmuz 2023

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Dénem
Tavuk isletme yikama sulari/chiller suyu Adana Merkez 6 Ekim 2019
Buzag Ciftligi, silaj Adana Merkez 2 Ekim 2019
Sulama Kanali Adana Merkez 4 Ekim 2019
Nehir Suyu (Seyhan Nehri) Adana Merkez 2 Ekim 2019
Meyve Sebze Isleme (Atik su) Karaman 2 Ocak 2020
Buzag Ciftligi, silaj Adana Merkez 2 Kasim 2020
Buzag Ciftligi, fekal 6rnek Adana Merkez 2 Kasim 2020
Tavuk c¢iftligi, fekal 6rnek Adana Sarigam 2 Kasim 2020
Sulama Kanali, lagim suyu Adana Imamoglu 2 Kasim 2020
Tavuk isletme yikama atik Sulari Adana Isletme A 2 Aralik 2020
Tavuk isletme yikama atik sulari Adana Isletme B 2 Aralik 2020
Tavuk isletme yikama atik sulari Adana Isletme D 2 Aralik 2020
Siit isletme yikama atik suyu Adana Isletme E 2 Aralik 2020
Biiyiikbas Hayvan Ciftligi (silaj saman giibre) ~ Adana Merkez 4 Aralik 2020
Dere Suyu Adana Merkez 1 Aralik 2020
Gol Suyu Adana Merkez 1 Aralik 2020
Biiyiikbas Hayvan Ciftligi (silaj saman giibre) ~ Adana Merkez 3 Aralik 2020
Biiyiikbas Hayvan Ciftligi (silaj saman giibre) ~ Adana Merkez 3 Aralik 2020
Biiyiikbag Hayvan Ciftligi (saman yem tezek)  Adana Merkez 3 Ekim 2022
Biiyiikbag Hayvan Ciftligi (saman) Adana Merkez 1 Ekim 2022
Universite Ciftligi, silaj Adana Sarigam 3 Ekim 2022
Atik su tesisi Adana Merkez 1 Ekim 2022
Siit isletme yikama atik suyu Adana Sarigam 1 Ekim 2022
Koy evleri (silaj, pancar kiispesi) Adana Ceyhan 2 Ekim 2022
Biiyiikbag Hayvan Ciftligi (giibre -saman) Adana Ceyhan 2 Haziran 2023
Biiyiikbag Hayvan Ciftligi (giibre -saman) Adana Ceyhan 2 Haziran 2023
Biiytikbas Hayvan Ciftligi (giibre) Adana Merkez 1 Haziran 2023
Biiytikbas Hayvan Ciftligi (silaj yeni) Adana Merkez 1 Haziran 2023
Biiyiikbag Hayvan Ciftligi (silaj eski) Adana Merkez 1 Haziran 2023
Balik ¢iftligi, gol suyu Adana Merkez 2 Haziran 2023
Koy evleri (giibre-silaj) Adana Ceyhan 4 Haziran 2023

2

2

4

Kasaplar ¢arsisi (kirmizi et, balik pargalar)

Toplam

Adana Merkez

~
(2]

Temmuz 2023
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Micreos Food Safety (Hollanda) firmasindan ve Canterbury Universitesi Cevre Bilimleri ve
Arastirma Enstitiisii (Yeni Zelanda)’nden temin edilen iki farkli Listeria bakteriyofaji (Listex™ P100
ve FMWLLM3) ile c¢alismalar yapilmistir. Bunun yami sira Listeria izolasyonlarinin yapildigi

ortamlardan Listeria bakteriyofaji da izolasyonu igin ¢aligmalar yapilmistir.

3.1.1. Besiyerleri

Kat1 ve siv1 besiyerlerinin tamami piyasadaki firmalardan temin edilmis, uygulama 6ncesinde
hazirlanmig ve taze olarak kullanilmistir.

Listeria spp. ve bakteriyofajlarinin izolasyonu ve biyofilm olusturma ¢alismalarinda
mikroorganizmaya 6zgii besiyerleri yan1 sira %95 etanol, 0,1% kristal viyole soliisyonu, alkali ve asit
bazli kimyasallar, g¢esitli Ozellikte ylizey test ¢ubuklari hidrofilik testi i¢in paslanmaz celik ve

hidrofobik test i¢in plastik ve galvaniz ylizeyler) gibi cesitli sarf malzemeleri kullanilmistir.

Tryptic Soy Agar (TSA)

In vitro (canli hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde genel kati besiyeri
olarak kullanilir. Bu ¢aligsmada, faj titresi hesabinda (base) agar olarak tercih edilmistir. Tryptic Soy
Agar, 15 g Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459) ve 7,5 g agar (Merck 1.01613) karistirilmasi ile 500 ml
olarak hazirlanmstir.

Bilesenler saf su iginde dikkatlice eritilmis ve otoklavda 121° C'de 15 dakika sterilize edilip,
steril petri kutularina yaklasik 15 ml olacak sekilde dokiilmiistiir (Soni ve Nannapaneni, 2010).

Ure broth (Merck 1.08483.0500)

Dehidrate besiyeri, 38,5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde topaklanma olmayincaya kadar
karigtirilmistir. Besiyeri, standart tiiplere 5'ser ml olarak dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilmigtir. Hazirlanmisg besiyeri berrak renklidir ve 25°C'da PH's1 6.8+0.2'dir (Anonim, 2011).

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

Icerik g/L
Tripton 109
Maya ekstrakti 5¢
Sodyum Kkloriir 10¢g
Agar 15¢g

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanir. Sterilizasyondan 6nce pH 7.0 + 0.2°ye ayarlanir. Luria
Bertani Broth cam tiiplere dagitildiktan, Luria Bertani Agar ise agar ilavesinden sonra, otoklavda (121

°C /15 dakika) sterilize edilir. Kat1 besiyerleri 55°C ‘ye kadar sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir.
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Scholten’s (MS) Broth, modifiye edilmis

Icerik g/L
Sigir Ekstrakt 12
Pepton 10
Sodyum Kloriir 3
Maya Ekstrakti 3

Karigimin tamami, 28 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde topaklanma olmayincaya kadar

karistirilmistir. Besiyeri, steril kavanozlar igerisinde 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir.

LB Agar (MOPS ile modifiye edilmis)

Icerik g/L
MOPS 10,46
MgCl2 0,95
CaCl: 1,10
Pepton 10
Sodyum Kloriir 10
Agar agar 12
Maya Ekstrakti 5

Her bir malzeme damitik su iginde topaklanma olmayincaya kadar karistirilmigtir. Besiyeri,

steril kavanozlar igerisinde 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir.

3.1.2. Cozelti ve Solusyonlar

SF (Serum Fizyolojik I¢erik)

SF (Serum Fizyolojik) g/L
NaCl 859
dH20 1000 mL

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanir. Sterilizasyon islemi 121 °C‘de 15 dk siire ile yapilir.

Alkol/Aseton Cozeltisi

Alkol/Aseton Cozeltisi 100 mL
Saf etanol 70 mL
Aseton 30 mL
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%0.8 Agaroz jel

%0.8 Agaroz jel 100 mL
Agaroz 08¢
dH20 100 mL

Distile su ile 100 ml‘ye tamamlanir. Eritme islemi mikrodalga’da ¢oziilme gerceklesene kadar

karistirilir.

%2.5 Glutaraldehide (%25’ten)

%2.5 Glutaraldehide (%25’ten) 200 mL
%25 Glutaraldehide 20 mL
PBS 180 mL

%1’lik Uranyl acetate

%71’lik Uranyl acetate 10 mL
Toz Uranyl acetate 01lg
dH20 10 mL

Distile su ile 10 ml‘ye tamamlanir. pH 3.5+£0.02 ayarlanir. 0.22 pum steril membran filtreden

gecirilir. Filtrat oda sicakliginda uzun siire karanlik ortamda saklanabilir.

3.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yonteminde Kullamlacak Materyal ve Cihazlar
Listeria izolatlarmin molekiiler karakterizasyonunu belirlemek amaciyla uygulanan PCR

yonteminde, 6rneklerden ekstrakte edilen DNA, Taq DNA polimeraz enzimi, dATP, dCTP, dTTP,

dGTP, ¢esitli tampon ¢ozeltiler, saf su, steril pipet uglar1 ve pipet, PCR tiipii, Listeria bakterisine 6zel

spesifik primer ¢iftleri materyal olarak kullanilmistir.

PCR Primerleri

Calismada 2 farkli firmadan alinan primer setleri kullanilmistir:

Lis-1 ve Lis-2 primerleri ile Ul ve LI1 primerleri igermektedir. Primer Lis 1 (5’-GCA-TCT-
GCA-TTC-AAT-AAA-GA-3’), Lis-2 (5’-TGT-CAC-TGC-ATC-TCC-GTG-GT-3") L. monocytogenes
icerisindeki hlyA genindeki 174-bp bolgesini hedeflemistir. Primer Ul (5°- CAG-CMG-CCG-CGG-
TAA-TWC-3’; M, A veya C’ni, W A veya T’yi gostermektedir) ve LI1 (5’- CTC-CAT-AAA-GGT-
GAC-CCT-3’) ise Listeria cinsinin iiyelerinin 938-bp’lik 16S rRNA’sin1 hedef almaktadir (Cizelge
3.3) (Wesley ve ark., 2002). Primerler ticari olarak sentezlettirilmistir (Macrogen, Tiirkiye, 2020).

Ikinci primer seti L. grayi i¢in Oxidoreductasi genini hedefleyen PrsF ve PrsR primerlerini; L.

innocua icin Lin0464 genini hedefleyen JOgrayiF ve JOgrayiR primerlerini; L. ivanovii i¢in namA
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genini hedefleyen Liv22228F ve Liv22228R primerlerini; L. monocytogenes i¢in Lmo1030 genini
hedefleyen Lmo1030F ve Lmol1030R primerlerini; L. seelingeri icin Lmo0333 genini hedefleyen
IseelinF ve IseelinR primerlerini; L. welshimeri i¢in scrA genini hedefleyen Lwel801F ve Lwel801R
primerlerini igermektedir. Bu primerler ticari olarak sentezlettirilmistir (Molgentek, Tiirkiye, 2022).

Tlgili genlerdeki hedef bp bolgesi Cizelge 3.3 te gosterilmistir (Mazza ve ark., 2015).
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Cizelge 3.3. Calismada Kullanilan Primer Ciftleri ve Sentezlenen Bolgenin Molekiiler Biiyiikliigii

Tiir Hedef Gen Primer Cifti Sekans (5°-3”) Baz Cifti Sayis1 (bp)

L. monocytogenes hlyA Lis1 5’-GCA-TCT-GCA-TTC-AAT-AAA-GA-3’ 174

L. monocytogenes hlyA Lis 2 5’-TGT-CAC-TGC-ATC-TCC-GTG-GT-3’ 174

Listeria spp. prs Ul 5’- CAG-CMG-CCG-CGG-TAA-TWC-3° 938

Listeria spp. prs LIl 5’- CTC-CAT-AAA-GGT-GAC-CCT-3’ 938

L. grayi Oxidoreductasi PrsF 5’- GCT-GAA-GAG-ATT-GCG-AAA-GAAG-3 201
PrsR 5’- CAA-AGA-AAC-CTT-GGA-TTT-GCG-G-3

L. innocua Lin0464 JOgrayiF 5’- GCG-GAT-AAA-GGT-GTT-CGG-GTC-AA-3 749
JOgrayiR 5’- ATT-TGC-TAT-CGT-CCG-AGG-CTA-GG-3

L. ivanovii namA Liv22228F 5’- CGA-ATT-CCT-TAT-TCA-CTT-GAG-C-3 463
Liv22228R 5’- GGT-GCT-GCG-AAC-TTA-ACT-CA-3

L. monocytogenes Lmo1030 Lmo1030F 5’- GCT-TGT-ATT-CAC-TTG-GAT-TTG-TCT-GG-3 509
Lmo1030R 5’- ACC-ATC-CGC-ATA-TCT-CAG-CCA-ACT-3

L. seeligeri Lmo0333 IseelinF 5’- GTA-CCT-GCT-GGG-AGT-ACA-TA-3 673
IseelinR 5’- CTG-TCT-CCA-TAT-CCG-TAC-AG-3

L. welshimeri SCrA Lwel801F 5’- CGT-GGC-ACA-ATA-GCA-ATC-TG-3 281
Lwel801R 5’- GAC-ATG-CCT-GCT-GAA-CTA-GA-3

L, .Listeria



Calismalarimiz Cukurova Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji
Laboratuvarinda, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Laboratuvarinda,
Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuvarlari, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji Béliimii ve Cukurova Universitesi Merkezi Laboratuvar’da gergeklestirilmistir.

Marker
Listeria tanimlamasi i¢in marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Thermo) kullanilmistir.
Listex™ P100 bakteriyofaj tamimlamasi icin lambda PFG ladder, 48.5-1,018 kb arahiginda

kullanilmstir.

Ethidium Bromid
Elektroforez isleminden sonra goriintilleme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka %1’lik

Ethidium Bromid 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanmstir.

Kullanilan Cihazlar

Thermocycler Cihazi

PCR islemi, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji
Laboratuvarinda 96 6rnek kapasiteli Veriti Applied Biosystems PCR System 9700 termal dongiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.

Elektroforez
Elektroforez islemi, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Viroloji
Laboratuvarinda BIORAD marka, elektroforez tankinda; gorintiileme islemi UVP Ultraviolet

Transilluminator goriintiileme cihazinda gergeklestirilmistir.

3.1.4. Cahismada Kullanilan Listeria spp tiirleri

Bu calismada kullanilan 4 sus C.U. Gida Miihendisligi Béliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan, 4 sus ise Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (ATCC; Manassas, VA, ABD)
temin edilmistir. Listeria spp. suslar1 Cizelge 3.4'te listelenmistir. Suslar, kullanilana kadar -20 °C'de
Tryptone Soy Broth (TSB; Merck, Darmstadt, Almanya) ve %30 (w/v) gliserol (1:1) karisiminda
saklanmigtir.

Her bir sus Tryptone Soy Broth (TSB; Merck, Darmstadt, Almanya) i¢inde 37°C inkiibatorde
aktive edilmistir. PALCAM Listeria Secici Agar (PALCAM; Darmstadt, Almanya) ve Tryptic Soy
Agar (TSA; Merck, Almanya) olmak iizere iki kat1 besiyerinde pasajlanmistir. Ardindan tekrar TSB

igerisine ekilerek ¢alismalar tamamlanmuisgtir.
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Cizelge 3.4. Caligmada kullanilan Listeria spp. tiirleri

Bakteri Tiirii Izolat Numarasi Ornek Tiirii  Kaynak
Listeria monocytogenes ATCC #13932 - Omurilik stvist  Insan
Listeria ivanovi ATCC #19119 - Koyun Ciftlik
Listeria innocua ATCC #33090 - Inek beyni Ciftlik
Listeria seeligeri ATCC #35967 - Toprak Cevre
Listeria monocytogenes yerel izolat ASb2 Tavuk Kesimhane
Listeria ivanovi yerel izolat ABLtt3 Tavuk Kesimhane
Listeria innocua yerel izolat ASysl Yikama suyu  Siit Isletmesi
Listeria welshimeri yerel izolat ASkl1 Tavuk Kesimhane

3.1.5. Cahismada Kullanilan Bakteriyofajlar

Calisma kapsaminda Listeria tiirlerini hedefleyen Hollanda menseili Listex'™ P100 (Phage
Guard L) bakteriyofaji ile Listeria monocytogenes tiiriinii hedefleyen Yeni Zelanda Canterbury
Universitesi Cevre Bilimleri ve Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen FMWLLM3 bakteriyofajlart
kullanilmistir (Cizelge 3.5).

Ticari bakteriyofajlar piyasaya kahverengi, opak plastik ambalajda ve hafif sar1 renkte, siv1
formda 2x10* pob/ml konsantrasyonda sunulmaktadir (Sekil 3.1.). Tki farkli miktar segenegi (100 ml
ve 1000 ml) bulunan fajin 6nerilen saklama kosullar1 2-8°C olup, raf 6mrii 8 ay olarak iletilmigtir.

FMWLLM faji Agustos 2023 yilinda c¢ogaltilmig ve temin edilmesi sonrasinda
caligmalarimizda Subat 2024’te kullanilmaya baslanmistir,. FMWLLM faji benzer sekilde 1s1k
gecirmeyecek sekilde bir ambalaj igerisinde olup hafif sar1 renktedir ve 6nerilen saklama kosullari 2-

8°C’dir.

Cizelge 3.5. Kullanilan bakteriyofajlar, hedef mikroorganizmalar, tedarik yili ve bakteriyofajin izole
edildigi kaynak (Kawacka ve ark., 2020; Bigot ve ark., 2011)

Bakteriyofaj Hedef Mikroorganizma Tedarik Yii Kaynak

Listex™ P100 Listeria spp. 2014 Koyun digkist
Listex™ P100 (Phage Guard Listex) Listeria spp. 2019 Koyun digkist
FMWLLM3 Listeria monocytogenes 2023 Koyun digkisi
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Sekil 3.1. Phage Guard Listex P100 (v2014) Phage Guard Listex P100 (v2019) FMWLLMS3

3.2. Yontem
3.2.1. Listeria'mmn Klasik Yontem ile izolasyonu ve Tanimlanmasi
Gida Orneklerinden Listeria Izolasyonu

Listeria spp. izolasyonu caligilan 6rneklerde FDA metodu ile gergeklestirilmistir. 1988 yilinda
Lovett ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen bu metot siit, siit tirtinleri, sebze — meyveler, deniz tirtinleri
ve gibi bir¢ok gidadan Listeria spp. izolasyonu ve sayimi amaciyla kullaniimaktadir.

Listeria spp. izolasyonu i¢in degerlendirilen her bir kati ornek 25’er gram olarak ve
gerektiginde steril bigak yardimi ile parcalara ayrilarak; her bir sivi 6rnek 25’er ml alinarak 6n
zenginlestirme saglamak i¢in 225 ml Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) besiyerinde
homojenize edilmistir. Besiyeri 6nce 30°C’de 4 saat inkiibe edilmis, 4 saatin sonunda gerekli olan
supplement (Listeria Selective Enrichment Supplement FDA-BAM) ilave edilerek inkiibasyon toplam
48 saate tamamlanmustir. inkiibasyonun baslagicindan itibaren 24. ve 48. saatlerde olmak iizere
PALCAM Agar besiyerine siirme ekimi yapilmistir ve ekim yapilan petriler 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. PALCAM Agar’da 1.5-2 mm ¢apinda zeytin yesili-gri-kahverengi renkli ve
siyah zonlu Kkoloniler, siipheli koloniler olarak degerlendirilmistir. Secici kati besiyerinde gelisen 5
tipik koloni TSA-YE besiyerine ekilen ve 24 saat inkiibasyon sonucunda ileri tanimlama testlerine tabi
tutulmistir (FDA, 1998).

3.2.2. izole edilen Listeria’ larin Tamimlamasi

Siipheli Listeria’larin inkiibasyonunun ardindan Tryptic Soy Agar-Yeast Extract besiyerinde
bu hiicrelerin koloni ve hiicre morfolojilerinin degerlendirmesi yapilmistir. Gram pozitif, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, ire negatif ve hareketlilik pozitif koloniler Listeria spp. siipheli koloniler
olarak degerlendirmeye alinmistir.

Izolatlar cins bazinda Listeria spp. olarak dogrulandiktan sonra gesitli biyokimyasal testleri
takiben PCR ile tiir bazinda tamimlama yapilmistir.
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Morfolojik Tanmimlama
Gram Boyama

Oze yardimiyla siipheli kolonilerden alip temiz bir lam iizerine yayildiktan sonra ates
tizerinde 3 kez fiksasyon islemi yapilmistir. Birkag damla Kristal Violet lam tizerine damlatilmis ve 1
dakika boyunca beklendikten sonra saf su ile yikama islemi yapilmustir. ikinci asamada birka¢ damla
lugol ¢ozeltisi damlatilip 1 dakika beklenip saf su ile yikanmistir. Ugiincii asamada ise %96’k etil
alkolde 15 saniye boyunca bekletilip lam saf su ile yikanmistir. Son asama olarak 15 saniye boyunca
ayni lam tiizerine Sulu Fuksin Cozeltisi damlatilmis ve saf su ile yikandiktan sonra kurutulup,

immersiyon yagiyla 100’liik objektif altinda incelenmistir (Anonymus, 2024c).

Hareket Testi

Yumusak dik agarl besiyerinde siipheli kolonilere hareketlilik testi uygulanmistir. Siipheli
koloniden igne uglu 6ze yardimi ile alinip 5 ml Nutrient Broth (%0,5 agar eklenmis) igeren besiyerine
ekim yapilmistir. Ardindan 18-24 saat siire ile 37°C’de inkiibasyona birakilan broth besiyerleri,
inkiibasyonun sonunda degerlendirmeye alinmistir. Uygulama yapilan inokiilasyon hattinin yanlarina
dogru yayilmis, semsiye goriinimli bulaniklik bakterinin hareketliliginin pozitif olarak

degerlendirilmistir (Anonymus, 2024c).

Biyokimyasal Tamimlama
Katalaz Testi

Katalaz testi %30’luk H,O, kullanilarak gergeklestirilmistir. %30’luk H20,, analizde
kullanilmak tizere %3’liik olarak ayarlanmistir. Kullanimdan hemen o6nce taze olarak hazirlanan
%3’lik hidrojen peroksitten bir lam iizerine 1-2 damla eklenmis ve siipheli koloni 6ze yardimi ile
alinarak hidrojen peroksite karigtirilmistir. Gaz kabarciklarinin olusumunun goézlenmesi halinde test

sonucu pozitif kabul edilmistir (Anonymus, 2024c).

Ure Testi
Bir 6ze dolusu koloni almip Urea Broth besiyerine inokiile edilmistir. 35 °C’de 48 saate
kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiip rengi kontrol edilmistir. Kirmizi renk olusumu

pozitif, sar1 renk olusumu ise testin negatif oldugunu géstermekte olmistir (Anonymus, 2024c).

Indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan1 ayristirarak indol meydana
getirebilme yetenegini belirlemek icin kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar sivi besi yerine veya
peptonlu siviya ekildikten sonra 37 °C de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda

kiiltiirlerin iizerine Kovacs (veya Ehrlich) ayiracindan 0,5 ml ilave edilip iyice karigtirilmistir.
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Tiiplerin {ist kisminda bir iki dakika i¢inde kirmizi bir halkanin olugsmasi indol pozitif, sarimsi

halka indolun olugmadiginin gostergesi olarak degerlendirilmistir (Anonymus, 2024c).

Molekiiler Tanimlama
Listeria Izolatlarinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Tiir Bazinda Tanimlanmasi

Calisma siiresince elde edilen Listeria izolatlarinin tiir bazinda tanimlanmalar1 polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile gergeklestirilmis olup bu uygulama Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Bitki Koruma Boliimii Viroloji Laboratuvarinda yapilmaistir.

Kaynatma Yontemi ile Niikleik Asit (DNA) Ekstraksiyonu
Listeria kolonilerinden DNA ekstraksiyonu FDA-BAM protokoliine gore yiiriitiilmiis olup

asagida ekstraksiyon basamaklar1 siralanmustir:

1. Bakteriyel izolatlar BHI broth’ta 1 gece 37°C’de gelismeye birakilmistir.

2. Siispansiyondan 1 ml mikrosantrifiij tiipine aktarilmis ve 12000xg’de 3 dakika santrifiij
edilmigtir.

3. Ustte kalan s1v1 kisim (siipernatant) uzaklastirilmis ve ¢oken kismin (pellet) tamami 1 ml
%0,85 tuzlu su igerisinde siispanse edilmistir.

4. Ardindan tekrar 12000xg’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

5. Ustte kalan siv1 kisim (siipernatant) uzaklastirilmis ve ¢oken kisim (pellet) 1 ml steril su
icerisinde siispanse edilmistir.

6. Ornek, 10 dakika kaynayan su banyosunda inkiibasyona birakilmustir.

7. Ardindan 12000xg’de 1 dakika santrifiij edilmis, iistte kalan sivi kisim (sliperpernatant)
uzaklastirilmig ve DNA 06rnegi olarak kullanilmak {izere -20°C’de saklanmistir (FDA,
2018)

DNA Jzolatlarznin PCR Amplifikasyonu

PCR isleminde 6ncelikle PCR tiipiine 50 ul (0.5 ng DNA 6rnegi, 50’ser pmol Lis-1, Lis-2, Ul
ve LI1, 1.25 U of Tag DNA polimeraz, 200’er mM dATP, dCTP, dTTP, ve dGTP; 10 mM Tris-HCl,
50 mM KCI ve 6.5 mM MgCl)’lik hacim ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi1 mineral yag ile
kaplanmis ve tiipler DNA termal dongiisiine yerlestirilmistir. Orneklere 95°C’de 3 dakika baslangic
denatiirasyonunu takiben 95°C’de 30 saniye 30 amplifikasyon dongiisii, 51°C’de 30 saniye primer
baglama, 72°C’de 40 saniye primer uzama islemi uygulanmistir. Amplifikasyon dongiisiinde tekrar
72°C’de 10 dakika primer uzama basamagi gergeklestirilmistir. PCR reaksiyon triinleri %1,5 agaroz
jelde (60 V, 1.5 saat kosturma tamponu Tris-borate-EDTA ile ayrilmistir. DNA molekiiler agirlik
isaretleyici her bir baz ciftinin agirlik karsilastirmasinda kullanilmistir. Ardindan jel etidyum bromid

ile boyanmig ve DNA bantlar1 gozlemlenmistir (Wesley ve ark., 2002; Saglam, 2017).
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Daha sonra tiipler Cizelge 3.6.°daki gibi olacak sekilde ayarlanarak thermocycler’a

yerlestirilmis ve boylece PCR islemi tamamlanmugtir.

Cizelge 3.6. PCR dongiisiinde Listeria spp. igin uygun sicaliklar (Wesley ve ark., 2002)
Sicaklik ve Zaman Déngiisi

95 °C 3 dk

95°C 30 sn

51°C 30 sn 30 dongi
72°C40sn

72°C 10 dk

Agaroz Jel Elektroforez Calismalari
Agaroz jel elektroforez caligmasi Galitelli ve Minafra (1994)’ya gore uygulanmistir.

1. Cam erlen igerisine 20 ml 1X TAE (4.84 g Tris, 2ml 0.5 M Na,EDTA, 1.142 ml Glacial
acetic acid) ya da 1X TBE tampon ¢ozeltisi konulmus ve toz agaroz tamamen eriyinceye
kadar 1siticida tutulmustur.

2. Karisim kaynama derecesine ulastiktan sonra 1sitic1 yiizeyden alinarak kisa bir siire (30
dakika) sogumaya birakilmig ve tank icerisine dokiilerek belirtici bir tarak takilmistir.

3. Hazirlanan jel karisiminin donmasi beklenmis ve jel donduktan sonra belirtici bir tarak
cikartilarak elektroforez tankina yerlestirilmis ve jeli 1-2 mm gegecek kadar kullanilan
buffera gore 1X TAE ya da 1X TBE eklenmistir.

4. Ornekler ve marker 10 ul olacak sekilde jeldeki kuyulara dikkatli bir sekilde
yerlestirilmistir. Marker ilk ¢ukura konulmus ve yiikleme tamponundaki turuncu renk
(Orange G) jelin sonuna gelene kadar elektroforez tankina viriislere gore degigmekle
beraber 30 V elektrik akimi 1 saat boyunca verilmistir.

5. Elektroforez igslemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dk siireyle ethidium
bromid (30 pl ethidium bromid/100 ml saf su) ¢ozeltisinde boyanmis ve daha sonra fazla
ethidium bromidi uzaklastirmak i¢in 10 dk saf su i¢erisinde tutulmustur.

6. Jelin yikama islemi gergeklestikten sonra UV jel goriiniitiileme cihazi iizerine konulmus ve

UV 1sikta ortaya ¢ikan bantlar gézlemlenerek fotografi ¢ekilmistir (Saglam, 2017)

3.3. Listex™ P100 Bakteriyofajinin Listeria spp. Uzerine Antimikrobiyal Etkisi
3.3.1. Listex™ P100 Bakteriyofajinn Listeria Vejetatif Hiicreleri Uzerine Antimikrobiyal Etkisi
Bu c¢alismada ticari bakteriyofaj Micreos Food Safety (Hollanda) firmasindan temin edilmis

olup bu bakteriyofajin Listeria vejetatif hiicreler {izerine antimikrobiyel etkisi ¢aligtlmigtir.
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Damlatma (Spot) Testi ile Listex™ P100 Fajinin Bakteriyel Etkinliginin Belirlemesi

Listex™ P100’{in ¢alismada kullanilmas1 planlanan bakterileri enfekte edip edemeyecegini
kontrol etmenin hizli bir yolu olan bu yontemde alt agar ve iist agar olarak TSA (Tryptic Soy Agar )
besiyeri kullanilmistir (Anonymus, 2019). Bu calismada Listex™ P100 bakteriyofaji 10! pob/ml
titrede (orijinal tedarik konsantrasyonu) kullanilmustir.

Cift tabaka agar teknigine gore hazirlanan besiyeri ortaminda 6ncelikle Listeria tiirlerinin 10
ml TSB (Tryptic Soy Broth) i¢inde 37°C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak gelisimi
saglanmigtir.

Alt agar olarak TSA (Tryptic Soy Agar), iist agar icin %0,6 agar iceren TSB (Tryptic Soy
Broth) ile hazirlanmis yumusak agar kullanilmistir (Oliveira ve ark., 2012; Anonymus, 2019;
Anonymus, 2024d). Otoklav sonrasi donmamasi i¢in yumusak agar, kullanilincaya kadar 42 °C’ye
ayarli su banyosunda bekletilmistir. 3 ml hacimli yumusak agara 100 pl Listeria spp. suslar
eklendikten sonra bu yumusak agar karisimi vortekslenerek hizlica igerisinde TSA bulunan petri
tizerine dokiilmiistiir. 15-20 dakika boyunca agarlarin katilagsmasi1 beklenmistir.

Bir mikropipet kullanarak, 10 pL sivi faj &rneginin  (Listex™ P100) orijinal
konsantrasyonundan petri iizerinde uygun alanlara damlatilmigtir. Pipet ucunun agara fiziksel olarak
temas etmediginden veya herhangi bir kabarcik olusmadigindan emin olunarak uygulama
tamamlanmustir. Yaklagik yarim saat fajin besiyerine absorbe olmasi beklenmistir. Ardindan petriler
30°C’de 18-24 saat saat inkiibasyona birakilmigtir (Anonymus, 2019; Anonymus, 2024d).

Inkiibasyon sonrasinda damlatma yapilan noktalar kontrol edilmistir. Pozitif bir damlatma
testi, damlatmanin yapildig1 alan iizerinde tamamen berrak bir sekilde alinan goriintii ile; negatif bir
nokta testi ise damlatmanin yapildig1 alanda bakteri yayilimim normal bir gelisim gostermesiyle

sonuglanmigtir (Anonymus, 2019; Anonymus, 2024d).

Listex™ P100 Preparatimin Farkli Tarihlere Ait Etkinliginin Damlatma (spot) Testi ile Incelenmesi
Damlatma (spot) testi ile Uygulama 1 ve Uygulama 2 adi altinda iki farkli tarihe sahip

Listex™ P100 hazir bakteriyofaj preparatlarinin etkinligi incelenmistir.

Cift Tabaka Agar Yontemi ile Listex™ P100 Faj Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Besiyeri iizerinde yaygin bir sekilde tabaka olusturan bakteri icerisinde plak iireten bir fajin,
konakgisini lize edebilme yetenegi yani faj titresi ¢ift tabaka agar teknigi kullanilarak dl¢lilmektedir
(Santos ve ark., 2009). Calismada, bakteriyofaj plak olusumu icin segilen Listeria tiirlerinin faj
konsantrasyonu ayarlanarak ¢ift tabaka agar yontemi ile ¢alisilmistir.

Calisma sirasinda kullanilan olan Listeria tiirlerinin 10 ml TSB (Tryptic Soy Broth) i¢inde
37°C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak gelisimi saglanmistir. Istenen konsantrasyona ulasmak

i¢in NaCl ¢ozeltisi ile seri diliisyonlar1 hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010a).
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Cift tabaka agar tekniginde yumusak agar ve alt (base) agar se¢ilmis olup alt agar olarak TSA
(Tryptic Soy Agar), list agar i¢in %0,5 agar iceren TSB (Tryptic Soy Broth) ile hazirlanmis yumusak
agar kullanilmistir (Oliveira ve ark., 2012). Otoklav sonrast donmamasi i¢in yumusak agar, 42 °C’ye
ayarli su banyosunda kullanim 6ncesinde bekletilmistir.

3 ml hacimli yumusak agara (%0,5 agar igeren TSB) 6nce 100 pl Listeria spp. suslar1 ardindan
100 pul fajdan eklenerek vortekslenerek faj ile bakterinin karigmasi saglanmigtir. Daha Onceden
hazirlanan ve igerisinde TSA bulunan petriler iizerine bu yumusak agar dokiilerek agarlarin
katilagmalar1 igin petriler 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan petriler 30°C’de 18-24
saat inkiibasyona birakilmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010a). inkiibasyonun ardindan fajin tek tek
diistiigii noktalarda bakterinin lize edilmesi sonucu olusan ¢iplak gozle goriilebilir sinirlart belli,
yuvarlak plaklar (seffaf/berrak zonlar) sayilarak sayim sonucu pob/ml olarak degerlendirilmistir

(Tunail, 2009; Soni ve Nannapaneni, 2010a).

3.3.2. Listex™ P100 Bakteriyofajimn Mikroplakada Gelistirilen Listeria spp. Biyofilmleri
Uzerine Etkisi

Caligma oncesinde her bir bakterinin durgun fazli kiiltiirleri TSB’de 18-24 saat gelistirilmistir.
Bir gece oncesinden hazir edilen taze Listeria spp. kiiltiirlerine 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10®
kob/ml) miktarinda inokuluma ulasmak i¢in 1:100 oraninda diliisyon yapilmistir. Her bir tiir i¢in
hazirlanan bu kiiltiirlerden 200 upl, kuyucuklara eklenmistir. Pozitif kontrol amagli birden fazla
kuyucuk kullanilmigtir. Ayrica, negatif kontrol kuyucuklarina 200 ul steril TSB eklenmistir. Petriler
steril kapakla kapatilmis ve kenarlar1 parafilmle kaplanmistir. 37°C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmustir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda, biyofilm yapisina tutunamayan bakteriler pipet yardimi ile
uzaklastirilmis ve 2 kez yikama yapilmistir. Yikama asamasi, her bir kuyucugun 200 pl steril tuzlu su
soliisyonu ekleme ve uzaklastirma adimlarini igermistir. Ardindan her bir kuyucuk, farkli
konsantrasyonlardaki (108, 105 10* pob/ml) 200 pl faj (Listex™ P100) soliisyonu ile muamele
edilmistir. Kontrol olarak da aymi sayida kuyucuga 200 pl tuzlu su eklenmistir. Faj ve tuzlu su
soliisyonlar1 baglangigtaki sadece TSB igeren negatif kontrol kuyucuklarina da eklenmistir. 30°C’deki
24 saatlik faj muamelesinin ardindan her bir kuyucuga kristal viyole ile 15 dakika boyama islemi
yapilmigtir. Boyama isleminin ardindan tiim kuyucuklar 200 pl fizyolojik tuzlu su ile 3 kez
yikanmigtir. Hiicreler tarafindan baglanamamis olan kristal viyole 200 pl fizyolojik tuzlu suyun
eklenmesi ve uzaklastirilmasi seklindeki yikamanin ardindan uzaklagtirilmigtir (Sekil 3.2). Her bir
kuyucuga 200 pl etanol-aseton (80:20) karigimi, Listeria biyofilmlerindeki bagli kristal viyoleyi
¢Ozebilmek amaciyla eklenmistir. Boylece Listeria biofilmi hiicre tiirbiditesi ODsgs’de 6lgiilebilir

durumda olmustur (Soni ve Nannapaneni, 2010b; Lemon ve ark., 2007; Doijad ve ark., 2015).
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Sekil 3.2. Mikroplaka tizerinde %1°lik kristal viyolenin uzaklastirilmasi

3.3.3. Listex™ P100 Bakteriyofajinin 37 Derecede Gida ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz
Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmlerine Etkisi

Bu ¢alismada, gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan hidrofilik (paslanmaz gelik) ve
hidrofobik (plastik ve galvaniz) yiizeylerde biyofilm olusumunu incelemek ve bu biyofilmler {izerinde

Listex™ P100 bakteriyofajinin etkisini degerlendirmek amaglanmustir.

Gida ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Biyofilm Olusturma

Bu c¢alismada endiistriyel gida ortamlarinda siklikla kullanilan yiizeyler arasinda yer alan
paslanmaz ¢elik, plastik ve galvaniz test ¢ubuklar1 (2x5 cm) tercih edilmistir. Bu test g¢ubuklan
kullanilmadan 6nce yikanmistir. Yikama islemine gore asetonda yagdan arindirilmis ve 25°C’de klorlu
deterjan icerisinde 30 dakika tutulmustur (Folsom ve ark., 2006). Ardindan, test ¢ubuklar1 deterjan
sollisyonundan uzaklastirilarak deiyonize su ile yikanmis ve temizleme isleminin ardindan, test
¢ubuklar1 otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

100 ml steril TSB iceren 250 ml hacimli steril kavanozlara bir gece 6ncesinden hazir edilen
taze Listeria spp. kiiltiirlerinden 100 pl eklenmistir. Test ¢ubuklari bu kiiltiirlerin igerisinde tutunmay1
saglamak amaciyla batirilmistir. Birisi kontrol 6rnegi olmak iizere inkiibasyona her bir yiizeyden 2’ser
adet brrakilmigtir. Her bir kavanoz parafilm ile kapak kismi kontaminasyonu engelleyecek sekilde
kapatilmistir. Kavanozlar 37°C’de 9 giin boyunca inkiibasyona birakilmigtir ve her biri giin asir1 75 ml
taze TSB besiyeri ile yenilenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Biyofilm olugturma (A) ve biyofilmler tizerine bakteriyofaj ugulamasi (B)

Guda ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Biyofilmlere
Uygulanan Yikama Protokolii ve Goriintii Alinmast

Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenen biyofilmler 3.3.3.’de anlatildig1 sekilde
paslanmaz ¢elik, plastik ve galvaniz test gubuklari {izerinde olusturulmustur. inkiibasyon periyodunun
ardindan biyofilm olusumu tamamlanan her ii¢ ylizeye ait test ¢ubuklarindan steril petri kaplar
icerisine alinmistir. Test cubuklarindan birisi biyofilm yikama protokoliiniin ardindan direkt olarak
mikroskop icin ayrilirken diger test cubugu 24 saat Listex™ P100 bakteriyofaj (10° pob/ml) ile
muamelesine tabi tutulmustur. Bakteriyofajla muamele islemi paslanmaz gelik, plastik ve galvaniz test
cubuklarinin bakteriyofaj ¢ozeltisine daldirilmasi seklinde uygulanmistir. Bu islem tamamlaninca test
cubuklar1 yikmaya tabi tutulmus ve takiben test ¢ubuklar1 Scanning Elektron Mikroskobu (SEM)
altinda incelenmistir (Lourenco, 2014).

Yikama iglemi i¢in her bir test cubugu (kontrol 6rnekleri dahil) yaklagik 3 ml steril tuzlu su
(SF) ile hafif pipetleme yoluyla isleme alinmistir. Bu uygulamanin ardindan PBS ile yikanip %2.5
glutaraldehide igeren PBS’de 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir (Sekil 3.4). Daha sonra test
cubuklari ¢ikarilip sirastyla yaklasik 15-20 saniye (25%, 50%, 75%, ve 100%) etanolda kurutulmustur.
Uzerine alti-palladium tozu kaplamak i¢in kaplama cihazina (Q150R Plus) koyulmustur (Sekil 3.5).
Fiksasyonu yapilan &rnekler C.U. Merkezi Laboratuvar’da Scanning Elektron Mikroskobu (SEM)

mikroskobunda (Quanta FEG 650) incelenmis ve fotograflart alinmistir (Lourenco, 2014).
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taraldehid’de icerisinde bekletilen yiizey materyalleri

Sekil 3.5. A: Kaplama cihazi (Q150R Plus). Sekil 3.6. B: Scaning Elektron Mikroskobu (SEM)

Guda ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Biyofilmlere
Listex™ P100 Etkisi

Madde 3.3.3.°te aciklandigi lizere paslanmaz celik, plastik ve galvaniz test ¢ubuklarina
37°C’de 9 giin boyunca biyofilm olusturumustur. Kontrol 6rneklerinin de bulundugu inkiibasyon
sonrasinda test ¢ubuklar1 tutunamayan hiicreleri uzaklastirmak amaciyla distile su ile yikanmis test
cubugunun her iki tarafindan ekiivyon ¢ubugu ile 6rnek alinmistir. Ardindan bu gubuklar 10 ml
peptonlu su igerikli 15 ml hacimli steril tiipe transfer edilmis ve yaklasik 1 dakika vortekslenmistir. Bu
stispansiyona ardindan desimal olarak diliisyon yapilmis ve PALCAM agara ekilmistir.

Test gubuklarindan digeri ise 37°C’de 9 giin boyunca gergeklesen biyofilm olusumunun
ardindan 24 saat Listex™ P100 bakteriyofaj (10° pob/ml) ile muamelesine tabi tutulmustur.
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Bakteriyofajla muamele islemi paslanmaz celik, plastik ve galvaniz test ¢ubuklarinin (Sekil 3.6)
bakteriyofaj ¢ozeltisine daldirilmasi seklinde uygulanmistir (Lourenco, 2014; Folsom ve ark., 2006).
Listex™ muamele edilen test gubuklari inkiibasyonun ardindan tutunamayan hiicreleri uzaklastirmak
amaciyla distile su ile yikanmis test ¢ubuklarinin her iki tarafindan ekiivyon g¢ucugu ile Ornek
alinmigtir. Ekiivyon ¢ubuklar1 10 ml peptonlu su igerikli 15 ml hacimli steril tiipe transfer edilmis ve
yaklasik 1 dakika vortekslenmistir. Bu siispansiyona ardindan desimal olarak diliisyon yapilmis ve
PALCAM agara ekilmistir.

PALCAM petriler koloni sayimi i¢in 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Negatif
kontroller de inokiilasyonun ardindan ayni islemlerle muamele edilmistir. Caligsma ii¢ tekerriir olarak

yuritilmistiir (Lourenco, 2014; Folsom ve ark., 2006).

Sekil 3.7. Galvaniz (A), plastik (B), paslanmaz gelik(C) test gubuklari

3.3.4. Listex™ P100 Bakteriyofajjmn Oda Sicakhginda Gida ile Temas Eden Yiizeylerde
(Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmlerine Etkisi

Bu caligmada da endiistriyel gida ortamlarinda siklikla kullanilan yiizeyler arasinda yer alan
paslanmaz c¢elik, plastik ve galvaniz test ¢ubuklari (2x5 cm) tercih edilmistir. Bu test ¢ubuklari
kullanilmadan 6nce yikanmistir. Yikama islemine gore asetonda yagdan arindirilmis ve 25°C’de klorlu
deterjan igerisinde 30 dakika tutulmustur (Folsom ve ark., 2006). Ardindan, test ¢ubuklar1 deterjan
soliisyonundan uzaklastirilarak deiyonize su ile yikanmis ve temizleme isleminin ardindan, test
cubuklar1 otoklavda steril edilmistir.

100 ml steril TSB iceren 250 ml hacimli steril kavanozlara bir gece 6ncesinden hazir edilen
taze Listeria spp. kiiltiirlerinden 100 pl eklenmistir. Test ¢ubuklar1 bu kiiltiirlerin igerisinde tutunmay1
saglamak amaciyla batirilmigtir. Birisi kontrol 6rnegi olmak iizere inkiibasyona her bir test
cubugundan 2’ser adet birakilmistir. Her bir kavanoz parafilm ile kapak kismi kontaminasyonu
engelleyecek sekilde kapatilmistir. Kavanozlar 25°C’de 9 giin boyunca inkiibasyona birakilmigtir ve
her biri giin asir1 75 ml taze TSB besiyeri ile yenilenmistir.

Madde 3.3.3.te agiklandig1 lizere sadece sicaklik parametresi degistirilerek yapilan bu
caligmada, 25°C’de 9 giin boyunca biyofilm olusturulan test ¢ubuklarindan kontrol i¢in ayrilanlar
inkiibasyonun ardindan tutunamayan hiicreleri uzaklastirmak amaciyla distile su ile yikanmig test

gubugunun her iki tarafindan ekiivyon gucugu ile 6rnek alinmigtir. Ardindan bu g¢ubuklar 10 ml
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peptonlu su igerikli 15 ml hacimli steril tiipe transfer edilmis ve yaklasik 1 dakika vortekslenmistir. Bu
slispansiyona ardindan desimal olarak diliisyon yapilmis ve PALCAM agara ekilmistir.

Test cubuklarindan digeri ise 25°C’de 9 giin boyunca gerceklesen biyofilm olusumunun
ardindan 24 saat Listex™ P100 bakteriyofaj (10° pob/ml) ile muamelesine tabi tutulmustur.
Bakteriyofajla muamele islemi paslanmaz ¢elik, plastik ve galvaniz test ¢ubuklarinin bakteriyofaj
¢ozeltisine daldirilmasi seklinde uygulanmistir (Lourenco, 2014; Folsom ve ark., 2006). Listex™
muamele edilen test ¢ubuklari inkiibasyonun ardindan tutunamayan hiicreleri uzaklastirmak amaciyla
distile su ile yikanmis test ¢ubuklarinin her iki tarafindan ekiivyon cucugu ile ornek alinmistir.
Ekiivyon ¢ubuklar1 10 ml peptonlu su igerikli 15 ml hacimli steril tiipe transfer edilmis ve yaklasik 1
dakika vortekslenmistir. Bu siiLaurenspansiyona ardindan desimal olarak diliisyon yapilmis ve
PALCAM agara ekilmistir.

PALCAM petriler koloni sayimi ig¢in 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Negatif
kontroller de inokiilasyonun ardindan ayni iglemlerle muamele edilmistir. Calisma li¢ tekerriir olarak

yiriitiilmiistiir (Lourenco, 2014; Folsom ve ark., 2006).

3.4. FMWLLM3 Bakteriyofajimin Listeria spp. Uzerine Antimikrobiyal Etkisi
3.4.1. FMWLLMS3 Bakteriyofajmnn Listeria Vejetatif Hiicreleri Uzerine Antimikrobiyal Etkisi
FMWLLM3 faji Canterbury Universitesi Cevre Bilimleri ve Arastirma Enstitiisii (Yeni

Zelanda)’nden talep edilmis olup Listeria vejetatif hiicreler {izerine antimikrobiyel etkisi ¢aligilmigtir.

Damlatma (Spot) Testi ile FMWLLM3 Fajinin Bakteriyel Etkinliginin Belirlemesi

FMWLLM3 fajinin ¢alismada kullanilmasi planlanan bakterileri enfekte edip edemeyecegini
kontrol etmenin hizli bir yolu olan bu yontemde alt agar ve iist agar olarak TSA (Tryptic Soy Agar )
besiyeri kullanilmistir (Anonymus, 2024). Bu ¢alismada FMWLLM3 bakteriyofaji, 10" pob/ml titrede
(orijinal tedarik konsantrasyonu) kullanilmigtir.

Cift tabaka agar teknigine gore hazirlanan besiyeri ortaminda 6ncelikle Listeria tiirlerinin 10
ml TSB (Tryptic Soy Broth) icinde 37°C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak gelisimi
saglanmistir.

Alt agar olarak TSA (Tryptic Soy Agar), iist agar i¢in %0,6 agar iceren TSB (Tryptic Soy
Broth) ile hazirlanmis yumusak agar kullanilmistir (Oliveira ve ark., 2012; Anonymus, 2019;
Anonymus, 2024d). Otoklav sonrasi donmamasi i¢in yumusak agar, kullanilincaya kadar 42 °C’ye
ayarli su banyosunda bekletilmistir. 3 ml hacimli yumusak agara 100 pl Listeria spp. suslar
eklendikten sonra bu yumusak agar karisimi vortekslenerek hizlica igerisinde TSA bulunan petri
tizerine dokiilmiistiir. 15-20 dakika boyunca agarlarin katilagsmasi beklenmistir.

Bir mikropipet kullanarak, 10 puL siv1 faj 6rneginin (FMWLLM3) orijinal konsantrasyonundan

petri iizerinde uygun alanlara damlatilmigtir. Pipet ucunun agara fiziksel olarak temas etmediginden
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veya herhangi bir kabarcik olusmadigindan emin olunarak uygulama tamamlanmistir. Yaklagik yarim
saat fajin besiyerine absorbe olmasi beklenmistir. Ardindan petriler 30°C’de 18-24 saat saat
inkiibasyona birakilmigtir (Anonymus, 2019; Anonymus, 2024d).

Inkiibasyon sonrasinda damlatma yapilan noktalar kontrol edilmistir. Pozitif bir damlatma
testi, damlatmanin yapildig1 alan iizerinde tamamen berrak bir sekilde alinan goriintii ile; negatif bir
nokta testi ise damlatmanin yapildig1 alanda bakteri yayilimin normal bir gelisim gostermesiyle

sonuglanmustir (Anonymus, 2019; Anonymus, 2024d).

Cift Tabaka Agar Yontemi ile FMWLLM3 Faj Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada, bakteriyofaj plak olusumu igin segilen Listeria tiirlerinin faj konsantrasyonu
ayarlanarak c¢ift tabaka agar yontemi ile ¢calisilmistir.

Caligma sirasinda kullanilan olan Listeria tiirlerinin 10 ml TSB (Tryptic Soy Broth) i¢inde
37°C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak gelisimi saglanmistir. Istenen konsantrasyona ulasmak
icin hem Listeria tiirlerinin hem de FMWLLMS3 fajinin NaCl ¢ozeltisi ile seri diliisyonlart
hazirlanmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010a).

Cift tabaka agar tekniginde yumusak agar ve alt (base) agar se¢ilmis olup alt agar olarak TSA
(Tryptic Soy Agar), {ist agar i¢in %0,5 agar iceren TSB (Tryptic Soy Broth) ile hazirlanmis yumusak
agar kullanilmistir (Oliveira ve ark., 2012). Otoklav sonrast donmamasi i¢in yumusak agar, 42 °C’ye
ayarli su banyosunda kullanim 6ncesinde bekletilmistir.

3 ml hacimli yumusak agara (%0,5 agar igeren TSB) 6nce 100 pl Listeria spp. suslar1 ardindan
100 pl FMWLLM3 fajdan eklenerek vortekslenerek faj ile bakterinin karigmasi saglanmistir. Daha
onceden hazirlanan ve igerisinde TSA bulunan petriler lizerine bu yumusak agar dokiilerek agarlarin
katilagmalar1 i¢in petriler 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan petriler 30°C’de 18-24
saat inkiibasyona birakilmistir (Soni ve Nannapaneni, 2010a). Inkiibasyonun ardindan fajin tek tek
distiigii noktalarda bakterinin lize edilmesi sonucu olusan ¢iplak gozle goriilebilir sinirlart belli,
yuvarlak plaklar (seffaf/berrak zonlar) sayilarak sayim sonucu pob/ml olarak degerlendirilmistir

(Tunail, 2009; Soni ve Nannapaneni, 2010a).

3.4.2. FMWLLM3 Bakteriyofajmmin Mikroplakada Gelistirilen Listeria spp. Biyofilmleri Uzerine
Etkisi

Caligma oncesinde her bir bakterinin kiiltiirleri TSB’de 18-24 saat gelistirilmistir. Bir gece
oncesinden hazir edilen taze Listeria spp. kiiltiirlerine 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10® kob/ml)
miktarinda inokuluma ulagmak icin 1:100 oraninda diliisyon yapilmistir. Her bir tiir i¢in hazirlanan bu
kiiltiirlerden 200 pl kuyucuklara eklenmigtir. Pozitif kontrol amagli birden fazla kuyucuk
kullanilmigtir. Ayrica, negatif kontrol kuyucuklarina 200 pl steril TSB eklenmistir. Petriler steril

kapakla kapatilmis ve kenarlar1 parafilmle kaplanmigtir. 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon siiresinin sonunda, biyofilm yapisina tutunamayan bakteriler pipet yardimi ile
uzaklastirilmis ve 2 kez yikama yapilmistir. Yikama asamasi, her bir kuyucugun 200 pl steril tuzlu su
soliisyonu ekleme ve uzaklastirma adimlarini igermistir.

Ardindan her bir kuyucuk, konsantrasyonu belli (10° pob/ml) titredeki 200 pl faj
(FMWLLM3) soliisyonu ile muamele edilmistir. Kontrol olarak da ayni sayida kuyucuga 200 pl tuzlu
su eklenmistir. Faj ve tuzlu su soliisyonlar1 baslangigtaki sadece TSB igeren negatif kontrol
kuyucuklarina da eklenmistir. 30°C’deki 24 saatlik faj muamelesinin ardindan kristal viyole ile 15
dakika boyama islemi yapilmistir. Boyama igsleminin ardindan tiim kuyucuklar 200 pl fizyolojik tuzlu
su ile 3 kez yikanmustir. Hiicreelre tarafindan baglanamamis olan kristal viyole 200 ul fizyolojik tuzlu
suyun eklenmesi ve uzaklastirilmas: seklindeki yikamanin ardindan uzaklastirilmistir. Her bir
kuyucuga 200 pl etanol-aseton (80:20) karisimi boyali Listeria biyofilmlerindeki bagli kristal viyoleyi
¢ozebilmek amaciyla eklenmistir. Boylece Listeria biyofilmi hiicre tiirbiditesi ODsg;’de Slgiilebilir

durumda olmustir (Soni ve Nannapaneni, 2010b; Lemon ve ark., 2007; Doijad ve ark., 2015).

3.4.3. FMWLLM3 Bakteriyofajimn 37 Derecede Gida ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz
Celik, Plastik ve Galvaniz yiizeyler) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmlerine Etkisi
Bu calisma sadece bakteriyofaj tiiri (FMWLLM3) ve konsantrasyonu (10° pob/ml)

degistirilmis olup 3.3.3 ile ayn1 metot kullanilmistir.

Guda ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Biyofilm Olusturma
Bu calisma sadece bakteriyofaj tiiri (FMWLLM3) ve konsantrasyonu (10° pob/ml)

degistirilmis olup 3.3.3 ile ayn1 metot kullanilmugtir.

Guda ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Biyofilmlere
Uygulanan Yikama Protokolii ve Goriintii Alinmast
Bu calisma sadece bakteriyofaj tiiri (FMWLLM3) ve konsantrasyonu (10° pob/ml)

degistirilmis olup 3.3.3 ile ayn1 metot kullanilmistir.

Guda ile Temas Eden Yiizeylerde (Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Biyofilmlere
FMWLLM3 Etkisi
Bu caliyma sadece bakteriyofaj tiiri (FMWLLM3) ve konsantrasyonu (10° pob/ml)

degistirilmis olup 3.3.3 ile ayn1 metot kullanilmisgtir.
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3.44. FMWLLM3 Bakteriyofajimn Oda Sicakhginda Gida ile Temas Eden Yiizeylerde
(Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmlere Etkisi

Bu calisma sadece bakteriyofaj tiiri (FMWLLM3) ve konsantrasyonu (10° pob/ml)
degistirilmis olup 3.3.3 ile ayn1 metot kullanilmistir.

3.5. Listeria Bakteriyofaj izolasyonu ve Tanimlanmasi
3.5.1. Orneklerden Listeria spp. Bakteriyofaj izolasyonu

Listeria bakteriyofaj izolasyonu igin Listeria spp. izolasyon analizinde kullanilan gida
orneklerinin yani sira isletme atik sularini1 da igeren ¢evresel 6rnekler de degerlendirmeye alinmigtir
Faj izolasyon islemlerinde direkt faj izolasyonu ve on zenginlestirme sonrasi faj izolasyonu olmak
iizere birden fazla metot kullanilmistir. Bu metotlar bakteriyofaj izolasyonunda kullanilan referans

calisma, ve fajin izole edildigi kaynagi igerecek sekilde Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Bakteriyofaj izolasyonunda kullanilan referans ¢aligma, ve fajin izole edildigi kaynag:

Uygulanan Metot  Referans Calisma Kaynak

Metot 1 Vongkamjan ve ark., 2012 Silaj 6rnegi

Metot 2 Kim ve ark., 2008; (modifiye edilmis) Cevre 6rnekleri, hindi kesimhanesi

Metot 3 Lee ve ark, 2017; Elsayed ve ark., 2023; Fekal oOrnek, silaj, giibre; tavuk
(modifiye edilmis) ciftligi

Metot 4 Model calisma; Lemaitre ve ark., 2015 -
(modifiye edilmis)

Metot 5 Vongkamjan ve ark., 2012; Elsayed ve Silaj ve giibre 6rnegi
ark., 2023; (modifiye edilmis)

Metot 6 Heshmati, 2019; (modifiye edilmis) Sehir atik sular1

Metot 7 Li ve ark., 2022; (modifiye edilmis) Atik su 6rnekleri

3.5.2. Listeria spp. Faj izolasyonunda Cesitli Metot Calismalar1
Listeria faj1 izolasyonu i¢in segilen metotlar ve bu metotlarda kullanilan alt agar, Gist agar ve

diger icerik detaylarina iligkin bilgiler Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Bakteriyofaj izolasyonunda uygulanan metotlar ve kullanilan besiyerileri

Uygulanan Metot  Sivi Besiyeri Alt Agar Ust Agar Metot Ozelligi
Metot 1 LB (%15 %15 LB %0,7 LB MgCl, ve CaCl, ile
MOPS ils MOPS/ tuz MOPS/ agaroz tamponlanmis
desteklenmis  agarozu On zenginlestirme var
Metot 2 BHI Broth TSA agar - MgCl, ve CaCl, ile
(%0,6 tamponlanmis
Tyriptic Soy On zenginlestirme var
Broth)
Metot 3 Modifiye LB agar - CaCl; ile tamponlanmus,
edilmis On zenginlestirme var
Scholten’s
(MS) Broth
Metot 4 Buffered TSA  agar - On zenginlestirme var.
Listeria (%0,6
Enrichment Tyriptic Soy
Broth Broth)
Metot 5 Tamponlanmis  %1,5 LB %0,7 LB On zenginlestirme yok
peptonlu su MOPS/ tuz MOPS/ agaroz
agarozu
Metot 6 Tamponlanmig TSA agar - On zenginlestirme yok
peptonlu su (%0,6
Tyriptic Soy
Broth)
Metot 7 Peptonlu su TSA agar - 1,25 mM CaCl, ile
(%0,6 tamponlanmig
Tyriptic Soy On zenginlestirme yok
Broth, 1.25
mM CaCl; ve
0.5% agaroz)

On Zenginlestirme Metodu Kullanilarak Yapilan Calismalar

Metot 1

10 g/ml 6rnek 90 ml steril LB MOPS (50 mM MOPS ile zenginlestirilmis ortam) igeren steril

kavanoz igerisinde karistirilmis ve bu karisima 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10% kob/ml) orania

ulasan her bir sustan 250 pl mikroorganizma kiiltiirii eklenmistir. Karistmin son hali, 30°C'de 24 saat

inkiibe edilmistir. Zenginlestirilmis oOrneklerden alinan her bir 15 ml 6rnek 6000xg 20 dakika
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santrifiije birakilmigtir. Santiriflij islemi tamamlandiktan sonra her bir 6rnek ardisik filtreleme igin
kullanilmigtir. Bu amagla once 0.45 pum'lik, ardindan 0,2 um'lik bir steril membran filtreden
stizdiiriilmiistiir.

Bir konak susun bir gecelik kiiltiiriiniin 0,5 McFarland’a (yaklasik 1,5x10° kob/ml) seyreltilen
diliisyonundan 100 pl ile 100 pul 6rnek filtrati ve 4 ml yumusak agar, %0,7 LB MOPS (50 mM MOPS,
pH 7,6 ve 10 mM [her biri] MgCl, ve CaCl; ile tamponlanmis LB ortamu) ile karistirilarak bir kaplama
hazirlanmigtir. Bu karigim yeni hazirlanmig bir alt agar (%1,5 LB MOPS/tuz agarozu) iizerine
dokiilmiistiir.

Her bir siiziintii i¢in bu islem gerceklestirilmistir. Petriler 24 saat boyunca 30°C'de inkiibe
edilmis ve ardindan petride bulunan her bir belirli plak morfolojisinin bir temsilcisi faj saflastirmasi

i¢in kullanilmustir.

Metot 2

20 g/ml 6rnek 180 ml steril BHI broth iceren igeren steril kavanoz igerisinde karistirilmis,
ardindan bu karisim 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10® kob/ml) oranmna seyreltilen her bir konake1
sustan 250 pl Kkiiltir eklenmistir. Karisimin son hali, 37°C'de 24 saat inkiibe edilmigtir.
Zenginlestirilmis érneklerden alinan 15 ml, 6000xg 20 dakika santrifiije birakilmigtir. Santirifiij islemi
tamamlandiktan sonra her bir 6rnek, ardisik filtreleme igin kullanilmistir. Bu amagla 6nce 0.45 um’lik,
ardindan 0.22 pm'lik bir steril membran filtreden siizdiiriilmiistiir.

Steril membran filtreden gegirilen 6rnegin 10 ul’si, Listeria spp. igeren TSA agar (%0,6 agar
Tyriptic Soy Broth ve 10 mM MgCl; ve 10 mM CaCl; ile zenginlestirilmis) tizerine damlatilarak 20
dakika ortam sicakliginda besiyerine adsorpsiyonun gerceklesmesi i¢in birakilmistir. Her bir 6rnek
icin bu islem gergeklestirilmistir. Petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmis ve ardindan
petride gozlemlenen lizis olusumlarina gore degerlendirme yapilarak her bir belirli plak morfolojisinin

bir temsilcisi faj saflagtirmasi i¢in kullanilmstir.

Metot 3

Laboratuvara getirilen orneklere direkt santrifiij islemi yapilmistir. Orneklerden 10 ml
almmistir, ardindan steril kavanoz igerisinde bulunan modifiye edilmis Scholten’s (MS) Broth
igerisine alinarak 100 ul Listeria monocytogenes eklenmistir. Ayrica 50 ul 10 mM CaCl, ilavesi
yapilmistir. Karigimin son hali, 30°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu karigim 6000 xg, 30 dakika, 4°C
olarak secilen santrifiijje birakilmigtir. Santirifiij islemi tamamlandiktan sonra her bir 6rnek ardisik
filtreleme i¢in kullanilmistir.

Kat1 besiyeri olarak alt ve {ist agar Luria Bertani agar (LB agar) olarak kullanilmistr.

Steril membran filtreden gegirilen 6rnegin 10 pl’si, Listeria spp. iceren ve yukarida belirtilen

her bir alt agar lizerine damlatilarak 20 dakika ortam sicakliginda besiyerine adsorpsiyonun
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gergeklesmesi icin birakilmistir. Her bir 6rnek igin bu islem gergeklestirilmistir. Petriler 18-24 saat
boyunca 30°C'de inkiibe edilmis ve ardindan petride gozlemlenen lizis olusumlarina gore
degerlendirme yapilarak her bir belirli plak morfolojisinin bir temsilcisi faj saflastirmasi igin

kullanilmastir.

Metot 4

Bu mettotta faj izolasyonu icin drnekler (25 g/25 ml) 225 ml steril kavanoz i¢cinde bulunan
BLEB (Buffered Listeria Enrichment Broth) igerisine alinmustir. Calismada, Ornek igerisinde var
olabilecek hasar gormiis Listeria spp.’lerin desteklenmesi amaglanarak Listeria izolasyonunda
kullanilan metot modifiye edilerek kullanilmistir. Bu karisima 4 saatin sonunda supplement (Listeria
Selective Enrichment Supplement FDA-BAM) ilave edilip inkiibasyon 24 saate tamamlanmistir. Bu
karigim 30°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Zenginlestirilmis 6rneklerden alinan 10 ml, 3200xg 10 dk
4°C’de santrifiije birakilmistir. Santrifiij edilen filtrat 0.22 pum'lik steril bir membran filtreden
stizdliriilmiistiir.

Her bir siiziintiinin 100 ul’si 3 ml yumusak agar (%0,6 agar Tyriptic Soy Broth) ile
karistirilarak TSA (Tyriptic Soy Agar) alt agar tizerine dokiilerek 20 dk ortam sicakligina birakilmustir.
Her bir siiziintii i¢in bu islem gerceklestirilmistir. Petriler 24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmis ve
ardindan petride bulunan her bir belirli plak morfolojisinin bir temsilcisi faj saflastirmasi igin

kullanilmgtir.

Direkt Izolasyon Metodu Kullanilarak Yapilan Calismalar
Metot 5

Ornekler (10 g/10 ml) 90 ml steril kavanoz iginde fosfat tamponlu peptonlu su (PBS) igerisine
alimmugstir. Her 6rnek daha sonra 0.45 um'lik filtreden siiziilmiis ve ardindan 1 ml'lik bir siiziintiiniin
0.22 pm'lik bir steril membran filtreden siizdiiriilmiistiir. 0.22 pm'lik gézenek boyutu kullaniminin
bazi biiyiik fajlarin geri kazanimini tehlikeye atabilecegi ongoriilse de diger pek ¢ok galisma gibi 0,22
um filtre fa izolasyonu i¢in kullanilmistir. 0.22 pm steril membran filtreden alinan siiziintiiler, ¢ift
tabakal1 agar yontemi kullanilarak faj izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Bir konak susun bir gecelik kiiltiiriiniin 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10% kob/ml) oranina
seyreltilen dilisyonundan 300 ul, 100 pl o6rnek filtrati ve 4 ml yumusak agar, %0,7 LB
MOPS/Glu/salts agaroz (50 mM MOPS, pH 7,6 ve 10 mM [her biri] MgCl, ve CaCl; ile
tamponlanmis LB ortami) ile karistirilarak bir besiyeri hazirlanmistir. Bu karigim yeni hazirlanmig bir
alt agar (%1,5 LB MOPS/tuz agarozu) iizerine dokiilmiistiir.

Her bir siiziintii i¢in bu islem gergeklestirilmistir. Petriler 24 saat boyunca 30°C'de inkiibe
edilmis ve ardindan petride bulunan her bir belirli plak morfolojisinin bir temsilcisi faj saflagtirmasi

i¢in kullanilmugtir.
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Metot 6

Getirilen her bir s1v1 6rnekten 25 ml analize alinmistir. Kat1 6rnekler i¢in 25 g alinarak 225 ml
tamponlanmig peptonlu su igerisine eklenmis ve 4°C’de, 15 dakika boyunca 15,285 xg devirde
santrifiij (Beckman Coulter, USA) edilmis ve iistte kalan kisim 0.22 um por biiyiikligiindeki filtreden
(Millex®- GP; Filter Unit) gegirilmistir. Filtratin 5 ml’si, 5 ml TSB (Tryptic Soy Broth) ve 0,5
McFarland (yaklasik 1,5x108 kob/ml) oranina seyreltilen 100 pl Listeria spp. (daha once gida ve su
orneklerinden izole edilmis) 6rnegi ile karigtirilmistir. Bu karisim bir gece boyunca 37°C’de inkiibator
icerisinde homojenize bir sekilde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra bakteri 4°C’de, 10
dakika boyunca 15.285 xg devirde santrifiijlenerek pargalanan bakterilerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir.
Ustte kalan kisim 0.22 um por biiyiikliigiindeki steril membran filtreden tekrar gegirilmistir.

Steril membran filtreden gegirilen 6rnegin 10 pl’si, Listeria spp. igeren TSA agar (%0,6 agar
iceren Tyriptic Soy Broth) ile karigtirilarak TSA (Tyriptic Soy Agar) iizerine damlatilarak 20 dakika
ortam sicakliginda besiyerine adsorpsiyonun gerceklesmesi i¢in birakilmistir. Her bir 6rnek i¢in bu
islem gerceklestirilmistir. Petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmis ve ardindan petride
gdzlemlenen lizis olusumlarina gore degerlendirme yapilarak her bir belirli plak morfolojisinin bir

temsilcisi faj saflagtirmasi i¢in kullanilmgtir.

Metot 7

Getirilen her bir sivi 6rnekten 25 ml analize alinmigtir. Kati 6rnekler igin 25 g 6rnek, 225 ml
peptonlu su igerisinde analize alinmistir Bu 6rneklerden alinan 50 ml, 3000xg 10 dakika 4°C’de
santrifiije birakilmistir. Santrifiij edilen 6rnekten 15 ml, 0.22 pm'lik steril bir membran filtreden
stizdiiriilmiistiir.

Membran filtreden gegen filtratin 10 ml’si, 10 ml TSB (Tryptic Soy Broth) ve 0,5 McFarland
(yaklasik 1,5x108 kob/ml) oranmna seyreltilen 100 ul Listeria spp. 6rnegi ile karistirilmistir. Bu karisim
bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra bakteri 4°C’de, 10 dakika
boyunca 3000xg devirde santrifiijlenerek parcalanan bakterilerin coktiiriilmesi saglanmistir. Ustte
kalan kisim 0.22 pm por biiytikligiindeki steril membran filtreden tekrar gegirilmistir.

Steril membran filtreden gegirilen 6rnegin 10 ul’si, Listeria spp. iceren TSA agar (%0,6 agar
ve ve 0,5% agaroz iceren Tyriptic Soy Broth; 1,25 mM CaCl, ile zenginlestirilmis) iizerine
damlatilarak 20 dakika ortam sicakliginda besiyerine adsorpsiyonun gerceklesmesi i¢in birakilmustir.
Her bir 6rnek i¢in bu islem gergeklestirilmistir. Petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmis ve
ardindan petride gozlemlenen lizis olusumlara gore degerlendirme yapilarak her bir belirli plak

morfolojisinin bir temsilcisi faj saflagtirmasi i¢in kullanilmistir.
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Listeria Fajlarinin Saflastirilmasi ve Faj Stogunun Hazirlanmasi

Izole edilen bir plak steril pastdr pipeti yardimi ile almmustir ve 100 pl PBS igerisinde
stispanse edilmistir. PBS soliisyonu igerisinde bulunan plaklarin 10 katli diliisyonlar1 yapilarak ¢ift
tabaka agar yontemi kullanilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan en diislik sayidaki
plaklarin bulundugu petri {izerinden sayimlar alinmaistir.

Faj plaklarinin tek tek diistiigii bir bolgeden tek bir faj plag: steril enjektor ucuyla kesilerek 5
ml TSB (Tryptic Soy Broth) i¢ine alinmistir. Bu karisim vortekslenerek fajlarin besiyeri igerisine
gecmesi saglanmistir. 4 saatlik konaker kiiltiirden tekrar 100 pl alinarak bu tiip i¢ine pipetlenmis ve
adsorpsiyonun gergeklesmesinden sonra 5 ml daha TSB eklenmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun
ardindan hiicre artiklarin1 uzaklastirmak i¢in 4.200 rpm’lik santrifiij islemi 15 dk siire ile
uygulanmistir. Elde edilen siipernatant, 0.45 pm steril membran filtreden gegirilip %10 kloroform

eklenerek saf faj filtrati elde edilmis ve diger analizler i¢in kullanilmigtir (Vongkamjan ve ark., 2012).

Listeria Fajlarinin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Tanimlanmas:

Transmisyon Elektron Mikroskobu ile inceleme ¢aligsmalar igin yiiksek titreye getirilen faj
stogundan bir damla karbon bir plaka iizerine damlatilarak 1-2 dakika kurumaya birakilmistir. Fazla
gelen siv1 filtre kdgid1 kullanilarak uzaklastirilmistir. Ardindan ayni karbon plaka 50 saniye %1
Uranyl acetat igerisinde emdirilmistir. Ayn1 sekilde fazla siv1 ¢ekildikten sonra 30 saniye yikanak fazla
stvi alinmig ve karbon plaka kurumaya birakilmistir. Uygulama basamaklar1 Cizelge 3.9’da

gosterilmistir. Ardindan plakalar 5.000-20,000x biiyiitme islemi ile gozlemlenmistir (Nonis, 2016).
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Cizelge 3.9. Listeria Fajlarinin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Tanimlanmasi

[ Listeria bakterivofai stogn (10VPFUMmY) |

: |

[ Karbon gride emdirilir (50 s)

"1 Kurvtma kagud ife hassas bir sekilde |
i srvinan farlas: alimar i

ddH:0 ile yikanar (30 5)
" | Kuruima kagu ile hassas bir sekilde |
E sivinan fazlas: alimir :

%1 Urenil asetat boyas: gride emdirilir (50 s)

| Kurotma kaiads ile hassas bir gekilde |
; stvinun fazlast alinie !

ddH20 1le yikanur (30 5)
) " | Kurvtma kapds ile hassas bir gekilde |
| stvinm fazlas: alinr

Mikroskopta goriintileme
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Listeria'mmn Klasik Yéntem ile izolasyonu

Aragtirma kapsaminda Cukurova bolgesinde faaliyet gosteren gida isletmelerinden (tavuk, siit
ve meyve sebze igsleme), marketlerden, pazar yerlerinden, sulama kanallarindan, nehirlerden, atik
sulardan, ciftliklerden ve gevreden alinan 6rnekler kullanilmistir. Belirli periyotlarla en az 2 tekerriirlii
olarak yiiriitiilen bu ¢alismada toplam 154 6rnek ¢alisilmistir.

Orneklerin alindig1 bolgeler, 6rnek sayilari, cesitleri ve drneklerin alindig1 dénem Cizelge 3.1 ve
Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Aseptik kosullar altinda gergeklestirilen 6rnek alma islemleri sirasinda,
ornekler steril cam kavanozlara/tek kullanimlik kaplara alinarak soguk zincir bozulmadan laboratuvara

getirilip, 48 saat i¢inde analize alinmustir.

4.1.1. Siipheli Listeria izolatlarmin Morfolojik Tanimlama Sonuclar:
Siipheli Listeria spp. ’lerin Koloni Morfolojilerinin Sonuglart

Calismada, secici kat1 besiyeri olarak kullanilan PALCAM Agar besiyerinde 1.5-2 mm
capinda, siyah zonlu ve tipik zeytin yesili-gri renkli Listeria spp. gorlntiisii veren koloniler
degerlendirmeye alinmistir. PALCAM Agar’da goriilen siipheli Listeria spp.’ler Sekil 4.1°de

verilmistir.

Sekil 4.1. PALCAM Agar’da siipheli Listeria spp. kolonilerinin goriintiisii
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Bu arastirmada incelenen 154 adet Ornegin 45’inde Listeria spp. siipheli koloni izole
edilmistir. (Cizelge 4.1).

Siipheli Listeria spp. ’lerin Hiicre Morfolojilerinin Sonuclart

Koloni goriintiileri beklenen 6zelliklere sahip olan siipheli Listeria spp.’lere hiicre
morfolojilerinin arastirilmasi ig¢in Gram boyama yapilmigtir. Isik mikroskobu altinda (0.5-4 um
capli ve 0.5-2 pm in uzunlugunda) kokobasil, kisa ¢ubuk sekilli goriintiiler Sekil 4.2’de gorildigi
gibi Listeria spp. olarak kaydedilmistir (Nayak ve ark, 2015).

Sekil 4.2. Listeria spp. hiicre morfoloji goriintiisii

Yapilan gram boyama sonuglar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gidalardan ve isletmelerden izole edilen siipheli Listeria spp.’lere uygulanan Gram
boyama islemi sonuglari

Ornek No. Gram Boyama Ornek No. Gram Boyama Ornek No. Gram Boyama
ASgl Gr (+) Kokobasil ABg2 Gr (+) Kokobasil AFgl Gr (+) Kok
ASkl1 Gr (+) Kokobasil ABb2 Gr (+) Kokobasil AFbl Gr (+) Kokobasil
ASysl Gr (+) Kokobasil Abtt2 Gr (+) Kokobasil AFg2 Gr (+) Kokobasil
ASttl Gr (+) Basil ABys2 Gr (+) Kokobasil AFtt2 Gr (+) Kokobasil
ASb2 Gr (+) Kokobasil ABK3 Gr (+) Kokobasil AFys2 Gr (+) Basil
ASg2 Gr (+) Kokobasil ABg3 Gr (+) Kokobasil AFg3 Gr (+) Kokobasil
ASys2 Gr (+) Kokobasil ABtt3 Gr (+) Kokobasil AFb4 Gr (+) Kokobasil
ASb4 Gr (+) Kok ABk4 Gr (+) Kokobasil AFg4 Gr (+) Kokobasil
ASg4 Gr (+) Kokobasil ABg4 Gr (+) Kokobasil AFtt4 Gr (+) Kokobasil
ASk4 Gr (+) Kokobasil ABhs4 Gr (+) Basil AFys4 Gr (+) Kokobasil
7BHCSi28 Gr (+) Kokobasil ABys4 Gr (+) Kokobasil 4BHCSa20 Gr(+)Kokobasil
NS40 Gr (+) Kokobasil 8BHCSi29  Gr (+) Kokobasil IKEG31 Gr (+) Kok
SKLs63 Gr (+) Kokobasil 9KESIi33 Gr (+) Kokobasil 5BH(CSa23 Gr(+)Kokobasil
9KESi33 Gr (+) Kokobasil Ucsi24 Gr (+) Basil IKEG32 Gr(+)Kokobasil
9KESi34 Gr (+) Kokobasil KESi54 Gr (+) Kokobasil StAsS3 Gr(+)Kokobasil

*G: Gogiis, B: But, HS: Haglama suyu, TT: Tiim tavuk, Gr: Gram boyama, +: pozitif NS: Nehir suyu, Ls: Lagim suyu, K:
kirmiz1 et pargalart G: Giibre; Si: Silaj, SM: Saman S: Siit isletmesi K: Kanat, YS: Yikama suyu
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Cizelge 4.1.’de goriildiigii iizere toplam 45 siipheli Listeria spp.’lere yapilan hiicre
morfolojisinin incelenmesi sonucunda, bu izolatlardan 38’sinin Gram boyama analiz sonucuna gore
Listeria spp. oldugu bulunmustur.

Koloni ve hiicre morfolojileri agisindan bakildiginda haslama suyunda Listeria spp. tespit
edilememistir. Haglama sularinda Listeria bulunamamasinin sebebi olarak 6rneklerin alindigi
isletmelerde bu sulara antimikrobiyal amagla kullanilan klordan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Listeria spp. izolasyonunda haglama suyu Orneklerinde sicaklik 55°C civarinda
Olciilmiistiir. Varabioff ve ark. 1990 tavuk isletmeleri ile ilgili yaptig1 ¢alismasinda belirli saat
araliklariyla sicak su tanklarindaki sicakligr 56°C ila 67°C arasinda Ol¢iimledigini dolayist ile
Listeria spp. izole edemedigini bildirmistir. Bu sicakligin altinda bir derecede olmasi durumunda
Listeria spp. varliginin olast oldugunu belirtmistir. Ayrica soguk yikama suyu tanklarindaki
sicakligi 0 ila 9°C arasinda Sl¢iimlemis ve bu 6rneklerde Listeria spp. (%6,2) tespit etmistir. Buna
gore hijyen kosullarinin saglanmasi amaciyla su sicalikllarinin diizenli olarak kontrol edilmesi ve
ozellikle soguk su depolarinin sicakligimmin 5°C'nin altinda, tercihen 0-2°C olmasi gerektigini
vurgulamstir.

Barbalho ve ark. (2005) Brezilya’da bazi tavuk isletmelerinden alinan gesitli 6rneklerde
Listeria bulasisin1 inceledikleri ¢alismada, 55°C'de 90 saniye boyunca uygulanan haglama islemi
sonrasinda bu 6rneklerin hi¢ birinde Listeria spp’ye rastlanmadig: bildirilmistir. Listeria spp. tespit
edilememesinin sebebi olarak tavuk karkasinin 6n haglama islemi ile beraber haslama sularia 102
ve 156 ppm civarinda konsantrasyonunda koruyucu klor ilave edilmesinden dolay1 oldugunu

belirtmiglerdir.

4.1.2. Siipheli Listeria spp.’lerin Biyokimyasal Olarak Tiir Bazinda Tamimlanmalari

Koloni ve morfolojik incelemeler sonucunda tipik 6zellik gosteren 38 siipheli Listeria spp.
izolatinin dogrulanmasi amaciyla izolatlara katalaz, oksidaz, hareketlilik, {ire ve indol gibi bazi
biyokimyasal testler uygulanmis ve sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2°de goriildigi gibi incelenen 38 izolatin tamaminin katalaz negatif, oksidaz
pozitif, iire negatif, indol negatif, ve hareketlilik pozitif, olduklar1 goriilmiis ve bunlarin sonucunda
bu 38 izolatin Listeria spp. olduklari gézlenmistir.

Tekin'in (2010) dondurmalarda Listeria spp. izolasyonu iizerine yaptigi ¢alismada, Oxford
Agar ve PALCAM Agar'da Listeria spp. igin tipik koloni goériiniimii sergileyen plaklar elde
edilmistir. Bu plaklardaki koloniler, hiicre morfolojisi ve biyokimyasal testlerle incelenmis ve 21
plakta Listeria spp. siiphesi tasiyan koloniler belirlenmistir. Ancak, daha sonra Microbact™
Listeria 12L tanimlama kiti ile yapilan detayli analizler sonucunda, bu 21 siipheli kolonilerin

aslinda Listeria spp. olmadig tespit edilmistir. Bu durum, Listeria spp. agisindan pozitif olarak
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degerlendirilen kolonilerin tamaminin sahte pozitif oldugu anlamina gelmektedir ve ¢alismada bu

durum &zellikle vurgulanmstir.

Cizelge 4.2.

Siipheli Listeria izolatlarina uygulanmis bazi biyokimyasal tanimlama

sonuglart

testleri ve

Ornek No.

Biyokimyasal Testler

Katalaz

Oksidaz

Hareketlilik

Indol

Ure

ASgl

+

ASKI1

ASysl

ASh2

ASg2

ASys2

ASg4

ASk4

7BHCSi28

NS40

SKLs63

9KESI33

9KESIi34

ABg2

ABb2

Abtt2

ABys2

ABK3

ABg3

ABtt3

ABKk4

ABg4

ABys4

8BHCSi29

9KESI33

KESi54

AFbl

AFg2

AFtt2

AFg3

AFb4

AFg4

AFtt4

AFys4

4BHCSa20

SBHCSa23

9KEG32
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StAs53

+

+

*QG: Gogiis, K: Kanat, YS: Yikama suyu, B: But, TT: Tiim tavuk, NS: Nehir suyu, K: kirmiz1 et pargalart GB: Giibre;
SI: Silaj, SM: Saman

Andritsos ve ark (2010) kiyilmis domuz etinde Listeria monocytogenes'in yayginligini (p)

ve konsantrasyonunu (c) ve ayrica 3 farkli kiltir ortaminin (PALCAM, ALOA and

RAPID’L.mono) duyarliligin1 (Se) ve ozgiilliigiinii (Sp) belirlemek istedikleri c¢aligmalarinda;

karakteristik kolonilere sahip ortamlardan alinan toplam 279 izolatta tiir tespiti i¢in motilite, gram,

katalaz ve oksidaz reaksiyonlar1 kullanilmistir. Tiir dogrulamasi i¢in ramnoz, ksiloz, mannitol ve
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metil a-D-mannopiranosidin hemolizi ve fermantasyonu yapilmistir. Direkt ekim yoluyla higbir L.
monocytogenes tepit edilemedigini; zenginlestirme ile 6rneklerin %15’inde (PALCAM), %19 unda
(ALOA) ve %24 iinde (RAPID’L.mono) L. monocytogenes tespit edildigi bildirilmistir.

Pusztahelyi ve ark (2016) yaptiklar1 calismada standart kullanilan ALOA besiyerinin,
fosfolipaz enzimi pozitif Listeria kolonilerini diger fosfatidilinositol negatif Listeria kolonilerinden
ayirdigini bildirmistir. Bu besiyerinde, gida kaynakli tiim Listeria izolatlarinin, opak bir hale ile
cevrili mavi-yesil koloniler olusturdugunu belirtmislerdir. Ancak, Listeria monocytogenes disindaki
diger bazi tiirler de (6rnegin, Listeria seeligeri ve Listeria ivanovii) plcA geni ile kodlanan
fosfolipaz (PI-PLC) aktivitesine sahip olabileceginden ve bunun yanisira diger bakteri tiirlerinin
(6rn. Bacillus circulans) kolonilerinin fosfolipaz ve B-glukosidaz aktivitesine sahip olmasindan
dolayr aymi seklilde hale olusturduklart ve mavi-yesil renk verdikleri belirtilmistir. Bu nedenle,
ALOA ortaminin 6n secici zenginlestirme veya diger se¢ici ortamlarm (ayni1 zamanda en az iki
giinliik inkiibasyona ihtiya¢ duyan) uygulanmasindan bagimsiz olarak uygulanmasinin yanlis
pozitif sonuglara yol agabilecegini bildirmislerdir.

Nucera ve ark (2016) analiz edilen 80 adet silajin 21'inde Listeria spp. ve bunlarin da 6'sin1
L. monocytogenes olarak tespit etmislerdir. Listeria spp.’lerin %67'si numune alim noktalarinda
kiiflii bolgeler de yer almaktadir.

Sottysiuk ve ark (2022) Polonya’da 500 adet yar1t mamul siit 6rneginden yapilan analizlerde
biyokimyasal 6zelliklere gore 8 izolatin (%1,6) Listeria cinsine ait oldugunu tepit etmislerdir.
Listeria suslarinin daha ileri diizeyde tanimlanmasi Microbact Listeria 12L ile yapilmis olup 3
susun (%37,5) L. monocytogenes tiiriine ve 5 susun (%62,5) L. innocua tiiriine ait oldugunu

gostermigtir.

4.1.3. Listeria spp.'lerin Tiir Bazinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Tammlanmasi
Morfolojik ve biyokimyasal olarak dogrulanmis Listeria izolatlarina, 938-bp’lik 16S rRNA
gen bolgesini hedef alan Listeria spp. i¢in Ul ve LI1 primerleri ve L. monocytogenes igin Lis-1 ve
Lis-2 primerleri; L. monocytogenes igin ayrica Lmo01030 genini hedef alan Lmol030F ve
Lmo1030R primerleri; L. grayi i¢cin Oxidoreductasi genini hedefleyen PrsF ve PrsR primerleri; L.
innocua igin Lin0464 genini hedefleyen JOgrayiF ve JOgrayiR primerleri; L. monocytogenes i¢in
Lmo1030 genini hedefleyen Lmol1030F ve Lmol030R primerleri; L. seelingeri i¢in Lmo0333
genini hedefleyen IseelinF ve IseelinR primerlerini; L. ivanovii igin namA genini hedefleyen
Liv22228F ve Liv22228R primerlerini; L. welshimeri i¢in SCrA genini hedefleyen Lwel801F ve
Lwel801R primerleri kullanilarak polimer zincir reaksiyonuna gore molekiiler olarak tanimlamalar

yapilmistir. Bant gorselleri Sekil 4.3’te verilmigtir.
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Sekil 4.3. Listeria spp. (938 bp) cinsine ve L. monocytogenes (174 bp) tiiriine ait primer ¢ifti ile
yapilan PCR goriintiisii

Cizelge 4.3. Listeria spp.'lerin Tiir Bazinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Tanimlanmasi

Ornek No. Listeria spp. Ornek No.  Listeria spp. Ornek No.  Listeria spp.
ASgl1 L.innocua ABg2 L.monocytogenes AFbl L.innocua

ASKk1 L.welshimeri ABb2 L.welshimeri AFg2 L.ivanovii

ASysl L.welshimeri Abtt2 L.innocua AFtt2 L.monocytogenes
ASb2 L.welshimeri ABys2 L.welshimeri AFg3 L.welshimeri
ASg2 L.innocua ABKk3 L.welshimeri AFb4 L.monocytogenes
ASys2 L.seeligeri ABg3 L.monocytogenes AFg4 L.monocytogenes
ASg4 L.ivanovii ABtt3 L.innocua AFtt4 L.innocua

ASk4 L.welshimeri ABk4 L.monocytogenes AFys4 L.monocytogenes
TBHCSi28 L.ivanovii ABg4 L.monocytogenes 4BH(CSa20 L.ivanovii

NS40 L.welshimeri ABys4 L.seeligeri SBHCSa23  L.monocytogenes
SKLs63 L.welshimeri 8BHCSIi29 L.innocua IKEG32 L.ivanovii
9KESi33  L.monocytogenes 9KESIi33 L.welshimeri StAsS3 L.innocua
9KESi34 L.innocua KESi54 L.ivanovii

Cizelge 4.3°de goriildiigii gibi molekiiler dogrulama sonucunda 38 Listeria spp. izolatinin
11°1 L. welshimeri, 10’u L. monocytogenes, 9’u L innocua, 6’s1 L. ivanovii ve 2’si L. seeligeri
olarak tespit edilmistir.

Ayni gizelgede 38 Listeria spp. izolatinin 21’1 gida 6rneklerinden, 6’s1 silajdan, 5i yikama
sularindan, 2’ser adedi atik su ve saman 6rneklerinden, birisinin giibreden ve nehir suyundan izole
edildigi tespit edilmistir.

Frece ve ark (2009) yaptiklar1 ¢alismada Zagreb-Hirvatistan'm dort farkli bolgesinden
alinan pastorize edilmemis yerli siit, taze peynir ve ¢ig siit kremasinda Listeria monocytogenes'in
tanimlanmasinda konvansiyonel (biyokimyasal-API testi) ve PCR yontemlerini kullanmislardir.
Test edilen 180 siit iriinii 6rneginin %27,6'st PALCAM agarda Listeria ig¢in tahminen pozitif
bulunmusken, API Listeria testi ile analiz edilen 6rneklerin yalnizca %21,3"'iniin Listeria pozitif
oldugu ve hly geninin (64 bp) PCR amplifikasyonu ile %17,3"liniin Listeria monocytogenes i¢in

pozitif oldugu dogrulanmastir.
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Silva ver ark (2020) biyokimyasal testlerden (katalaz, motilite, p hemoliz ve karbonhidrat
fermantasyonu) elde edilen sonuglar ile listeriosis patogenezinde dnemli bir faktdr olan hly genine
ait PCR analizi sonucunda analiz edilen et 6rneklerinin %50'sinde Listeria spp. tespit etmisler ayni
zamanda bu 6rneklerde L. monocytogenes bulunma oraninin %54,16 oldugunu tespit etmislerdir.

Rossi ve ark (2020) Kuzey italya'daki ii¢ tan1 laboratuvari tarafindan alinan 653 gida ve
gida ile temas eden 6rnegin analizinden elde edilen 75 izolat Listeria spp. tiir bazinda tanimlamasi
ici PCR ile analiz etmislerdir. Orneklerin %76'sinda L. innocua, %16'sinda L. monocytogenes,
%6,6'sinda L. welshimeri ve %1,3"inde L. seeligeri olarak tanimlamislardir. Tim L. monocytogenes
izolatlarinin 1/2a serotipe ait oldugunu ve inlJ internalin geninin varligi nedeniyle viriilan
olduklarini belirtmislerdir.

Martinez ve ark (2022)’nin tavuk 6rnekleri ile yaptiklari calismada 100 6rnekten 73’tinde
Listeria spp. tespit edilmistir. Tiir bazinda yapilan tanimlamaya gére 56 6rnekte L. monocytogenes,
32 ornekte L. innocua, 3 6rnekte L. grayi ve 1 6rnekte L. seeligeri belirlenmistir. 24 6rnekte birden
fazla Listeria tiirti oldugu belirtilmistir. 21 6rnekte L. monocytogenes ve L. innocua; 2 drnekte L.
monocytogenes ve L. grayi; I ornekte L. monocytogenes, L. grayi ve L. seeligeri tespit edildigi
bildirilmistir.

Rincon-Gamboa ve ark (2024) 2019 ve 2020 yillar1 arasinda 4 farkli et tiretim tesislerinde
yapilan arastirmada 1SO 11290-1 metodu ile molekiiler serotipleme ve ERIC-PCR ile klonal
karakterizasyon araciligi ile Listeria spp. izolasyonu ve tanimlanmasi yapmislardir. Caligmaya ait
iretim tesislerindeki L. monocytogenes sikligr %5,9 ile %28,6 arasinda degismistir; Listeria spp.
icin A ve D tesisinde tespit edilmistir. L. monocytogenes sikligi A tesisinde en yiiksek orana
sahipken, L. monocytogenes i¢in en sik goriilen serotip 4b olmakla birlikte 1/2a, 1/2¢, 4a-4c, 4b, 4d

- 4e serotipleri de izole etmislerdir.

4.2. Listex™ P100 Bakteriyofajimn Listeria spp. Uzerine Antimikrobiyal Etkisi
4.2.1. Listex™ P100 Bakteriyofajmin Listeria Vejetatif Hiicreleri Uzerine Antimikrobiyal
Etkisi

ki farkli hazir bakteriyofaj preparati (~10' pob/ml), 100 ul Listeria spp. (Listeria
monocytogenes ATCC #13932, Listeria ivanovii ATCC #19119, Listeria inncoua ATCC #33070,
Listeria seeligeri ATCC #35967) ekimleri yapilmis Tryptone Soy Agar (TSA)'a 10 ul damlatma
(spot) testi uygulanmis ve petriler 30°C de 18-24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu inkiibasyon
stiresinin sonunda bakteriyofajlarin lizis olusumu kontrol edilmistir.

Bu ¢aligmada ayn1 zamanda farkl1 yillarda tedarik edilen Listex™ P100 bakteriyofajlarimnin
Listeria tiirleri tizerinde etkisi belirlenmeye ¢aligilmistir.

Sekil 4.4’te Listex™ P100 bakteriyofajinin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
goriintiileri verilmistir. Her iki fajin da bir basi ve boyundan ayrilan bir kuyrugu oldugu tespit

edilmistir. Fajlardan birinde ikosahedral bas ve bir kuyruk agikca goriilmektedir. Diger fajin basi ve
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kuyrugu helikal yapiya benzemektedir. Bu o6zellikleriyle bu fajlarin Myoviridae familyasina ait

olduklar goériilmiistiir.

4

£

AN 3
Sekil 4.4. Listex™ P100 TEM goériintiileri

Damlatma (spot) testi uygulanan orneklerden referans Listeria monocytogenes, Listeria
ivanovii ve Listeria innocua iizerine Listex™ P100’iin etki diizeyleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
Listeria seeligeri ATCC #35967 iizerine Listex™ P100’iin herhangi bir etkisi gozlemlenmemistir.
Sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir. 30°C de 18-24 saat inkiibasyonun sonucunda TSA besiyeri

iizerinde Listex™ P100’iin zon olusumlar1 incelenmistir.

Listeria monocytogenes ATCC #13932 Listeria ivanovii ATCC #19119 Listeria inncoua ATCC #33090 Listeria seeligeri ATCC #35967

Sekil 4.5. Listeria spp. referans suslarma Listex™ P100’iin etkisi

Kullamlan Listex™ P100 bakteriyofajimin cift tabaka agar yontemi ile mevcut
konsantrasyonu dl¢iilmiistiir. L. monocytogenes ATCC #13932 ile yapilan antibakteriyel etkinlik
ol¢iimiine gore faj konsantrasyonu 10 pob/ml olarak almmustir ve spot testi bu konsantrasyon ile
gerceklestirilmistir. Sekilde 4.6’da Listex™ P100 bakteriyofajinin olusturdugu lizis alanlar

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Listeria faj plar1n1n cift tabaka\aréafiiiz'erinde gorintisi

Belli konsantrasyondaki Listex™ P100 hazir bakteriyofaj preparati (~10' pob/ml), 100 pl
ekilen Listeria spp. ekimi yapilmis Tryptone Soy Agar (TSA) iizerine 10 ul damlatma (spot) testi
uygulanmis ve petriler 30°C de 18-24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi boyunca

bakteriyofajlarin lizis olusumu kontrol edilmistir (Cizelge 4.4).

Listex™ P100 Preparatinin Farkli Tarihlere Ait Etkinliginin Incelenmesi

Cizelge 4.3’e gore farkl {iretim tarihlerine sahip iki Listex™ P100 hazir bakteriyofaj
preparatinin  vejetatif L. monocytogenes, L. ivanovii ve L.innocua iizerinde etkili oldugu
goriilmiistiir. L. seeligeri iizerine her iki Listex™ P100 bakteriyofajmin higbir etkisi tespit
edilememistir. Uygulama 1’in sonucu degerlendirildiginde L. innocua iizerine etki Uygulama 2’ye
gore daha az etkili olup ¢gok belirgin olmayan bir zon olusumu gozlenmistir. Bu ¢alisma bize ticari
olarak piyasaya siiriilen Listex ™ P100’iin igerik bakimindan birbirinden farkli ve ileriki tarihlerinin
(Uygulama 1) spektrumunun genisletilmis olabilecegini gostermistir. Ayrica raf Omriinii
tamamlamig Onceki tarihlerinin de ambalaji ac¢ilmadan uygun sartlarda saklandigin taktirde
antibakteriyel etkinligini devam ettigini gostermistir. Yapilan inceleme sonucu ambalaji agilmadan
yaklasik 7* yil uygun sartlar altinda depolanmis bir 6nceki tarihe ait Listex™ P100 hazir
bakteriyofaj preparat konsantrasyonunda 4 logluk (10 pob/ml’den 10" pob/ml’e inmis) azalma

oldugu buna karsin bakteriyofajin aktivitesinin devam ettigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Listex™ P100 bakteriyofajinin referans Listeria spp. ler iizerine lizis etkisi.

Listeria spp.

Listex™ P100’iin Listeria vejetatif hiicreleri

iizerine lizis etkisi

Listex™ P100 Uygulama 1

Listex™ P100 Uygulama 2

Listeria monocytogenes ATCC #13932 +++ +++
Listeria ivanovii ATCC #19119 +++ +++
Listeria innocua ATCC #33070 +++ +

Listeria seeligeri ATCC #35967

*Fajlarin lizis etkisi + + + (¢ok yogun etki), + + (yogun etki), + (az etki) ve — (etki yok) olarak verilmistir.

Var ve ark (2014) tarafindan Cukurova bolgesinde faaliyet gosteren tavuk isletmelerinden

izole edilen Listeria izolatlarma ticari Listex™ P100 fajinin etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan

caligmada; Listex™ P100 bakteriyofajinin en etkili oldugu tiirler sirasiyla insan patojeni olarak

belirtilen L. monocytogenes ve L. ivanovii olarak g6zlenirken L. innocua, L. welshimeri ve L.

seeligeri tizerine bakteriyofajin etkisi siirli bulunmustur. Bu durum yerel izolatlar ve referans

suslar arasinda fajin etki mekanizmasinda farkliliklar oldugunu gdstermistir. Ayrica her ticari fajin

yereldeki her bakteri tiiriine ayn1 derece etki etmeyecegini de gostermistir.

Ticari olarak satin alinan ileri tarihli olana ait Listex™ P100 bakteriyofaji ile yerli

izolatlarimizdan olan Listeria spp. tiirleri {izerine damlatma teknigi ile etkinlik testi yapilmistir

(Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Listeria Spp. suslarln (yerel izolat) Listex™ P100’iin etkisi

62




Cizelge 4.5 incelendiginde yerel izolatlarda Listex™ P100 bakteriyofajinin etkisi en fazla
Listeria monocytogenes iizerine gézlemlenirken en az etki Listeria welshimeri {izerine olmustur.

Ancak 4 tiir i¢in de farkli diizeylerde etkinlik oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Listex™ P100 bakteriyofajinin Listeria spp. izolatlari iizerine lizis etkisi.

o Listex™ P100’iin Listeria vejetatif hiicreleri
Listeria spp. .. .
iizerine lizis etkisi
Listeria monocytogenes yerel izolat +++
Listeria ivanovii yerel izolat ++
Listeria innocua yerel izolat ++
Listeria welshimeri yerel izolat +

*Fajlarin lizis etkisi + + + (¢cok yogun etki), + + (yogun etki), + (az etki) ve — (etki yok) olarak verilmistir.

Listex™ P100 bakteriyofajinin referans Listeria spp. ler iizerine lizis etkisinin incelenmis
oldugu Cizelge 4.4 ile birlikte Cizelge 4.5’in degerlendirmesi yapildiginda bakteriyofajin etkinlik
diizeyinin incelenen tiim izolatlar {izerine etkisinin suslara gore farklilik olusturabilecegini ve bu
bakteriyofajin izole edilen her bakteri tiiriine ayn1 derecede etki etmeyecegini gostermistir.

Zhou ve ark (2020) atik sulardan izole ettikleri ve Myoviridae familyasina ait olan SH3-3
fajimin L. monocytogenes, L. innocua ve L. welshimeri suslari tizerinde litik aktivitesinin oldugunu

gbzlemlemislerdir.

4.2.2. Listex™ P100 Bakteriyofajimn Mikroplakada Gelistirilen Listeria spp. Biyofilmleri
Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x108 kob/ml) konsantrasyonundaki 18 saatlik
Listeria spp. kiiltirii ile 37°C’de 72 saat boyunca olusturulan biyofilmleri tizerine farkli
konsantrasyonlardaki Listex™ P100 faj uygulamasinin kontrol biyofilmine gore % azalma etkileri
belirlenmistir. Mikroplaka ¢alismasinda Listex™ P100 bakteriyofajmm 104, 10° ve 10° pob/ml
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Calisma 96 kuyucuklu mikroplaka iizerinde ve 3 tekerriir olarak
yapilmigtir. Hiicre yogunlugu (OD) ol¢timleri iizerinden yapilan degerlendirmelerde sonuglarin
ortalamas1 alinmis ve istatistiksel degerlendirmesi yapilmistir.

Cizelge 4.6.°da detaylar1 verilen Listeria spp. biyofilmleri {izerine Listex™ P100
bakteriyofajinin 10® pob/ml konsantrasyonunun 24. saatteki etkinlik sonuglarina gore ortalama
degerler karsilastirildiginda Listex™ P100 bakteriyofajinin 24. saatte Listeria spp. tiirleri iizerine

etkileri arasindaki farklilik p<0.05 giiven araliginda 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Listex™ P100 Bakteriyofajinin 10® pob/ml konsantrasyonda Listeria spp. biyofilmleri
iizerine 24 saatteki % azalma oranlari

Listeria spp. Baslangic Mikroorganizma Ortalama
Yiikii

L. monocytogenes ATCC #13932 1,2x10® kob/ml 73,84+1,14 a

L. monocytogenes yerel izolat 1,5x10° kob/ml 66,93+1,14 b

L. ivanovii yerel izolat 1,4x10® kob/ml 58,53+1,15¢

L. innocua yerel izolat 5,2x108 kob/mll 34,11+1,15d

L. welshimeri yerel izolat 3,2x108 kob/ml 15,56+£1,13 e

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark dnemlidir(p<0.05)

Her bir Listeria spp. icin baslangic konsantrasyonlarina goére Listex™ P100
bakteriyofajinin 108 pob/ml konsantrasyonu ile muamele sonucunda L. monocytogenes ATCC
#13932 i¢in azalma %73,84 ile en yiiksek oranda olup bunu takiben %66,93 azalma orani ile yerel
L. monocytogenes izolat1 ve %58,53 azalma ile L. ivanovii yerel izolat1 gelmektedir.

Yerel L. innocua ve yerel L. welshimeri izolatlar1 lizerine sirasiyla %34,11 ve %15,56
azalma belirlenmis olup 10° pob/ml faj konsantrasyon uygulamasinda en diisiik etki yerel L.
welshimeri izolat1 tizerine tespit edilmistir.

Listex™ P100 bakteriyofajmin 10° pob/ml konsantrasyonunun Listeria spp. biyofilmleri
tizerine 24. saatteki etkileri Cizelge 4.7.’de verilmigtir. Her bir Listeria spp. i¢in baslangi¢
konsantrasyonlarina gore Listex™ P100 bakteriyofajinin 10° pob/ml konsantrasyonu ile muamele
sonucunda L. monocytogenes ATCC #13932 i¢in azalma %49,49 ile en yiiksek oranda iken bunu
takiben %49,14 azalma orani ile yerel izolat L. monocytogenes ve %42,49 azalma ile L. ivanovii
yerel izolat gelmektedir. Yerel izolatlar L. innocua ve L. welshimeri {izerine sirasiyla %18,48 ve
%10,02 azalma belirlenmis olup 10° pob/ml faj konsantrasyon uygulamasinda en diisiik etki yerel

izolat L. welshimeri tizerine tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Listex™ P100 Bakteriyofajinin 10° pob/ml konsantrasyonda Listeria spp. biyofilmleri
ilizerine 24 saatteki % azalma oranlari

Listeria spp. Baslangic Mikroorganizma Ortalama
Yiikii

L. monocytogenes ATCC #13932 1,2x108 kob/ml 49,49+2.30 a

L. monocytogenes yerel izolat 1,5x108 kob/mll 49,14+231Db

L. ivanovii yerel izolat 1,4x10® kob/ml 42.49+2 31 ¢

L. innocua yerel izolat 5,2x10% kob/ml 18,484+2,32 d

L. welshimeri yerel izolat 3,2x10°8 kob/ml 10,02+2,30 e

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark énemlidir(p<0.05)
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Ortalama sonuglar karsilastirildiginda Listex™ P100 bakteriyofajmin  10°  pob/ml
konsantrasyonunun 24. saatte Listeria spp. tiirleri tizerine etkileri arasindaki farklilik p<0.05 giiven
araliginda 6nemli bulunmustur.

Zhou ve ark. (2020) atik sulardan izole ettikleri SH3-3 fajinin 30°C’de 48 saat boyunca
biyofilmi olusturulan L. monocytogenes iizerine 24 saat faj (10° pob/ml) muamelesinin ardindan
oOl¢tiikleri etkinlige gore 595 nm’de hiicre yogunlugu OD degerinde %69 azalma belirlemislerdir.

Listeria spp. biyofilmleri iizerine Listex™ P100 bakteriyofajmin 10* pob/ml
konsantrasyonunun muamelesi sonucunda gbzlemlenen etkinin detaylar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
Her bir Listeria spp. icin baslangi¢ konsantrasyonlarina gore Listex™ P100 bakteriyofajinin 10*
pob/ml konsantrasyonu ile muamele sonucunda L. monocytogenes ATCC #13932 iizerine azalma
%16,11 ile en yiiksek oranda iken bunu takiben %15,94 azalma orami ile yerel izolat L.
monocytogenes ve %11,43 azalma ile L. ivanovi yerel izolatlar1 gelmektedir. Yerel izolatlar L.
innocua ve L. welshimeri iizerine sirasiyla %6,10 ve %5,49 azalma belirlenmis olup 10* pob/ml

faj konsantrasyon uygulamasinda en diisiik etki yerel izolat L. welshimeri iizerine tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. Listex™ P100 Bakteriyofajinin 10* pob/ml konsantrasyonda Listeria spp. biyofilmleri
ilizerine 24 saatteki % azalma oranlar1

Listeria spp. Baslangic Mikroorganizma Ortalama
Yiikii

L. monocytogenes ATCC #13932 1,2x10°® kob/ml 16,11£0,75 a

L. monocytogenes yerel izolat 1,5x10°® kob/mll 15,94+0,75 a

L. ivanovii yerel izolat 1,4x10° kob/ml 11,43+£0,74 b

L. innocua yerel izolat 5,2x10% kob/ml 6,10+0,73 ¢

L. welshimeri yerel izolat 3,2x108 kob/ml 5,49+0,72 ¢

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)

Ortalama sonuglar karsilastirildiginda Listex™ P100 bakteriyofajmin  10* pob/ml
konsantrasyonunun 24. saatte Listeria spp. tiirleri tizerine etkileri arasindaki farklilik p<0.05 giiven
araliginda 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.9. incelendiginde Listex™ P100 bakteriyofajinin ii¢ farkli konsantrasyonunun
(10%, 10° ve 108 pob/ml) Listeria spp. biyofilmleri iizerine 24 saatte etkili oldugu goriilmektedir.
Ortalama  sonuglar karsilastirildiginda  Listex™ P100  bakteriyofajin ~ 10*  pob/ml
konsantrasyonunun 24. saatte Listeria spp. tiirleri izerine etkileri arasindaki farklilik p<0.05 giiven

araliginda 6nemli bulunmustur. Sevgi ile yazilan paragraf gibi olacak
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Cizelge 4.9. Listex™ P100 Bakteriyofajinin 10*, 10° ve 10°® pob/ml konsantrasyonda Listeria spp.

biyofilmleri iizerine 24 saatteki % azalma oranlari

Listeria spp. Ortalama Ortalama Ortalama
(108pob/ml) (10®pob/ml) (10*pob/ml)
L. monocytogenes ATCC #13932 | 73,84+2,09 a 49.49+2,09 b 15,94+2,09 ¢
L. monocytogenes yerel izolat 66,93+1,67 a 49,14+1,67 b 16,11+1,67 ¢
L. ivanovii yerel izolat 58,53+1,54 a 42,49+1,54 b 11,43+1,54 ¢
L. innocua yerel izolat 34,11+1,27 a 18,48+1,27 b 5,49+1,27 ¢
L. welshimeri yerel izolat 15,56+0,89 a 10,02+0,89 b 6,10+0,89 ¢

* Ayni satirda farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)

Sekil 4.9 incelendiginde 595 nm’de kontrol 6rneklerinin hiicre yogunluklar1 (OD) ve 24.

saat sonrasinda Olgiilen hiicre yogunlugu dlgiimlerine temin edilen bakteriyofajin her susa ve onun

olusturdugu biyofilme etkisinin ayni olmayacagini gostermistir.

Listeria spp. Biyofilmleri Uzerine Listex P100 Bakteriyofajinin
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Sekil 4.8. Listeria spp Biyofilmleri Uzerine Listex P100 Bakteriyofajinin Etkisi

Ticari olarak satilan faj preparatlarinin, farkli bakteriyel suslara karst daha genis bir
viriilans etkisi saglamak amaciyla kokteyl formatinda hazirlanmasinin daha uygun olabilecegi

diistinilmektedir. Tekil fajlarin etkinligi, bakteriyel diren¢ gibi faktdrler nedeniyle sinirh kalabilir.
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Bu nedenle, faj kokteyllerinin kullanilmasi, bakteriyofaj tedavilerinde daha etkili sonuglar elde
edilmesine katki saglayabilir. Ayrica, fajlarin kokteyl seklinde uygulanmasi, bakterilerin fajlara

kars1 gelistirebilecegi olast direng mekanizmalarini da engelleyebilir.

4.2.3. Listex™ P100 Bakteriyofajimn 37 Derecede Gida ile Temas Eden Yiizeylerde
(Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmleri Uzerine Etkisi

Bu calismada 37°C’de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda farkli ylizeylerde (paslanmaz celik,
plastik ve galvaniz) olusturulan biyofilmlerin Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) ile bir sus i¢in
ayni zamanda kontrol olarak da yiizeylerde biyofilm olusturularak goriintileri alinmigtir.
Calismada Listeria spp. olarak referans L. monocytogenes ATCC #13932, yerel izolat L. innocua,
yerel izolat L. monocytogenes, yerel izolat L. ivanovii ve yerel izolat L. welshimeri olarak
calisilmistir. Sonuclar Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil
4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22°de
verilmistir.

Buna gore kullanilan sustan 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10® kob/ml) konsantrasyonda
TSB besiyeri igerisine 100 pl eklenerek, 37°C’de 9 giin boyunca inkiibasyona birakilan tiim
tiirlerin belirlenen yiizeyler iizerinde biyofilm olusturdugu ve 10° pob/ml konsantrasyonda Listex™
P100 fajin 24 saat muamelesi sonrasinda bakteriyofajin etkili oldugu ve bu konsantrasyonun
biyofilmin fiziksel yapisinda degisim yarattig1 gézlenmistir. Uygulamalar C.U Gida Miihendisligi
mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilmigtir. Fiksasyonu yapilan preparatlar C.U Merkez
laboratuvarinda Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) gorselleri ile degerlendirilmistir.

Sekil 4.9 A incelendiginde Listeria monocytogenes ATCC #13932 referans susunun
paslanmaz ¢elik yiizeyde biyofilm olusturabildigi goriilmiistiir. Celik yilizeyde olusan bu biyofilmin
lizerine Listex™ P100 fajmin 24 saat muamelesinden sonra etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9 B).
Bu yiizeyde referans Listeria monocytogenes ATCC #13932 susunun biyofilm olusumunun

galvaniz ve plastik ylizeye gore daha belirgin oldugu gozlenmistir.

*u“

@ g D
Sekil 4 9. SEM Gériintiileri A. Listeria monocytogenes ATCC #13932 - Paslanmaz Celik Yiizeyde

Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi
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Listeria monocytogenes ATCC #13932 referans susunun galvaniz yiizeyde biyofilm
olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.10 A). Galvaniz yiizeyde olusan bu biyofilmin iizerine Listex ™
P100 fajinin 24 saat muamelesinden sonra etkili oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.10 B).

12:57 M | 15.00 kv wi‘vl 1:! v;u ‘,n‘:‘."v‘n "’J 711 : 9 PM 207 % 1mn @
Sekll 4.10. SEM Goriintiileri A. Listeria monocytogenes ATCC #13932 - Galvaniz Yizeyde

Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Listeria monocytogenes ATCC #13932 referans susunun plastik ylizeyde iyi bir biyofilm
olusturamadig1 Sekil 4.11 A’da goriilmektedir. Plastik yiizeydeki bu biyofilm iizerine Listex™

P100 fajinin 24 saat muamelesinden sonra etki tam olarak degerlendirilememistir (Sekil 4.11 B).

R - —

C IHU\LAB

SEM Goruntulrl A Listeria monocytogenes ATCC #13932- Plastlkzeyde

Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Sekil 4.12 A’da yerel izolatlardan olan Listeria ivanovii susunun paslanmaz celik yiizeyde
iyi bir biyofilm olusturdugu ve Sekil 4.12 B’de paslanmaz ¢elik yiizeyde olusan biyofilm tizerine
Listex™ P100 bakteriyofaj uygulamasinin 24 saat muamelesinden sonra hiicre morfolojisinde
degisiklik yaratarak etkili oldugu gorilmiistiir.
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SEM Gorutulerl A Yerel IZOIat Listeria ivanovii Palarnaz Cehk Yuzeyde
Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Sekil 4.13 A’da yerel izolatlardan olan Listeria ivanovii susunun galvaniz yiizeyde iyi bir
biyofilm olusturdugu ve Sekil 4.13 B’de galvaniz yiizeyde olusan biyofilm iizerine Listex ™ P100
bakteriyofaj uygulamasinin 24 saat muamelesinden sonra hiicre morfolojisinde degisiklik yaratarak

etkili oldugu goriilmiistiir.

Sekll 4.13. SEM Goriintiileri A. Listeria IVanOVII Galvam Yiizeyde Olusturulan Blyoﬁlm B.
Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.14’te yerel izolatlardan olan Listeria ivanovii susunun plastik yiizeyde iyi bir
biyofilm olusturdugu gézlenmistir. Listeria ivanovi susunun plastik yiizeyde olusturdugu biyofilm
yapis1 {izerine malzemeyle ilgili bir tedarik sikintist nedeniyle Listex™ P100 bakteriyofaj

uygulamasi yapilamadigindan bu yiizeyde bakteriyofaj uygulamasi yapilamamistr.
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34.5 pm ] @ ;
Sekil 4.14. SEM Goriintiileri A. Listeria ivanovii-Plastik Yiizeyde Olusturulan Biyofilm

Sekil 4.15 A incelendiginde yerel izolat Listeria innocua susunun paslanmaz gelik yiizeyde
biyofilm olusturabildigi goriilmektedir. Paslanmaz ¢elik yiizeyde olusan bu biyofilmin {izerine

Listex™ P100 fajinin 24 saat muamelesinden sonra etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15 B).
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Sekil 4.15. SEM Goriintiileri A. Yerel izolat Listeria innocua. - alrnaz Celik Yzeyde
Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Sekil 4.16 A’da goriildiigii gibi yerel izolat Listeria innocua susunun galvaniz yiizeyde iyi
bir biyofilm olusturamadigi gozlenmistir. Galvaniz yiizeyde olusan bu biyofilm iizerine Listex™

P100 fajinin 24 saat muamelesinden sonra etki tam olarak degerlendirilememistir.
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Sekll4 16. SEM Goruntulerl A. Listeria innocua Galvmz YuzeydeOlusturulan B1yoﬁlm B.
Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.17 A incelendiginde yerel izolat Listeria innocua susunun plastik yiizeyde bir
biyofilm olusturdugu goézlenmistir. Plastik yiizey iizerinde olusan yerel izolat Listeria innocua
biyofilmine Listex™ P100 fajmin 24 saat muamelesinden sonra bu biyofilme etki ettigi
gozlenmistir (Sekil 4.17 B).
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Sekll 4.17. SEM Gomntulerl A. Listeria innocua —Plastlk Yuzeyde Olusturulan Biyofilm B.
Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.18 A’da goriildiigi tizere yerel izolat Listeria monocytogenes susunun paslanmaz
celikte bir biyofilm olusturdugu gézlenmistir. Paslanmaz ¢elik yiizey tizerinde gortntiilenen yerel
izolat Listeria monocytogenes’in olusturdugu biyofilmine Listex™ P100 fajinin 24 saat

muamelesinden sonra bakteriyofajin biyofilme etki ettigi goriilmistiir (Sekil 4.18 B).
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Sekll 4.18. A. SEM Goruntulerl Listeria monocytogenes - Paslanmaz Cehk Yzeyde Olusturulan
Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Yerel izolat Listeria monocytogenes susunun galvaniz yiizeyde paslanmaz c¢elik ylizeye
gore daha belirgin bir biyofilm olusturdugu Sekil 4.19 A’da gézlenmistir.

Galvaniz yiizeyde olusan Listeria monocytogenes biyofilmine Listex™ P100 fajinin 24 saat
muamelesinden sonra bakteriyofajin biyofilme etki ettigi gorilmistiir (Sekil 4.19 B). Ayrica hiicre

yapisi iizerinde fiziksel deformasyona sebep oldugu goriilmektedir.

Sekll 4.19. SEM Goruntulerl A Llsterla monocytogenes Galvanlz Yuzeye Olusturulan Biyofilm
B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Yerel izolat Listeria welshimeri susunun paslanmaz gelik yiizeyde biyofilm olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 4.20 A). Listeria welshimeri biyofilmi iizerine Listex™ P100 bakteriyofaj
uygulamasimnin 24. saatte etkisi degerlendirildiginde bakteriyofajin biyofilme etki ettigi
gozlenmistir (Sekil 4.20 B). Bu yiizeyde yerel izolat Listeria welshimeri hiicreleri {izerinde faj

uygulamasi sonrasinda ayrica sekilsel bozulmalar meydana geldigi goriilmiistiir.
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Sekll 4, 20 SEM Goriintiileri A Llsterla Welshlmerl - Paslanmaz Celik Yiizeyde Olusturulan
Biyofilm B. Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Yerel izolat Listeria welshimeri susunun galvaniz yilizeyde iyi bir biyofilm olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 4.21 A). Galvaniz yiizeyde olusan Listeria welshimeri biyofilmine Listex™
P100 faj1 ile 24 saat muameleden sonra degerlendirme yapildiginda bakteriyofajin biyofilme etki
ettigi gozlenmistir (Sekil 4.21 B).
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Sekil 4.21. SEM Goriintiileri A. Listeria welshimeri - Galvaniz Yiizeyde Olusturulan Byoﬁlm B.
Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Yerel izolat Listeria welshimeri susunun plastik yiizeyde iyi bir biyofilm olusturamadig:
Sekil 4.22 A’da goriilmektedir. Plastik yiizeydeki bu biyofilm iizerine Listex™ P100 fajinin 24 saat

muamelesinden sonra etki tam olarak degerlendirilememistir (Sekil 4.22 B).
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Sekil 4.22. SEM Goriintiileri A. Listeria welshimeri - Plastik Yiizeyde Olusturulan Biyofilm B.
Biyofilme Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

46 PM UMERLAB

Bu ¢alismada Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) ile yapilan degerlendirmeler
sonucunda tiim yiizeylerde Listeria spp. tiirlerine gore degisiklik goéstermekle birlikte farkl
diizeylerde de olsa biyofilm varhigi gézlenmistir. Paslanmaz ¢elik ve galvaniz yiizeylerde plastik
ylizeylere goére daha iyi bir biyofilm yapisinin olustugu, EPS matriksinin goriilebildigi
belirlenmistir. Calismada kullanilan L. monocytogenes suslari dahil kullanilan tiim suslarin
biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Hem hidrofobik hem de hidrofilik yilizeyler L. monocytogenes
tarafindan kolonizasyonu ve biyofilm gelisimini desteklemektedir.

Kalmokoff ve ark (2001), L. monocytogenes’in zayif biyofilm olusturma yeteneklerine
sahip oldugunu ve paslanmaz ¢elik iizerinde yalnizca vejetatif olarak ¢ogalabildiklerini
bildirmislerdir.

Gu ve ark (2021) gida ile temas eden yiizeylerde biyofilm olusumu iizerine yiizeylerin
etkilerini inceledikleri caligmalarinda ti¢ farkli ylizey topografisine sahip (dogal yiizey (1), ticari
firgalanmis yiizey (2) ve yeni bir islemle gelistirilen mikro yapili siitunlara sahip dogal yiizey(3))
paslanmaz ¢elik kullanmislardir. Her uygulamada yiizeylerin ya hi¢ kaplanmamis ya da bes FDA
onayli gida temasi uygun madde ile kaplandigini belritmislerdir (krom nitrit, titanyum nitrit,
Dursan, Ni—P-politetrafloroetilen (Ni-P-PTFE) ve Lectrofluor 641). L. monocytogenes biyofilm
olusumunda en fazla azalmanin, dogal yiizey {izerine kaplanan Dursan ile (3,4 log kob/cm?) ve
mikropillar ile modifiye edilmis dogal yiizey iizerine kaplanan Dursan ile (2,8 log kob/cm?) elde
edildigini belirtmislerdir. Bu sonuglara gére hidrojen bagi, elektrostatik ve hidrofobik-hidrofobik
etkilesimlerin, hiicre yapismasini kolaylastiran EPS polisakkaritleri ve proteinleri belirtilen
destekleyici fonksiyonlar arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Moltz ve Martin (2005), L. monocytogenes suslart ile (7644, 19112, 15313, Scott A,
LCDC, 10403S, SLCC, and 1370) paslanmaz ¢elik yiizeyde biyofilm olusumunu gézlemlemistir.

Bu ¢aligma ile bizim sonuglarimiz benzerlik gostermektedir.
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Di Bonaventura ve ark (2007) yaptiklart caligmada 4, 12 ve 22°C’lerde L.
monocytogenes’in cam ylizeylerde paslanmaz celik ve polistiren yiizeylere gore daha yiiksek
seviyelerde biyofilmler olusturduklarini bildirmislerdir. Ayrica 37°C'de cam ve paslanmaz ¢elik
tizerinde polistiren ylizeyler ile karsilagtirildiginda 6nemli 6lgiide daha yiiksek seviyelerde biyofilm
tiretildigini gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, 37°C'de 4°C'ye gére 6nemli ol¢iide daha yiiksek
bir biyofilm iiretimi gozlemlemislerdir. (Colagiorgi ve ark., 2017)

Bonsaglia ve ark (2014) farkli gidalardan (siit ve sebzeler) ve gida isleme ortamlarindan
izole edilen 32 adet L. monocytogenes susunu gida endiistrisinde sik¢a kullanilan ti¢ farkli yiizeyde
(polistiren, cam ve paslanmaz ¢elik) biyofilm olusturma yetenekleri agisindan analiz etmislerdir.
Analizleri farkli sicaklik kosullarinda (4, 20 ve 35 °C) gerceklestirmislerdir. Buna gore tiim
suslarin degerlendirmeye tabi sicaklik ve malzemelerden en az birinde biyofilm {iretildigi
bildirilmigtir. 20°C’de hidrofilik yiizeylerde (cam ve paslanmaz ¢elik) biyofilm iireten Listeria spp.
sus sayisinin (sirastyla 31 sus ve 26 sus) daha fazla iken hidrofobik yiizeylerde (plastik polistrene)
daha az (2 sus) oldugunu gostermislerdir. 35 °C’de hidrofilik ylizeyde biyofilm tireten Listeria spp.
sus sayisinin 12’ye , hidrofobik yiizeyde ise 4 susa indigini bildirmiglerdir.

Mendez ve ark (2020) biyofilm olusturan dinamik bir reaktor ortaminda (CDC) L.
monocytogenes susu kullanarak 4 giin boyunca (30°C ve 37°C)’de iki farkli yiizeyde (polikarbonat
plastik ve paslanmaz ¢elik) biyofilm olusumu gergeklestirmisler ve hem kullanilan besiyerlerinin
hem de sicakligin biyofilm olusumuna etkisini karsilastirmiglardir. 37°C'ye kiyasla 30°C'de daha
yiliksek koloni sayimlar1 tespit etmislerdir. Ayrica polikarbonat plastikte paslanmaz celige kiyasla
genel olarak daha fazla hiicre sayimi1 almislar ve biyofilm gelisiminin plastikte daha iyi oldugunu
bildirmislerdir.

Ramires ve ark (2021) somon igerikli susiden izole ettikleri L. monocytogenes (L1, L10,
L11, L16, L17, L20) suslar ile paslanmaz ¢elik yiizey iizerinde 37°C'de 24 saat boyunca biyofilm
olusturmuslar ve ¢aligmada kullanilan tiim suslarin biyofilm yaptiklarini belirtmislerdir.

Byun ve ark (2022b) atik su, nehir ve topraktan izole ettikleri Myoviridae (LMPCO1,
LMPCO02) ve Siphoviridae familyasina ait (LMPCO03) Listeria'ya 6zgii bir faj kokteyli olan
LMPCO1 + 02 + 03"iin polipropilen, polietilen ve paslanmaz ¢elik dahil olmak iizere gida ile temas
eden malzemeler ilizerinde L. monocytogenes tarafindan olusturulan biyofilmleri 6nemli olgiide
ortadan kaldirdigini bildirmiglerdir.

Cizelge 4.10°da Listex™ P100 uygulamasinin olusturulan Listeria spp. biyofilmlerine 24.

saatte etkisi hiicre tizerinde olusan zarar derecesinde verilmistir.
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9.

Cizelge 4.10. SEM Gériintiileri Degerlendirmesi (Listeria spp. Biyofilmleri ve Bu Biyofilmlere Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.saatte Etkisi)

Biyofilm Olusumu Listex™ P100 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte
Listeria spp. Etkisi
Paslanmaz Galvaniz Plastik Paslanmaz Celik Galvaniz Plastik
Celik
Listeria monocytogenes Var, EPS Var, EPS Yok Yapisal Bozulma  Yapisal Bozulma Etki
ATCC #13932 Belirgin Belirgin Gozlemlenemedi
Listeria ivanovii yerel izolat Var, EPS Var, EPS Var, EPS Yapisal Bozulma  Yapisal Bozulma Incelenmedi
Belirgin Belirgin Belirgin
Listeria innocua yerel izolat Var, EPS Kolonizasyon Var, EPS Hiicre Formunda  Hiicre Formunda  Hiicre Formunda
Belirgin var Belirgin Bozulma Bozulma Bozulma
Listeria monocytogenes yerel izolat Kolonizasyon Var, EPS Incelenmedi  Hiicre Formunda  Hiicrede Fiziksel Incelenmedi
var Belirgin Bozulma Bozulma
Listeria welshimeri yerel izolat Kolonizasyon Yok Kolonizasyon Sekilsel Etki Sekilsel
var var Bozulmalar Gozlemlenemedi Bozulmalar




Sekil 4.23’te incelendiginde 37°C 'de 9 giinliikk inkiibasyon sonrasinda Listeria spp.’lerin
biyofilmleri iizerine Listex™ P100 bakteriyofajimin etkisi goriilmektedir. Buna gére biyofilm
olusumun ardindan 24 saat boyunca Listex™ P100 ile muamele sonrasinda sayim sonuglarmna
sonucunda kontrole gore en fazla azalmanin 3,96 log ile L. monocytogenes susunda oldugu
belirlenmistir. Bunu 2,95 log azalma ile L. monocytogenes ATCC #13932, 1,95 log azalma ile L.

innocua, 1,90 log azalma ile L. ivanovii, 1,65 log azalma ile L. welshimeri takip etmektedir.

37°C 'de Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine Listex P100 Bakteriyofajinin

Etkisi
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Sekil 4.23. 37°C 'de Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine Listex™ P100 Bakteriyofajmin Etkisi

Soni ve Nannapaneni (2010b) calismalarinda paslanmaz ¢elikte olusturulan L.
monocytogenes biyofilmi iizerinde Listex™ P100 etkisini inceledikleri calismada 25°C’de 7 giinliik

inkiibasyon sonunda yaklasik 3 log azalma sagladigini belirtmislerdir.

4.2.4. Listex™ P100 Bakteriyofajimn Oda Sicakhginda Gida ile Temas Eden Yiizeylerde
(Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmleri Uzerine Etkisi

Bu caligmada 25°C’de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda farkli yiizeylerde olusturulan
biyofilmlerin PALCAM agara ekimleri yapilarak bakteriyofajin (10° pob/ml konsantrasyonda)
etkinligi belirlendi.

Sekil 4.24 incelendiginde 25°C 'de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda Listeria spp.’lerin
biyofilmleri iizerine Listex™ P100 bakteriyofajinin etkisi goriilmektedir. Buna gore biyofilm
olusumun ardindan 24 saat boyunca Listex™ P100 ile muamele sonrasinda sayim sonuglarma
sonucunda kontrole gore en fazla azalmanin L. monocytogenes ATCC #13932 susunda 3,56 log
oldugu belirlenmistir. Bunu 3,50 log azalma ile L. monocytogenes, 3,20 log azalma ile L. innocua,

2,97 log azalma ile L. ivanovii, 2,4 log azalma ile L. welshimeri takip etmektedir.
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Oda Sicakli§inda Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine Listex P100
Bakteriyofajinin Etkisi
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Sekil 4.24. Oda Sicakhiginda Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine Listex™ P100 Bakteriyofajinin
Etkisi

4.3. FMWLLMS3 Bakteriyofajinin Listeria spp. Uzerine Antimikrobiyal Etkisi
4.3.1. FMWLLM3 Bakteriyofajimin Listeria Vejetatif Hiicreleri Uzerine Antimikrobiyal
Etkisi

Bu calismada Yeni Zelanda Canterbury Universitesi Cevre Bilimleri ve Arastirma
Enstitii’sinden temin edilen Listeria bakteriyofajinin (FMWLLM3) Listeria tiirleri iizerine etkisi
damlatma (spot) test ile 6l¢iilmiistiir.

FMWLLM3 faj1, ¢cok kii¢iik (0,5 mm) ve berrak bir plak seklindedir ve TEM goriintiileri
Sekil 4.25'te gosterilmektedir. Fajin 206 nm uzunlukta kasilabilir bir kuyruga ve ortalama ¢ap1 88
nm ikosohedral basa sahip oldugu ve dolayisiyla Myoviridae'nin bir tiyesi oldugu goriilmiistiir
(Bigot ve ark., 2011).
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Sekil 4.25. FMWLLM3 fajinin TEM goriintiileri (Bigot ve ark., 2011)

FMWLLMS3 faj1 ¢ift tabaka agar yontemi ile mevcut faj konsantrasyonu 107 pob/ml olarak
belirlenmistir. FMWLLM3 fajimmin orijinal konsantrasyonunun damlatma teknigi ile lizis olusumu

gozlenen Listeria spp.tiirleri Sekil 4.26 ve 4.27°de gosterilmistir.

= ‘\_ 5 r =
Sekil 4.26. A. Listeria monocytogenes Lm 2000/47 tizerine FMWLLM3 fajinin etkisi B. Listeria
innocua tizerine FMWLLM3 fajinin etkisi

Sekil 4.27. A. Listeria ivanovii ATCC #19119 iizerine FMWLLM3 fajinin etkisi B. Listeria
monocytogenes Lm 2000/47 tizerine FMWLLM3 fajinin etkisi C. Yerel izolat Listeria

welshimeri dizerine FMWLLM3 fajinin etkisi
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Kullanilan 4 tiirde de lizis pozitif plaklar goriilmiistir. FMWLLM3 fajim 107 pob /ml
konsantrasyonunun Listeria monocytogenes Lm 2000/47, Listeria monocytogenes ATCC #13932,
Listeria ivanovi, Listeria innocua tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica yerel izolatlarimizdan
olan L.welshimeri tizerine daha kiigiik zonlar seklinde lizis olusumlar1 gozlenmistir.

FMWLLM3 fajinin iiretim tarihinden 6 ay sonra bile aktivitesini korudugu yapilan spot test

calismalari ile belirlenmistir.

4.3.2. FMWLLM3 Bakteriyofajimn Mikroplakada Gelistirilen Listeria spp. Biyofilmleri
Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada farkli konsantrasyonlardaki FMWLLMS3 fajinin 37°C’de 72 saat boyunca
olusturulan Listeria spp. biyofilmleri iizerine etkinliginin 24. saatteki % azalma oranlar1 ayri ayri
incelenmistir. Tek bir faj konsantrasyonu (10° pob/ml) ile ¢alistimistir. Calisma 96 kuyucuklu
mikroplaka tlizerinde ve 3 tekerriir olarak yapilmistir. Hiicre yogunluklar1 hesaplanarak sonuglarin

ortalamasi alinmis ve istatistiksel degerlendirmesi yapilmustir.

Cizelge 4.11. FMWLLM3 Bakteriyofajinin Listeria spp. biyofilmleri iizerine 24. saatteki %
azalma oranlari

Listeria spp. Baslangi¢c Mikroorganizma Yiikii Ortalama

Lm 2000/47 5,3x10° kob/ml 62,10+1,77 a
L monocytogenes 1,5x10° kob/ml 29,53+1,76 b
L ivanovii 1,4x108 kob/ml 20,40+1,77 ¢
L innocua 5,2x10° kob/ml 18,10+1,75 ¢

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark dnemlidir(p<0.05)

Cizelge 4.11 incelendiginde FMWLLM3 Bakteriyofajinin Listeria spp. biyofilmleri iizerine
24 saatte belirli oranlarda % azalma ile etkili oldugu goriilmektedir. Buna gore Listeria spp.
biyofilmleri iizerine FMWLLM3 bakteriyofajmmn 10° pob/ml konsantrasyonunun muamelesi
sonucunda her bir Listeria spp. i¢in baslangi¢ konsantrasyonlarina gére degerlendirme yapildiginda
%62,10 ile en yiksek oranda azalma L. monocytogenes Lm 2000/47 fizerine oldugu tespit
edilmistir. FMWLLM3 bakteriyofajinin spesifik olarak bu bakteriye etki ettigi bilinmektedir.
Ayrica yerel izolatlarimiz L. monocytogenes iizerine azalma %29,53 iken L. ivanovii iizerinde

%20,40 azalma ve L. innocua iizerinde %18,10 azalma belirlenmistir.
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LISTERIA SPP BIYOFILMLERI UZERINE FMWLLM3 BAKTERIYOFAJININ ETKISI
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Sekil 4.28. Listeria spp. Biyofilmleri Uzerine FMWLLM3 Bakteriyofajmin Etkisi

Sekil 4.28’e gore hiicre yogunluklar1 kontrol drnekleri ve FMWLLM3 bakteriyofajinin 24.
etkisinin sonuglarini igerecek sekilde verilmistir.

Ortalama sonuglar karsilastirildiginda ve FMWLLM3 bakteriyofajmmn  10° pob/ml
konsantrasyonunun 24. saatte Listeria spp. tiirleri izerine etkileri arasindaki farklilik p<0.05 giiven

araliginda 6nemli bulunmustur.

4.3.3. FMWLLM3 Bakteriyofajjmn 37 Derecede Gida ile Temas Eden Yiizeylerde
(Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz yiizeyler) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmleri
Uzerine Etkisi

Bu caligmada 37°C’de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda farkli yiizeylerde (paslanmaz ¢elik,
plastik ve galvaniz) olusturulan biyofilmlere FMWLLM3 bakteriyofajinin etkinligi Scanning
Elektron Mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir. Her bir sus i¢in ayn1 zamanda kontrol test ¢ubugu
kullanilarak yiizeylerde biyofilm olusturulmus ve gorintileri alinmistir. Sonuglar asagida
verilmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil
4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39). Calismada Listeria spp. olarak referans L. monocytogenes
ATCC #13932, yerel izolat L. innocua, yerel izolat L. monocytogenes ve yerel izolat L. ivanovii
caligilmistir.

Buna gore kullanilan 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10% kob/ml) konsantrasyonda TSB
besiyeri icerisinde 37°C’de 9 giin inkiibasyona birakilan tiim tiirlerin belirlenen yiizeyler iizerinde
biyofilm olusturdugu ve 10° pob/ml konsantrasyonda FMWLLM3 faj uygulamasi sonrasinda
bakteriyofajin etkili oldugu ve bu konsantrasyonun biyofilmin fiziksel yapisinda degisim yarattig1
Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) gorselleri iizerinden degerlendirilmistir.

Sekil 4.29 incelendiginde yerel izolat Listeria monocytogenes susunun paslanmaz gelik

ylizeyde biyofilm olusturabildigi goriilmektedir. EPS yapisinin olusmasi ile hiicrelerin bir arada
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bulundugu durum bu gorseller iizerinde goriilmektedir. Listeria monocytogenes susunun bu
yiizeyde olusturdugu biyofilm yapisi lizerine FMWLLM3 bakteriyofaj uygulamasi malzemeyle
ilgili bir tedarik sikintist1 nedeniyle yapilamadigindan bu yiizeyde bakteriyofaj uygulamasi

degerlendirilememistir.

i
M | 10.00kV 414

Sekil 4.29. SEM Goruntulerl A. Yerel izolat Listeria monocytogenes — Paslanmaz Celik Yiizeyde
Olusturulan Biyofilm

Sekil 4.30 A incelendiginde yerel izolat Listeria monocytogenes susunun galvaniz yiizeyde
biyofilm olusturabildigi goriilmektedir. Listeria monocytogenes biyofilminin FMWLLMS3 faji ile
24 saat muamelesinden sonra degerlendirme yapildiginda bakteriyofajin bu yiizeye etki ettigi

gozlenmistir (Sekil 4.30 B). Hiicre morfolojisinde deformasyon goriilmiistiir.

Sek|I430 SEM Goruntulrl A. YrI |zolat Listeria monocytogens - Galvamz Yuzeyde
Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Sekil 4.31 A incelendiginde yerel izolat Listeria monocytogenes susunun plastik yiizeyde
biyofilm olusturamadigi gériilmektedir. Plastik yiizeydeki bu biyofilm tizerine FMWLLMS3 fajinin

24 saat muamelesinden sonra etki tam olarak degerlendirilememistir.
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Sek|I4.31. SEM G "A. Yerel izolat Listeria monocytogene — Plastik Yiizeyde
Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte EtKisi

Listeria monocytogenes Lm2000/47 susunun galvaniz yiizeyde biyofilm olusturabildigi
gortilmektedir (Sekil 4.32 A). Galvaniz yiizeyde FMWLLMS3 faj1 ile 24 saat muamelesinden sonra
degerlendirme yapildiginda biyofilme FMWLLM3 bakteriyofaj uygulamasinin hiicreye fiziksel
olarak zarar verdigi gézlenmistir (Sekil 4.32 B).

Sekil 4.32. SEM Goriintiileri A. Listeria monocytogenes Lm2000/47 - Galvaniz Yiizeyde
Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Sekil 4.33 A’ya gore Listeria monocytogenes Lm2000/47 susunun plastik yiizeyde
biyofilm olusturabildigi gortilmektedir. Plastik ylizeyde FMWLLM3 faj1 ile 24 saat muamelesinden
sonra degerlendirme yapildiginda biyofilme FMWLLMS3 bakteriyofaj uygulamasinin etkili oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.33 B).
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Sek|433 SEM Goruntulerl A L|ter|a monocytogenes Lm 2000/47 - Plast1k Yuzeyde
Olusturulan Biyofilm B. Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.
Saatte Etkisi

Sekil 4.34’e gore yerel izolat Listeria ivanovii susunun paslanmaz gelik yiizeyde biyofilm
olusturabildigi goriilmektedir. Paslanmaz ¢elik yiizeyde FMWLLM3 faji ile 24 saat
muamelesinden sonra degerlendirme yapildiginda FMWLLM3 bakteriyofaj uygulamasmin etkili
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.34 B).

g O wD det
m ofn 12.1 mm | ETD

Sekll 4 34. SM Goruntulerl A. Listeria IVanOVII - Paslanmaz Ceh Yiizeyde Olusturulan Blyoﬁlm
B. Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.35 A incelendiginde yerel izolat Listeria ivanovii susunun galvaniz ylizeyde iyi bir
biyofilm olusturabildigi goérilmektedir. Galvaniz yizeyde FMWLLM3 faji ile 24 saat
muamelesinden sonra degerlendirme yapildiginda biyofilme FMWLLM3 bakteriyofaj
uygulamasinin etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.35 B).
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Sekll 4 35 SEM oruntulerl A Listeria IvanOVII B leamz Yuzeyde Olustrulan 1yoﬁlm B.
Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.36 A incelendiginde yerel izolat Listeria ivanovii susunun plastik yiizeyde iyi bir
biyofilm olusturabildigi goriilmektedir. Plastik ylizeyde FMWLLM3 faj1 ile 24 saat muamelesinden
sonra degerlendirme yapildiginda FMWLLM3 bakteriyofaj uygulamasinin biyofilme etkili oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.36 B).

24 mag 1 |V P —5um—

pa | 20000x | 12.1mm | ETD ¥ Cukurova University PM 10,00 kY 41.4 ym 10000x  118mm ETD [ Cukurova University

Sekll 436 SEM Goriintiileri A. Listeria ivanovii — Plastik Yiizeyde Olusturulan Biyofilm B.
Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.37 A incelendiginde yerel izolat Listeria innocua susunun paslanmaz celik yiizeyde
iyi bir biyofilm olusturabildigi goriilmektedir. Paslanmaz ¢elik yiizeyde FMWLLM3 faj1 ile 24 saat
muamelesinden sonra degerlendirme yapildiginda biyofilme FMWLLM3 bakteriyofaj
uygulamasiin etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.37 B).
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4 Pa PM | 10.00 kv 20.7 pi

Seki|4.37. SE Gérﬁntﬁlri A. Listeria innocua - Paslanmaz Celik Yiizeyde Olusturulan
Biyofilm B. Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Cuk

Sekil 4.38 A incelendiginde yerel izolat Listeria innocua susunun galvaniz yiizeyde iyi bir
biyofilm olusturabildigi goriilmektedir. Bu yiizeyde FMWLLM3 faj1 ile 24 saat muamelesinden
sonra degerlendirme yapildiginda FMWLLM3 bakteriyofaj uygulamasinin biyofilme etkili oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.38 B).

PM | 10, 151 0mm ETD © 10.00 kv | 41.4 P:

4.38. SEM Gorintiileri A. Listeria innocua - Galvaniz Yﬁzeye Olusturulan Byoﬁl B.
Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil

Sekil 4.39 A incelendiginde yerel izolat Listeria innocua susunun plastik yiizeyde iyi bir
biyofilm olusturamadigi goriilmektedir. Plastik ylizeyde FMWLLM3 faji ile 24 saat
muamelesinden sonra degerlendirme yapildiginda FMWLLM3 bakteriyofaj uygulamasinin
biyofilme etkili oldugu goériilmektedir (Sekil 4.39 B).
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Sekil 4.39. SEM Goriintiilleri A. Listeria innocua — Plast usturul
Biyofilme FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte Etkisi

Sekil 4.40 incelendiginde 37°C 'de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda Listeria spp.’lerin
biyofilmleri tlizerine FMWLLMS3 bakteriyofajinin etkisi goriilmektedir. Buna gore biyofilm
olusumun ardindan 24 saat boyunca FMWLLM3 ile muamele sonrasinda sayim sonuglari
sonucunda kontrole gore en fazla azalmanin 4,7 log ile L. monocytogenes Lm 2000/47 susunda
oldugu belirlenmistir. Bunu 4,4 log azalma ile L. innocua, 1,60 log azalma ile L. monocytogenes
ATCC #13932, 0,47 log azalma ile L. ivanovii takip etmektedir.

37°C 'de Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine FMWLLM3 Bakteriyofajinin Etkisi

alhl

Lm 2000/47 L monocytogenes local L innocua local L ivanovi local

Logaritmik Azalma (kob/ml)

O B, N W b U1 O N 0O VO

Listeria spp.

M Baslangi¢ Yik(ii W Logaritmik Azalma

Sekil 4.40. 37°C 'de Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine FMWLLM3 Bakteriyofajinin Etkisi

Ayrica Cizelge 4.12°de Listeria spp. biyofilmleri ve bu biyofilmlere FMWLLM3
bakteriyofaj uygulamasinin 24. saatte etkisine dair biyofilm olusumlar1 ve fajin hiicre formuna

etkisi belirtilmistir.
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Cizelge 4.12. SEM Goriintiileri Degerlendirmesi (Listeria spp. Biyofilmleri ve Bu Biyofilmlere FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24.saatte Etkisi)

Biyofilm Olusumu FMWLLM3 Bakteriyofaj Uygulamasinin 24. Saatte
Listeria s Etkisi
Pp- Paslanmaz Galvaniz Plastik Paslanmaz Celik Galvaniz Plastik
Celik
L. monocytogenes Lm 2000/47 Incelenmedi Var Kolonizasyon Incelenmedi Hiicre formunda Yapisal formda
var deformasyon degisiklik
L. monocytogenes yerel izolat Var Var Kolonizasyon  Hiicre formunda  Hiicre formunda Yapisal formda
var deformasyon deformasyon degisiklik
L. ivanovii yerel izolat Var Var Var Hiicre formunda  Hiicre formunda  Hiicre formunda
deformasyon deformasyon deformasyon
L. innocua yerel izolat Var Var Kolonizasyon  Hiicre formunda  Hiicre formunda Yapisal formda

var

deformasyon

deformasyon

degisiklik




4.3.4. FMWLLM3 Bakteriyofajimin Oda Sicakhginda Gida ile Temas Eden Yiizeylerde
(Paslanmaz Celik, Plastik ve Galvaniz) Olusturulan Listeria spp. Biyofilmleri Uzerine Etkisi

Bu calismada 25°C’de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda farkli yiizeylerde olusturulan
biyofilmlerin PALCAM agara ekimleri yapilarak bakteriyofajin (10° pob/ml konsantrasyonda)
etkinligi belirlenmistir.

Sekil 4.41°de 25°C 'de 9 giinliik inkiibasyon sonrasinda Listeria spp.’lerin biyofilmleri
tizerine FMWLLM3 bakteriyofajinin etkisi goriilmektedir. Buna gore biyofilm olusumun ardindan
24 saat boyunca FMWLLM faj1 ile muamele sonrasinda kontrole gore en fazla azalmanin L.
monocytogenes Lm 2000/47 susunda 2,88 log oldugu belirlenmistir. Bunu 2,50 log azalma ile L.

monocytogenes, 0,77 log azalma ile L. innocua ve 1,04 log azalma ile L. ivanovii takip etmistir.

Oda Sicakliginda Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine FMWLLM3 Bakteriyofajinin

Etkisi
9
T 8
=
s 7
=
g 6
= °
N
< 4
=
€ 3
=
c 2
Q0
S
0
Lm 2000/47 L monocytogenes local L innocua local L ivanovi local
Listeria spp.

M Baslangi¢ YUkl W Logaritmik Azalma

Sekil 4.41. Oda Sicakhiginda Listeria Biyofilm Olusumu Uzerine FMWLLM3 Bakteriyofajinin
Etkisi

4.4, Listeria Bakteriyofaj izolasyonu ve Tamimlanmasi
4.4.1. Farkl Metotlarla Listeria Bakteriyofaj izolasyonu

Listeria bakteriyofaj izolasyonu i¢in Cukurova bolgesinde 2019-2023 yillar1 Ekim-Mayis
ve Haziran-Temmuz aylarinda toplamda 76 adet farkli 6rnek (Nehir sulari, tavuk ciftliklerinden
alman silaj, giibre ve saman 6rnekleri, meyve-sebze tesisi atik sulari, buzagi ¢iftliklerinden alinan
silaj, gibre ve saman Ornekleri, kanalizasyon sulari, tavuk isletme yikama sulari, siit isletme

yikama sulari, kirmizi et atiklari, balik pargalari) ¢alisilmistir.
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Tiim &rnekler icin Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvari, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Viroloji Laboratuvari
ve Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuvarlarinda bakteriyofaj izolasyon
caligmalar1 yapilmistir. Bakteriyofaj izolasyon metodunu belirlemek amaciyla Cizelge 3.2°de
belirtilen 6rnekler 7 farkli metot ile ¢calisilmistir. Her birine ait sonuglar asagida verilmis olup metot

dogrulamasi 2 numarali metot ile yapilmistir. Bu metot, referans metot olarak belirlenmistir.

On Zenginlestirme Metodu Kullanilarak Yapilan Calismalar
Metot 1 Degerlendirme Sonuclart

Bu metot ile farkli lokasyonlardan alinan 22 farkli 6érnek (BCSil0, BCSill, BCSil2,
BCSil3, BCF10, BCF11, 1IBHCSi10, 1IBHCSal1l, 1BHCSi12, 1BHCG13, 2BHCSi10, 2BHCSall,
2BHCSi12, 2BHCG13, 3BHCSi10, 3BHCSall, 3BHCSi12, 3BHCG13, NS12, NS13, KSK10,
KSBp, KSBal4, KSBal5) calisilmigtir. Cizelge 4.13’te ¢alisilan 6rneklerin lokasyon, 6rnek sayist,
ornek alman donem bilgileri ve Ornek numaralar1 verilmistir. Kati orneklerden 10 g, sivi
orneklerden 10 ml; 90 ml steril LB MOPS (50 mM MOPS ile zenginlestirilmis ortam) igeren steril
kavanoz igerisinde karistirtlmis ve bu karisima 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10® kob/ml) oranina
seyreltilen her bir sustan (Referans Listeria monocytogenes, yerel izolat Listeria monocytogenes,
yerel izolat Listeria inncoua ve yerel izolat Listeria welshimeri) 250 pl mikroorganizma kiiltiirii
eklenmigtir. Karisimin son hali, 30°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Zenginlestirilmis 6rneklerden
aliman 15 ml, 6000xg 20 dakika santrifiije birakilmigtir. Santirifiij islemi tamamlandiktan sonra her
bir 6rnek, once 0.45 pm'lik, ardindan 0.22 pm'lik bir steril membran filtreden stizdiiriilmiistiir.

Bir konak susun bir gecelik kiiltiiriiniin 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10® kob/ml)
seyreltilen diliisyonundan 100 pl ile 100 pl 6rnek filtrati ve 4 ml yumusak agar, %0,7 LB
MOPS/Glu/salts agaroz (50 mM MOPS, pH 7,6 ve 10 mM [her biri] MgCl, ve CaCl; ile
tamponlanmig LB ortami) ile karistirilarak hazirlanmistir. Bu karisim yeni hazirlanmis bir alt agar
(%1,5 LB MOPS/tuz agarozu) tizerine dokiilmustiir. Ayrica ornek filtratindan 10 pl kullanilarak bu
calisma icin damlatma testi de uygulanmistir. Her bir siizlintli i¢in bu islem gergeklestirilmistir.
Petriler 24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmistir. Orneklerin hi¢ birisinde herhangi bir zon

olusumu gozlenmemistir.

Metot 2 Degerlendirme Sonucglar

Bu metot ile farkli lokasyonlardan alinan 22 farkli 6rnek (BCSil10, BCSill, BCSil2,
BCSil13, BCF10, BCF11, 1IBHCSIi10, 1IBHCSal1, 1BHCSi12, IBHCG13, 2BHCSi10, 2BHCSall,
2BHCSi12, 2BHCG13, 3BHCSi10, 3BHCSal1, 3BHCSi12, 3BHCG13, NS12, NS13, KSK10,
KSBp, KSBal4, KSBal5) calisilmstir (gizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Bakteriyofaj izolasyonunda Metot 1 ve Metot 2 ile galisilan lokasyon, 6rnek sayisi,
ornek alinan dénem bilgileri ve 6rnek numaralari

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Doénem Ornek Adi
Buzag Ciftligi, Adana Merkez 2 Ekim 2019 BCSil10, BCSill
silaj
Buzagi Ciftligi, Adana Merkez 2 Kasim 2020 BCSil2, BCSil3
silaj
Buzagi Ciftligi, Adana Merkez 2 Kasim 2020 BCF10, BCF11
fekal ornek
Biiyilkbas Hayvan Adana Merkez 4 Aralik 2020 1BHCSI10,
Ciftligi (silaj 1BHCSall,
saman giibre) 1BHCSI12,
IBHCG13
Biiyilkbas Hayvan Adana Merkez 3 Aralik 2020 2BHCSI10,
Ciftligi (silaj 2BHCSall,
saman giibre) 2BHCSI12,
2BHCG13
Biiyilkbas Hayvan Adana Merkez 3 Aralik 2020 3BHCSIl0,
Ciftligi (silaj 3BHCSall,
saman giibre) 3BHCSIl12,
3BHCGI13
Durgun Nehir Suyu Adana Merkez 2 Temmuz 2023 NS12, NS13
Seyhan Nehri
Kasaplar carsist  Adana Merkez 4 Temmuz 2023 KSK10, KSBp
(kirmiz1  et, balik KSBal4, KSBal5
parcalari&atik)
Toplam 22

BHC: Biiyiikbag Hayvan Ciftligi, BC: Buzag: Ciftligi, NS: Nehir Suyu, KS: Kasaplar ¢arsisi, Si: Silaj, Sa: Saman, G:
Giibre, Bp: Balik parcalari, Ba: Balik atiklar

Orneklerden 20 g/m alinarak 180 ml steril BHI broth iceren steril kavanoz icerisinde
karistirilmis, ardindan bu karisim 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x108 kob/ml) oranma seyreltilen her
bir konak¢i sustan 250 pl kiltir (Referans Listeria monocytogenes, referans L. ivanovii)
eklenmigtir. Karigimin son hali, 37°C'de 24 saat inkibe edilmistir. Bakteri kiiltirii ile
zenginlestirilmis bu 6rneklerden alinan 15 ml, 6000xg 20 dakika santrifiije birakilmistir. Santirifiij
islemi tamamlandiktan sonra her bir 6rnek, once 0.45 pum'lik, ardindan 0.22 pm'lik bir steril
membran filtreden siizdirilmistir. Her bir siiziintiiden 10 pl Listeria spp. (Referans Listeria
monocytogenes, referans L. ivanovii, referans L. innocua, referans L. weshimeri) igeren TSA agar
(%0,6 agar Tyriptic Soy Broth ve 10 mM MgCl; ve 10 mM CaCl; ile zenginlestirilmis) tizerine
damlatilarak petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmistir.
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Bu ¢aligmada kullanilan ve lizis olusumlari goriintiilenen Listeria bakteriyofajlarinin 6rnek

alim noktalar1 Sekil 4.42°de gdsterilmistir.

WA

il 4.42. A.Su 6rnei B. Balik parcalar1 6rnegi C. Misir silaj 6rnegi D. Saman 6rnegi

Bu ¢alismaya goére 1BHCSil0 (silaj), 1BHCGI13(giibre), 2BHCSall (Saman), NS12
(durgun nehir suyu) ve KSBp (balik pargalar1)) numarali toplamda 5 ana &rnekte Listeria
bakteriyofaj tespit edilmistir. 2020 yilinda yapilan izolasyonlarda 1BHCSil0 (silaj),
IBHCG13(giibre), 2BHCSall 6rneklerinde, 2023 yilinda yapilan izolasyonlarda ise NS12 (durgun
nehir suyu) ve KSBp (balik pargalar1) kodlu 6rneklerde lizis olusumlar gézlenmistir.

Silaj o6rnegine inokiile edilen yerel izolat L. innocua ile 6n zenginlestirmeye tabi
IBHCSi10 numarali fajin L.innocua igeren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis
goriintiisi Sekil 4.43. A’da, yerel izolat L. innocua ile zenginlestirilen silaj 6rneginin (IBHCSi10
numarali fajin) L. monocytogenes igeren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis goriintiisii
Sekil 4.43. B’de verilmistir.

: 4
— A
Sekil 4.43. A.Yerel izolat L. innocua ile zenginlestirilen 1BHCSi10 numarali fajin L.innocua
iceren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis gorintisi (silaj) (1,2 mm)
B.Yerel izolat L. innocua ile zenginlestirilen 1BHCSil0 numarali fajin L.
monocytogenes igeren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis goriintiisi

(silaj) (2,3 mm)
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Sekil 4.44 A’ya gore yerel izolat L. monocytogenes ile zenginlestirilen saman 6rneginin
(2BHCSall numarali 6rnek) L. monocytogenes iceren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde olusturdugu
lizis goriintiisi verilmistir. Yerel izolat L. monocytogenes ile zenginlestirilen giibre 6rneginin
(IBHCG13 numarali 6rnek) L. monocytogenes igeren TSA ¢ift tabaka agar iizerinde olusturdugu
lizis goriintiisti Sekil 4.44 B’de verilmistir.

Sekil 4.44. A. Yerel izolat L. monocytogenes ile zenginlestirilen 2BHCSall numarali fajin L.
monocytogenes igeren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis goriintiisi
(saman) (1,7 mm) B. Yerel izolat L. monocytogenes ile zenginlestirilen 1BHCG13
numarali fajin L. monocytogenes igeren TSA cift tabaka agar iizerinde olusturdugu
lizis gorintiisi (giibre) (2,6 mm)

Referans Listeria ivanovii ile 6n zenginlestirmeye tabi tutulan KSBp (kaynagi balik

pargalari) L. monocytogenes iizerinde lizis gorintiisii Sekil 4.45’te verilmistir.

Sekil 4.45. A ve B. Listeria ivanovii ile zenginlestirilen KSBp numarali fajin L. Monocytogenes
iceren TSA cift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis goriintiisii (0,9 mm)

Sekil 4.45’te A ve B numaaral1 gorseldeki KSBp numarali fajindan alinan plak yukarida
anlatilan metotla faj c¢ogaltma islemi yapilmak istediginde L. monocytogenes ile on
zenginlestirmeye tabi tutulmustur. Burada ikinci pasajlama isleminde lizis olusumu

gdzlenmemistir.
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Sekil 4.46 A’da ise L. ivanovii ile zenginlestirilen KSBp numarali fajin L. ivanovii igeren
TSA ift tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis goériintiisi verilmistir. Sekil 4.46 B’de gortldigii
tizere L. monocytogenes ile zenginlestirilen KSBp numarali fajin L. weshimeri igeren TSA gift

tabaka agar iizerinde olusturdugu lizis gorintiileri yer almaktadir.

Sekil 4.46. A. L. ivanovii ile zenginlestirilen KSBp numarali fajin L. ivanovii igeren TSA ¢ift
tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis gorintiisii (0,8 mm) B. L. monocytogenes ile
zenginlestirilen KSBp numarali fajin L. weshimeri iceren TSA ¢ift tabaka agar
iizerinde olusturdugu lizis goriintiisi (0,9 mm)

Sekil 4.46’te A numarali gorseldeki KSBp A numarali fajindan alinan plak yukarida
anlatilan metotla faj c¢ogaltma islemi yapilmak istediginde L. monocytogenes ile o6n
zenginlestirmeye tabi tutulmustur. Filtrasyon islemlerini takiben tekrar damlatma testi
uygulandiginda referans L. monocytogenes iizerinde Sekil 4.47°da gortldiigii izere lizis olusumu

gobzlenirken L. ivanovi iizerinde ikinci pasajlama sonrasinda herhangi bir etki goriilmemistir.

e

Sekil 4.47. Faj ¢ogaltma islemi sonrasinda L. mocytogenes tizerine lizis olusumu (0,8 mm)

Referans Listeria ivanovii ile 6n zenginlestirmeye tabi tutulan NS12 (durgun nehir suyu)

faji L. monocytogenes, Listeria ivanovii, L. weshimeri iizerinde lizis etkisi goriilmustiir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. A. L. ivanovii ile zenginlestirilen NS12 numarali fajin L. ivanovii iceren TSA ¢ift
tabaka agar tizerinde olusturdugu lizis gorantisi (1,6 mm) B. L. ivanovii ile
zenginlestirilen NS12 numarali fajin L. monocytogenes igeren TSA ¢ift tabaka agar
uizerinde olusturdugu lizis gorintiisii (1,1 mm) C. L. ivanovii ile zenginlestirilen
NS12 numarali fajmm L. weshimeri iceren TSA ¢ift tabaka agar tizerinde
olusturdugu lizis goriintiisi (0,9 mm)

Cizelge 4.14. izole edilen 5 bakteriyofajin Listeria spp.’ler iizerine duyarlilik testleri

Listeria spp. IBHCSil0 | IBHCGI3 2BHCSall | NS12 KSBp
Yerel L. innocua 1,2 mm Incelenmedi Incelenmedi Incelenmedi | incelenmedi
Yerel L. monocytogenes | 2,3 mm 2,6 mm 1,7 mm Incelenmedi | Incelenmedi
L monocytegenes - - - 1,1 mm 0,9 mm
L. ivanovi - - - 1,6 mm 0,8 mm
L. welshimeri - - - 0,9 mm 0,9 mm
L. inncoua = - - - -

mm: milimetre, -: etki yok

Bu calismada iki farkli Listeria spp. (L. ivanovii ve L. monocytogenes) ile zenginlestirmeye
tabi tutulan 5 farkli 6rnekte lizis goriilerek fajin varligi gosterilmistir (Cizelge 4.14).

Lizis olusumu gozlemlenen 5 ornekte [(1BHCSi10 (silaj), 1BHCG13(giibre), 2BH(CSall
(Saman), NS12 (durgun nehir suyu) ve KSBp (balik parcalar1)] olusan plaklar iizerinden faj
¢ogaltma islemi uygulanmistir. Bu fajlarin bir kisminda ikinci kez saflastirma asamasina
gecildiginde tekrar bir lizis olusumu goézlense de ¢aligmanin devamliligi saglanamamig ve fajlarin
ileri tamimlamalar1 yapilamamustir. Dolayist ile antimikrobiyal etkinlik degerlendirmesi i¢in gerekli
olan fajlarin familya ve gorselleri paylasilamamistir. Aksine Sanlibaba ve Tezel (2019) 68 6rnekte
Listeria faj izolasyonu yaptiklari ¢aligmalarinda fajlarin familyalar1 veya gorselleri iletilmemis olsa
da 4 farkli Listeria faj1 izole ettiklerini belirtmislerdir. Benzer sekilde Mutlu (2015) de toplamda 50
ornekten litik faj izolasyonu ve mitomisin-C ile lizojenik faj izolasyonu seklinde 12 bakteriyofaj
izolasyonu gereklestirmis olduklarint bizim calismamizdaki gibi lizis olusumlari seklinde
gostermislerdir. Ancak elde edilen fajlarin RAPD-PCR goériintiilemesi disinda hangi familyaya ait

olduklarma dair bilgiye bu yaymlarda ulasilamamustir.
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Calismamizda 6zellikle izolasyon sonrasi ilk damlatma testinde Listeria spp’nin bir tiirii
tizerine etki varken olusan bu lizis (plak) iizerinden faj ¢cogaltma igleminde ikinci kez ayni tiir ile
yapilan ¢aligmada herhangi bir etki gézlemlenememistir. Bu ¢alismada bakteriyofaj lizis olusumlari
gbzlemlenen fajin g¢ogaltilmasinda siirekliligin saglanamamasiin bir ¢ok sebebi olabilir. Bu
sebeplerden birisi olarak Listeria bakterilerinin L-forma ge¢mis olabilecegi disiiniilmektedir
(Wohlfarth ve ark., 2022). Her ne kadar L-formda olan Listeria spp. bakterilerinin ¢ogalmasi
etkilenmese de hiicre duvarindaki yapisal bilesenlerin yetersizliginden dolay: bakteri farkli sekil ve
biiytikliiklerde olabilmektedir (Dell’Era ve ark., 2009).

L-forma doniisiim genellikle antibiyotikler, hiicre duvarimi hidroliz eden enzimler veya
glisin veya lizin gibi yiiksek konsantrasyonlarda peptidoglukan sentezine de miidahale edebilen
amino asitler gibi hiicre duvari sentezi inhibitorlerinden birisi olan bakteriyofajlarin varliginda bu
durum gergeklesebilmektedir (Dell’Era ve ark., 2009). Yapilan ¢aligmalar ozmotik olarak stabilize
edilmis ortamlarda, Listeria monocytogenes'in hiicre duvari eksikligi olan L-formu durumuna
gecici  olarak doniiserek fajlarin  kendilerini  6ldirmesinden  kacabildigini  (predasyon)
gostermektedir (Wohlfarth ve ark., 2022). L-formu dontsiimii hiicre duvariyla iliskili faj
reseptorlerinin (6rnegin hiicre duvarinda bulunan teioik asitler) tamamen kaybina yol agtigindan, L-
formlarinin bu yolla faj enfeksiyonuna direngli oldugu varsayilmaktadir. (Wohlfarth ve ark., 2022).
Ayrica her ne kadar Listeria teikoik asitler olmadan, hatta L-form bakterileri gibi bir hiicre duvari
formundayken hayatta kalabilse de, L-formlarin1 normal bakterilerden ayiran ozellikler arasinda
spesifik biiyiime gereksinimleri, peptidoglikan (PG) ile iligkili molekiillerin ve bunlarin
fonksiyonlarinin kayb1 ve B-laktamlar gibi hiicre duvari sentezine miidahale eden antibiyotiklere
karsi igsel direng yer alir (Dell’Era ve ark., 2009; Trudelle ve ark., 2022). Bu nedenle, L-form
bakterilerde hiicre duvarinin bulunmamasi, bagisiklik sisteminin bu hiicreleri patojen olarak

tantyamamasina neden olabilmektedir (Dell’Era ve ark., 2009).

Metot 3 Degerlendirme Sonuclart

Bu metot ile farkli lokasyonlardan alinan 18 farkli 6rnek (4BHCSa20, 4BHCY2I,
4BHCTZz22, 5BH(CSa23, UCSi24, UCSi25, UCSi26, 6BHCG27, 7BHCSi28, S8BHCSi29,
9BaCGS30, 9KEG31, 9KEG32, 9KESi33, 9KESiS34) cahsilmigtir. Laboratuvara getirilen
orneklere direkt santrifiij islemi yapilmistir. Orneklerden 10 ml almmustir, ardindan steril kavanoz
icerisinde bulunan modifiye edilmis Scholten’s (MS) Broth igerisine alinarak 100 pl Listeria
monocytogenes eklenmistir. Ayrica 50 pl 10 mM CaCl; ilavesi yapilmistir. Karigimin son hali,
30°C'de 24 saat inkiibe edilmigtir. Bu karisim 6000 xg, 30 dakika, 4°C olarak secilen santrifiije
birakilmigtir. Bu amagla 6nce 0.45 um'lik, ardindan 0.22 pum'lik bir steril membran filtreden

stizdiiriilmiistiir.
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Cizelge 4.15. Bakteriyofaj izolasyonunda Metot 3 ile calisilan lokasyon, 6rnek sayist ve ornek
alman donem bilgileri

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Donem Ornek Adi
Biiyiikbas Hayvan Adana Merkez 3 Ekim 2022 4BHCSa20
Ciftligi (saman yem 4BHCY21
tezek) 4BHCG22
Biiyiikbas Hayvan Adana Merkez 1 Ekim 2022 5BH(CSa23
Ciftligi (saman)
Universite Ciftligi, silaj Adana Sarigam 3 Ekim 2022 UCSi24, UCSQS,
UCSi26
Biiyiikbas Hayvan Adana Merkez 1 Haziran 2023 ~ 6BHCG27
Ciftligi (giibre)
Biiyiikbas Hayvan Adana Merkez 1 Haziran 2023 ~ 7BHCSi28
Ciftligi (silaj yeni)
Biiyiikbas Hayvan Adana Merkez 1 Haziran 2023 ~ 8BHCSi29
Ciftligi (silaj eski)
Balik ¢iftligi, gol suyu Adana Merkez 2 Haziran 2023 ~ 9BaCGS30
Koy evleri (giibre-silaj) Adana Ceyhan 4 Haziran 2023  9KEG31
9KEG32
9KESi33
9KESi34
Nehir Suyu (Seyhan) Adana Merkez 2 Haziran 2023 ~ NS35, NS36
Toplam 18

BHC: Biiyiikbas Hayvan Ciftligi, UC: Universite ¢iftligi, Ba: Balik ciftligi, KE: K&y evleri, NS: Nehir suyu, GS: Gol
suyu, Sa: Saman, Si: Silaj Y: Yem, G: Giibre

Cizelge 4.15’te paylasilan 6rneklerin tamamu steril membran filtreden gegirilen 6rnegin 10
ul’si, Listeria spp. igeren ve LB agar iizerine damlatilarak 20 dakika ortam sicakliginda besiyerine
adsorpsiyonun gergeklesmesi igin birakilmistir. Her bir 6rnek icin bu islem gergeklestirilmistir.
Petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmistir. Metot 3 sonucunda herhangi bit lizis

olusumu gézlenmemistir.

Metot 4 Degerlendirme Sonuclari

Bu mettotta faj izolasyonu i¢in 6rnekler (25 g/25 ml) 225 ml steril kavanoz i¢ginde bulunan
BLEB (Buffered Listeria Enrichment Broth) igerisine alinmustir. Cizelge 4.16°da belirtildigi lizere
toplam 14 &rnek (TIYs30, TIYs31, TiYs32, TIYs33, TiYs34, TiYs35, SK36, SK37, SK38, SK39,
NS40, NS41, MS42, MS43) calisilmistir.
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Cizelge 4.16. Bakteriyofaj izolasyonunda Metot 4 ve Metot 7 ile ¢alisilan lokasyon, drnek sayisi
ve 0rnek alinan donem bilgileri

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Donem Ornek Ad1

Tavuk isletme Adana Merkez 6 Ekim 2019 TIYs30, TIYs31,

yikama TIYs32, TIYs33,

sulari/chiller suyu TiYs34, TiYs35

Sulama Kanali Adana Merkez 4 Ekim 2019 SK36,SK37, SK38,
SK39

Nehir Suyu Adana Merkez 2 Ekim 2019 NS40, NS41

(Seyhan Nehri)

Meyve Sebze Karaman 2 Ocak 2020 MS42, MS43

Isleme (Atik su)

Toplam 14

BHC: Biiyiikbas Hayvan Ciftligi, Ti: Tavuk isletmesi UC: Universite ¢iftligi, Ba: Balik ciftligi, KE: Koy
evleri, NS: Nehir suyu, GS: Gl suyu, Sa: Saman, Si: Silaj Y: Yem, G: Giibre

Calismada, Ornek igerisinde var olabilecek Listeria spp.’lerin de hasar goérmemesi
amaglanarak Listeria izolasyonunda kullanilan metot modifiye edilerek kullanilmistir. Bu karisima
4 saatin sonunda supplement (Listeria Selective Enrichment Supplement FDA-BAM) ilave edilip
inkilbbasyon 24 saate tamamlanmistir. Bu karigim 30°C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
Zenginlestirilmis 6rneklerden alinan 10 ml, 3200xg 10 dk 4°C’de santrifiije birakilmistir. Santrifiij
edilen filtrat 0.22 um'lik steril bir membran filtreden siizdiiriilmiistiir.

Her bir siizlintiiniin 100 pl’si 3 ml yumusak agar (%0,6 agar Tyriptic Soy Broth) ile
karigtirllarak TSA (Tyriptic Soy Agar) alt agar lizerine dokiilerek 20 dk ortam sicakligina
birakilmistir. Her bir siiziintii i¢in bu islem gergeklestirilmistir. Petriler 24 saat boyunca 30°C'de

inkiibe edilmistir. Metot 4 sonucunda herhangi bit lizis olusumu gézlenmemistir.

Direkt Izolasyon Metodu Kullanilarak Yapilan Calismalar
Metot 5 Degerlendirme Sonuglart

Metot 5 ile Cizelge 4.17°de verilen toplam 10 6rnek (DS50, GS51, ASTAs52, StAs53,
KESi54, KEp55, BHCGS56, BHCSa57, BHCGS56, BHCSa57) calisiimistir. Ornekler (10 g/10 ml)
90 ml steril kavanoz iginde fosfat tamponlu peptonlu su (PBS) igerisine alinmistir. Her 6rnek daha
sonra 0,45 pum'lik filtreden siiziilmiis ve ardindan 1 ml'lik bir siiziintiiniin 0.22 pum'lik bir steril
membran filtreden siizdiiriilmiistiir. 0.22 pm'lik gézenek boyutu kullaniminin bazi biiyiik fajlarin
geri kazanimini tehlikeye atabilecegi ongoriilse de diger pek ¢ok calisma gibi 0,22 pm filtre fa
izolasyonu i¢in kullanilmistir. 0.22 pum steril membran filtreden alinan siiziintiiler, ¢ift tabakali agar

yontemi kullanilarak faj izolasyonu i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 4.17. Bakteriyofaj izolasyonunda Metot 5 ile calisilan lokasyon, 6rnek sayist ve drnek
alman donem bilgileri

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Donem Ornek Ad1
Dere Suyu Adana Merkez 1 Aralik 2020 DS50

G0l Suyu Adana Merkez 1 Aralik 2020 GS51

Atik su tesisi, atik Adana Merkez 1 Ekim 2022 ASTAs52

suyu

Siit isletme yikama Adana Sarigam 1 Ekim 2022 StAs53

atik suyu

Koy evleri (silaj, Adana Ceyhan 2 Ekim 2022 KESi54, KEp55

pancar kiispesi)

Biiyilkbas  Hayvan Adana Ceyhan 2 Haziran 2023 BHCG56, BHCSa57
Ciftligi  (glibre -

saman)

Biiytikbas  Hayvan Adana Ceyhan 2 Haziran 2023 BHCG56, BHCSa57
Ciftligi  (giibre -

saman)

Toplam 10

DS: Dere suyu, GS: Gol suyu, AST: Atik Su Tesisi, As: Atik su p: Pancar kiispesi, G: Giibre, Sa: Saman

Bir konak susun bir gecelik kiiltiiriiniin 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10% kob/ml) oranina
seyreltilen dilisyonundan 300 pl, 100 pl ornek filtrati ve 4 ml yumusak agar, %0,7 LB
MOPS/Glu/salts agaroz (50 mM MOPS, pH 7,6 ve 10 mM [her biri] MgCl, ve CaCl; ile
tamponlanmig LB ortami) ile karigtirilarak bir besiyeri hazirlanmistir. Bu karigim yeni hazirlanmis
bir alt agar (%1,5 LB MOPS/ tuz agarozu) iizerine dokiilmiistiir.

Her bir siiziintii i¢in bu islem gergeklestirilmigtir. Metot 5 sonucunda herhangi bit lizis

olusumu gozlenmemistir.
Metot 6 Degerlendirme Sonuglart

Metot 6°da toplam 10 6rnek (TCF60, TCF61, SKLs62, SKLs63, TiAs64, TiAs65, TiAs66,
TiAs67, TiAs68, TiAs69) ile caligilmistir.
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Cizelge 4.18. Bakteriyofaj izolasyonunda Metot 6 ile calisilan lokasyon, 6rnek sayist ve ornek
alman donem bilgileri

Malzeme Lokasyon Ornek Sayisi Donem Ornek Ad1
Tavuk ciftligi, fekal Adana Saricam 2 Kasim 2020 TCF60, TCF61
ornek

Sulama Kanali, Adana Imamoglu 2 Kasim 2020 SKLs62, SKLs63
lagim suyu

Tavuk isletme  Adana Isletme A 2 Aralik 2020 TiAs64, TiAs65

yikama atik sulari

Tavuk isletme Adana Isletme B 2 Aralik 2020 TiAs66, TiAs67

yikama atik sulari

Tavuk isletme  Adana Isletme D 2 Aralik 2020 TiAs68, TiAs69

yikama atik sulari

Toplam 10

TC: Tavuk ¢iftligi, SK: Sulama Kanali, Ls: Lagim suyu, Ti: Tavuk isletme, F: Fekal, As: Atik suyu

Cizelge 4.18de belirtilen her bir 6rnek 225 ml tamponlanmis peptonlu su igerisinde
zenginlestirmeye tabi tutulmustur. Zenginlestirme sonrasinda her bir 6rnek karisgimi 4°C’de, 15
dakika boyunca 15,285 xg devirde santrifiij edilmis ve iistte kalan kistm 0.22 um steril membran
filtreden gecirilmistir.

Filtratin 5 ml’si, 5 ml TSB (Tryptic Soy Broth) ve 0,5 McFarland (yaklasik 1,5x10°
kob/ml) oranina seyreltilen 100 pl Listeria spp. (daha once gida ve su érneklerinden izole edilmis)
ornegi ile karistinlmistir. Bir gece boyunca 37°C’de inkiibator igerisinde inkiibasyona birakilan bu
karigim, inkiibasyondan sonra 4°C’de, 10 dakika boyunca 15.285 xg devirde santrifiijlenerek
parcalanan bakterilerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Ustte kalan kisim 0.22 pm steril membran
filtreden tekrar gegirilmistir.

Son filtratin 10 pl’si, Listeria spp. igeren TSA yumusak agar (%0,6 agar iceren Tyriptic
Soy Broth) ile karistirilarak TSA agar iizerine damlatilmig ve 20 dakika ortam sicakliginda
besiyerine adsorpsiyonun gerceklesmesi i¢in birakilmistir. Her bir 6rnek igin ayri ayr1 bu islem
gerceklestirilmistir. Petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmistir. Metot 6 sonucunda

herhangi bit lizis olusumu gézlenmemistir.

Metot 7 Degerlendirme Sonuclart

Toplam 14 &rnek (TiYs30, TiYs31, TiYs32, TiYs33, TiYs34, TiYs35, SK36, SK37,
SK38, SK39, NS40, NS41, MS42, MS43) calisilmistir. Cizelge 4.16’da verilen her bir sivi
ornekten 25 ml, Kat1 6rneklerden 25 g ornek alinarak 225 ml peptonlu su igerisine koyulmustur. Bu
orneklerden aliman 50 ml, 3000xg 10 dakika 4°C’de santrifiije birakilmistir. Santrifiij edilen

ornekten 15 ml, 0.22 pm'lik steril bir membran filtreden siizdiiriilmistiir.
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Membran filtreden gecen filtratin 10 ml’si, 10 ml TSB (Tryptic Soy Broth) ve 0,5
McFarland (yaklasik 1,5x10® kob/ml) oranmna seyreltilen 100 pl Listeria spp. ornegi ile
karistirilmistir. Bu karisim bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan
sonra bu karisim 4°C’de, 10 dakika boyunca 3000xg devirde santrifiijlenerek parcalanan
bakterilerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Ustte kalan kisim 0.22 um steril membran filtreden tekrar
gegirilmistir.

Bu filtratin 10 pul’si, Listeria spp. igeren TSA agar (%0,6 agar ve ve 0,5% agaroz igeren
Tyriptic Soy Broth; 1,25 mM CacCl, ile zenginlestirilmis) tizerine damlatilarak 20 dakika ortam
sicakliginda besiyerine adsorpsiyonun gerceklesmesi i¢in birakilmistir. Her bir 6rnek i¢in bu islem
ayr1 ayrt gerceklestirilmistir. Petriler 18-24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmistir. Metot 7
sonucunda herhangi bir lizis olusumu gézlenmemistir.

Caligilan tiim metotlarda Metot 2 hari¢ kat1 besiyerlerinde lizis etkisi gériilememistir.

Kim ve ark (2008)’nin ¢evre ornekleri tizerinden yaptigi Listeria bakteriyofaji izolasyon
caligmasi bizim ¢alismamizda Metot 2 olarak uyarlanmis ve istenen sonuglara ulagilmistir.

Lee ve ark (2017) caligmalarinda tavuk digkilarindan iki farkli Listeria bakteriyofaji,
Elsayed ve ark (2023) calismalarinda silaj ve giibre orneklerinden alt1 farkli fenotipte Listeria
bakteriyofaji izole etmisler ve bu fajlarn L. monocytogenes suslarmi inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Bu aragtirmacilarin ¢aligmalarinda faj izolasyonu amaciyla kullanilan metotlar1 bizim
calismamizda Metot 3 olarak uyarlanmistir fakat ¢alismamizda bu metot ile faj izolasyonu
yapilamamustir.

Vongkamjan ve ark (2012) silaj 6rneklerinden direkt izolasyon ile 33 adet faj izolasyonu
gergeklestirmigler ve bu fajlarin Listeria monocytogenes fizerine lizis etkileri oldugunu
bildirmislerdir. Elsayed ve ark (2023) tarafindan yapilan ¢aligmalar sonucunda silaj ve giibre
orneklerinden Listeria bakteriyofaji izole edilmistir. Bu aragtirmacilarin ¢aligmalarinda kullanilan
metot bizim c¢alismamiza Metot 5 olarak uyarlanmigtir ancak faj izolasyonunda basarili
olunamamustir.

Li ve ark (2022) mezbaha kanalizasyonundan bakteriyofaj izolasyonu yaptiklar1 ¢alismada
L. monocytogenes ve L. welshimeri iizerine lizis etki oldugu gosterilen LP8 kodlu faji izole
etmislerdir. Daha sonra bu fajin Myoviridae familyasina ait oldugunu belirlemislerdir. Bu
caligmada kullanilan yontem bizim ¢alismamizda Metot 7 olarak uyarlanmis ancak herhangi bir
sonug alinamamustir.

Heshmati (2019) yilinda Salmonella bakteriyofaj izolasyonu igin yaptigi ¢alismada 8 farkli
atik su Orneginin sadece 4'inden 5 farkli Salmonella bakteriyofaji izole ettigini bildirmistir. Bu
caligmada kullanilan faj izolasyon yéntemi bizim ¢alismamiza Metot 6 olarak uyarlanmig ancak bu

metoda gore ¢alismamizda herhangi bir sonug alinamamagtir.
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4.4.2. Secilen Bakteriyofaj izolasyon Metodu i¢in Validasyon Calismasi

Bu caligmada bakteriyofaj izolasyonu i¢in farkli 6rneklerle uygulamas: yapilan 7 farkli
metot igerisinden en iyi sonug¢ alinan Metot 2’ nin validasyonu yapilmistir. Bu amagla ticari olarak
satm alman Listex™ P100 bakteriyofajinin 107 pob/ml konsantrasyonu ve bakteri susu olarak L.
monocytogenes ATCC #13932 kullanilmugtir.

Ayrica, Metot 2’de belirlenen ve kati agar olarak kullanilan TSA’nin yam sira diger
besiyerleri ile deneme yapilarak en uygun kat1 agar besiyerinin belirlenmesi saglanmistir.

Metot 2’de kullanilan alt ve tst agarlar asagida verilmistir.

e Luria Bertani agar (LB agar)

e MOPS ile zenginlestirilmis Luria Bertani agar, (%0,6 LB MOPS (50 mM MOPS, pH
7,6 ve [her biri] 20 mM MgCI; ve CaCl,ile tamponlanmis LB ortami) agar

e Tryptic Soy Agar (TSA)

e Mueller Hinton agar (MH agar)

Steril su 6rneginden 10 ml 6rnek alinmistir. Bu 6rnek Metot 2’de belirtildigi tizere 90 ml
BHI broth igerisine eklenmistir. Besiyeri igerisine 10’ pob/ml 100 ul Listex™ P100 bakteriyofaj1 ve
100 pl Listeria monocytogenes ATCC eklenmistir. Ayrica 50 pl CaCl, ilavesi yapilmigtir. Bu
karigim 37°C 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Genellikle bu tiir ¢alismalarda ilave edilen
iyonlarin (6rnegin, kalsiyum) olup ornegin adsorpsiyonda detsekleyici oldugu belirtilmektedir.
Metal iyonlar1 fajlarin latent doneminde ikili bir rol oynamaktadir. Penetrasyon i¢in gerekli
olmalarinin yani sira, (kalsiyum veya magnezyum) faj mekanizmalarini da kontrol etmektedirler
(Shafiai ve Thompson, 1964).

Inkiibasyon ardindan drneklerden 10 ml alinmis ve santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij

asamasinda ayni1 devirde iki farkli siire ile deneme gergeklestirilmistir. Buna gore 6000 xg devirde

10 dakika santrifiij islemini takiben 6rnek 0.22 um steril filtreden gegirilmistir.

Sekil 4. 49.1B agar (A), TSA agar (B) ve LB+MOPS (C) agarda Listex™ P100 lizis olusumlarl |
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Bu calismada alt agar olarak yukarida belirtilen agarlarin her biri ile ayr1 ayri denemeler
yapilirken ayn1 zamanda st agar olarak TSA soft agar kullanilmistir. Damlatma testi sonucunda
petriler 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmstir.

Sonuglar degerlendirildiginde (Sekil 4.49 ve Sekil 4.50) LB agar, LB MOPS agar ve TSA
agar besiyerlerinde lizis olusumu goriilmistiir. En belirgin lizis olusumu bu konuda genel yaygin
besiyeri olarak kullanilan TSA besiyeri oldugu gozlenmistir. MH agarda higbir zon olusumu
gbzlemlenmemistir. Ayrica 6n zenginlestirme ortami olarak belirlenen BHI besiyeri baglangic
besiyeri olarak se¢ilmis olup Stepanovic ve ark. (2004) ile benzer sonuglar1 géstermistir.

Bu ¢alisma ile ortama sonradan eklenen Listex™ P100 bakteriyofajinin geri kazaniminin
saglanmig oldugu ve ortamda bu diizeyde bir bakteriyofaj oldugunda bu metotla izolasyonun
gerceklestirilebildigi belirlenmistir. Ayrica Metot 2’nin Listeria faji eldesinde ¢alisir durumda

oldugu dogrulanmistir. Sonraki denemeler igin referans metot olarak belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada analize alman 154 Ornekten, 45’inde Listeria spp. siipheli koloniler
bulundugu tespit edilmistir. Bu Listeria spp. izolatlarinin 24’t gida 6rneklerinden, 7’°s1 silajdan,
7’si yikama sularindan, 2’ser adedi atik su, giibre ve saman Orneklerinden ve birinin nehir
suyundan izole edildigi gozlenmistir.

Listeria spp. stipheli koloniler olarak degerlendirilen 45 6rnekten elde edilen izolatlarin
biyokimyasal tanimlanmalarinda 38 izolatin Listeria spp. oldugu belirlenmistir. Listeria spp. pozitif
bulunan 6rneklerin hepsinin prs genini hedeflemekte olan 938 bp ve diger bp biiytikliikte primer
ciftleri kullanarak Listeria spp. tiir bazinda dogrulanmasi amaciyla PCR islemi yapilmistir ve
biyokimyasal testler ile tanimlanan izolatlarin hepsinde pozitif sonuglar elde edilmistir. Buna gore
tir bazinda degerlendirme yapildiginda 38 Listeria spp. izolatinin 11°i L. welshimeri, 10’u L.
monocytogenes, 9’u L innocua, 6’s1 L. ivanovii ve 2’si L. seeligeri olarak belirlenmistir.

Canterbury Universitesi Cevre Bilimleri ve Arastirma Enstitiisii (Yeni Zelanda)’den talep
edilen FMWLLM3 bakteriyofaji ve Micreos Food Safety (Hollanda) firmasindan ticari olarak
temin edilen Listex™ P100 bakteriyofaji, Listeria spp. ile yapilan biyofilmler iizerine etkileri
arastirllmigtir.

Listex™ P100 ve FMWLLMS3 bakteriyofajlarmin ¢alismada kullanilan tiim tiirler iizerine
mikroplaka yontemi ile yapilan uygulama sonrast sonuclar degerlendirildiginde faj
konsantrasyonlarina bagli olarak kullanilan Listeria spp. vejetatif hiicreleri ve onlarin
olusturduklar1 biyofilmleri {izerine belli oranlarda inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Ozellikle anti-Listeria spp. olarak satisa sunulan Listex™ P100 fajinin bu ¢alismada kullanilan
Listeria seeligeri ATCC #35967 iizerine herhangi bir etkinligi belirlenememistir.

FMWLLM3 bakteriyofaj1 ise spesifik olarak etkinlik gosterdigi L. monocytogenes Lm
2000/47 ile birlikte antibakteriyel etkinlik c¢aligmasinda kullanilan diger tiim tiirler (L.
monocytogenes yerel izolat, L. ivanovii yerel izolat, L. innocua yerel izolat), i¢in hem vejetatif
hiicreler hem de biyofilmleri iizerine belli oranlarda inhibisyon etkisi gostermistir.

Burada 6zellikle iki bakteriyofajin (Listex™ P100 ve FMWLLMB3) birlikte kullaniimasi
ile antimikrobiyel etki i¢in hedef Listeria spp. tirii sayisi artirilabilir. Bdylelikle caligmada
antimikrobiyal etki gozlemlenmeyen tiir olan L. seeligeri fiizerine antimikrobiyal etkisi
incelenebilir.

Ayrica bu calismaya gore Listex™ P100 bakteriyofajinin onerilen raf émrii siiresinin
izerinde uygun kosullarda saklandiginda hala etkisini siirdiirebiliyor olmasi fajin gida endiistrisine
alternatif bir sanitasyon Gnerisi olarak sunulabilecegini gostermistir.

Bu ¢alisgmada Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) ile yapilan incelemelerde ¢alismada
kullanilan tiim test ¢ubuklar1 (paslanmaz ¢elik, plastik ve galvaniz) lizerinde biyofilm olugumlari

gozlenmistir. Ozellikle paslanmaz celik ve galvaniz, plastik malzemeye gore hidrofilik yapilari
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sebebiyle literatiirde de ¢ogunlukla belirtildigi gibi biyofilm gelisimini daha destekleyici
materyaller olarak kargimiza ¢ikmistir.

Bu c¢alismada ayrica 5 farkli 6rnekte (Balik atiklari, nehir suyu, giibre, saman ve silaj)
Listeria bakteriyofajlart (lizis olusumu) gozlemlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda faj ¢ogaltma
islemleri yapilmasina ragmen fajlarin ¢oglatilmasinda siireklilik saglanamadigi i¢in bakterilerin L-
forma gegme gibi faj entegrasyonundan kaginma mekanizmalarinin ileri ¢aligmalarla incelenmesi

gerekliligi disiiniilmektedir.
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Ek. 1. Agaroz Jel Elektroforezde Kullanilan Tampon Cozeltiler

1. TBE Buffer (89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA) (pH:8,3)
10.777 g Tris-Base, 5.502 g borik asit ve 0.744 g EDTA alimarak 900 ml saf su iginde
eritildikten sonra ¢oOzeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak ve hacim 1000 ml’ye
tamamlanarak 1X TBE buffer hazirlanmistir.

2. TAE Buffer (10 mM Tris, 5 mM Sodium acetate, 0,5 mM EDTA) (pH:8,3)
1.211 g Tris-Base, 0.680 g sodyum asetat ve 0.186 g EDTA alinarak 900 ml saf su
icinde eritildikten sonra ¢ozeltinin pH’s1 8.3 olarak ayarlanarak ve hacim 1000 ml’ye
tamamlanarak 1X TAE buffer hazirlanmistir.

3. Etidyum Bromid
10 mg etidyum bromid 1 ml saf su igerisinde eritilmis ardindan 30 pl alinip 100 ml saf

su igine eklenmistir.
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