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Bu calismada esas olarak, Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus plantarum
suslarinin, patojen bakterilerde biyofilm olusumu ve patojen inhibisyonu iizerindeki
etkilerini incelenmistir. Sonuglar, bu laktik asit bakterilerinin planktonik ve biyofilm
formlar1 yaninda siipernatantlarinin da, biyofilm olusumunu ve viriilans genlerin ifadesini
onemli Ol¢iide inhibe ettigini ortaya koymustur. LAB suslarinin biyofilm olusturma
yetenekleri incelendiginde, P. pentosaceus ve Lb. plantarum suglarinda biyofilm
olusumunun inkiibasyon siiresi ile arttig1, 48 saatte zirveye ulastigi ve ardindan biyofilm
yogunlugunda bir azalma basladig saptanmstir. Ozellikle, Lb. plantarum inkiibasyon
siiresi boyunca siirekli olarak P. pentosaceus'tan daha yiiksek biyofilm olusum oranlari
sergilemistir. Biyofilm olusumu ve otoagregasyon oranlari, inkiibasyon siireleriyle
paralel olarak artmig, 37°C'de 24 saatlik inkiibasyonda en yiiksek otoagregasyon orani
tespit edilmistir. Koagregasyon testleri, P. pentosaceus ve Lb. plantarum’in E. coli ve S.
Typhimurium ile giiclii koagregasyon gosterdigini ortaya koymustur. Tarama elektron
mikroskobu analizi, iki bakterinin olusturdugu biyofilmlerde yapisal farkliliklar ortaya
koymustur. P. pentosaceus, kompakt ve diizenli biyofilm yapilari olustururken, Lb.
plantarum daha heterojen ve diizensiz biyofilm yapilari olusturmustur. Her iki bakterinin
planktonik formlar1 da, patojen iiremesini inhibe etme yeteneginde bulunmustur. Lb.
plantarum, E. coli ve P. aeruginosa iizerinde en gii¢lii inhibisyon etkisini gosterirken, P.
pentosaceus S. Typhimurium {izerinde daha yiiksek inhibisyon oranlarina sahip
bulunmustur. Siipernatantlarin antibakteriyel aktivitesi, nisin ile karsilastirildiginda
onemli antibakteriyel etkiler gostermistir. Ayrica, her iki laktik asit bakterisi de, S.
Typhimurium 'da biyofilm olusumu iizerine etkili olmus ve biyofilmle iligkili (csgD ve
adrA) ve viriilansla iligkili (invA, rpoS, hilA, spi, fliF) genlerin ifadesini 6nemli 6l¢iide
azaltmustir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINATION OF THE EFFICACY OF Lactobacillus plantarum AND
Pediococcus pentosaceus BACTERIA WITH PROBIOTIC PROPERTIES AGAINST
FOOD ORIGINATED GRAM-POSITIVE AND GRAMN NEGATIVE PATHOGENS

Mohammed Bahram Khorsheed ALDAWOODI

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

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU

In this study, mainly the effects of Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus plantarum
strains on biofilm formation and pathogen inhibition were investigated. The results
revealed that planktonic and biofilm forms of these lactic acid bacteria as well as their
supernatants significantly inhibited biofilm formation and the expression of virulence
genes. When the biofilm forming abilities of LAB strains were examined, it was found
that biofilm formation in P. pentosaceus and Lb. plantarum strains increased with
incubation time, reached a peak at 48 h, and then a decrease in biofilm density began.
Especially, Lb. plantarum exhibited consistently higher biofilm formation rates than P.
pentosaceus throughout the incubation period. Biofilm formation and autoaggregation
rates increased in parallel with incubation times, and the highest autoaggregation rate was
detected at 24 h of incubation at 37 °C. Coaggregation tests showed that P. pentosaceus
and Lb. plantarum showed strong coaggregation with E. coli and S. Typhimurium.
Scanning electron microscope analysis revealed structural differences in the biofilms
formed by the two bacteria. While P. pentosaceus formed compact and regular biofilm
structures, Lb. plantarum formed more heterogeneous and irregular biofilm structures.
Planktonic forms of both bacteria were found to be capable of inhibiting pathogen growth.
Lb. plantarum showed the strongest inhibitory effect on E. coli and P. aeruginosa, while
P. pentosaceus had higher inhibition rates on S. Typhimurium. The antibacterial activity
of the supernatants showed significant antibacterial effects compared to nisin. In addition,
both lactic acid bacteria were effective on biofilm formation in S. Typhimurium and
significantly decreased the expression of biofilm-related (csgD and adrA) and virulence-
related (invA, rposS, hilA, spi, fliF) genes.

April 2026, 88 pages

Key Words: Lb. plantarum, P. pentosaceus, pathogen, planctonic form, biofilm,
inhibition, gene expression,
qPCR.
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1. GIRIS

Gida giivenligi, gidalarda ciddi saglik sorunlarina yol acabilecek mikrobiyal ve kimyasal
kontaminantlarin engellenmesi veya giderilmesi yolu ile tiiketici sagliginin korunmasini
esas alan teorik ve pratik calismalari igermektedir. Giliniimiizde tiim diinyada gida
giivenligine yonelik yeni tehditler stirekli olarak ortaya ¢ikmakta ve gida kaynakli
hastaliklar (FBD) giderek artmaktadir. Ozellikle gida tedarikinin kiiresellesmesi, gida
kontaminasyon risklerini artirmakta ve dolayisi ile gida giivenligine daha fazla dikkat
edilmesini acil bir gorev olarak dayatmaktadir. Zira FBD, 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olarak her y1l daha fazla hastane yatiglarina ve 6liimlere neden olmaktadir. Giiniimiizde
kontamine gida ve su tiiketimi sonucu, yillik 600 milyondan fazla FBD vakasi ve yaklasik
420.000 oliim meydana gelmektedir. FBD'nin yayginligi, gelir diizeyi diisiik ya da orta
olan bolgelerde daha fazla gézlemlense de, yiiksek gelirli iilkelerde de gilivenli olmayan
gidalar ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Neticede gida giivenligi, toplum sagliginin
Oonemli bir pargasi haline gelmistir ve hiikiimetler bu alandaki iyilestirmeler i¢in yogun

cabalar sarf etmektedir (Anonymous, 2019).

Gida giivenliginin statik bir konu olmadig1 ve her gegen giin artan farkindalik ve bilgi
birikimi ile, bu alanda biiyiik ilerlemeler kaydedildigi unutulmamalidir. Gida giivenligi
giivencesi; isleme, dagitim ve depolama asamalarinda mikrobiyal ve kimyasal
kirleticilerin ortadan kaldirilmasi veya azaltilmasiyla saglanir. Gida kayiplarini minimize
etmek ve yliksek kaliteli, glivenli gida saglamak i¢in koruyucu malzemelerin kullanimi
gida endiistrisinin 6nemli bir uygulamasi haline gelmistir. Ancak giiniimiiz tiiketicileri,
katki maddelerinin saghga etkilerini agiklayamasalar da, genellikle bu maddelerden
hoslanmamakta ve onlar1 sagliksiz olarak degerlendirmektedirler. Bu sebeple, son
donemde yapilan arastirmalar, tiiketicilerin taleplerini karsilamak ve gida kalitesini ile
giivenligini saglamak icin katki maddelerinin daha az kullanildig1 ya da dogal bilesenlerin
tercith edildigi {riinlerin gelistirilmesine odaklanmaktadir. Bu baglamda, dogal
antimikrobiyal maddeler, iireticilerin yapay katki maddelerini degistirmelerine, gida
giivenligini saglamalarina ve daha saglikli tirtinler gelistirmelerine olanak taniyan dnemli

bir arastirma alani olmustur (Valdramidis and Koutsoumanis, 2016).



Gida giivenligi i¢in en ¢ok iizerinde c¢aligilan dogal antimikrobiyal maddelerden biri,
laktik asit bakterileri (LAB) gibi mikroorganizmalar tarafindan tiretilen bilesiklerdir.
Bir¢ok LAB susu, saglik yararlar1 nedeniyle probiyotik olarak kabul edilmektedir. Bu
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan biyoaktif c¢oziinlir faktorler ise postbiyotik
olarak adlandirilmakta ve bunlar, antimikrobiyal aktiviteler de dahil olmak iizere ¢esitli
biyoaktiviteler sergileyebilmektedir. Ozetle LAB suslari, tammli probiyotik ve
postbiyotik 6zellikleriyle tiiketicilere saglik yararlar1 saglayan onemli mikrobiyal gida

bilesenleridir (Moradi ve ark., 2020).

Bu tezde, Lactobacillus plantarum ve Pediococcus pentosaceus suslariin gida kaynakli
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitelerini ve bu
probiyotik suslar tarafindan iiretilen antimikrobiyal bilesenlerin belirlenmesini ve gida
sistemlerinde biyokontrol ajanlar1 olarak kullanim potansiyellerini degerlendirmeyi
amaglamaktadir. Zira probiyotikler ve patojenler arasindaki etkilesimlerin anlagilmasi,
dogal, antibiyotik bazli olmayan koruma yontemlerinin gelistirilmesinin Oniinii acabilir.
Bu da gida giivenligini iyilestirebilir, antibiyotik bagimliligini azaltabilir ve insan

bagirsak sagligini destekleyebilir.

Bu dogrultuda dizayn edilen deneysel tasarim, probiyotikler ve patojenler arasindaki
etkilesimler ve L. plantarum ile P. pentosaceus'un gida endiistrisindeki biyokontrol
ajanlar1 olarak potansiyel uygulamalar1 hakkinda 6nemli bilgiler sunacak sekilde
hazirlanmistir. Bu nedenle s6z konusu biyoloji denemelerden elde edilecek bulgularin,
gida gilivenligini artirmaya yonelik yeni probiyotik temelli stratejilerin gelistirilmesine
katk1 saglamasi giiglii bir olasiliktir. Ayrica, bu tezde, LAB siipernatantlarinin Salmonella
Typhimurium’da biyofilm olusumunun engellenmesindeki etkinligini arastirilacaktir.
Elde edilen bulgular, gida sistemlerindeki patojenik biyofilmlerin kontroliine yonelik
potansiyel uygulamalarin anlasilmasina katkida bulunacaktir. Bu Doktora tezi 6zetle,
gida mikrobiyolojisi alanindaki bilgi birikimini artirmay: ve gida giivenligini gelistirmek

icin yeni yaklagimlara temel hazirlamay1 hedeflemektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Laktik Asit Bakterilerinin Grup Karakteristikleri

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram-pozitif, spor olusturmayan, kok veya ¢ubuk seklinde,
katalaz-negatif ve diisilk pH'a kars1 yiiksek toleransa sahip mikroorganizmalardir. LAB
tirleri, gida fermantasyonlarinda ve fermente gida {irlinlerinde tat ve dokunun
gelistirilmesinde kullanilan en 6nemli bakteriler arasinda yer almaktadir (Mokoena ve

ark., 2017).

LAB’nin gidalardaki temel metabolik aktiviteleri; glikozdan ana iiriin olarak laktik asit
tiretimi, gida bozulmasi etmeni bakterilerin ve patojenlerin ¢ogalmasini engelleyen
bakteriyosinler, hidrojen peroksit, diasetil gibi iiremeyi engelleyici maddeler ile
karakterize edilmektedir. Bu mikroorganizmalarin temel enerji gereksinimleri
karbonhidratlarin fermentasyonu yolu ile saglanmaktadir. Enerji metabolizmasinda son
elektron alicis1 olarak oksijen yerine endojen karbon kaynaklarininin kullanimi
karakteristiktir. Aerotolerant oOzelliklerinin temel kaynagi, igerdikleri peroksidaz
enzimleri sayesinde hidrojen peroksit gibi oksijen yan {iriinlerini rediikte etme yetenekleri
olarak tanimlanmaktadir. LAB iiyeleri genellikle flagellar hareket igermemektedir

(Alakomi ve ark., 2000).

LAB’nin tanimlanmasinda en yaygin olarak fenotipik tan1 yontemleri tercih edilmektedir.
Ancak son yillarda, 16S rDNA dizilimi gibi molekiiler teknikler gelistirilmis ve bu sayede
sus seviyesinde daha tutarli ve dogru bir sekilde siniflandirmanin yapilmasi miimkiin
olmustur. LAB i¢in optimum {ireme pH’t 5.5-5.8 arasinda tespit edilmistir. Bu
mikroorganizmalar iiremeleri ic¢in; bulunduklar1 ortamlarda eksojen amino asitler,
peptitler, niikleotitler, degisik vitaminler, mineraller, yag asitleri ve karbonhidratlar gibi

kompleks besin maddelerine ihtiyag duymaktadir (Khalid, 2011).

Fermente karbonhidratlarin iiriinlerine dayali olarak, LAB suslar1 homofermentatif ve

heterofermentatif olmak tizere iki ana simif altinda toplanmaktadir. Homofermentatif



LAB iiyeleri esas olarak sekerlerden laktik asit tiretirken, heterofermentatif LAB tiyeleri
laktik asit, asetik asit veya alkol ve karbondioksit iiretme yetenegi gosterirler (Mokoena
ve ark., 2016). Ayrica, baz1 LAB tiirleri bakteriyosinler olarak bilinen antimikrobiyal
peptitler de liretme yetenegindedir. Su ana kadar, Lactobacillus cinsi altinda tanimlanan
bircok LAB susu ve bunlarin iirettigi bakteriyosinler, gida muhafazasinda ve insan

patojenlerinin kontroliinde basariyla kullanilmistir (Zhang ve ark., 2020).

2.2 Laktik Asit Bakterilerinin izolasyon Kaynaklari, Simflandirilmalar1 ve
Probiyotik Se¢cim Kriterleri

Laktik asit bakterileri (LAB), bitki ve meyvelerin ¢iirityen dokularinda, siit iiriinlerinde,
fermente et ve balik iirlinlerinde, tahillarda, pancarda, sebze tursularinda, patateste, eksi
mayada, silajlarda, fermente igeceklerde, meyve sularinda, insan ve hayvan bosluklarinda
yaygin olarak bulunmaktadir (Liu ve ark., 2014). S6z konusu bakteriler, insanlarda
ozellikle ag1z boslugu, ileum, kolon ve vajina gibi bolgelerde yaygin bir sekilde kolonize

olmaktadir (Djadouni ve ark., 2012).

LAB grubu, giiniimiizde Firmicutes filumu, Bacilli sinifi ve Lactobacillales takimi altinda
siniflandirilmaktadir. LAB, hiicresel morfoloji, glikoz fermantasyon tipi, tireme sicakligi
aralig1 ve karbonidrat metabolizmas1 modellerine gore farkli kategorilere ayrilmaktadir
(Quinto ve ark., 2012). LAB cinsleri arasinda esas olarak; Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Ve
Weissella yer almaktadir. Bunlarin igerisinde yer alan Lactobacillus cinsi karbonhidrat
bakimindan zengin ortamlarda bol miktarda bulunan 100'den fazla tiirii iceren en biiyiik
cinstir. Lactobacillus tiirlerinin ¢ogunlugu, insan ve hayvanlarin gastrointestinal
sistemlerinden, ikinci biiyiikk tiir grubu ise sebzelerden ve bunlarin fermantasyon

iriinlerinden izole edilmistir (Djadouni ve ark., 2012).

Leuconostoc cinsine ait tiirler, gogunlukla sogutulmus etlerden veya klinik kaynaklardan
izole edilirken, bitki materyallerinden, fermente siit iiriinlerinden ve saraplardan da elde

edilebilmektedir (Goldstein, 2015). Pediococcus cinsinin tiirleri ise fermente i¢eceklerin,



Ozellikle de biralarin bozulmasiyla iligkilidir. Lactococcus tiirleri, bitkisel materyallerden
izole edilmis olmalarma ragmen, en c¢ok eksi siit gibi fermente siit {riinlerinde

bulunmaktadirlar (Parada ve ark., 2007).

Lactobacillus cinsinin tiirleri, Gram-pozitif, hareketli olmayan ve spor olusturma
yetenegi igermeyen organizmalardir. Bu tiirler, asidik ortamlara toleransh fakiiltatif
anaeroblar olup, homofermentatif veya heterofermentatif Ozellikler gosterebilirler

(Alkema ve ark., 2016).

Saglhiga faydalart nedeniyle bazi LAB tiirleri probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Probiyotikler, insan veya hayvan sagligini iyilestiren, gida takviyelerinde ve yogurt gibi
fermente gidalarda bulunan, ya da bagirsak mikrobiyotasini dengelemek icin kullanilan

canli bakteriler ya da mayalardir (Hati ve ark., 2013).

Bir organizmanin probiyotik olabilmesi i¢in; patojenik olmamasi, genellikle gilivenli
kabul edilmesi (GRAS—Generally Recognized as Safe), diisik pH’a tolerans
gosterebilmesi, yliksek konsantrasyonlarda cogalabilmesi, de-konjuge safra tuzlarina
direng gostermesi, bagisiklik sistemi tarafindan tolere edilmesi ve antikor olusumuna yol
acmamast gerekmektedir (Belicova ve ark., 2013). Ayrica, probiyotik organizmalar,
yatay gen transferi (konjugasyon, transformasyon ve ransdiiksiyon) yoluyla potansiyel
patojenlere antibiyotik direng genleri aktarmamalidir. Probiyotik olarak kullanilan LAB
suslarinin se¢imi i¢in, ciddi biyokimyasal ve genetik analizler 1518inda dikkatli bir
giivenlik degerlendirmesi yapilmasi zorunludur. Bu nedenle FDA (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi), s6z konusu mikroorganizmalar GRAS statiisiinde tanimlanmis olmalarina
ragmen, probiyotik olarak kullanilmalari, etiketlenmeleri ve gilivenlik denetimleri
konusunda diizenleyici bir otorite olusturmustur. FDA, iirliniin kullanim amacina gore
dort diizenleyici kategori belirlemis ve her bir kategori i¢in farkli gereksinimler ortaya
koymustur. Bu kategoriler (1) ilaglar veya biyolojik iiriinler; (2) besin takviyeleri; (3) gida
veya gida bilesenleri; ve (4) tibbi gidalar olarak siniflandirilmistir (Hoffman ve ark.,
2008).



Avrupa'da probiyotik gidalar diizenlemeye tabi degildir. Bununla birlikte. mikrobiyal
katki maddeleri, bu katki maddelerinin hayvanlarda ve insanlarda kullanimina dair
giivenlik degerlendirmeleri talep edilmektedir. Avrupa’da, Hayvan Besleme Bilimsel
Komitesi tarafindan baslatilan Nitelikli Giivenlik Algist (QPS) konsepti g¢ercevesine,
yeterli gilivenlik verilerine sahip tiirlerin kapsamli giivenlik testleri yapilmadan
pazarlanmasina izin verilmektedir (EFSA, 2007). Ayrica, FAO ve WHO, gidalardaki
probiyotikler i¢in kilavuz ilkeler olusturmak amaciyla isbirligi i¢inde c¢aligsmalar

stirdiirmektedir (Pineiro ve ark., 2007).

2.2.1 Lactobacillus Plantarum

Lactobacillus plantarum, Gram-pozitif, hareketsiz ve spor olusturmayan bir bakteri
turtidiir. Lactobacillus cinsi, genellikle katalaz-negatif 6zellik gosteren bakteriler olarak
tanimlanmakta ve bu cinse ait tiirler, fermente gidalarin tiretiminde ve ¢esitli probiyotik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2015). Lb. plantarum, gida
endistrisinde 6zellikle probiyotik mikroorganizmalarin ve mikrobiyal starter kiiltiirlerin
temel bilesenlerinden biri olarak 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu bakteri tiirii, sagliga katki
veren Ozellikleri ve gida giivenligi lizerindeki etkileri nedeniyle, son yillarda bu yondeki
aragtirmalarin odagi haline gelmistir (Parvez ve ark., 2006). Lb. plantarum’un, hem
geleneksel hem de yeni gelistirilen gida sistemleri ile {iretilen iriinlerin besinsel ve
teknolojik ozelliklerini iyilestirme potansiyeli oldukga yiiksektir Bu nedenle Lb.
plantarum suslarinin bu yonde kullanimi yoniindeki ¢alismalar her gegen giin daha da
gelismekte ve katma degeri yiiksek gidalarin tasariminda temel bilesenler olarak kabul

edilmektedirler (Géanzle ve ark., 2017; Behera ve ark., 2018).

Ozetle Lb. plantarum, ézellikle fermantasyon siireglerinde yaygin olarak kullanilan ve
gida iretiminde Onemli yer tutan bir bakteridir. Fermente gidalarin {iretiminde
yiizyillardir kullanilan bu mikroorganizma, 6zellikle ¢evresel stres kosullarina karsi son
derece dayanikli bir yap1 sergilemekte ve ¢esitli gida maddelerinde bulunan fermente
bilesenlerin {iretimine katki saglamaktadir (Ouwehand ve ark., 2016). Bu bakteri, gida
fermantasyonunun yani sira, saglikli yasam i¢in faydali olabilecek biyokimyasal

bilesenlerin sentezini gergeklestirmektedir. Giiniimiizde Lb. plantarum suslari, farkli



besinsel ve biyoteknolojik 6zelliklere sahip yeni fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir (Rodrigo ve ark., 2019). Ozellikle, probiyotik dzellikleriyle dikkat ¢eken
bu tiir, gida endiistrisinde fermantasyon siireclerinin etkinligini artirirken, ayni1 zamanda
insan sagliginm1 destekleyici etkilere de sahip olabilmektedir (De Vries ve ark., 2018;
Wang ve ark., 2021).

Lb. plantarum, pek ¢ok geleneksel gida iiriiniinden izole edilerek sistematik bir sekilde
tanimlanmis ve molekiiler diizeyde incelenmistir. Yapilan ¢caligsmalar, bu bakterinin genis
bir enzimatik sistemler yelpazesi sundugunu ortaya koymustur. a-amilaz, esteraz, lipaz,
a-glukozidaz, B-glukozidaz, enolaz, fosfoketolaz ve laktaz dehidrogenaz gibi birgok
enzimi sentezleme kapasitesine sahip olan Lb. plantarum, bu 6zellikleri sayesinde gida
isleme stireclerinde O6nemli rol oynamaktadir. Bu enzimler, gida bilesenlerinin
metabolizmasinda ve biyodoniisiim siireglerinde aktif bir sekile islev gormekte ve ayni
zamanda besin maddelerinin daha iyi sindirilmesini de saglamaktadirlar (Figueroa ve
ark., 2021). Enzimatik aktivitelerinin yani sira, Lb. plantarum, bakteriyosinler, dipeptitler
ve diger koruyucu bilesenler gibi biyoaktif bilesikler de iiretmektedir (Ruiz ve ark., 2015;
Rocchetti ve ark., 2021). Bu bilesikler, hem gida giivenligi saglamak hem de gida
tiriinlerinin raf dmriinii uzatmak i¢in 6nemli islevlere sahip bulunmustur. Bakteriyosinler,
Ozellikle patojenik mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen dogal antibakteriyel
bilesiklerdir ve Lb. plantarum, bu tiir bilesiklerin iiretiminde etkin bir mikroorganizma

olarak tanimlanmistir (Parada ve ark., 2007; Olaizola ve ark., 2017).

Lb. plantarum’un fonksiyonel o6zellikleri, onun sadece gida iiretiminde degil, ayni
zamanda probiyotik terapilerde de yaygin olarak kullanilmasina olanak tanimaktadir.
Probiyotikler, insanlarin gastrointestinal sistemlerinde yerlesip saglik lizerinde faydali
etkiler yaratmakta kullanilan canli mikroorganizmalardir (Zhang ve ark., 2020; Al-Yami
ve ark., 2022). Lb. plantarum, probiyotik 6zellikleri nedeniyle sindirim sistemi sagligini
tyilestirebilen ve bagisiklik sistemini destekleyen bir mikroorganizma olarak kabul
edilmektedir (Al-Tawaha ve ark., 2018). Bununla birlikte, Lb. plantarum suslarinin
hayatta kalma orani, epitel hiicrelerine tutunma yetenegi ve giivenlik kriterleri, bu
mikroorganizmanin probiyotik olarak kullanimi i¢in belirleyici faktorlerdir. Diinya

Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan belirlenen probiyotik



giivenlik kriterlerine gore, Lb. plantarum’un insan ve hayvanlar i¢in giivenli bir
mikroorganizma oldugu (GRAS) kanitlanmistir (FAO/WHO, 2006). Ayrica, Lb.
plantarum'un gastrointestinal sistemdeki patojenik mikroorganizmalara karsi rekabet
edebilme yetenegi, bu bakteriyi, 6zellikle antibiyotiklere karsi direngli patojenlerle
miicadelede potansiyel bir biyokontrol araci olarak 6ne ¢ikarmaktadir (Hammes ve ark.,
2012; Lee ve ark., 2024).

Lb. plantarum’un, ¢esitli gida kaynaklarindan izole edilip karakterize edilmesi, tiiriin
ekolojik cesitliligini anlamada 6nemli ip uglar1 sunmaktadir. Bu bakteri tiirii, birgok farkli
ortamda, Ozellikle fermente gidalarin iiretiminde, dogal bir mikroorganizma olarak yer
almaktadir. Lb. plantarum’un gida endiistrisindeki kullanimi, hem geleneksel gida isleme
yontemlerini iyilestirilmesi ve hem de yeni nesil fonksiyonel gidalarin gelistirmesi
acisindan biiyiik bir 6nem tagimaktadir (Swain ve ark., 2020; Li ve ark., 2023). Bunun
yaninda, Lb. plantarum suslarinin {istiin metabolik 6zellikleri, onlarin sadece fermente
gidalarda degil, aym1 zamanda igecekler ve diger biyoteknolojik uygulamalarda da

kullanilmasina olanak saglamaktadir (Génzle ve ark., 2019).

Lb. plantarum’un, gastrointestinal sistemdeki patojenlere kars1 gosterdigi antimikrobiyal
etkinlik, bu bakterinin gida gilivenligine olan katkilarin1 daha da pekistirmektedir (Li ve
ark., 2023). Lb. plantarum’un iirettigi antimikrobiyal bilesikler, gida {irlinlerinde
patojenlerin iiremesini inhibe edebilir, bu da gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde
onemli bir rol oynar (Xia ve ark., 2017; Rocchetti ve ark., 2021). Bu ozellikleri, Lb.
plantarum’un gida isleme endiistrisinde biyokontrol ajani olarak kullanimini tesvik
etmektedir. Bunun yaninda, bu bakterinin gida sistemlerinde ve terapide kullaniminin
sagladigi faydalar sadece gida giivenligi ile sinirli degildir. Zira Lb. plantarum, bagisiklik
sistemini giliglendirici ve sindirim sistemini iyilestirici etkileri sayesinde insan sagligi i¢in
faydali bir mikroorganizma olarak kabul edilmektedir (Zhao ve ark., 2018; Zare ve ark.,
2024).

Sonug olarak, Lb. plantarum, gida endiistrisinde probiyotik mikroorganizma ve starter
kiiltiir olarak ¢ok yonlii bir kullanim alanina sahip olan ve bu alanda en fazla arastirma

yapilan bakterilerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sagliga olan faydalari, enzimatik



aktiviteleri, biyolojik aktif bilesenleri ve antimikrobiyal etkileri, Lb. plantarum’u gida
giivenligi ve sagligi acisindan 6nemli bir mikroorganizma haline getirmektedir. Gida
iiretimi ve biyoteknolojik uygulamalarda Lb. plantarum’un potansiyelinin daha da
artirilmasi, gelecekte daha saglikli, gilivenli ve fonksiyonel gida iirlinlerinin

gelistirilmesine olanak taniyacaktir (Zhang ve ark., 2020).

2.2.2 Pediococcus pentosaceus

P. pentosaceus kok morfolojisinde, gram-pozitif, hareket yetenegi igermeyen, fakiiltatif
anaerop ve karbonhidratlart homofermentatif yolla fermente edebilen bir LAB tiirii olarak
tamimlanmaktadir. Ozellikle genis bir karbonhidrat fermentasyonu spektrumuna sahip
olmasi, onu gida fermantasyonlari i¢in kritik bir mikroorganizma haline getirmistir
Zamanla (Syakila ve ark., 2019). (1990 ve sonrasi), P. pentosaceus’un bazi suslarinin
probiyotik ozellikleri ve hayvan biiyiimesini destekleyici etkilerinin kanitlanmasi
(Danielsen ve ark., 2007) bu bakterinin hem gida ve hem de saglik alaninda 6nemli bir
mikroorganizma olarak ele alinmasini ve iizerinde yogun bilimsel ve teknolojik

calismalar yiiriitiilmesini beraberinde getirmistir.

P. pentosaceus suslari, bakteriyosinler bagat olmak iizere bazi farkli antimikrobiyal
bilesikler lreterek, patojenik mikroorganizmalarin liremesini inhibe edebilme 6zelligi
icermektedir (Syakila ve ark., 2019). Ozellikle séz konusu bakterinin {irettigi
bakteriyosinlerin, gida muhafazasinda ve saglik uygulamalarinda antimikrobiyal ajan
olarak kullanilabilecegi kanitlanmigtir. Zira, bu tiirlin iyelerinin iiretmis oldugu
antimikrobiyal bilesiklerin, patojenik bakteriler ve mantarlarin kontrol altina alinmasinda
etkili oldugu tespit edilmistir (Kim ve ark., 2019). Gliniimiizde P. pentosaceus suslari i¢in
tanimlanan bu antimikrobiyal 6zellikler, onlarin gida giivenliginin artirilmasi ve gida
tirtinlerinin raf omriiniin uzatilmas1 amactyla kullanimi ¢aligmalarma biiylik bir ivme

kazandirmistir.

P. pentosaceus, saglik iizerinde ¢ok yonlii yararl etkilere sahip bir bakteri olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Ornegin; séz konusu bakterinin obezite tedavisi yaninda anti-

enflamasyon, antikanser, antioksidan, antifungal aktiviteleri ve kolesterol diisiiriicii
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etkileri gibi g¢esitli saglik yararlar1 belirlenmistir (Kim ve ark.,, 2019). Bu
mikroorganizmanin probiyotik o6zellikleri, sindirim sistemindeki yararli mikroflora
tizerinde diizenleyici etkiler yapmakta, bagisiklik fonksiyonlarini giliclendirmekte ve
genel saglik tizerinde olumlu etkiler yaratmaktadir (Mollestad ve ark., 2007; Qi ve ark.,
2021).

P. pentosaceus'un probiyotik 6zellikleri, onun insan sagligina faydali mikroorganizmalar
olarak kabul edilmesini saglamistir. Bu bakterinin ayrica, bagisiklik sistemini
destekleyerek viicudu hastaliklara karsi daha direncli hale getirdigine dair bilimsel veriler
de giderek artmaktadir (Shan ve ark., 2021). Zira bu bakterinin kolon kanseri, mide-
bagirsak hastaliklar1 ve sindirim bozukluklarinin tedavisinde 6nemli bir potansiyel

gosterdigi tespit edilmistir (Syakila ve ark., 2019).

P. pentosaceus, gida endiistrisinde genis bir uygulama alanina sahiptir. Ozellikle
fermente gida lrlinlerinin {retiminde ve korunmasinda bu bakteri 6nemli bir yer
tutmaktadir. Fermentasyon siireclerinde laktik asit dretimi, gida {riinlerinin
asidifikasyonunu saglamakta ve bu da s6z konusu {irlinlerin gida kokenli hastalik ve gida
bozulmas1 etmenlerinden korunma kapasitelerini artirmaktadir (Danielsen ve ark., 2007).
Bunun yani sira, bu bakteri, islenmis gida Uriinlerinde katki maddesi olarak da
kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Gida endiistrisinde, P. pentosaceus’un sagladig:
probiyotik etkiler sayesinde, sindirim sistemi sagligini destekleyen ve bagisiklik
fonksiyonlarimi artiran triinler gelistirilmesi fikri yayginlik kazanmis ve bu bakterinin
fonksiyonel gida friinlerinin iiretiminde kullanimi, gida endistrisinin  gelisen

trendlerinden biri haline gelmistir (Sun ve ark., 2019).

P. pentosaceus un saglik iizerindeki etkileri, yalnizca obezite ve sindirim sorunlariyla
sinirli kalmamaktadir. Bu bakteri ayn1 zamanda kanser 6ncesi durumlar ve inflamasyonla
miicadele etme potansiyeline de sahip bulunmustur. Yapilan arastirmalar, P.
pentosaceus un kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etme ve serum kolesterol
seviyelerini diisiirme gibi etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica, P. pentosaceus,
giiclii bir antifungal aktiviteye sahip oldugu i¢in mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde de

alternatif bir ajan olarak goriilmektedir (Kim ve ark., 2019).
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Sonug olarak, P. pentosaceus'un hem gida endiistrisi hem de saglik alanindaki potansiyel
kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Gida giivenligi, probiyotik destekleyici iirlinler ve
saglik terapileri gibi bir¢ok alanda bu tiiriin kullanimi, gelecekte daha fazla arastirma ile
gelistirlmeye devam edecektir. Zira 06zellikle gida giivenligi konusunda P.
pentosaceus un konusunda 6nemli bir arag olarak kullanimi, gida isleme siireglerinde

mikrobiolojik kontrolii saglamak adina biiytik firsatlar sunmaktadir.

2.3 Gida kaynakh patojenler

Gida kaynakli patojenler, genellikle gidalarda bulunan, gida kdkenli enfeksiyonlar ve
gida toksikasyonlart gibi ciddi hastaliklara yol agabilen bakteriler, virlisler ve parazitler
olarak tamimlanmaktadir. Her yil, diinya genelinde bir¢ok kisi gida kaynakl
enfeksiyonlar nedeniyle zarar gérmekte ve bu enfeksiyonlar sonucu bazi bireyler hayatini
kaybetmektedir. Bu durum, ciddi mali kayiplara yol agmakta ve iiretkenligi olumsuz
yonde etkilemektedir. Buradan hareketle, saglikli gida tedariki ve giivenliginin, insan
saglig icin biiyiik bir 6nem tasidigini soylemek miimkiindiir. Zira saglikli beslenme
egiliminin, yalmizca bireysel sagligi degil, ayn1 zamanda toplumsal sagligi da
tyilestirecegi artik yadsinamaz bir gergek haline gelmistir. Bir bdlgenin ekonomik
kalkinmasi, gida gilivenligi ilkelerinin etkin bir sekilde uygulanmasina ve siirekli olarak
gozden gecirilmesine baghdir. Giiglii arastirmalar ve adil yasalarin etkin bir sekilde
uygulanmasi, giivenli gida tedarikinin saglanmasi i¢in kritik Oneme sahiptir

(Bhattacharyya ve Das, 2022).

Gida kaynakl hastaliklar, bir patojenin gida ile birlikte alindiginda, insan konakg¢isinda
yerleserek cogalmasi ya da toksijenik bir patojenin gida iiriiniinde iirettigi toksinlerin
insan konakgis1 tarafindan tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir hastaliklar, (a)
gida kaynakli enfeksiyonlar ve (b) gida kaynakli zehirlenmeler olmak iizere baslica iki
siif altinda degerlendirilmektedir. Gida kaynakli enfeksiyonlar, tipik olarak bir kulucka
donemi icerdiginden, semptomlarin ortaya ¢ikmasina kadar gecen siire gida kaynakli
zehirlenmelere gore cok daha uzun olmaktadir. Diinya genelinde gida kaynakli
hastaliklarla iliskili en yaygin bakteriler arasinda; Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Enterococcus
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faecium, Salmonella Typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa yer almaktadir
(Anderson ve ark., 2016; Rogers ve ark., 2016).

2.3.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes, insan ve hayvanlarda hastaliga neden olan bulasici bir gida kaynakli
patojendir. Bu organizma, ¢ok yaygin bir sekilde dogada bulunan, gram-pozitif, spor
olusturmayan, kapsiilsiiz (unencapsulated), fakiiltatif anaerobik ve ¢ubuk seklinde bir
bakteridir. L. monocytogenes'in tanimlanmig 13 serotipi bulunmakla birlikte, yalnizca
1/2a, 1/2b, 1/2c ve 4b serotipleri insanlar i¢in saglik agisindan 6nemli ajanlar olarak kabul
edilmektedir. Diger gida kaynakli patojenlerin aksine, L. monocytogenes diisilk nem
icerigine ve yiksek tuz konsantrasyonuna sahip gidalarda da iireme yetenegi
gosterebilmektedir. Daha da 6nemlisi, L. monocytogenes sogukta muhafaza kosullarinda
tireyebilen nadir patojenlerden biridir. Gida ortaminda varliginm siirdiirme ve ¢ogalma
kapasitesi, bu organizmanin kontrol edilmesini 6zellikle zorlastirmaktadir. S6z konusu
bakterinin neden oldugu hastaligin genel ad1 olarak bilinen listeriyoz, genellikle hafif bir
hastalik olarak ortaya ¢iksa da, gen¢ ve yash bireyler, hamile kadinlar ve bagisiklik
sistemi baskilanmig kisiler gibi risk altindaki gruplarda ciddi enfeksiyonlara neden

olabilmektedir (Capita ve ark., 2019).

Ozellikle hamile kadinlarda, listeriyozun 6liim oram1 % 30°a kadar ¢ikabilmekte ve bu
oran, Salmonella ve Clostridium tiirlerinin 6liim oranlarin1 agmaktadir. En yaygin
bulasma sekli, bu mikroorganizma ile kontamine olmus gida veya yemlerin
tiiketilmesidir. Ayrica, anneden fetlise dikey bulasma da olas1 bir bulagsma yolu olarak
onem arz etmektedir (Chen ve ark., 2017). Hayvandan insana (zoonotik), temas yoluyla
veya veteriner hekimler arasinda deri lezyonlar1 yoluyla bulagsma gibi yaygin bulas yollar
yaninda, nozokomiyal bulagma gibi daha nadir diger bulagma yollar1 da goriilmektedir

(Pal ve ark., 2017).

Hayvanlarda, L. monocytogenes’in enfeksiyonu genellikle meningoensefalit seklinde
ortaya c¢ikmakta ve bu hastalik silaj hastalig1 ya da sirkiilasyon hastalifi olarak da
adlandirilmaktadir. Hayvanlardaki enfeksiyonlar ¢cogunlukla subklinik seyirli olsa da,
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gebe hayvanlarda yavru atma, gida zehirlenmesi ve Olim gibi ciddi sonuglar
dogurabilmektedir. Ayrica bu bakteri, baz1 hayvan tiirlerinde, 6zellikle kuslar, baliklar ve
kabuklularda, septisemi ve beyin iltihabi gibi 6liimciil hastaliklara yol acabilmektedir

(Dhama ve ark., 2015).

2.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli bakterisi, ilk kez 1885 yilinda Alman ¢ocuk doktoru Theodor Escherich
(1857-1911) tarafindan bebeklerin digskilarindan izole edilerek tanimlanmistir (Feng ve
ark., 2007). E. coli, Escherichia cinsine ait, gram-negatif, spor olusturmayan ve gubuk
seklinde bir bakteridir. Genellikle iireme ortamlarinda tek basina veya g¢iftler halinde
bulunmakta ve hiicreleri tipik olarak 1-3 pm x 0,4-0,7 pm boyutlarinda olmaktadir.
Fakiiltatif anaerobik olan bu bakteri, cevrede, gidalarda ve sicakkanli hayvanlarin
bagirsak sistemlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. E. coli nispeten basit genetik ve
metabolik dogasi nedeniyle biyoteknoloji ve mikrobiyoloji alanlarinda, en sik arastirilan
prokaryotik model organizma olarak haline gelmistir. E. coli, diski, toprak ve su
ortamlarinda uzun siire canliligini stirdiirebilmekte ve ¢ogunlukla dogal ¢evre yaninda
yiyecek ve iceceklerde fekal kirliligin indikatorii olarak kullanilmaktadir. Aerobik
kosullar altinda taze diskida 2-3 giin boyunca hizli bir sekilde ¢ogalirken, bu siirenin
ardindan sayilari giderek azalmaktadir (Brennan ve ark., 2010). Bu bakteri flagellar
hareket yapma yetenegindedir, ancak bazi suslar1 hareketsizdir. E. coli'nin optimum
tireme sicakligi 37°C olarak tanimlanmistir (Tominaga ve ark., 1994). Negatif boyama
prosediirleri ile yapilan incelemelerde, kapsiilleri karanlik bir zemin {izerinde agik bir
seklinde goriilebilir. ince bir hiicre duvarma sahip olup, yalnizca bir veya iki kat

peptidoglikan tabaka igermektedir (K6hler ve ark., 2011).

E. coli, uygun kosullar altinda laboratuvar ortaminda kolay ve diisiik maliyetle
tiretilebilen bir bakteridir. Bu bakterinin optimum kosullarda boliinme siiresi yaklasik 20
dakika civarindadir. E. coli, en yaygin sekilde calisilan prokaryotik model
organizmalardan biri olup, rekombinant DNA teknolojisi i¢in bir konak organizma
olarak, ayrica DNA manipiilasyonu ve protein iiretimi i¢in deneysel bir ara¢ olarak

biyoteknoloji ve mikrobiyoloji alanlarinda 6nemli bir yere sahiptir (Idalia ve ark., 2017).
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Bunun yani sira, E. coli diinya genelinde insanlarda gastrointestinal enfeksiyonlara yol
acmakta, bobrek yetmezligine ve ciddi vakalarda 6liime neden olabilen gida kaynakli bir

patojen olarak taninmaktadir (Ray ve Singh, 2022).

2.3.3 Staphylococcus aureus

S. aureus, hareketli olmayan, kapsiilsiiz ve spor olusturmayan bir bakteridir. Bu bakteri,
insan ve hayvanlarin deri ve mukoza zarlarinin normal florasinda yer alabilmektedir.
Mikroskop altinda {iziim salkimi seklinde kiimelenmis olarak gozlemlenen S. aureus,
kanli agar plakalarinda kiiltiire edildiginde tipik olarak hemoliz yapan, biiyiik, yuvarlak
ve altin sarist koloniler olusturmaktadir. Fakiiltatif anaerobik, gram-pozitif bir kok
morfolojisinde olan bu bakteri, bir¢ok antibakteriyel antibiyotige karsi direngli suslar

barindirmaktadir (Pal ve ark., 2020).

S. aureus, insan burnu, deri, giysiler ve cansiz yiizeyler gibi kuru ve stresli ortamlarda
hayatta kalabilen, kuruma ve yiiksek ozmotik kosullara toleransli bir organizmadir. Bu
bakteri, 7°C ile 48,5°C arasinda genis bir sicaklik araliginda (optimum 30-37°C) ve pH
4,2 ile 9,3 arasinda (optimum 7-7,5) iireyebilme yetenegindedir (Chaibenjawong ve
Foster, 2011). Uremesi, pH degeri yaklasik 7 olan gidalarda kolaylikla gergeklesir.
Ozellikle bu bakteri icgin riskli gidalar olarak kabul edilen et, balik, kiimes hayvanlari,
yumurta ve siit gibi hayvansal gidalarin cogu bu pH degerine sahiptir (Rho, 2007).

S. aureus enfeksiyonlari, hafif deri enfeksiyonlarindan bakteriyemi, endokardit,
nekrotizan pndmoni, toksik sok sendromu ve gida zehirlenmesi gibi ciddi enfeksiyonlara
kadar genis bir yelpazeye sahiptir (Lin ve Peterson, 2010). Staphylococcus
enterotoksinleriyle kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi, stafilokok kaynakli gida
zehirlenmelerine yol agmaktadir (Argudin ve ark., 2010). Bu bakterinin serolojik olarak
bes farkli enterotoksin tiirii (A, B, C, D ve E) bulunmaktadir ve enterotoksin A, gida

zehirlenmesi salginlarinin en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir (Asperger, 1994).

Insan niifusunun %30-80'inin S. aureus tastyicist oldugu ve bu tastyicilarin %350'sinin
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gida zehirlenmesine yol agan varyantlar1 tasidigi tahmin edilmektedir. Bu nedenle,
sagliksiz gida isleme ydntemleri, S. aureus kontaminasyonunun dnemli bir kaynagi
olarak kabul edilmektedir (Atanassova ve ark., 2001). Stafilokokal gida zehirlenmesi,
diinya genelinde halk saglig1 programlarinda 6nemli bir endise kaynagi olma 6zelligini
stirdiirmektedir (Hennekinne ve ark., 2012). Zehirlenme belirtileri genellikle hizli bir
sekilde baglar (30 dakika-8 saat icinde) ve bulanti, siddetli kusma, karin agrist ve
kramplar gibi semptomlar1 igerir. Ciddi sivi kaybi durumunda, dehidrasyon ve

hipotansiyon gibi bulgular da goriilebilir (Murray, 2005).

S. aureus enfeksiyonlari, hem gelismekte olan hem de gelismis {ilkelerde 6nemli
hastaliklara ve Oliimlere yol agmaktadir (Jackson ve ark., 2020). Gida kaynakli
hastaliklarin yaygin bir nedeni olan S. aureus, ABD'de her y1l yaklasik 241.000 hastaliga
neden olmaktadir. Ancak, bu enfeksiyonlarin cogunda, siirli saglik ekinligi nedeniyle,
saglik tesislerine bagvuru orani diisiik olmaktadir (%10). Bu durum da yilda tahmini 6 ila
80 milyon vakanin eksik bildirilmesine yol a¢maktadir (Kadariya ve ark., 2014).
Gelismekte olan iilkelerde gida kaynakli hastalik izleme sistemlerinin yetersiz oldugu goz
Online alindiginda, stafilokok kaynakli enfeksiyonlarin goriilme sikliginin rapor

edilenden ¢ok daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (Argaw ve Addis, 2015).

2.3.4 Bacillus subtilis

B. subtilis, bugiine kadar detayli bir sekilde karakterize edilen bakterilerden biri olup,
gram-pozitif bakteriler i¢in yaygin bir model organizma olarak kullanilmaktadir. Bu
bakteri, cubuk seklinde olup, yiiksek cevresel stres kosullarda hayatta kalabilmek icin
endospor iireme kabiliyeti gostermektedir. Bu endosporlar, ¢ok yiiksek sicaklik ve
kuruma gibi zorlu kosullara direnglidir. B. subtilis, dogal ortami olan toprakta, oksijen
gerilimindeki 6nemli farkliliklar da dahil olmak {izere siirekli degisen ¢evresel faktorlerle
karsilasmaktadir. Ornegin; yagmur yagisi oksijenin erisilebilirligini azaltir, ciinkii
oksijenin sudaki diflizyon hizi, gaz fazindaki hizindan yaklagik 10.000 kat daha diistiktiir.
Aerobik solunum sirasinda oksijen, temel elektron alicisi olarak islev gordiiglinden, B.
subtilis anaerobik biiyiime i¢in ¢esitli alternatif stratejiler gelistirmistir (Cruz-Ramos ve
ark., 2000).
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B. subtilis, gida zehirlenmesi vakalarinda ciddi bir rol oynamaktadir. Ancak, énemli
miktarda hiicre dis1 enzim veya enfeksiyona yol acabilecek diger faktorleri iiretme
yeteneginde degildir. Bu sebeple, B. subtilis toksijenik bir organizma olarak
siniflandirilmamaktadir. Bununla birlikte, siirekli olarak maruz kalan bireylerde alerjik
veya asirt duyarlilik reaksiyonlarina yol agtig1 bildirilen hiicre dist enzimlerden biri olan

subtilisin iiretmektedir (Logan ve ark., 1988).

2.3.5 Enterokoklar

Enterokoklar, gram-pozitif bakteriler olup, memeli gastrointestinal florasinda zararsiz
tiyeler olarak kabul edilmekte iken, son yirmi yil iginde Enterococcus faecalis ve E.
faecium tiirleri, diinya capindaki hastanelerde idrar yolu enfeksiyonlari, cerrahi alan
enfeksiyonlari, bakteriyemi ve enfektif endokardit gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer
alan, ¢ok direncli firsatc1 patojenler olarak tanimlanmaya baslamistir (Werner, 2008).
Giiniimiizde enterokoklar, hastane iliskili enfeksiyonlara neden olan gram-pozitif
patojenler arasinda iiglincii sirada yer almakta olup (Hidron ve ark., 2008), bu durum,

yiiksek morbidite, mortalite ve saglik maliyetlerine yol agmaktadir.

Enterokoklar, yaygin olarak kullanilan {i¢ antimikrobiyal ajan sinifina- aminoglikozitler,
beta-laktamlar ve glikopeptitler- kars1 ¢oklu i¢sel ve edinilmis direng 6zelliklerine sahip
bulunmusur (Arias ve ark., 2009). Bu gii¢lii antibiyotik direnglilik mekanizmalari
nedeniyle, enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi, klinisyenler i¢in giderek daha zor bir hal
almaktadir. Zira s6z konusu bakteri yeni kusak antibiyotiklere kars1 da hizli bir sekilde

direng gelisme yetenegi icermektedir (Lentino ve ark., 2008).

Enterokoklar, sadece hastane ortaminda tehdit olusturmakla kalmayip, gida kaynaklh
kontaminasyonlarda da 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Gidalardaki enterokok varligs,
genellikle kotii hijyen kosullarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. E. faecalis
velveya E. faecium tiirleri, oOzellikle geleneksel ve endiistriyel peynirlerin
kontaminasyonuna neden olmaktan sorumlu baslica kontaminantlar olarak
tanimlanmistir (Fracalanzza ve ark., 2007). Ayrica, tavuk etinin islemesi sirasinda bu

bakterilerle kontamine olmas1 da gida endiistrisine siklikla karsilagilan bir durum olarak
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karsimiza ¢ikmaktadir (Bortolaia ve ark., 2016). Gelsomino ve arkadaslar1 (2001)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, E. faecalis’in, dokme siit depolama tanklarindaki
siitlerden yaygin bir sekilde izole edilmesi (Gelsomino ve ark., 2001) bu sorunun sadece

etlerle sinirli olmadigina isaret etmektedir.

2.3.6 Salmonella Typhimurium

Salmonella, Gram-negatif, ¢ubuk seklinde ve spor olusturmayan bir bakteridir. S.
Typhimurium basta olmak ftizere tifoit olmayan Salmonella serotiplerinin neden oldugu
enfeksiyon genel olarak salmonelloz olarak adlandirilmaktadir. Salmonelloz diinya
capinda her yil on milyonlarca insanda meydana gelen, gida kaynakli en yaygin
hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, yilda
yaklasik 1 milyon salmonelloz vakasi rapor edilmekte olup, bunlarin 19.000'1 hastaneye
yatisa neden olmakta ve 380'" Oliimle sonlanmaktadir (Scallan ve ark., 2011). S.
Typhimurium, insanlarda gastroenterit gibi hastaliklara yol agan en yaygin non-tifoidal

Salmonella (NTS) serotiplerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Gida ham maddeleri, hem hasat 6ncesi, hem hasat siras1 hem de hasat sonras1 donemde
bu patojenle kontamine olabilir. Bakteriyemi ve septisemi gibi ciddi Salmonella
enfeksiyonlari, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde daha siklikla goriilmekte olup,
genellikle hastaneye yatis ve Oliimle sonuglanmaktadir (Vugia ve ark., 2004).
Salmonella'nin ¢evresel streslere karst gosterdigi direng ve yaygin bir sekilde biyofilm
olusturma karakteristigi, bu patojenin gida zincirinden tamamen Yok edilmesini

neredeyse olanaksiz hale getiren faktorlerin baginda gelmektedir (Humphrey, 2004).

2.3.7 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, Pseudomonadaceae familyasina ait aerobik, hareketli, karbonhidratlari
fermente edemeyen, oksidaz pozitif ve gram-negatif bir bakteridir (Lyczak ve ark.,
2000). Bu bakteri ¢cevrede yaygin olarak bulunmakla birlikte, siklikla toprak, su, bitkiler

ve saglikli bireylerin normal florasinda yer almaktadir. S6z konusu bakterinin normal
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insan florasinda, 6zellikle gastrointestinal sistem, bogaz, burun mukozasi, koltuk alt1 ve
perine bolgesi gibi nemli cilt yiizeylerinde kolonize oldugu saptanmistir. Ancak, konak
savunmasinin zayifladigi durumlarda, c¢esitli viriilans faktorleri araciligiyla ciddi
enfeksiyonlara neden olma potansiyeline sahiptir. Bu viriilans faktorleri sayesinde, P.
aeruginosa endokardit, dermatit, osteokondrit, idrar yolu enfeksiyonlari, akut ve kronik
akciger enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli klinik tablolara yol agabilmektedir (Palleroni ve ark.,
2003). Ayrica, P. aeruginosa, gida kaynakli bir patojen olarak igme suyu, siit tiriinleri, et
gibi gida sistemlerinde ciddi bozulma ve gida kokenli enfeksiyon kaynagi olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Li ve ark., 2023).

2.4 Bakteriyel Biyofilmler ve Olusum Asamalari

Bazi mikroorganizmalar, planktonik formda bagimsiz hiicreler halinde varlik
gosterebilecekleri gibi, biyofilm adi verilen, farkli veya ayni tiirlerden olusan
konsorsiyumlar i¢inde de yagamlarini stirdiirebilme yetenegindedirler. Biyofilmler, canli
veya cansiz yiizeylerde, mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak iirettikleri hiicre dis1
polimerik madde (EPS) matrisi i¢inde yasamlarini siirdiiren, planktonik formlarina
kiyasla iireme hizlar1 ve gen ifadeleri acisindan farklilik gosteren diizenli ve organize bir
mikroorganizma topluluklaridir (Lohse ve ark., 2018). Biyofilm olusumu,
mikroorganizmalarin ¢evresel stres faktorlerine karst korunmasini saglayan, yani tireme
uyumu ile iligkili evrimsel bir adaptasyon mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Ozetle
biyofilm yapilarini paylasan mikroorganizmalar; konakei ile etkilesimlerini etkin hale
getirmek, dis ¢evresel faktorlere karsi direng kazanmak ve antibiyotikler gibi zararh
bilesenlere kars1 korunmak amaciyla kendilerini koruyucu bir yapi ile ¢evreleme ve ¢ok
hiicreli formlar benzeri yasam bi¢imleri olusturma yoOniinde evrimlesmislerdir

(Castiblanco ve Sundin, 2016).

Biyofilm olusumunun, mikroorganizmalarin antibiyotik direncinin geligmesine ve
mikrobiyal enfeksiyonlarin kalici hale gelmesine yol agabilen direngli hiicrelerin
olusumunu tesvik ettigi farkli aragtirmacilar tarafindan tespit edilmis bir gercektir (Pang
ve ark., 2018). Biyofilmler; tibbi implantlar, canli dokular, su kanallari, borular, hastane

yiizeyleri, gida iiretim tesisleri ve diger biyotik ve abiyotik yilizeyler gibi dogada her yerde
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bulunabilmeke ve ciddi patolojik etkiler yaratmaktadir (Donlan, 2002; Donelli ve Vuotto,
2014). Biyofilmle iliskili mikroorganizmalar, bilinen antibiyotiklere kars1 yiiksek
diizeyde direng, metabolik aktivite, iireme hizinda azalma ve viriilans faktorlerin tiretimi
ile iliskili gen ifade degisiklikleri nedeniyle planktonik yapilara nazaran belirgin
farkliliklar igermektedirler. (Sharma ve ark., 2015; Gupta ve ark., 2016).

Ulusal Saglik Enstitiileri'ne (NIH) gore, mikrobik ve kronik enfeksiyonlarin sirasiyla %
65 ve % 80’1 biyofilmlerden kaynaklanmaktadir. Biyofilm formlar1 hem dokular1 ve hem
de tibbi cihazlar ve yiizeyleri enfekte edebilmektedir. Ozellikle tibbi cihazlar, biyofilm
enfeksiyonlarina olduk¢a duyarlhidir. Bunlar arasinda meme implantlari, ventrikiiler
santlar, doku dolgu maddeleri, ventrikiiler destek cihazlari, kontakt lensler, kateterler,
eklem protezleri, iiriner kateterler, ortopedik implantlar, kalp pilleri, mekanik kalp

kapakgiklari,

defibrilatorler, vaskiiler greftler, endotrakeal tiipler ve ses protezleri yer almaktadir
(Jamal ve ark., 2015). Ayrica, biyofilmlerin neden oldugu doku iliskili enfeksiyonlar
arasinda dis eti iltihabi, osteomiyelit, akciger enfeksiyonu, endokardit, dis plagi, kronik
bademcik iltihabi, kronik larenjit, kronik yaralar, safra yollar1 ve idrar yolu enfeksiyonlari

gibi ciddi saglik sorunlar1 bulunmaktadir (Rather ve ark., 2021).

Hastalik Kontrol Merkezleri'nin (CDC) 2007 raporuna gore, ABD'de yaklasik 1,7 milyon
hastane kaynakli enfeksiyon ve buna bagli 500.000'den fazla 6liim biyofilm kaynakli
enfeksiyonlar nedeniyle meydana gelmekte olup, bu enfeksiyonlarin tedavi maliyeti
yaklagik 11 milyar ABD dolarini bulmaktadir (Brinkman ve ark., 2016). Ayrica, gida
sektorlerinde de biyofilm olusturan mikroorganizmalar ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. Kiimes hayvanlari, siit iirlinleri, hazir gida ve su iirlinleri yetistiriciligi
gibi alanlarda biyofilmler, gida bozulmalarina, salginlara ve dliimlere neden olmaktadir

(Giaouris ve Simdes, 2018).

Biyofilm olusumu, bakterilerin serbest yiizen planktonik formdan, biyofilm olusturan
birbirine tutunmus konsorsiyum formlarina gegisini igeren karmasik ve ¢ok asamali bir

stirectir. Bu siirecin; sicaklik, pH, yer¢ekimi kuvvetleri, hidrodinamik kuvvetler, Brown
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hareketleri, yiizeylerin dogasi, hiicresel algilama, ikincil haberciler ve diger sinyal
molekiilleri basta olmak iizere birgok hiicre i¢i ve dis1 ¢evresel kosuldan etkilendigi
bilinmektedir (Jamal ve ark., 2015; Zhao ve ark., 2017). Sekil (2-1)'de gosterildigi lizere,
biyofilm olusumu bes temel asamaya ayrilabilir. Bunlarin ilki, planktonik bakterilerin
biyotik ya da abiyotik yiizeylere geri donilisiimlii olarak tutunmasidir. Bu tutunma,
ortamda bulunan besin seviyeleri, oramin pH’s1 ve ylizey sicakliklar1 gibi faktorlerle
sekillenen cekici veya itici kuvvetler tarafindan gerceklesmektedir. ikinci asamada,
bakterilerin yiizeylere geri doniisiimsiiz olarak tutunmasi gerceklestirilmektedir. Ugiincii
asamada, ¢ok katmanli karmasik biyomolekiillerden olusan bir dis matriksin meydana
gelmesi, mikrokolonilerin olusumu ve EPS salgilanmas1 karakteristiktir. Bu polisakkarit
salgilari, agregasyon, yapisma ve yilizey toleransini artirarak kolonizasyonu
kolaylastirmaktadir. Dordiincii asama, biyofilmin olgunlagsmasi ve ii¢ boyutlu bir yapiya
ulagmasi ile tanimlamaktadir. Bu yapi, bakterilerin iirettigi hiicre dis1 matris bilesenleri
tizerine insa edilmektedir. Besinci ve son agamada ise, olgun biyofilmden ayrilan
bakteriler planktonik hale ge¢cmekte ve yeni c¢evrelere tasinarak tekrar biyofilm

olusumuna yol agmaktadir (Veerachamy ve ark., 2014) (Sekil 2.1).

Yiizeyde Planktonik
Formlar
- o
‘ "’.-' M/G\ \
‘."‘ ‘ Bakteri Agregasyonu ve Tutunma

@ Ds:guma
'/ 5 @ Biyofilm )
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.

Sekil 2.1 Bakteriyel biyofilm yapilarinin genel olusumu agamalari (Sharma ve ark.,2023)
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2.5 Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) Antimikrobiyal Etkinligi ve Probiyotik
Potansiyeli

Laktik Asit Bakterileri (LAB), gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ve sagliga
faydal1 6zellikleriyle bilinen mikroorganizmalardir. Bu bakteriler, endiistriyel anlamda
ve saglik alaninda 6zellikle probiyotik 6zellikleri ile dikkat ¢cekmektedir. Probiyotikler,
en genel tanimi ile tiiketici sagligr lizerinde olumlu etkilere sahip mikroorganizmalar
olarak tarif edilmektedir. LAB, tipik olarak gram-pozitif, anaerobik kosullarda tireyebilen
ve karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu laktik asit {ireten bakterilerdir. Bu bakteriler,
genellikle gida fermentasyon islemleri sirasinda dogal olarak veya endiistriyel
uygulamalarda biligli bir sekilde ham madelere ilave edilmektedirler. LAB'nin
antimikrobiyal 6zellikleri, onlarin zengin metabolik gesitliliklerinin bir sonucu olarak
tirettikleri farkl: bilesiklerin sentezi ile dogrudan iligkilidir. Bu bilesikler arasinda laktik
asit, asetik asit, propiyonik asit, sorbik asit, benzoik asit, hidrojen peroksit, diasetil,
asetoin, etanol, fenolik bilesikler ve protein yapili bilesikler yer almaktadir. Bu
metabolitlerin her biri, 6zellikle gida endiistrisinde, patojenik mikroorganizmalarin
iiremesini engelleme ve gida giivenligini saglama potansiyeline sahiptir (Dali¢ ve ark.,

2010).

Bakteriyosinler, LAB suglar tarafindan iiretilen ve antimikrobiyal aktivite gosteren,
protein yapili bilesiklerdir. Bu bilesiklerin; esas olarak bakteriyel hiicre duvarlarini ya da
membranlarini hedef alarak onlarin {iremesini durdurma (bakteriyostatik etki) ya da
onlar1 6ldiirme (bakteriyosidal etki) yetenegi bulunmaktadir. Bu nedenle bakteriyosinler,
ozellikle gida iiretiminde, patojen mikroorganizmalarin kontrolii a¢isindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Gida iiriinlerinde, spesifik olarak ise fermente gidalarda bakteriyosinler,
gida giivenligini artiran 6nemli bir bilesen olarak kabul edilmektedir. Bunun yani sira,
bazi LAB suslari, sadece bakteriyosin degil, ayn1 zamanda baska antimikrobiyal peptitler
de sentezleye bilmektedir. Bu peptitler, mikroorganizmalarin hiicre duvarlarini tahrip
ederek onlarin ¢ogalmasini engellemekte ve boylece gida iirlinleri i¢in koruyucular olarak
kullabilmaktadir. Bakteriyosinler, hem gram-pozitif ve hem de gram-negatif gida patojeni

bakteriler iizerinde yiiksek diizeyde etkinlik gostermektediler (Settani ve ark., 2005).
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Organik asitlerin iiretimi, LAB suslarinin gida kalitesini, organoleptik 6zelliklerini (tat,
koku, renk) ve raf dmriinii uzatmaya yardimei olan dnemli bir 6zelliktir. Laktik asit, bu
bakteriler tarafindan en yaygin olarak lretilen asittir. Gidalara kattig1 diger teknolojik
yararlar ~ yaninda, gida irlinlerinde pH seviyesini  diisiirerek  patojenik
mikroorganizmalarin iremesini engelleme yetenegi, laktik asit tiretimini 6nemli kilan bir
baska husustur. Laktik asit bakterileri ayrica asetik asit, propiyonik asit ve sorbik asit gibi
asitler de iireterek gida iirlinlerinde benzer koruyucu etkileri gdstermektedir. Ayrica,
hidrojen peroksit gibi oksidan bilesikler de bakteriyel patojenlere karsi etkili oldugu
bilinen LAB’nin metabolik {irlinleri arasinda yer almaktadir. Bu bilesik, bakteriyel
hiicrelerin oksidatif strese maruz kalmasma ve hiicre biitlinliigiiniin bozulmasina yol

acarak patojenler lizerinde etkinlik gostermektedir.

Diasetil, etanol ve fenolik bilesikler gibi diger organik bilesikler de LAB tarafindan
tiretilen ve kontamine floranin ¢ogalmasini engelleme kapasitesine sahip olan
metabolizma Trlinleridir. Bu bilesiklerin, 6zellikle gida iiriinlerinde antimikrobiyal
aktivite gostermesi, gidalarin raf dmriinli uzatmada ve gida giivenligini artirmada kritik
bir rol oynamaktadir. Diasetil, asetoin ve etanol, ayni zamanda bazi fermente gidalarin

karakteristik aroma ve tat bilesikleri olarak tanimlanmistir.

LAB suslari, geleneksel gida fermantasyonlarinda, (Ornegin; yogurt, peynir, kefir gibi)
starter kiiltiirler olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu statrter kiiltiirler sayesinde,
hem gida giivenligi saglanmakta hem de iirlinlerin besin degeri artirilmaktadir. LAB
suslari, fermantasyon sirasinda gida maddelerinde pH seviyesini diislirerek gida
patojenlerinin liremesini inhibe ettigi gibi, toksin iiretimini de engelledikleri saptanmaistir.
Bunun yani sira, LAB'nin iiretmis oldugu ekzopolisakkaritler (EPS), gida iirtinlerinde
doku iyilestirmelerine ve gida kalitesinin artmasina katki saglamaktadir. Bunun yaninda
EPS, s6z konusu mikroorganizmalarin biyofilm formasyonu i¢in gerekli bir yapisal

bilesen olarak , LAB'nin patojenlere karsi etkinliginde de kritik bir rol iistlenmektedir.

Probiyotik LAB suslari, bagirsak sagliginin iyilestirilmesinde homeostazin korunmasinda
onemli roller istlenmektedir. Probiyotik LAB suslari, bagirsak mikrobiyomunun

dengelenmesine yardimci olarak disbiyozu engelleme kabiliyeti gostermektediler. Bu
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ozellikleri, bagirsak sagliginin korunmasina ve bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesine
ciddi katkilar saglamaktadir. Ayrica, probiyotik LAB sulari, patojen mikroorganizmalarin
(6rnegin Clostridium difficile, E. coli, Salmonella) iiremesini baskilama yetenegindedirler
ve bu yolla gastrointestinal hastaliklarin 6nlenmesinde ciddi bir etkinlige sahiptirler.
Probiyotiklerin, antimikrobiyal peptitler iiretme potansiyeli, bagirsak sagliginin
tyilestirilmesinde 6nemli bir strateji olarak goriilmektedir. Bu peptitler, bakteriyosinler
gibi, bagirsak patojenlerinin liremesini engelleyen bilesiklerdir ve bagirsak mukozasini
koruyarak bagirsak bariyer fonksiyonlarini desteklerler. LAB'in antimikrobiyal
etkinligi, sadece gida giivenliginde degil, ayn1 zamanda saglik alaninda da genis bir

uygulama alani bulmaktadir.

LAB’nin probiyotik 6zellikleri, antimikrobiyal aktiviteleri ve besin kalitesini artirma
potansiyelleri, sadece giliniimiizde degil, gelecekteki yeni gida giivenligi ve saglik
uygulamalari i¢in de biiyiilk bir 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte, LAB suslariin
biyoteknolojik kullanimlarinin optimize edilmesi ve antimikrobiyal potansiyellerinin
daha iyi anlagilmasi ic¢in, bu bakterilerin genetik, biyokimyasal ve metabolik
ozelliklerinin daha detayl1 bir sekilde arastirilmasi ve aydinlatilmast zorunlu bir gérev
olarak oniimiizde durmaktadir. Zira ancak bu yolla gida endiistrisi, tibbi uygulamalar ve
bagirsak sagligi gibi alanlarda, LAB'nin potansiyelinden daha fazla faydalanmak

mumkin olabilecektir.

2.6 Caco2 Hiicreleri ve Deneysel Model Olarak Onemi

Caco-2 hiicreleri, insan kolon karsinomundan tiiretilmis, epitelyal hiicrelere ait bir hiicre
hattidir ve bu hiicre hatlar1 6zellikle farmasotik arastirmalarda, ilaglarin emilimi,
taginmast ve metabolizmasi ile ilgili ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
hiicreler, enterosit olarak bilinen, ince bagirsagin i¢ yiizeyinde yer alan ve besin
maddelerinin emiliminde 6nemli rol oynayan emici hiicrelere benzer ozellikler
gostermektedirler. Caco-2 hiicre hatti; belirli kiiltiir kosullar1 altinda, bagirsak epitelini
taklit eden, sik1 baglantilara sahip polarize bir tek tabaka yapisi olusturmasi nedeni ile,
bagirsak bariyerinin islevinin incelendigi c¢aligmalarda degerli bir model olarak

kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2012).
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Bu polarize yapilar, hiicreler arasinda siki baglantilar ve selektif gegirgenlik 6zellikleri
olusturarak, intestinal bariyer fonksiyonlarini simiile etmekte ve bu ozellikleri, Caco-2
hiicrelerini, ilag emilimi ve tasima mekanizmalar1 {izerine yapilan arastirmalar i¢in son
derece uygun bir model haline getirmektedir (Fedi ve ark., 2021). Ayrica, Caco-2
hiicreleri, bagirsak bariyerinin patojenlere karsit gosterdigi koruyucu mekanizmalarin
arastirilmasinda da 6nemli bir model olarak kullanilmaktadir. Caco-2 hiicre hatlar ile
yiiriitilen deneylerde, probiyotiklerin patojen mikroorganizmalarla rekabet ederek,
patojenlerin Caco-2 hiicrelerine tutunma kapasitesini azalttigi ve dolayisiyla enfeksiyon
riskini engelledigi gézlemlenmistir (Van ve ark., 2020). Probiyotiklerin bu etkilesimleri,
bagirsak  bariyerinin  bitiinliigiiniin ~ korunmasinda ve  bagirsak  sagligin

tyilestirilmesinde 6nemli bir strateji olarak 6ne ¢ikmaktadir.

2.7 Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) Antimikrobiyal Etkinligi ve Probiyotik
Potansiyeli

S. Typhimurium, tiim diinyada gida kaynakli hastaliklarin en 6nemli etkenlerinden biri
olma oOzelligini silirdiirmektedir ve biyofilm olusturma yetenegi, bu patojenin gida
ortamlarinda viriilansini artirarak kaliciligin1 saglamakta 6nemli bir rol oynamaktadir. S.
Typhimurium biyofilmleri de, diger biyofilm formlar1 gibi, esas olarak farkli ¢evresel
stres faktorlerine ve antimikrobiyal ajanlara kars1 yiiksek direng gdstererek, bu patojenin
cevresel kaliciligini giiclendirmekte ve neden oldugu enfeksiyonlarin engellenmesini ya
da eradikasyonunu biiylik olciide giliclestirmektedir (Chmielewski ve Frank., 2003 ;
Harrell ve ark., 2021). Bu baglamda, Salmonella biyofilm olusumunu engellemeye

yonelik stratejiler, gida giivenligi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir (Li ve ark., 2017).

Son yillarda yapilan aragtirmalar, laktik asit bakterilerinin kiiltiir siipernatantlarinin, S.
Typhimurium biyofilm olusumunu inhibe etmedeki potansiyel etkilerine odaklanmistir.
LAB siipernatantlarinin, ¢esitli deneysel kosullar altinda, S. Tphimurium’da biyofilm
biyokiitlesini ve canlilik seviyesini anlamli bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir (Gomez
ve ark., 2016). Ozellikle belirli LAB suslarindan elde edilen siipernatantlarin, S.
Typhimurium biyofilm yapilarinin olusumunun baslangic asamasi olan yiizeylere

tutunma stirecini bozarak biyofilm olusumunu engelledigi rapor edilmistir. Bu etki, S.
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Typhimurium’un biyofilm olusturma yetenegini sinirlayarak, gida ortamlarinda bu
patojenin kaliciligini belirgin bir sekilde azaltmaktadir (Rossi ve ark., 2019; Giaouris,
2020).

LAB silipernatantlarinin s6z konusu biyofilmlere karsi gdsterdigi inhibitor etkilerinin
sadece tutunma agamasi ile siirli olmadigi, mikrokolonizasyon ve biyofilm olgunlagma
asamalarini da etkiledigi tespit edilmistir (Yan ve ark., 2018; Meng ve ark., 2022; Che
ve ark.,2024). Ornegin; LAB tarafindan iiretilen en yaygin bilesiklerden biri olan ve
ortamin pH seviyesini diisiiren laktik asidin, S. Typhimurium biyofilm olusumunda kritik
bir asama olan mikrokolonizasyonu dnemli dl¢lide bloke ettigi saptanmistir (Génzle,
2015). Asidik ortamin, ayrica biyofilm baslangi¢c asamasinda yer alan bakterilerin EPS
tiretimlerini de olumsuz yonde etkileyerek biyofilm olusumunu engelledigi belirlenmistir
(Stewart ve Franklin, 2008). Ayrica, LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin, S.
Typhimurium’un hiicre membran yapilarini destabilize ederek ya da bozarak veya protein
sentezini inhibe ederek antimikrobiyal etkinlik sergileyebildigi de kanitlanmistir (Corsetti
ve van der Meer, 2012; Pérez ve ark., 2021). Bu mekanizma sayesinde, S.
Typhimuium’un. hiicresel biitliinliigli bozulmakta, bakteriyel iireme engellenmekte ve
neticede biyofilm olusumunu sinirlanmaktadir (Génzle ve ark., 2015). Bunun yani sira,
bazi LAB suglarimin trettigi hidrojen peroksit, oksidatif stres olusturarak patojenik
bakterilerde canlilik kaybina yol agmaktadir (Vinderola ve ark., 2019). Bu etkiler, S.
Typhimurium hiicrelerinin biyofilm yapisindaki canliligini ve lirememe potansiyelini
azaltarak, bu patojenin gida sistemlerinde neden oldugu riskleri 6nemli dlgiide bertaraf

etmekedir (Gomez ve ark., 2016).

Sonug olarak, LAB kiiltlir stipernatantlari, S. Typhimurium'un biyofilm olusumunu
engelleme potansiyeline sahip dnemli bir antimikrobiyal kaynak olarak goriilmektedir.
Bu antibiyotik dis1 stratejiler, gida sistemlerinde Salmonella ve benzeri patojenlerin
kontrol edilmesinde, 6zellikle gida glivenligi uygulamalarinda, umut verici bir yaklagim

olarak degerlendirilmektedir (Patel ve ark., 2012; Gémez ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri suslari ve iiretme kosullar:

Calismada kullanilan laktik asit bakterileri ve patojenik suslar, Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Prokaryotik Genetik Laboratuvari'ndan temin edilmistir. Probiyotik 6zellikleri
ile tanman Lactobacillus plantarum ve Pediococcus pentosaceus gibi laktik asit
bakterileri, bakteriyel liremeyi desteklemek i¢in 6zel olarak formiile edilmis De Man-
Rogosa-Sharpe (MRS) agar ve broth ortamlarinda (Merck, Rahway, ltalya) kiiltiire

edilmistir.

Diger taraftan, gida kaynakli hastaliklarin etiyolojisinde Onemli rol oynayan S.
Typhimurium ve E. coli gibi patojenik suslar, genel amagh bir besiyeri olan Luria-Bertani
(LB) agar ve broth (Oxoid, Milano, Italya) kullamlarak kiiltiire edilmistir. LB besiyeri,
genis bir mikroorganizma spektrumunun biiylimesini destekleyen temel bilesenler

icerdigi i¢in patojenik bakterilerin ¢ogalmasini saglar (low ve ark.,2013).

Bunun yani sira, L. monocytogenes, S. aureus, B. subtilis, E. faecalis ve P. aeruginosa
gibi diger patojenik bakteriler, Tryptic Soy Broth (TSB) ve Tryptic Soy Agar (TSA)
ortamlarinda (Oxoid, Milano, Italya) kiiltiire edilmistir. TSB ve TSA, o6zellikle cesitli
bakteri tiirlerinin liremesini destekleyen zengin besin maddeleri icerdiginden, farklh
patojenlerin ve laboratuvar kosullarina adapte olmus suslarin iiremesini tesvik etmektedir

(Boussif ve ark.,2026).

Bakteri stoklarmin uzun siireli korunmasi amaciyla, tireme ortamlarina %40 oraninda
steril gliserol eklenmis ve bu hazirlanan stoklar -20°C’de muhafaza edilmistir. Bu
yontem, mikroorganizmalarin genetik ve fenotipik 6zelliklerinin korunmasini saglamakta
ve gelecekteki caligmalarda kullanilmak iizere stabil bakteri koleksiyonlarinin

olusturulmasina olanak tanimaktadir (Dahdouh ve ark., 2020).
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3.1.2 Besiyerlerin icerigi ve hazirlanma kosullar

Bu c¢aligmada kullanilan sivi besiyerleri ve agar iceren kati besiyerleri ¢izelge 3.1.’de

verilmistir. Besiyerlerinin hazirlanmasi, iretici firmalarin talimatlarina uygun olarak

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerleri

Katalog
Besiyeri ismi Uretici Firma Numarasi
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar Merck, Germany 1.10660
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Broth Fluka, Germany 69966
Eosin Methylene Blue Agar (EMB) Merck, Germany 1.05222
Brain Heart Infusion Broth (BHI) Merck, Germany 1.15029
Nutrient Broth Neogen, USA 7146A
LB Broth Merck, Germany 1.10285
Tryptic Soy Broth (TSB) Merck, Germany 1.05459
Agar Applichem, A3477
Germany

MacConkey agar Merck, Germany 1002050500
Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD) Merck, Germany 105287
Mannitol Salt agar (MSA) Condalab 1062
Mannitol Egg Yolk Polymyxin agar (MYP Agar) Merck, Germany 105267

MRS Agar g/L

Pepton 10.0

Et ekstrakt 8.0

Maya ekstrakti 4.0

D(+)-Glikoz 20.0

Dipotasyum hidrojen fosfat 2.0

Sodyum asetat trihidrat 5.0

Triamonyum sitrat 2.0

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H20) 0.2

Manganez stilfat tetrahidrat (MnSQO44H;0) 0.05

Agar 12.0

*Ekstra Tween 80 (1 mL/L) (Fisher-BP338, USA) eklenir.
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MRS Broth g/L
Pepton 10.0
Et ekstrakt1 8.0
Maya ekstrakti 4.0
D(+)-Glikoz 20.0
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.0
Sodyum asetat trihidrat 5.0
Triamonyum sitrat 2.0
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO..7H20) 0.2
Manganez siilfat tetrahidrat (MnSQO44H;0) 0.05
*Ekstra Tween 80 (1 mL/L) (Fisher-BP338, USA) eklenir.
Eosin Methylene Blue Agar (EMB) g/L
Hayvan Dokusunun Peptik Sindirimi 10.00
Dipotasyum Fosfat 2.00
Laktoz 5.00
Sakkaroz 5.00
Eosin-Y 0.40
Metilen Mavisi 0.065
Agar 135
Brain Heart Infusion Broth (BHI) g/L
Sodyum kloriir 5.0
Proteaz pepton 10.0
Kalp oziitii 9.7
Disodyum fosfat 2.5
Dekstroz 2.0
Beyin 06ziitii 7.8
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Tryptic Soy Broth (TSB) g/L
Kazein pepton (pankreatik) 17
Dipotasyum hidrojen fosfat 25
Glikoz 2.5
Sodyum kloriir 5.0
Soya peptonu (papain sindirimi) 3.0
MacConkey agar g/L
Jelatinin Pankreatik Sindirimi 17
Kazeinden elde edilen pepton 15
Kazeinden elde edilen pepton 1.15
Laktoz 10.0
Safra Tuzu 15
Sodyum Kloriir 5.0
Notr Kirmizi 0.03
Agar 15.0
Kristal Viyole 0.001
Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD) g/L
Maya 6zii 3.0
L- Lizin 5.0
Laktoz 7.5
Sakkaroz 75
Ksiloz 35
Sodyum kloriir 5.0
Sodyum deoksikolat 2.5
Sodyum tiyosiilfat 6.8
Ferrik amonyum sitrat 0.8
Fenol kirmizisi 0.08
Agar 15.0
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Mannitol Salt agar (MSA) g/L
Proteaz Pepton 10.00
Sigir Eti Ozii 1.00
Sodyum Kloriir 75.00
D-Mannitol 10.00
Fenol Kirmizisi 0.025
Agar 15.00
Mannitol Egg Yolk Polymyxin agar (MYP Agar) g/L
Sigir eti 6zi 1.00
Pepton 10.00
Mannitol 10.00
NaCl 10.00
Fenol kirmizisi (%95 etanol iginde %1 ¢ozelti) 2.5ml
Agar 15
Nutrient Broth g/L
Sigir eti ekstrakt 3.0
sodyum kloriir 5.0
Pepton 15.0
D(+)-glukoz 1.00
Nutrient Agar g/L
Sigir eti ekstrakt 3.0
Sodyum kloriir 5.0
Pepton 15.0
D(+)-glukoz 1.00
Agar 15.00

Ortam bilesenleri, belirtilen siralamaya gore distile su icinde ¢oziilmiis ve ardindan
toplam ¢ozeltinin hacmi 1000 mL'ye tamamlanmistir. Bu ¢zeltinin pH degeri, 2 N NaOH

cozeltisi eklenerek, (7.3 + 0.02) araliginda ayarlanmistir. pH ayari, ortamin
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mikroorganizmalarin lireme kosullarina uygun olmasimi saglamak amaciyla dikkatle

yapilmustir.

Broth ortamlari, sterilizasyona hazirlik olarak 10 mL’lik hacimlere, cam tiipler igerisine
boliistiirilmustiir. Agar igeren besiyerleri ise sterilizasyon siirecinden sonra, her biri 15
mL olacak sekilde Petri kutularina dokiilmiis ve oda sicakliginda polimerizasyonlari

saglanmistir.

Besiyerlerinin sterilizasyonu, cam muhafazalarda hazirlanan ortamlarin, 1 atmosferlik

buhar basinci altinda, 121°C’de 15 dakika stireyle otoklavlanmasiyla gergeklestirilmistir.

Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD): Hassas terazide tartilan 56,68 gram agar
ortami, 1000 ml distile suda siispanse edilmis ve sik sik calkalanarak 1s1 uygulamasina
tabi tutulmustur. Bu islem sirasinda otoklav yapilmadan veya asir1 1sitma uygulanmadan,
karistm hemen 50°C'deki bir su banyosuna alinmis ve besiyeri sicakligi 50°C civarina

diistiikten sonra steril Petri plakalarina dokiilerek katilagmasi beklenmistir.

1X Fosfat Tamponlu Salin (PBS) g/L

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck-1.06400, Germany) 8.0
Potasyum kloriir (KCI) (Merck-1.04936, Germany) 0.2
Disodyum hidrojen fosfat (NazHPO4) (Merck-1.06586, Germany) 1.44
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO. ) (Merck-1.04873, Germany) 0.24

121°C’de 15 dakika uygulamasi ile sterilize edilir.

%0 40’1k Gliserol

Gliserol (Fisher-BP229-1, USA)

Distile su

400 mL gliserol distile suyla 1 L’ye tamamlanmustir.
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%00.1 Kristal violet mL
Kristal viyole 0.1 g 100mL

* Manyetik 1siticida ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir.

%1 Agaroz jel Miktar
1X TAE (Tris-asetat-EDTA) tampon 100.0 mL
Agaroz (Sigma-A5093, Germany) 1lg

3.2 Yontem

3.2.1 LAB biyofilm iiretimi ve 6l¢iimii

Biyofilm olusumunu degerlendirmek i¢in steril 96 kuyucuklu polistiren mikroplakalar
(TPP, Isvigre) kullamlmis ve her kuyucuga 200 pL MRS besiyeri eklenmistir. Bu
besiyeri, bakteri liremesi ve biyofilm olusumu i¢in gerekli besin agisindan zengin bir
ortam saglamistir. Bakteriyel stispansiyonlar, optik yogunluklar1 (Aeoo nm) 0,25 + 0,05’
ayarlanarak standart hale getirilmistir, bu da yaklasik 107-10%8 CFU/ml bakteri
konsantrasyonuna karsilik gelmektedir. Her bir mikroplaka kuyucuguna, standart bakteri
siispansiyonundan 200 pL’lik miktarlar konulmus ve iizerine esit miktarda bakteri
aktarimi saglanmustir. Inokiilasyon sonrast mikroplakalar 30°C sicaklikta, aerobik
kosullarda 48 saat inkiibe edilmistir. Bu siire, bakterilerin mikroplaka yiizeyine
tutunmast, biyofilm matrisinin olusmas1 ve biyofilm yapisinin olgunlagmasi i¢in yeterli
olmustur. Inkiibasyon siiresinin sonunda, tutunmamis ve gevsek biyokiitleleri
uzaklastirmak i¢in kuyucuklar 200 pL steril 150 mM NaCl ¢ozeltisiyle iic kez
yikanmistir. Bu islem, sadece biyofilm yapisina sikica tutunan bakterilerin kalmasini

saglamistir.

Biyofilm yapisindaki bakteriler, 200 pL metanol ile 15 dakika boyunca sabitlenmis, bu
islem biyofilm yapisinin korunmasina ve boyamanin etkinlestirilmesine yardimci
olmustur. Sabitleme sonrasinda mikroplakalar bosaltilmis ve kalan metanoliin

uzaklastirilmasi i¢in oda sicakliginda kurutulmustur.
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Biyofilmler, matriks yapisinda bulunan polisakkaritlere baglanma 6zelligi nedeniyle %
0,1 kristal viyole ile 45 dakika boyunca boyanmistir. Fazla boya, mikroplaka akan musluk
suyu altinda hafif¢e yikanarak uzaklastirilmig, boylece baglanmamis boyanin yanlis
pozitif sonuglara yol agmasi onlenmistir. Biyofilm biyokiitlesine bagh kristal viyole, 200
pL %33 asetik asit ile ¢oziindiiriilerek optik yogunlugu dl¢iilebilir hale getirilmistir. Her
bir kuyucugun optik yogunlugu, biyofilm biyokiitlesine bagli kristal viyole miktarinin bir
gostergesi olarak 595 nm dalga boyunda bir plaka okuyucu (Bio-Rad, ABD) ile
Olciilmiistiir. Biyofilm olusumunu o6lgmek icin yapilan bu testler, dortlii tekrarla
gerceklestirilmis ve ¢esitli zaman noktalarinda (24, 48, 72, 96 saat) biyofilm olusumu
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak inokiile edilmemis MRS broth igeren bir kuyu
kullanilmistir. Bu biyofilm olusum testi, Chen ve arkadaslari (2017) tarafindan
tanimlanan yontemin modifikasyonu ile gergeklestirilmistir. Bu protokol, bakteri
izolatlarinin biyofilm olusturma yeteneklerini giivenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde

6l¢meye olanak tanimaktadir.

3.2.2 Otoagregasyon ve koagregasyon analizleri

Otoagregasyon:Bakteriyel otoagregasyon, Collado ve arkadaslar1 (2007) tarafindan
tanimlanan protokoliin modifiye edilmis bir versiyonu kullanilarak saptanmistir. Kisaca,
bakteriyel hiicreler gece boyunca inkiibe edilen kiiltiirlerden toplanmis ve 15 dakika
siireyle 5000 % g hizinda santrifiij edilmis ve bakteriyel kiiltiir ortam1 kalintilarindan
arindirilmak tizere fosfat tamponu (pH 7.0) ile iki kez yikanmistir. Yikama isleminin
ardindan kiiltiirler, fosfat tamponu igerisinde yaklasik 107 ila 108 CFU/mL olacak sekilde

siispanse edilmistir.

Bakteriyel siispansiyonun optik yogunlugu (ODeoo), hiicreler siispanse edildikten hemen
sonra (Ax) ve 2, 4, 6, 10 ve 24 saat sonrasinda Olciilmiistiir. Otoagregasyon yiizdesi, her

zaman noktasindaki absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

Otoagregasyon Yiizdesi= [(AX - Ay)/Ax] x 100
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Burada “Ay” bir zaman noktasindaki absorbans degerini ifade etmektedir. Bu hesaplama,
zaman igerisindeki bakteriyel kiimelenme ve c¢okelme oranlarmi belirleyerek

otoagregasyonun derecesini gostermektedir.

Koagregasyon: Laktik asit bakterileri (LAB) ve patojenik bakteriler arasindaki
koagregasyon analizi, Zhou ve arkadaglar1 (2024) tarafindan tarif edilen protokoliin
modifiye edilmis bir versiyonuna kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneyde, LAB ve
patojen bakterilerden hazirlanan siispansiyonlar esit hacimlerde (2 mL) steril tiiplerde
karistirilmis ve karisimin koagregasyonunun gergeklesebilmesi i¢in ¢alkalanmadan oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Karistirilmis siispansiyonun optik yogunlugu (ODeoo),
karigimin hemen ardindan (Apro + Apat) ve 2, 4, 6, 10 ve 24 saat sonrasinda (Amix)
Olciilmiistiir. Koagregasyon yiizdesi, her zaman noktasi i¢in asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmuistir:

Koagregasyon Yiizdesi=((Apro+Apat—Amix)/(Apro+Apat))x100

Bu hesaplama, LAB ve patojen bakteriler arasindaki koagregasyon derecesini zaman

icinde takip etmekte ve siirecin gelisimini yansitmaktadir.

Her iki analizde de ODegoo degerlerinin zamanla azalmasi, bakteriyel kiimelenme ve
¢okelme oranlarmin arttigimi gostermektedir. Bu da daha yiiksek otoagregasyon veya
koagregasyon yiizdeleri ile sonuclanmaktadir. Bu deneyler, LAB suslarinin
otoagregasyon ve patojen bakterilerle koagregasyon yeteneklerini degerlendirmek icin
kullanilmakta olup, LAB'nin tutunma 6zellikleri ve patojen kolonizasyonunu engelleme

potansiyeli hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir.

3.2.3 Planktonik LAB formlarinin antagonistik aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin (LAB) patojenik bakterilere kars1 gosterdigi antagonistik etkiler,
planktonik formdaki patojen suslarina karst LAB'nin inhibe edici kapasitesini

degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Bu amagla, her bir patojenik bakteri sugunun 1,5 %
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108 CFU/mL konsantrasyonunda hazirlanmis siispansiyonlari, 1 mL Brain Heart Infusion
(BHI) broth i¢inde hazirlanarak 96 kuyucuklu mikroplakalara (microplate) esit bir sekilde
dagilmistir. Mikroplakalara eklenen LAB suslari, ayni konsantrasyona (1,5 x 108
CFU/mL) sahip olacak sekilde, her bir kuyucuga 1 mL taze MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe) broth ile eklenmistir. Bu karigimlar, her iki bakteri tiirliniin etkilesimlerini

gozlemlemek amaciyla 30°C’de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, her bir patojenin iiremesi degerlendirilmistir.
Bunun ic¢in, inkiibasyon siirecinin ardindan, her bir mikroplakadan alinan kiiltiir
siispansiyonlarinin seri on kat diliisyonlar1 hazirlanmig ve uygun besiyerleri iizerine
yayilmustir. Inkiibasyon sonrasinda, her bir numune icin {i¢ replika plaka kullanilarak
bakteri sayimi1 yapilmistir. Bakteri sayiminda kullanilan yontem, her bir koloni sayisinin

mililitre basina log CFU/mL cinsinden ifade edilmesini saglamigtir.

Patojenik bakterilerden her biri igin tespit edilen koloni sayilari, asagida belirtilen segici

besiyerleri kullanilarak yapilmaistir:

L. monocytogenes icin Oxford-Listeria-Selective-Agar (Base, Merck): Bu
besiyeri, L. monocytogenes’i diger mikroorganizmalarla karismadan segici bir
sekilde izole etmeyi amaclayan, 6zel formiilasyonlara sahiptir.

e P.aeruginosa i¢in MacConkey agar: P. aeruginosa'nin se¢iminde, bu agar, gram-
negatif bakterilerin liremesini tesvik eder ve P. aeruginosa'nin kendine 6zgii
ozelliklerini (6rnegin, pigment tiretimi) belirgin hale getirir.

o E. coli i¢in Eosin Methylene Blue (EMB) agar: EMB agar, 6zellikle E. coli'yi
izole etmek i¢in kullanilan, kolonilerde belirgin renk degisiklikleri yaratan bir
besiyeridir.

o S. Typhimurium igin Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar: XLD agar,

ozellikle enterik patojenleri izole etmek i¢in kullanilan bir besiyeri olup,

Salmonella suslarinin tespitine olanak tanir.

Bunun yani sira, Nocera ve arkadaglariin (2021) 6nerdigi protokole dayanarak, S.

aureus, E. faecium ve E. faecalis gibi diger patojen bakterilerin tespiti i¢in Mannitol Salt
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Agar (MSA) kullanilmistir. Bu besiyeri, 6zellikle tuza dayanikli olan bu patojenlerin
tiremesini segici bir sekilde saglar. Ayrica, B. subtilis i¢in, Juneja ve arkadaslarinin (2024)
metodolojisini takiben, Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) agar kullanilmistir. Bu
besiyeri, 6zellikle Bacillus tiirlerinin izole edilmesinde ve tanimlanmasinda etkili bir

aragtir.

Toplam canli bakteri sayimlari, her bir numunenin mililitre bagina log CFU/mL cinsinden
hesaplanarak rapor edilmistir. Bakteri sayimi, hem deneyin dogrulugunu hem de elde
edilen sonuglarin giivenilirligini saglamak amaciyla, her numune icin ii¢ paralel plaka
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bdylece, her bir analiz sonucunun tekrarlanabilirligi ve

istatistiksel dogrulugu saglanmistir.

Bu deneysel tasarim, LAB'nin patojenik bakterilerin planktonik formlarinin iiremesini
engelleyen antagonistik 6zelliklerini degerlendiren kapsamli bir yaklasim sunmaktadir.
LAB'nin patojenik bakterilerle etkilesimi, bakteriyel biiyiime tlizerindeki inhibe edici
etkilerin detayli bir sekilde analiz edilmesine olanak tanimaktadir. Ayrica, bu tiir
caligmalar, LAB suslarinin potansiyel probiyotik 6zelliklerini, 6zellikle patojen
kolonizasyonunu engelleme ve mikrobiyal dengeyi saglama kapasitelerini ortaya

koymaktadir.

3.2.4 LAB biyofilmlerinin antagonistik aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin biyofilm formunda patojen bakterilere kars1 antagonistik etkisini
degerlendirmek amaciyla mikroplaka kuyucuklarinda LAB biyofilmleri olusturulmustur.
Biyofilmler olusturulduktan sonra, her bir kuyucuga 1,5 x 108 CFU/mL konsantrasyona
sahip patojen bakteri iceren 1 mL taze Beyin Kalp Infiizyonu (BHI) broth eklenmistir.
Mikroplakalar, LAB biyofilmleri ve patojenik suslar arasindaki etkilegsimlerin gelismesi
i¢in 48 saat boyunca 30°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, patojenik bakteri
sayilar1 segici besiyerlerinde yayilmis plaka yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu analiz,
LAB biyofilmlerinin varliginda patojenik bakterilerin canli sayilarinin belirlenmesini
saglamistir. Karsilagtirmali analiz amaciyla, yalnizca patojenik bakterilerin bulundugu ve

LAB i¢ermeyen kontrol kuyucuklar1 hazirlanmis, boylece LAB biyofilmlerinin inhibitor
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etkileri degerlendirilmistir. Bu deneysel tasarim, Rezaei ve arkadaglar1 (2021) tarafindan
aciklanan metodolojiye dayanmakta olup, LAB biyofilmlerinin patojenik bakteriler
tizerindeki antagonistik etkilerinin net bir sekilde gozlemlenmesine olanak saglamistir.
Calismada, LAB biyofilmlerinin patojen iiremesini sinirlandirma potansiyeli
degerlendirilmis; LAB biyofilmlerinin bulundugu kuyulardaki patojen seviyeleri ile
kontrol kuyularindaki seviyeler karsilastirilarak LAB’nin gida giivenligi ve koruma

alanindaki potansiyel rolii ortaya konmustur.

3.2.5 Hiicresiz siipernatantlarin (CFS) hazirlanmasi1 ve antimikrobiyal aktivite
degerlendirilmesi

LAB Kkiiltiirlerinden elde edilen hiicresiz silipernatantlar (CFS), Hwanhlem ve
arkadaslariin (2017) 6nerdigi protokole dayanarak hazirlanmistir. Kisaca, Lb. plantarum
ve P. pentosaceus bakterileri, 5.0 mL’lik tiiplerde MRS broth i¢inde 30 °C’de 24 saat ve
48 saat siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin ardindan, her bir bakteri kiiltiirii,
hiicresiz slipernatant elde etmek amaciyla 4 °C’de 10 dakika siireyle 11200 % g hizinda

santrifiijlenmistir (Hettich 22R, Tuttlingen, Almanya).

Santrifiij islemi sonrasinda hiicre kalintilar1 uzaklastirilmis ve elde edilen siipernatantlar,
0,45 pm gozenek g¢apina sahip membran filtreler kullanilarak tamamen hiicrelerden
arindirilmigtir.  Hiicresiz ~ siipernatantlarin - (CFS) igerigindeki organik asitlerin
antimikrobiyal etkinligini inaktive etmek amaciyla, pH degeri 6,5’e ayarlanmig ve bu
islem i¢in 4M NaOH kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan CFS, daha sonraki testlerde
patojen bakterilere karsi potansiyel antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in

kullanilmastir.

CFS'min antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek amaciyla, Drumond ve
arkadaslarinin (2023) tarif ettigi agar kuyu diflizyon yontemi uygulanmistir. Bu
yontemde, siipernatantlarin bakteriyel iiremeyi inhibe etme kapasitesi, inhibisyon

bolgesinin Olciilmesiyle belirlenmistir.
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[lk olarak, hedef patojenik bakteriler (S. Typhimurium, E. coli, S. aureus, B. subtilis, E.
faecalis, L. monocytogenes, P. aeruginosa, ve E.s faecium), 0,5 McFarland bulaniklik
standardina gore standardize edilmistir. Bakteriyel silispansiyonlar, steril pamuklu
cubuklarla besiyeri olan nutrient agar plakalarina esit bir sekilde yayilmis ve homojen bir

bakteri tireme hatt1 olusturulmustur.

Plakalara steril bir cork borer ile dikkatlice kuyular agilmis ve her bir kuyucuga 100 pL
hiicresiz siipernatant eklenmistir. Bu islem sonrasinda, antimikrobiyal ajanlarin agar
tizerinde difiizyonunu saglamak amaciyla plakalar, 24 saat siireyle 37°C’de inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda, Eji ve arkadaslarinin (2023) 6nerdigi sekilde, her bir
kuyucuk etrafinda olusan inhibisyon bdlgeleri bir cetvel kullanilarak olg¢iilmiistiir.
Inhibisyon bolgesinin biiyiikliigii, hiicresiz siipernatantin antimikrobiyal etkinligini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu inhibisyon alani, bakteri {iremesinin engellendigi alani
temsil etmektedir ve bu sekilde siipernatantin bakteriyel liremeyi engellemeye yonelik

potansiyeli nicel olarak degerlendirilmistir.

Her bir inhibisyon bdlgesi, CFS’nin antimikrobiyal aktivitesinin derecesini belirlemek
icin kaydedilmistir. Bu test, farkli patojen suslar1 {izerinde yapilan antimikrobiyal etki
analizinin dogrulugunu ve giivenilirligini saglamak amaciyla ii¢ paralel replika ile

tekrarlanmistir.

S. Typhimurium 'un biyofilm olusturma kapasitesine kars1 LAB (Laktik Asit Bakterisi)
hiicresiz silipernatantlarinin (CFS) inhibitor etkisi degerlendirilirken, ilk asamada,
S.Typhimurium kiiltiirii % 1 oraninda (1: 100 v\v) steril, tuzsuz Luria Bertani (LB) broth
icerisinde 37 °C'de 18 saat boyunca, 200 rpm hizinda calkalama uygulanarak elde
edilmistir (Thermo Electron Joun C 41). Her bir LAB CFS'den 5 pL mikroplakanin farkli
kuyucuklarina eklenmis; ardindan her kuyucuga sirasiyla 190 uL tuzsuz Luria Bertani
Broth (LB) besiyeri ve 5 pL gecelik S. Typhimirium kiiltiirii ilave edilmistir. Bu
karigimlar, biyofilm olusumunu degerlendirmek tizere 20 °C'de 48 saat inkiibe edilmistir.

Pozitif kontrol grubunda, LAB CFS i¢ermeyen LB broth ortaminda yalnizca patojen
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bakteriler kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak ise yalnizca LB broth  ortami
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen biyofilmler kristal viyole ile
boyanarak, biyofilm olusumunun miktar1 600 nm dalga boyunda bir spektrofotometre
kullanilarak dl¢iilmiistiir (Tatsaporn al.,2020). Biyofilm inhibisyonu, Melo ve arkadaslari

(2016) tarafindan gelistirilen formiil kullanilarak saptanmistir.

% Biyofilm Inhibisyonu= [Z(Kontrol)- X(Patojen+CFS)]/Z(Kontrol) x %100

3.2.6 Patojenik bakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmasinin engellenmesi

Caco-2 hiicreleri, Dulbecco'nun Modifiye Eagle Besiyeri (DMEM) i¢inde %10 fetal inek
serumu (FBS) ve antibiyotikler eklenerek, anaerobik kosullarda 37°C ve %5 CO:
ortamina aktarilmis ve cogaltilmistir. Hiicreler, 24 kuyucuklu plakalar {izerine ekilmis ve

her iki giinde bir pasajlanmistir (Wang ve ark., 2022).

Bu deneyde, iki farkli laktik asit bakterisi (LAB) susunun, patojenik bakterilerin Caco-2
hiicrelerine tutunma yetenegi iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ilk olarak, bakteri
izolatlarinin aktif kiiltiirleri, 8000 x g hizinda 5 dakika santrifiijlenerek, siipernatantlardan

ayrilmis ve iki kez PBS ile yikanarak deneye hazir hale getirilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinin konsantrasyonu, DMEM besiyeri kullanilarak 2 x 10" CFU/mL’ye
ayarlanmis ve steril tiiplere aktarilmistir. Bu asamada, hem LAB suslar1 hem de patojenik
bakteriler iceren 150 pL hacminde bir karigim hazirlanmis ve bu karigim, Caco-2 hiicre
tek tabakalarma es zamanli inkiibasyon i¢in eklenmistir. Kiiltiirler, etkilesimi
kolaylagtirmak amaciyla anaerobik kosullarda ve % 5 CO. ile 37°C’de 90 dakika siireyle

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, yapismamis bakteri hiicreleri, steril bir pipet
kullanilarak uzaklagtirilmistir. Ardindan, Caco-2 hiicreleri, baglanmamis bakterileri

temizlemek amaciyla iki kez PBS ile yikanmistir. Yapisan bakteriler, Caco-2 hiicrelerine
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bagli bakterilerin ayrilmasi i¢in 37°C’de 10 dakika siireyle 300 pL tripsin-EDTA ¢ozeltisi

ile muamele edilmistir.

Ayrilan bakteriler, uygun sekilde seyreltilmis ve Wang ve arkadaglar1 (2022) tarafindan
Ozetlenen metodolojiye uygun olarak, canli hiicre ile iliskili bakteri kolonilerini 6lgmek
amactyla secici agar ortamina ekilmistir. Bu islem, LAB suslarinin patojenik bakterilerle
etkilesimdeki tutunma potansiyelini ve bakteriyel kolonizasyonu engelleme kapasitesini

degerlendirmek i¢in kullanilmastir.

3.2.7 Biyofilm mikroyapisinin tarama elektron mikroskopu (SEM) ile incelenmesi

Biyofilmler 10 mM sodyum kakodilat tamponunda %2,5 glutaraldehit ¢ozeltisi i¢inde
4°C'de 24 saat boyunca sabitlenmistir. Daha sonra oda sicakliginda hafifce karistirilarak
ayn1 tamponda 15 dakika boyunca ii¢ kez yikanmis ve bir etanol serisinde (%50, %70,
%80, %90, %95 ve %100) giderek artan konsantrasyon sirasiyla dehidre edilmistir.
Ornekler ZEISS EVO 40 model SEM tablalari iizerinde kurutulmus ve fotograflanmistir
(Stefania vd., 2017).

3.2.8 Kantitatif ger¢ek zamanh PZR (qRT-PZR)

3.2.8.1 Biyofilmden RNA izolasyonu

S. Typhimurium'un biyofilminden toplam RNA izolasyonu, LB broth ortaminda %]l
oraninda inokiilasyon yapilarak gerceklestirilmistir. Kiiltlirler, 37°C'de c¢alkalama
kosullar altinda inkiibe edilerek, optik yogunluk (ODeoo) yaklasik 0.6'ya ulasana kadar
beklenmistir. Bu asamada, aktif olarak iireyen. bakteri kiiltlirlerinden total RNA
izolasyonu, High Pure RNA Isolation Kit (Promega) kullanilarak yapilmistir. RNA

1zolasyon prosediirii su sekilde uygulanmistir:

o Kiiltlirlerin 10 mL’lik kisimlari, 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve

14.000 g hizinda 2 dakika santrifiij edilmistir.
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Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilmig ve bakteri peleti oda sicakliginda
kurutulmustur.

Kurutulan pelet tizerine 3 pL lizozim eklenerek, 5 dakika siireyle oda sicakliginda
inkiibe edilmistir.

Lizozim isleminden sonra, tiiplere sirasiyla 75 pL SV RNA Lizis Tamponu
(Promega) ve 350 uL RNA Seyreltme Tamponu (Promega) eklenmis, tiipler ters
cevrilerek karistirilmistir.

200 pL %095 etanol eklenmis ve ¢ozelti, 3-4 kez pipetlenerek karistirilmistir.
Elde edilen karisim, spin kolon igeren toplama tiiplerine aktarilmig ve 14.000 g
hizinda santrifiijlenmistir.

Toplama tiiplerinden sivi alindiktan sonra, spin kolon filtrelerine 50 pL DNaz
eklenmis ve 25 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Kolona 200 uLL SV DNase Stop Soliisyonu eklenmis ve 6rnekler 4°C’de 1 dakika
stireyle 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Ardindan, toplama tiipleri bosaltilarak kolonlara 250 pL yikama tamponu
eklenmis ve 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Son adimda, 30 uL. RNaz icermeyen su (Promega) kolonlara eklenmis ve 4°C’de
1 dakika stireyle 12.000 rpm’de santrifiij edilmeden Once, kolonlar oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Elde edilen RNA’nin safligi ve konsantrasyonu, ND-1000 spektrofotometre (Thermo

Scientific, ABD) ile degerlendirilmis ve 6rnekler, %2 agaroz jel tizerinde 100 V’da 1 saat

siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. RNA jelleri, 0.2 pg/mL EtBr iceren UV 15181

altinda gorsellestirilmistir. Molekiiler boyut belirlemesi, GeneRuler 1 kb DNA (Thermo

Scientific, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.8.2 Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen RNA firiinlerinin molekiiler biiytikliiklerini belirlemek i¢in agaroz jel

elektroforezi yontemi kullanilmistir. Bu islem igin, %1 agaroz i¢ceren 100 mL'lik 1X Tris-

Asetat-EDTA (TAE) tamponu hazirlanmis ve ¢oziinmesi i¢in mikrodalga firinda 2 dakika

isitilmastir. Agaroz ¢oziildiikten sonra, yaklasik 45°C’ye kadar sogutulmus ve agaroz, jel
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plakasma esit sekilde dokiilip uygun bir tarak yerlestirilmistir. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra, tarak ¢ikarilmis ve elektroforez tankina TAE tamponu eklenerek

yiizeyi kaplanmistir.

Elektroforez i¢in PCR 6rneklerine yiikleme boyasi (Fermentas, R0611, USA) eklenmis
ve agaroz jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Markor olarak GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Fermentas, SM0311, USA) kullanilmistir. Elektroforez islemi 100 V’da 50 dakika
siireyle gergeklestirilmis, ardindan jel, bantlarin daha net goériinmesi icin 30 dakika
boyunca Etidyum Bromiir (EtBr) ¢ozeltisinde bekletilmis, sonrasinda 15 dakika boyunca
distile su ile yikanmistir. Jel, UV 151k altinda goriintiilenmis ve fotograflar kaydedilmistir.

3.2.8.3 cDNA sentezi

S. Typhimurium’dan elde edilen RNA 06rnegi ile cDNA sentezi CDNA Synthesis Kit
(Roche, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. ¢cDNA sentezinde kullanilan
reaksiyon karigimlari ve uygulanan sicaklik dongiisii, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3 ve Cizelge
3.4’te sunulmustur. Elde edilen cDNA'lar, gRT-PCR denemelerine kadar -20°C’de

saklanmustir.

Cizelge 3.2 Denatiirasyon karigimi

. Son
Igerik Konsantrasyon Hacim (pL)
Konsantrasyon
RNA - 1000 ng /pL -
Random
600 pmol /uL 60 uM 2

hekzamer primer

Son hacim 13 uL 'ye
Su (PCR grade) - i tamamlanir
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Son hacim su ile 13 uL’ye tamamlandiktan sonra, RNA denatiirasyonunu saglamak i¢in
tiipler 65 °C’de 10 dakika bekletilmistir. Bu siire bitiminde hemen buz {izerine alinarak

Cizelge 3.5°de belirtilen miktarlarda ters transkripsiyon karigimi eklenmistir.

Cizelge 3.3 Ters transkripsiyon karigimi

Icerik Konsantrasyon Son Konsantrasyon Hacim (nL)
Ters transkriptaz 5X 1X (8 MM MgCl,) 4
tamponu
RNaz inhibitorii 40 U/uL 20U 0,5

Her niikleotid igin 1

dNTP Kkarisimi Her niikleotid i¢in 10 mM mM 2
Ters transkriptaz 20 U/mL 10U 0,5
Son Hacim - - 20

Cizelge 3.3’te belirtilen igerikler tiipe aktarildiktan sonra pipet yardimi ile karistirtlmis
ve ardindan Cizelge 3.4’de belirtilen ters transkripsiyon reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Son asamada tiipler buz iizerine yerlestirilerek reaksiyon durdurulmus ve 6rnekler gRT-

PZR deneylerine kadar -20 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.4 Ters transkripsiyon sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayisi

Uzama 1 25 10 1

Uzama 2 50 60 1
inaktivasyon 85 5 1

3.2.8.4 Gen ifade diizeylerinin JRT-PZR ile belirlenmesi

Bu caligmada gergeklestirilen qRT-PCR denemelerinde, gen ekspresyonu seviyeleri
aragtirilan genler ve bu genlere 6zgii primer dizaynlar1 Cizelge 3.5°te verilmistir. qRT-
PCR analizlerinde kullanilan tim genler, ilgili primerlerle hedef alinarak ekspresyon

diizeyleri 6lctilmiistiir.
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Tiim qRT-PCR denemeleri, LightCycler 480 (Roche, Almanya) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu cihaz, yiliksek hassasiyetle gen ekspresyon analizlerini
yapabilmek i¢in ideal bir platformdur. Amplifikasyon reaksiyonlar1 i¢in 5x HOT FIREPol
EvaGreen gPCR Supermix (Solis BioDyne, Estonya) kitinden faydalanilmistir. Bu Kkit,
yiiksek ozgiillik ve verimlilik saglayan bir qPCR reaktifi olup, amplifikasyon

verimliligini optimize etmek i¢in secilmistir.

Cizelge 3.6°da belirtilen amplifikasyon karigimi, tiim qRT-PCR deneylerinde kullanilan

standart formiilasyona sahiptir.

gRT-PCR amplifikasyonlari, 96 kuyulu mikrotitre plakalar1 kullanilarak toplam 10 pL
hacminde yapilmistir. Bu hacim, her bir reaksiyon i¢in ideal bir seviyede olup, gen
ekspresyonu ol¢limii i¢in yeterli miktarda cDNA icermektedir. Her reaksiyonda, genetik
materyali iceren cDNA kalib1 eklenmistir. Bununla birlikte, negatif kontrol (NK) olarak,
cDNA igermeyen ve yalnizca ddH»O igeren reaksiyon karisgimlari kullanilmigtir. Bu
kontrol, kontaminasyon veya yanlig amplifikasyon sonuglarini ortadan kaldirmak i¢in

gereklidir.

LightCycler 480 cihazinda gerceklestirilen amplifikasyon i¢in kullanilan dongii
programi, Cizelge 3.7'de verilen protokole uygun olarak belirli sicaklik ve siirelerde
uygulanmistir. Bu dongii programi, gen ekspresyonunun dogru ve verimli bir sekilde

Olclilmesini saglayacak sekilde optimize edilmistir.

Bu gRT-PCR protokolii, Abd-alkader ve arkadaslar1 (2023) tarafindan Onerilen
metodolojiye dayanarak, gen ekspresyon analizi i¢in kullanilan standart bir yaklagimi

temsil etmektedir.
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Cizelge 3.5 Ifade diizeyleri arastirilan genler ve bu genlere 6zgii primerler

Hedef Gen ve Fonksiyonu

Primer

16S, Bakteriyel filogeniyi ve taksonomiyi

incelemek i¢in

F: CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
R: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

adrA, seliiloz tiretimi regiilatorii

F: CGGCTATTCACTGTCGGAAT
R: CTTACCCAGGCGAACAGAAG

csgD, kivrimli fimbriya sentezi regiiladrii

F: GCGATGAGTGAGTAATGCGG
R: GGCCTCAATATTAACGGCGTG

sipC, konak hiicre iggali (efektor protein)

F: CTGTGGCTTTCAGTGGTCAG
R: TGCTTGTCCGGTAGTATTTC

hilA, viriilans regiilator gen

F: GCTGCACCAGGAAAGCATTAA
R: GCGAAGTCCGGGAATACATC

invA, konak hiicre isgali

F:
ATGATTAACGGCTAATTGGGTGA
R:
CGGAAAAGCGAAGAGTGAATTAC

Rpos, hiicrelerin genel stres direncine yol

acar

F.:GTTGGACGCGACTCAGCTTT
R:-TTACCACCAGACGCAGGTTGAT

fliF, flagellar bazal gévdenin L, P ve M

halkalar1 i¢in ana proteinleri kodlar

F:GAAGCCATTCTGTCGCCTAT
R:TGTAGTGCTCTTTCCGTCTGC

gyrA, DNA giraz alt birimlerini kodlar

F:CCAATACGTTCATGGCGTAAAG
R:GATTATGCGATGTCGGTCATTGT

Cizelge 3.6 qRT-PZR icin amplifikasyon karisimi

- Son .
Ieerik Konsantrasyon Hacim (uL)
EvaGreen qPCR supermix (5X) 1X 2
Forward primer 10 pmol / uL 0,5
Reverse primer 10 pmol / uL. 0,5
cDNA (1:10 sulandirilmis) 10 ng /uL 1
ddH20 - 6
Toplam hacim - 10
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Cizelge 3.7 LightCycler 480 cihazinda kullanilan qRT-PZR programi

Basamak Islem Sicakhk (°C) | Siire Artis (°C/s)
Ik Denatiirasyon | Ilk Denatiirasyon 95 15 dk 4.4
- Denatiirasyon 95 15sn 4.4
Agg'gg‘j;g;’” Baglanma 5g* 20 sn 22
Uzama 72 20 sn 4.4
Denatiirasyon 95 30 sn 4.4
Erime Egrisi Baglanma 60 30sn 2.2
Uzama 99 30 sn 0,11
Soguma Soguma 40 30 sn 2.2

*Primer baglanma Sicakhgi (Tm) tiim genler i¢in 58 °C iken referans gen olan 16S i¢in 55 °C olarak
belirlenmistir.

3.2.9 istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler, R istatistiksel programlama dili kullanilarak yapilmistir ve dzellikle
Ime4 paketinden faydalanilmistir. Bu paket, lineer karma etkili modelleri olusturmak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Analizin baslica amaci, farkli 6l¢tim gruplar1 arasindaki
merkezi yonelim (ortalama) farklarini belirlemek ve bu farklarin anlamlilik diizeyini test

etmektir. Bunun yani sira, zamanin bu gruplar iizerindeki etkisi de incelenmistir.

Bu amacla, hem sabit etkileri (6rnegin, tedavi kosullari, zaman noktalari1) hem de rastgele
etkileri (6rnegin, denekler arasi varyasyon, tekrarlanan 6l¢timler) agiklayan lineer karma
etkili modeller olusturulmustur. Bu modeller, zamanin ve gruplar arasindaki

etkilesimlerin dogru bir sekilde analiz edilmesini saglamaktadir.

Istatistiksel anlamlilik, uygun post-hoc testleri kullanarak ve p-degeri incelemesi ile
belirlenmistir. p < 0.05 esigi, istatistiksel anlamlilik i¢in kabul edilen sinir degeri olarak
kullanilmistir. Anlamlilik testleri, farkli gruplar arasindaki karsilagtirmalar1 yapmak ve

zamanin etkilerini dogru bir sekilde degerlendirmek i¢in uygulanmustir.

Tim analizler, deneysel tasarim dikkate alinarak gerceklestirilmistir. Bu tasarim, farkl
degiskenler ve zaman faktorleri arasindaki etkilesimleri dogru bir sekilde yansitmaya
yonelik olarak optimize edilmistir. Bu sayede, deneysel verilerin dogru bir sekilde

modellenmesi ve yorumlanmasi saglanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 LAB Suslarinin Biyofilm Olusturma Yetenegi

Bu deneyde, MRS ortaminda iki laktik asit bakterisi (LAB) olan Lb. plantarum ve P.
pentosaceus'un biyofilm olusumu incelenmistir. OD (optik yogunluk) Ol¢timleri,
biyofilm fiiretiminin susa bagh farkliliklar gosterdigine isaret etmistir. Elde edilen
sonuglar, inkiibasyon siiresinin biyofilm olusumunu 6nemli dl¢iide etkiledigini ve zaman

icinde farkli biyofilm gelisim modellerinin gézlemlendigini ortaya koymustur.

Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, biyofilm olusumu, inkiibasyon siiresiyle paralel olarak
artmis ve 48 saat sonunda zirveye ulagsmistir. Bu noktadan sonra biyofilm yogunlugunda
bir azalma gozlemlenmis ve 72 saat sonunda biyofilm olusum oranlarinda belirgin bir
diisiis kaydedilmistir. Ozellikle, Lb. plantarum, inkiibasyon siiresi boyunca P.

pentosaceus'tan siirekli olarak daha ytiksek biyofilm olusum oranlar1 sergilemistir.

Biyofilm OD degerlerini analiz etmek icin yapilan tekrarlanan olgiimler ANOVA's1,
bakteri tiirleri ve inkiibasyon siiresi faktorlerinin dikkate alindig1 bir istatistiksel inceleme
ile yapilmistir. Bu analiz, iki sus arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu
ve bunun farkli biyofilm olusturma modellerini isaret ettigini ortaya koymustur. Ayrica,
tiirler ve zaman arasindaki etkilesimin anlamli olmasi, biyofilm olusumunun sadece
bakteri tliriine bagh olmadigini, ayn1 zamanda inkiibasyon siiresinden de etkilendigini

gostermektedir
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Zaman i¢inde Biyofilm Olusum Yetenegi

3,500
3,247

3,000

2,578
2,500 2,284

1,981
2,000

1,452
1,500
1,147

1,000
0,500 0301 %38

0,000
24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Lactobacillus Plantarum Pediococcus pentosaceus.

Sekil 4.1 LAB'nin zamana bagli biyofilm olusturma 6zellikleri

4.2 Otoagregasyon Aktivitesi

Bu deneyde, iki laktik asit bakterisi (LAB) susunun otoagregasyon kapasitesi
degerlendirilmistir. Sekil 4-2'de gosterildigi gibi, bu bakterilerde otoagregasyon oranlari
%3.0 ile %38 arasinda degismistir. En yiiksek otoagregasyon orani, 37°C'de 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kaydedilmistir. 2, 4, 6, 10 ve 24 saatlik inkiibasyon
araliklarinda yapilan Olclimler sonucu, bu zaman i¢inde kademeli bir artig

gbzlemlenmistir. Bu oranlar, ODsgo absorbans dl¢iimleri ile hesaplanmistir.

Otoagregasyon verilerinin istatistiksel analizi, eslestirilmis 6rneklerde t-testi kullanilarak
yapilmistir. Yapilan analiz, farkli zaman noktalarindaki Ol¢limlerin ortalamalarini
karsilagtirarak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermistir.
Hesaplanan p-degeri 0,028 olup, bu deger p < 0,05 anlamlilik diizeyinin altinda oldugu

i¢cin sonuglarin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu dogrulanmustir.

48



Otoagregasyonun Zaman iginde Degisimi

- Lactobacilius plantarum

35

30

%)

20

Otoagregasyon |

10

2 4 6 10 24
Zaman (saat)

Sekil 4.2 Lb. plantarum ve P. pentosaceus'un otoagregasyon yetenekleri

4.3 Koagregasyon Aktivitesi

Bu denemede elde edilen sonuglar, bu probiyotik suslarin, farkli patojenik bakterilerle
degisen koagregasyon yetenekleri sergiledigini gostermektedir. Koagregasyon derecesi,
suslara 0zgli ve zamana bagl olarak degismekte olup, inkiibasyon kosullarindan da

etkilenmektedir.

Ozellikle, P. pentosaceus, Lb. plantarum'a kiyasla patojenik suslar iizerinde daha nemli
etkiler gostermistir. Sekil 4.3 A ve B’de gosterildigi gibi, P. pentosaceus i¢in en yiiksek
koagregasyon yiizdeleri, E. faecium (%78,53), E. faecalis (%73,97), S. aureus (%73,69),
P. aeruginosa (%72,27) ve E. coli (%71,11) ile gézlenmistir. P. pentosaceus ile en az
koagregasyon gosteren suslar ise L. monocytogenes (%70,76), S. Typhimurium (%69,84)
ve B. subtilis (%65,82) olmustur.

Diger taraftan, Lb. plantarum, P. aeruginosa (%72,13), E. faecium (%71,57), S. aureus
(%71,25), L. monocytogenes (%69,59), E. faecalis (%66,31) ve S. Typhimurium
(%66,13) ile en yiiksek koagregasyonu gostermistir. Lb. plantarum ile koagregasyon
kapasitesi daha diisiik olan suslar arasinda ise E. coli (%65,23) ve B. subtilis (%57,72)

yer almistir.
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A- Pediococcus Pentosaceus
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Sekil 4.3 (A,B) Lb. plantarum ve gida kaynakli patojenlerin koagregasyon oranlari

4.4 LAB Suslarinin Planktonik ve Biyofilm Formlarinin Patojenlere Karsi
Antagonistik Aktivitesi

Bu ¢alismada, LAB suslarimin (L. plantarum ve P. pentosaceus) planktonik ve biyofilm
formlarinin ¢esitli patojenler {izerindeki antagonistik etkileri detayli bir sekilde

incelenmistir. Elde edilen bulgular, her iki probiyotik susun hem planktonik hem de
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biyofilm formlarinin, farkli patojenlerin iiremesini etkili bir sekilde inhibe ettigini ortaya

koymustur.

Planktonik Formlarin Etkileri: L. plantarum’un planktonik formu, patojenlerin
tiremesini 0,25 ila 1,17 log CFU/mL arasinda degisen oranlarda azaltmistir. En biiyiik
inhibitor etki, E. coli ve P. aeruginosa lizerinde gozlemlenmis ve sirasiyla 1,17 log
CFU/mL ve 1,10 log CFU/mL’lik bir azalma meydana gelmistir. Bu sonug, L.
plantarum’un bu patojenler {lizerinde ¢ok giiglii bir antagonistik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. S. Typhimurium ve E. faecalis de L. plantarum’un etkili oldugu
patojenler arasinda yer almis, ancak inhibisyon seviyeleri, diger patojenlere nazaran daha

diisiik kalmistir.

P. pentosaceus’un planktonik formu da benzer sekilde etkili olmustur, ancak 6zellikle E.
coli ve S. Typhimurium fiizerinde daha biiyiik inhibisyonu oranlart gozlemlenmistir
(swrastyla 1,56 log CFU/mL ve 1,40 log CFU/mL). Bu, P. pentosaceus’un ozellikle bu
patojenler tizerinde daha gii¢lii bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir. P. aeruginosa,
E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus ve E. faecium gibi diger patojenler {izerinde de
inhibisyon gozlemlenmis, ancak bu etki L. plantarum’a kiyasla genellikle daha diisiik

seviyelerde kalmistir (Sekil 4.4 A).

Biyofilm Formlarmmin Etkileri: Biyofilm formunda ise L. plantarum’un antagonistik
etkisi daha smirli kalmistir. En yiiksek inhibitor etkiler, S. aureus, B. subtilis ve L.
monocytogenes iizerinde gozlemlenmistir. Bununla birlikte, E. faecalis, E. coli ve P.
aeruginosa gibi patojenler tlizerindeki etki, planktonik formdaki etkilere kiyasla daha
zayif kalmistir. Bu bulgu, biyofilm formunun bazi patojenler tizerinde daha sinirh bir etki
gosterdigini, ancak 6zellikle bazi Gram-pozitif patojenlere karst daha etkili olduguna

isaret etmektedir.

P. pentosaceus’un biyofilm formu ise genel olarak daha gii¢lii bir inhibisyon etkisi
gostermistir. Ozellikle B. subtilis, S. Typhimurium, E. coli ve S. aureus iizerinde belirgin
inhibisyonu oranlar1 gzlemlenmistir. Bu susun biyofilm formu, planktonik forma kiyasla

daha genis bir patojen yelpazesinde etkili olmustur. P. aeruginosa, E. faecium, E. faecalis
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ve L. monocytogenes gibi diger patojenler tizerindeki inhibisyon da anlamli derecede

yiiksek bulunmustur.

Poisson regresyon analizi, her iki probiyotik susun patojen inhibisyonundaki farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu (p < 0,001) dogrulamistir. Bu bulgu, planktonik ve
biyofilm formlarinin her iki sus icin patojen inhibisyonunda belirgin farkliliklar

olusturduguna ve bu farkliliklarin tesadiifi olmadigina isaret etmektedir (Sekil 4.4 B).

LAB Planktonik Formlarinin Antagonistik Aktivitesi

3
25 2,425968732
2
15 1,247154615
I
1 0,865301426
I
0,5
0
E. coli+Lactobacillus E. coli+Pediococcus E. coli
plantarum pentosaceus
LAB Planktonik Formlarinin Antagonistik Aktivitesi
25
2,007178585
2
15
1 0,903089987
T
0,602059991
05 .
0
S. Typhimurium +Lactobacillus S. Typhimurium+Pediococcus S. Typhimurium
plantarum pentosaceus
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LAB Planktonik Formlarinin Antagonistik Aktivitesi
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LAB Planktonik Formlarinin Antagonistik Aktivitesi
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LAB Planktonik Formlarinin Antagonistik Aktivitesi
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Sekil 4.4 (A) LAB suslarinin planktonik formlarinin patojenik bakterilere karsi
gosterdigi antagonistik aktivite

LAB Biyofilmlerinin Antagonistik Aktivitesi
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LAB Biyofilmlerinin Antagonistik Aktivitesi
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LAB Biyofilmlerinin Antagonistik Aktivitesi
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LAB Biyofilmlerinin Antagonistik Aktivitesi
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Sekil 4.4 (B) LAB suslarinin biyofilm formlarinin patojenik bakterilere kars1 gosterdigi
antagonistik aktivite

45 Lb. plantarum ve P. pentosaceus Kiiltiir Siipernatantlarinin Antibakteriyel
Aktivitesi

Lb. plantarum’un 24 ve 48 saatlik Kkiiltiirlerinden elde edilen hiicreden ari
siipernatantlarinin (CFS) antibakteriyel aktivitesinin c¢esitli gida patojenlerine karsi
incelenmesi, 6nemli bulgular ortaya koymustur. CFS, pozitif kontrol olarak kullanilan
Nisin ve negatif kontrol olan MRS broth ile karsilastirildiginda, Tablo 1'de detayli bir
sekilde sunuldugu tizere, hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakteriler iizerinde
belirgin antibakteriyel etkilere sahip olmustur. Ozellikle, 48 saatlik kiiltiirlerden elde
edilen siipernatantlarda, 24 saatlik kiiltiirlere kiyasla daha gii¢lii bir antibakteriyel etki
tespit edilmistir. Bu farkin, bakteriyel tireme, metabolik aktiviteler ve antibakteriyel
bilesiklerin iiretim siirelerine bagli olarak gelisen biyokimyasal farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Lb. plantarum, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde broth kiiltiirlerinde 6nemli dlgiide
patojen inhibisyonuna yol agarak, antibakteriyel etkinligini net bir sekilde ortaya
koymustur. Ozellikle E. coli i¢in 24 ve 48 saatlik kiiltiirlerden elde edilen inhibisyon
zonlari sirastyla 12 mm ve 18 mm olarak kaydedilmistir. Diger taraftan, E. faecalis ve B.
subtilis i¢in inhibisyon zonlar1 her iki zaman diliminde de 13 mm ile sabit kalmigtir.
Bununla birlikte, E. faecium ve S. aureus gibi patojenler i¢in inhibisyon zonlar1 sirasiyla

13 mm ve 15 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Ayrica, P. aeruginosa’nin inhibisyon zonlar1 13
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mm ile 14 mm arasinda degismis, L. monocytogenes ve S. Typhimurium i¢in inhibisyon

zonlari sirastyla 12 mm ve 15 mm, 14 mm ve 15 mm olarak kaydedilmistir.

Diger yandan P. pentosaceus’un, 6zellikle 48 saatlik kiiltiirlerinden hazirlanan CFS’ler,
S. Typhimurium hari¢ diger tim patojenlere karsi daha yiiksek inhibisyonu etkisi
gostermistir. 24 saatlik kiiltiirlerden hazirlanan CFS’ler de, aym1 susun 48 saatlik
CFS’lerine oranla daha diisiik inhibisyonu aktivitesi igermekle birlikte, genelde Lb.
plantarum un ayni saat diliminde hazirlanan CFS’lerine karsi kiyaslandiginda, daha etkn

bulunmustur (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5).

Bu bulgular, LAB Kkiiltiir siipernatantlarinin genis bir patojen yelpazesi tiizerinde
antibakteriyel aktivite gosterdigini ve Ozellikle 48 saatlik kiiltiirlerin, daha yiiksek
inhibisyon aktiviteleri sagladigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, bu antibakteriyel
etkinin mekanizmasi, antibakteriyel bilesiklerin tiirii ve konsantrasyonu, kiiltiir siiresi ve
ortam kosullarina bagli olarak degisebilir. Dolayisiyla, daha ileri aragtirmalar, bu etkiyi
daha ayrintili sekilde aciklayarak, laktik asit bakterilerinin gida patojenlerine karsi

potansiyel kullanim alanlarin1 genisletebilir.

Cizelge 4.1 Hiicreden ari Lb. plantarum kiltiir filtratlarinin patojenlere Kkarsi
antimikrobiyal aktivitesi

Antimikrobiyal Aktivite Zonu Caplar1 (mm)
Laktik Asit Bakterileri Patojen 22 18
Saat Saat
Lb. plantarum E. coli 13 17
Lb. plantarum E. faecalis 13 13
Lb. plantarum E. faecium 13 15
Lb. plantarum S. aureus 13 15
Lb. plantarum P. aeruginosa 13 14
Lb. plantarum B. subtilis 13 13
Lb. plantarum L. monocytogenes 12 15
Lb. plantarum S. Typhimurium 14 15
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Cizelge 4.2 Hiicreden ari P. pentosaceus kiiltiir filtratlarinin patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivitesi

Antimikrobiyal Aktivite Zonu Caplar1 (mm)
Laktik Asit Bakterileri Patojen 24 Saat | 48 Saat
P. pentosaceus E. coli 12 18
P. pentosaceus E. faecalis 13 15
P. pentosaceus E. faecium 21 22
P. pentosaceus S. aureus 13 17
P. pentosaceus P. aeruginosa 15 20
P. pentosaceus B. subtilis 16 19
P. pentosaceus L. monocytogenes 13 16
P. pentosaceus S. Typhimurium 14 14

Sekil 4.5 Gida patojenlerine karsi LAB siipernatantlarinin inhibisyon zonlar1

59




4.6 LAB CFCS’lerinin S. Typhimurium Biyofilminin Olusumunu Engelleme
Kapasitesi

Bu caligmada, S. Typhimurium'da biyofilm olusumu f{izerine iki LAB susundan elde
edilen CFCS’lerin etkinligiin vitro olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.6). Elde edilen
sonuclar, P. pentosaceus’un S. Typhimurium’da biyofilm olusumunu % 39,42 oraninda
inhibe ettigini, buna karsin Lb. plantarum’un biyofilm olusumunu % 8,15 oraninda
engelledigini ortaya koymustur. Bu bulgular, her iki LAB susunun da S. Typhimurium ‘un
biyofilm olusumunu kismi olarak engelleyebildigini, ancak etkilerinin farklilik

gosterdigine isaret etmektedir.

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
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0,000

Lactobacillus plantarum CFCS Pediococcus pentosaceus CFCS  S. Typhimurium biyofilmi
+S. Typhimurium biyofilmi +S. Typhimurium biyofilmi (48 Saat )

Sekil 4.6 LAB siipernatantlarinin S. Typhimirum biyofilmine karsi antimikrobiyal
aktivitesi

4.7 LAB Suslarmmin, Patojenik Bakterilerin Caco-2 Hiicrelerine Tutunmasini
Engelleme Kapasitesi

Bu calismada, Lb. plantarum ve P. pentosaceus adli suslarinin, sekiz gida kaynakli
patojenin Caco-2 hiicrelerine tutunmasina karsi antagonistik etkileri, karsilastirma
amaciyla bir kontrol grubu kullanilarak degerlendirilmistir. Bu suslarin, epitelyal Caco-2
hiicrelerine patojen tutunmasini engelleme kapasitesi kantitatif olarak Olclilmiis ve
sonuglar, her iki susun belirli patojenlere kars1 tutunmay1 6nleyici etkiler gosterdigini

ortaya koymustur (Sekil 4.7).
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L. plantarum ve P. pentosaceus'un E. coli’nin Caco-2 hiicrelerine tutunmasini sirasiyla
0,21 log CFU/mL ve 0,64 log CFU/mL azalttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde ayn1
LAB suslari, S. Typhimurium'un Caco-2 hiicrelerine tutnmasim sirasiyla 0,30 log
CFU/mL ve 0,17 log CFU/mL distirmiistiir. E. faecalis ve E. faecium suglariin Caco-2
hiicrelerine tutunmasi tizerinde bu LAB suslarinin gosterdigi etkiler ise, sirastyla 0,12
log CFU/ml ve 0,17 log CFU/ml, 0,32 log CFU/ml ve 0,18 log CFU/mI’lik azalmalarla
daha diisiik diizeylerde gergeklesmistir. Son olarak B. subtilis i¢in bu tutunmay1 enelleme

oranlari sirastyla 0,20 log CFU/mL ve 0,16 log CFU/mL diizeylerinde tanimlanmustir.

Ozellikle, tutunmada en yiiksek azalma 0,65 log CFU/mL ve 0,35 log CFU/mL’lik
diistislerle P. aeruginosa'da gozlenirken, en az etki L. monocytogenes iizerinde sirasiyla
0,07 log CFU/ml ve 0,23 log CFU/ml ile kaydedilmistir. S. aureus tizerindeki etki ise her
iki sus i¢in sirastyla 0,26 log CFU/mL ve 0,14 log CFU/mL olmustur.
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Sekil 4.7 Patojenik bakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmasinin engellenmesi
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4.8 Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM) ile Biyofilm Yapilarinin incelenmesi

Incelemeler, taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak cesitli biiyiitme
oranlarinda (10KX, 20KX ve 30KX) ger¢eklestirilmis ve Sekil 4-8’de gosterilen detayl
goriintiiler elde edilmistir. Bu ¢alisma, biyofilm olusumunda P. pentosaceus ve Lb.

plantarum tarafindan kullanilan farkli mimari stratejilerin altin1 ¢izmektedir.

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), biyofilm olusturma yetenekleriyle bilinen iki
laktik asit bakterisi olan P. pentosaceus ve Lb. plantarum tarafindan olusturulan
biyofilmlerdeki yapisal farkliliklar1 ayrintili bir sekilde gorsellestirmistir. P. pentosaceus
biyofilmleri, yogun hiicre agregatlarindan olugan kompakt ve ¢ok katmanli yapilarla
karakterize edilmistir. Kiiresel ila oval sekilli hiicreler, hiicreler arast gii¢lii tutunmanin
bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Bu organizasyon, kalin ve tekdiize bir matris
olusturarak pliriizsiiz ve siirekli bir biyofilm yiizeyi meydana getirmistir. Minimum
bosluklar ve bosluklarin gozlemlenmesi, biyofilmin yiiksek yapisal biitiinliglini

yansitmaktadir (Sekil 4.8).

Buna karsin, Lb. plantarum oldukga heterojen bir yapiya sahip biyofilmler tiretmistir. Lb.
plantarum’un ¢ubuk seklindeki hiicreleri paralel zincirler halinde siralanmis veya gevsek
kiimeler olusturarak, P. pentosaceus’a kiyasla daha acik ve daha az yogun bir biyofilm
yapist olusturmustur. Proteinler ve sekerler bakimindan zengin olan hiicre dis1 matriks,
sik1 paketlenmeyi desteklemediginden biyofilm yapilar1 daha piiriizlii ve daha diizensiz
bir ylizey goriintiisiine sahiptir. Ayrica, S. Typhimurium biyofilminin SEM analizi,
yiikseltiler ve alt kiimeler ile karakterize, belirgin bir sekilde piiriizlii ve diizensiz bir

yiizey dokusu olarak tanimlanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Lb. plantarum (A1-A3), P. pentosaceus (B1-B3) ve S. Typhimurium (C1-C3)
icin taramali elektron mikroskobu goriintiileri

4.9 S. Typhimurium Dogal Susuna LAB CFCS’lerinin Uyulanmasi Sonucu
Biyofilm ve Viriilansla Ilgili Genlerin Ifade Diizeylerinde Meydana Gelen
Degismeler

LAB CFCS’leri uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) S. Typhimurium suslarindan elde
edilen RNA orneklerinin saflik kontrolleri gergeklestirildikten sonra, cDNA sentez
asamasina gecilmistir. Sentezlenen bu cDNA numuneleri kullanilarak gercek zamanl
kantitatif ger zincir reaksiyonlar1 (qQRT-PZR) tesis edilmistir. Burada, dogal tip S.
Typhimurium kiiltiirlerinden haeketle sentezi gerceklestirilen cDNA Orneklerinden
yapilan diliisyon serileri kullanilmak suretiyle her primer ¢ifti i¢in elde edilen Ct
degerleri (Cizelge 4.3) denemelerde elde edilen sonuclarin kalibrasyonunda

kullanilmigtir. qRT-PZR denemelerinde kontrol gen olarak, bir merkezi metabolizma
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geni olan gryA geninin transkripsiyon seviyelerine dair 6l¢iilen verilerden yararlanilmistir
(Sekil 4.9).

Cizelge 4.3 Arastirilan genlere ait CT degerleri

CTl | CT2 CT3

S. Typhimurium 14028 2746 (2637 | 26,07
14208 + P. pentosaceus siipernatanti 23,07 | 25,1 26,1
inVA 714028 + Lb. plantarum siipernatant: 24,57 | 25,03 24,97
S.Typhimurium 14028 22,07 | 22,59 22,28
14208 + P. pentosaceus siipernatanti 22,04 | 22,51 22,22
csgD 14028 + Lb. plantarum siipernatanti | 21,94 | 21,3 21,96
S. Typhimurium 14028 34,25 (3483 | 34,12

14208 + P. pentosaceus siipernatanti 33,06 | 32,45 33,6

rpoS 714028 + Lb. plantarum siipernatanti 33,1 | 33,56 33,47
S. Typhimurium 14028 27,27 | 2857 | 28,32
hilA | 14208 + P. pentosaceus siipernatantt | 25,16 | 25,35 25,64
14028 + Lb. plantarum siipernatanti 26,3 | 25,71 25,95
S. Typhimurium 14028 28,35 | 28,16 28,38
spiC | 14208 + P. pentosaceus siipernatant1 | 24,99 | 25,59 26,44
14028 + Lb. plantarum siipernatanti 25,44 | 25,12 25,52
S.Typhimurium 14028 24,28 (24,99 | 24,68
adrA | 14208 + P. pentosaceus siipernatant | 22,54 | 23,91 23,78
14028 + Lb. plantarum siipernatanti 24,24 | 23,31 23,84
S. Typhimurium 14028 28,32 | 28,8 28,1

fliF | 14208 + P. pentosaceus siipernatantt | 26,06 | 25,67 26,13
14028 + Lb. plantarum siipernatanti 25,92 | 25,97 26,03
S. Typhimurium 14028 26,99 [ 26,78 | 27,26
gyrA | 14208 + P. pentosaceus siipernatantt | 25,71 | 25,24 25,56
14028 + Lb. plantarum siipernatanti 25,49 | 25,24 25,19

Gergeklestirilen qRT-PZR reaksiyonlar1 sonucunda, biyofilm ortaminda silipernatant
uygulamasi ardindan arastirilan genlerin ifade seviyeleri Livak metodu kullanilarak 16S
rRDNA genine gore normalize edildi. Ardindan ifade seviyelerinin herhangi uygulama
yapilmamis S. Typhimurium 14028’e gore kat farki hesaplandi. Elde edilen 2*"AACt
degerleri ¢izelgede verilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Arastirilan genlerin ifade seviyelerinin normalize edilmis kat farki (27"AACt

degerleri)
invA csgD rpoS hilA spiC adrA fliF gyrA
14028 1 1 1 1 1 1 1 1

+ P. 0,1538 | 0,0549 | 0,1078 | 0,2667 | 0,2582 | 0,0989 | 0,2295 | 0,2295
pentosac | 93052 | 14591 | 17754 | 08061 | 18929 | 83601 | 16005 | 16005
eus

+ Lb. 0,1899 | 0,0828 | 0,1126 | 0,2321 | 0,4243 | 0,1001 | 0,2993 | 0,2993
plantaru | 02833 | 51215 | 56308 | 82853 | 51986 | 33735 | 69676 | 69676
m

S. Typhimurium biyofilmine P. pentosaceus ve L. plantarum siipernantlarinin
uygulanmasi sonucu biyofilm (csgD ve adrA)ve viriilansla (invA, rpoS, hilA,spi ve fliF)
iligkili genlerin ifadesinde istatistiki olarak anlamli (p<0.05) dl¢tide diisiis tespit edilmistir
Sekil (4.9).

Kat Degisimi

1,2
1
0,8
0,6
04
i I ik i Bil
I Mea Mai T

invA csgbD rpoS hilA spiC adrA fliF gyrA

m 14028 mP. pentosaceus ®Lb. plantarum

Sekil 4.9 Siipernatant uygulamasi sonrasi arastirilan genlerin log2 kat degisim grafigi

Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasin1 (SEM) gosterir. Ct degerlerini arasindaki

istatistiksel anlamlilig1 belirtmek tizere * (p<0.05) sembolii kullanildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

LAB suslarinin biyofilm iiretme yetenekleri {izerine yiiriitiilen deneylerden elde edilen
sonuglar, laktik asit bakterilerinin biyofilm olusumunun, bakteri tiiriine ve inkiibasyon
stiresine bagl olarak degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir. L. plantarum'un,
inkiibasyon siiresi boyunca P. pentosaceus'tan daha yiiksek biyofilm olusum kapasitesine
sahip olmast, bu bakterinin biyofilm olusturma yeteneginin daha giiclii ve stabil oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu bulgu, LAB'min biyofilm olusum kapasitelerinin tiirden tiire
farklilik gosterdigini ve bu farkliliklarin potansiyel biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli

bir faktor olabilecegini gostermektedir.

Diger yandan, biyofilm olusumunun zaman i¢inde degismesi, biyofilm gelisiminin
dinamik dogasm vurgulamaktadir. Ozellikle, biyofilm olusumunun 48 saat sonra zirveye
ulagmas1 ve bu asamadan itibaren azalma gostermesi, biyofilm yapilasmasinin zamanla
evrimlesen bir siire¢ oldugunu ve biyofilm olgunlastik¢a mikroorganizma
popiilasyonunun farkli asamalara gecebilecegine isaret etmektedir. Bu, biyofilm olusum
evrelerinde susa 6zgii faktorler ve zamanin etkisi tizerinde daha fazla aragtirma yapilmasi
gerektigini diisiindlirmektedir. Biyofilm olusumu, bakterilerin ¢esitli ylizeylerde yerlesim
yaparak ¢evresel strese karsi korunmalarina yardimer olan 6nemli bir 6zelliktir (Costerton
W ve ark., 1999). Calismamizda, Lb. plantarum ve P. pentosaceus arasindaki biyofilm
olusum kapasitesindeki farklar, her iki tiiriin biyolojik farkliliklar1 ve ¢evresel kosullara
verdigi tepkilerle agiklanabilir. Bu ¢alismada kullanilan her iki LAB susunun da biyofilm
olusum kapasitelerinin  zamana bagli dinamikleri, literatlirde tanimlanan biyofilm
olgunlasma evreleriyle uyumludur. Bir¢ok arastirmada biyofilm olusumunun zamana
bagl bir gelisme gosterdigi ve olgunlagsma siirecinde bakterilerin daha siki bir yapiya
biirlindiigti saptanmistir (Li ve ark; Pannella ve ark., 2020; Todhanakasem ve ark., 2021).
Biofilm olusum asamalarinin zamana bagl tanisi, LAB'nin patojenlere kars1 koruyucu
bariyerler olusturma potansiyelinin yan sira, biyofilm olusum siire¢lerinin gida sanayi,
probiyotik terapiler ve bagirsak saglig1 gibi alanlarda nasil kullanilabilecegi konusunda
daha derin bir anlayis gelistirmeye yardimci olmaktadir. Zira bakteri tiirii ve inkiibasyon

stiresi gibi faktorler biyofilm kontroliinde kritik parametreler olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Otoagregasyon biyodenemelerinden elde edilen veriler, Lb. plantarum ve P. pentosaceus
gibi laktik asit bakterilerinin otoagregasyon kapasitelerinin zamanla arttigini ve en
yiiksek otoagregasyon oranina 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ulastigini
gostermektedir. Bu bulgular, LAB'min hiicre-hiicre etkilesimlerinin zaman i¢inde
giiclendigine ve bu bakterilerin koloni olusturma yeteneklerinin arttigna isaret
etmektedir. Otoagregasyon, bakteri hiicrelerinin birbirine tutunma yetenegi olup,
biyofilm olusumunun baslangi¢ asamalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu baglamda,
otoagregasyon oranindaki artis, biyofilm olusum siirecine zemin hazirlayan bir
mekanizma olarak kabul edilmektedir (Vinderola ve ark., 2000; Wang ve ark., 2000).
Diger yandan, Génzle ve arkadaglar1 (2016), otoagregasyonun probiyotik bakterilerin
bagisiklik sistemiyle etkilesimlerinde ve patojenlerin inhibisyonunda da rol oynadigini
belirtmislerdir. Otoagregasyon denemelerinden elde edilen istatistiksel analizlerin
sonuclar1 da, inkiibasyon siiresi ile otoagregasyon oranlari arasinda anlamli bir iligki
oldugunu ve zaman ilerledik¢e otoagregasyon kapasitesinin arttigin1 dogrulamaktadir.
Bu, laktik asit bakterilerinin gelistirdigi biyolojik ve ekolojik stratejiler acisindan dnemli
bir bulgudur, ¢ilinkii otoagregasyon, bakterilerin yiizeylere tutunma ve g¢evrelerinde
saglam yapilar olusturma kapasiteleriyle dogrudan iligkilidir. Gelecekte yapilacak
calismalarda, otoagregasyon oranlarini etkileyen ortam faktorlerini (pH, besin kaynaklari,
sicaklik gibi) daha ayrintili inceleyerek, bu bakterilerin biyoteknolojik uygulamalardaki
potansiyelini daha iyi anlayabiliriz. Bu bulgular, 6zellikle gida sanayinde ve probiyotik

terapilerde kullanilacak LAB suslarinin sec¢ilmesinde referans olacaktir.

LAB suslarinin patojenlerle gerceklestirdigi koagregasyon bulgulari, P. pentosaceus ve
Lb. plantarum suslarinin, patojenik bakterilerle koagregasyon yeteneklerinin 6nemli
derecede farkliliklar gdsterdigini ortaya koymaktadir. P. pentosaceus, ozellikle E.
faecium ve E. faecalis gibi enterokok tiirleriyle yiiksek koagregasyon oranlari
sergileyerek, bu bakterilerin patojenlere karsi etkilesimde bulunma potansiyeline isaret
etmektedir. Ote yandan, Lb. plantarum da bir dizi patojenle koagregasyon gosterse de, P.
pentosaceus kadar giiclii bir etkiye ulasamamaktadir. Koagregasyon, probiyotiklerin
patojenleri baskilama ve koruyucu etkiler saglama kapasitesini ortaya koyan énemli bir
biyolojik &zelliktir. Ozellikle Enterococcus ve S. aureus gibi patojenlerle yapilan

koagregasyon testlerinde saptanan yiiksek yiizdeler, bu bakterilerin probiyotik
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karakterlerine ve konak bagisiklik sistemi iizerinde faydali etkiler yaratabilecegine dikkat
cekmektedir. Bu tiir etkilesimlerin, probiyotik tedaviler ve gida iiriinlerinde kullanilan
probiyotik suslarin se¢ilmesi agisindan 6nemli oldugu asikardir (Jiang ve ark., 2021). P.
pentosaceus'un daha genis bir patojen spektrumuna karsi daha giiclii koagregasyon
kapasitesine sahip olmasi, bu susun probiyotik iiriinlerde daha etkili bir bakteri kontrolii

saglama potansiyeline sahip oldugunu vurgulamaktadir.

Calismamizda elde edilen, LAB planktonik ve biyofilm formlarinin patojenlere karsi
gosterdigi antagonistik aktivite bulgulari, L. plantarum ve P. pentosaceus’un hem
planktonik hem de biyofilm formlarinin patojen inhibisyonundaki potansiyelini ortaya
koymaktadir. Génzle ve arkadaslar1 (2016), probiyotiklerin gida matrislerinde patojen
¢ogalmasini inhibe etme yeteneklerini arastirmis ve Pediococcus cinsine ait biyofilm
olusturma yetenegindeki tiirlerin bu alanda giiclii inhibisyon etkinlikleri gosterdigini
belirlemiglerdir. Ayrica, Lactobacillus tiirlerinin patojen inhibisyonu i¢in g¢esitli
mekanizmalar gelistirdigi, 6zellikle bu bakterilerin biyofilm formlarinin antibiyotik
direngli patojenlere karsi etkinliklerinin daha yiiksek oldugu saptanmustir (Liu ve ark.,
2020; Mgomi ve ark., 2023). Calismamizda elde edilen ve LAB biyofilm formlarinin
patojen inhibisyonunda planktonik formlardan daha etkin olduguna dair veriler yukarida
Ozetlenen literatiir verileri ile paralellik gostermektedir. Bu etki farkliliginin esasi, biiyiik
bir olasilikla biyofilm formundaki LAB suslarinda meydana gelen ve planktonik
formlardan oldukga farkli oldugu bilinen gen ifade profili degismeleridir. Gelecek
caligmalarda, bu LAB susglarinin biyofilm formlarinin patojen inhibisyonu tizerindeki
mekanizmalari, 6zellikle biyofilm formlarinda meydana gelen gen ifade farklanmalari
dikkate alinarak, daha derinlemesine incelenmeli ve bu farklanmalarin arzu edilen
dogrultuda modiilasyonunun yapilip yapilamayacagi belirlenmelidir. Bu sayede soz
konusu suslarin 6zellikle gida endiistrisinde kullanim olanaklarinin gelistirilmesi ve etkin

probiyotik preparatlarinin hazirlanmasi miimkiin olabilir.

LAB CFCS’lerinin patojen inhibisyonu aktivitelerine dair sonuglar, Lb. plantarum ve P.
pentosaceus gibi laktik asit bakterilerinin antibakteriyel potansiyelini dogrulayan giiclii
bulgular sunmaktadir. Ozellikle 48 saatlik kiiltiirlerden elde edilen CFS’lerin daha giiglii

antibakteriyel etkinlik gostermesi, kiiltiir siiresiyle birlikte antibakteriyel bilesiklerin
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iiretiminde zamanla artan bir aktiviteye isaret etmektedir. Bu sonug, uzun siireli
inkiibasyonlarin, daha fazla antibakteriyel bilesik {iretimine neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica, gram-pozitif ve gram-negatif patojenler iizerindeki etki
farkliliklari, bu bakterilerin hiicresel yapilar1 ve antibakteriyel bilesiklere karsi
gosterdikleri direncten kaynaklanryor olabilir. Ornegin; gram-negatif bakterilerin dis zar
yapilari, bu patojenlerin antibakteriyel bilesiklere karsi daha direngli olmalarina yol
agmaktadir. Bu bulgular, calisma materyalimiz olan laktik asit bakterilerinin gida koruma
alaninda ve tibbi uygulamalarda kullanilabilecegini gdstermektedir. Ancak,
antibakteriyel bilesiklerin tiirii ve tiretim kosullar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek, bu
mikroorganizmalarin etkinligini optimize etmek icin gereklidir. Bu nedenle, sz konusu
laktik asit bakterilerinin potansiyel uygulamalar1 i¢in daha ileri arastirmalar

onerilmektedir.

Biyofilm olusumu, patojenlerin ¢evresel stres kosullarmma karsi daha direngli hale
gelmesini saglayan ve enfeksiyon siireclerinde 6nemli roller iistlenen bir mekanizmadir.
Bu baglamda, biyofilm inhibisyonu, gida giivenligi ve tibbi tedavi stratejileri agisindan
biiylik 6nem tasimaktadir. LAB CFC’leri ile yiiriitillen denemelerde P. pentosaceus
CFC’sinin S. Typhimurium’da biyofilm olusumunu %39,42 oraninda inhibe etmesi, bu
susun antibiyofilm aktivitelerinin oldukca giiglii oldugunu diisiindiirmektedir. Diger
taraftan, Lb. plantarum'un daha diisiik bir etki gostermesi, her iki LAB susunun
CFC’leriin  biyofilm inhibisyon mekanizmalarinin farkli olabilecegini ve P.
pentosaceus'un biyofilm olusumuna karsi daha etkin bir strateji gelistirdigini ortaya
koymaktadir. Bu antibiyofilm etkisinin mekanizmasi, LAB suslarinin iirettigi bilesikler
(6rnegin, laktik asit, hidrojjen peroksit ve bakteriosinler) aracilifiyla gerceklesmis
olabilir. Bununla birlikte, Lb. plantarum'un daha diisiik etki géstermesi, bu susun
biyofilm inhibisyonu icin gerekli bilesenleri yeterince iiretmemis olabilecegini veya
ortam kosullarinin bu etkiyi sinirlamig olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug olarak, bu
calisma, LAB suslarinin biyofilm olusumunu inhibe etme potansiyelini ortaya koyarak,
gida patojenlerinin biyofilm olusumuna karst biyolojik kontrol stratejilerinin
gelistirilmesi agisindan 6nemli bir temel saglamaktadir. Ancak, farkli LAB suslarinin
biyofilm inhibisyonundaki etkinliklerinin daha ayrintili incelenmesi, bu bakterilerin

biyofilm yapilarina kars1 terapotik kullanimlarimi  daha etkili hale getirebilir.
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Lactobacillus tiirlerinin, biyofilm inhibisyonu saglamak ig¢in laktik asit, hidrojen peroksit
ve bakteriosinler gibi bilesikler irettigi belirlenmistir (Génzle ve ark., 2016). Bu
baglamda, P. pentosaceus'un biyofilm inhibisyonunda gdsterdigi etkinlik, probiyotiklerin
potansiyel koruyucu &zelliklerinin altin1 ¢izmektedir. Ozellikle, P. pentosaceus'un daha
diizenli ve kompakt biyofilm yapisi, ¢evresel streslere karst daha dayanikli olmasinin bir

gostergesi olarak degerlendirilmistir (Lee ve ark., 2016).

LAB suslarinin patojenlere karsi yarisma yetenekleri, Caco-2 hiirelerine beraber tutunma
testleri yapilarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, L. plantarum ve P.
pentosaceus suslarinin gida kaynakli patojenlerin Caco-2 hiicrelerine tutunmalarini
engelleme konusunda farkli derecelerde etkinlik gdsterdigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle P. pentosaceus, birgok patojen iizerinde daha giiglii bir tutunmay1 engelleyici

etki gosterirken, L. plantarum’un etkisi daha sinirli kalmistir.

P. pentosaceus'un P. aeruginosa’nin Coco-2 hiicrelerine tutunmasini daha yiiksek
diizeyde inhibe etme kabiliyeti, bu susun s6z konusu patojenin hiicre yiizeyine
baglanmasinda kullandig1 reseptorleri tanidigina isaret etmektedir. Diger taraftan, L.
monocytogenes gibi patojenlerdeki diisiik etki, bu bakterilerin hiicre ylizey yapilarinin
veya baglanma stratejilerinin LAB suslarinin etkilerine daha direngli oldugunu
gostermektedir. Bu durum, LAB suslarinin farkli patojenlere karsi gosterdigi etkililigi
daha ayrintili inceleyen ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir. Ozetle, Lb.
plantarum ve P. pentosaceus gibi LAB suslari, gida kaynakli patojenlerin hiicrelere
tutunmalarini engelleme agisindan potansiyel bir biyolojik kontrol stratejisi olarak
degerlendirilebilir. LAB suslarinin, patojenlerin epitelyal hiicrelere tutunmasini
engelleme yetenegi, bircok ¢alismada da vurgulanmistir. Ornegin, Lb. plantarum ve P.
pentosaceus gibi LAB suslari, E.coli ve S. enterica gibi gida kaynakli patojenlerin Caco-
2 hiicrelerine tutunmalarin1 engellemektedir (Asmla ve ark., 2015). Bu etki, bakteriyel
hiicrelerin ylizey 6zelliklerine ve LAB suslariin sekrete ettikleri bilesenlerin ¢esitliligine
dayandirilmaktadir. Yapilan arastirmalarda, Lb. plantarum'un probiyotik o6zellikleri
nedeniyle, hem patojenlerin baglanmasini engellemede rol oynadigi ve hem de
inflamasyonu modiile ettigi belirtilmistir (Anjana ve ark., 2022). P. pentosaceus'un ise,

Ozellikle enterokok tiirleri ile koagregasyon yetenegi gosterdigi gibi, bir¢ok calismada
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antimikrobiyal etkilerinin de daha belirgin oldugu agik bir sekilde tanimlanmistir. P.
pentosaceus'un, P.aeruginosa gibi biofilm olusturan patojenlerin hiicrelere tutunmasini
inhibe etme yetenegi, bu bakterinin antibiyotiklere karsi daha direngli patojenlerle
miicadelede etkili bir strateji gelistirdigini géstermektedir. Bu tiir mikroorganizmalarin,
cevresel stres faktorlerine karsi direnci artirarak, biyofilm olusumunu engelledigi ve
antibiyotik direncini sinirladigi 6ne siiriillmektedir (Mgomi ve ark., 2023). Diger taraftan,
L. monocytogenes gibi bazi patojenlerde gézlemlenen diisiik etki, bu bakterilerin yiizey
yapilariin veya baglanma mekanizmalarinin LAB suslarinin etkilerine karsi direngli
olabilecegini diigiindiirmektedir. L. monocytogenes'in, hiicre yiizeyindeki internalizasyon
mekanizmalar1 ve viriilans faktorlerinin, LAB suslarinin inhibisyon stratejilerine karsi
koyma potansiyeli tagidigi kanitlanmistir (Meireles ve ark., 2020). Bu nedenle, bazi
patojenlerin LAB etkilesimlerine kars1 gosterdikleri direng, tiirler arasi farkliliklar:
yansitan 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Ozellikle P. pentosaceus ve L.
plantarum gibi LAB suslari, yalnizca patojenlerin dogrudan yiizeylere tutunmalarini
engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda bu patojenlerin biyofilm olusumunu inhibe edebilir.
Bu, gida endiistrisi ve tibbi terapilerde onemli etkiler yaratan kritik bir 6zelliktir.
Lactobacillus tiirlerinin biyofilm inhibisyonu etkileri lizerine yapilan bir¢ok ¢alismada,
bu bakterilerin biyolojik bariyerler olusturma kapasitesinin, patojenlerle rekabetin
artirtlmasinda etkili oldugu belirtilmistir (Tatsaporn ve ark., 2020). Bu veriler ve
tespitler, calismamizda kullanilan LAB suslarinin, gida kaynakli patojenler iizerinde

biyolojik kontrol saglama potansiyelini agik bir sekilde ortaya koymaktadir.

Biyofilm yapilarinin taramali elektron mikroskopisi teknigi ile alinan goriintiileri P.
pentosaceus ve Lb. plantarum suslarinin biyofilm yapisindaki farkliliklar1 net bir sekilde
ortaya koymaktadir. P. pentosaceus tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin daha
kompakt ve diizenli olmasi, bu bakterinin biyofilm stabilitesini artiran bir organizasyon
stratejisi gelistirdigini gostermektedir. Hiicreler arasi siki tutunma karakteristigi olan
minimal bosluklar, P. pentosaceus'un ¢evresel streslere kars1 daha dayanikli olabilecegini
diistindirmektedir. Diger taraftan, Lb. plantarum’un biyofilm yapisi; daha heterojen bir
organizasyon, daha az yogun ve diizensiz bir yap1 mimarisi sergilemistir. Bu tiir yapilar,
hiicre dis1 matriksin daha az siki paketlendigi ve biyofilm ylizeyinin daha piiriizlii oldugu

anlamina gelmektedir (Schleifer ve ark., 2003; Bajpai ve ark., 2016, Rani ve ark., 2007).
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Bu durum, Lb. plantarum'un biyofilm olusumunda daha esnek bir strateji izledigini ve
patojenlerin hiicrelere tutunma yetenegini engellemeye yonelik daha farkli bir yaklagim
tercih ettigini gostermektedir. Bu tiir biyofilm yapilari, farkli kosullara adapte olabilen
bakteriler i¢in yaygin bir 6zellik olup, zaman i¢inde degiskenlik gosterebilmektedir
(Todorov ve Russo., 2014; Bajpai ve ark., 2016). Biyofilm yapilarindaki bu mimari
farkliliklar, bakteriyel etkilesimlerin ve antibiyotiklere kars1 direng gelistirme
stratejilerinin de farkli olabilecegini diistindliirmektedir. Bu farkli biyofilm yapilarinin, P.
pentosaceus ve Lb. plantarum'un antibiyotik direnci, patojen inhibisyonu ve diger
biyoteknolojik uygulamalardaki kullanim potansiyellerini nasil etkileyebilecegi {izerine

daha fazla arastirma yapilmas1 gereklidir.

S. Typhimurium biyofilmine P. pentosaceus ve L. plantarum siipernantlarinin
uygulanmasi sonucu, biyofilm ile iliskili csgD ve adrA genleri ile viriilansla iligkili invA,
rpoS, hilA, spi ve fliF genlerinin ifadesinde istatistiksel olarak anlamli disiisler
gozlemlenmistir. Bu bulgular, biyofilm olusumunun ve viriilans genlerinin ifade
diizeylerinin P. pentosaceus ve Lb. plantarum gibi laktik asit bakterileri tarafindan inhibe
edilebilecegini gostermektedir. Biyofilm olusumu, bir¢ok patojenin hayatta kalma ve
enfeksiyon kapasitesini artiran 6nemli bir stratejidir. csgD ve adrA, biyofilm olusumu ve
diizenlemesinde onemli rol oynayan temel genler olarak tanimlanmistir (Wang ve ark.
2018; Zhao ve Liu 2019; Dawwam ve ark., 2022). csgD geninin, biyofilm formasyonunun
ana diizenleyicisi oldugu ve biyofilm matrisini olusturan yapisal bilesenlerin {iretimini
tesvik ettigi bilinmektedir. adrA, biyofilm matrisinin stabilitesini saglayan bir diger
Oonemli bir gen olarak islev gérmektedir. Bu genlerin baskilanmasi, biyofilm olusumunun
engellenmesine ve patojenlerin ¢evresel etkilere karsi daha az direngli hale gelmesine
neden olmaktadir. Yadav ve ark. (2018), laktik asit bakterilerinin, 6zellikle Lb. plantarum
ve P. pentosaceus gibi tiirlerin hiicresel formlarinin, E. coli ve S. aureus gibi patojenlerin
biyofilm olusturmasini inhibe ettigini bildirmistir. Ayrica Choi ve ark. (2020), biyofilm
olusumunu engelleyen ve bakteriyel viriilans1 baskilayan antibakteriyel 6zelliklere sahip
olan bazi dogal bilesiklerin etkisini aragtirmis ve laktik asit bakterilerinin iirettigi bu
metabolitlerin de benzer etkilere sahip oldugunu belirlemistir. Bizim ¢alismamiz bu
inhibisyonu etkinliginin S. Typhimurium biyofilm yapilar i¢in de gegerli oldugu

kanitlamistir. Viriilans genler, patojenlerin konak hiicrelere invazyonunu, konak
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bagisiklik yanitlarindan kagmalarini ve cevresel adaptasyonlarini diizenleyen genler
olarak tanimlanmaktadir. Bu genlerin baskilanmasi, patojenlerin viriilansligini1 azaltmada
kullanilan 6nemli bir stratejidir. Calismamizda kullandigimiz invA, S. Typhimurium gibi
Salmonella tiirlerinde, invazyon siirecini baslatan ve patojenin bagirsak hiicrelerine
girmesini saglayan bir invazyon proteinini kodlamaktadir (Gunn ve Tsolis 2017). rpoS,
bakterilerin stres kosullarinda hayatta kalmasina yardimci olan bir stres yanit geni olarak
tamimlanmistir  (Hengge-Aronis, 2002). hilA, Salmonella'nin invazyon kapasitesini
diizenleyen (Fahlen, ve Hinton, 2001) spiC, Salmonella'nin immiin sistemden kagis
stratejilerini etkileyen (Galan ve Wolf-Watz 2006) ve son olarak fliF Salmonella'nin
hareketliliginde (Mancab 2004) rol oynayan genler olarak karakterize edilmistir. Wang
ve ark. (2020), Lb. plantarum ve P. pentosaceus'un Salmonella'nin viriilans genlerinin
ifadesini inhibe ettigini ve patojenin bagisiklik sisteminden kagisini engelledigini
gostermistir. Bu c¢alisma, biyofilm inhibisyonunun yani sira virlilans genlerinin
baskilanmasimin 6nemini de vurgulamaktadir. Zhao ve ark. (2021), probiyotiklerin,
ozellikle Lb. plantarum ve P. pentosaceus gibi tiirlerin, Salmonella gibi patojenlerin
viriilansinin inhibisyonunda kritik etkiler gosterdigini tespit etmistir. Ancak bu
calismalarda LAB’nin dogrudan canli hiicreleri kullanilmistir. Bizim calismamizdaki
temel farklilik s6z konusu etkilerin LAB CFCS’leri ile de gergeklesebileceginin
belirlenmesidir. Ozetle bu calismada LAB’nin antibiyofilm ve antiviriilans
kapasitelerinin esas olarak hiicre disina salgiladiklar: aktif bilesikler ile gergeklestirildigi
kanitlanmistir. Gelecekte yliriitiilecek aragtirmalarda, bu bakterilerin antiviriilans ve
antibiyofilm eki mekanizmalar1 daha ayrintili bir sekilde incelenerek, bu etkinin hiicresel
esas1 detayl bir sekilde tanimlanmalidir. Ayrica, farkli gevresel kosullar altinda ve farkl
potojenlere karsi s6z konusu etkilerdeki degisimlerin kullanilan LAB suslarina bagh
olarak degisimleri degerlendirilmeli ve uzun siireli klinik denemeler yiritiilerek, bu
etkinliklerin dogas1 net bir sekilde aydinlatilmalidir. Bu sayede daha etkin miicadele
preparatlarinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Zira laktik asit bakterileri, 6zellikle gida
giivenligi, farmasotik ve veterinerlik alanlarinda kullanim agisindan biiyiik bir

potansiyele sahiptir.
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