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Ozet. Mikroorganizmalar dogada gevresel stres kosullarma karsi biyofilm formasyonu gibi gesitli direng
mekanizmalari gelistirmektedirler. Biyofilmler mikrobiyal hiicrelerin yiizeylere giiglii adhezyonu sonucu olugan
sesil organizasyonlardir. Biyofilm ile iliskili hiicreler ekzopolisakkarit, protein ve DN A’dan olusan ekstraseliiler
matriks tarafindan korunmaktadir. Gida endiistrisinde, biyofilm olusumu ¢iriik¢iil ve patojenik
mikroorganizmalarin gida yada gida yiizeylerine tutunma olasiligindan dolayi hijyen ve giivenlik sebepleri ile
istenmemektedir. Gida kokenli patojen mikroorganizmalar, gida endiistrisinde her yil dnemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadirlar. Gida patojenleri arasinda olduk¢a 6nemli sayilan, yirminci ylizyilin ikinci
yarisinda ortaya ¢ikmig olan Listeria monocytogenes gida, gevresel ve klinik orneklerde yaygin olarak
bulunmaktadir. Gram pozitif bir bakteri olan L. monocytogenes insanlarda gida kékenli hastalik olan listeriosis
olusumundan sorumludur. Birgok ¢alisma Listeria tiirlerinin ¢esitli gidalar ile temasta biyofilm olusturdugunu
ve ekstraseliiler polimerik bilesikleri tirettigini gostermektedir. Biyofilmler antimikrobiyal ajanlara karsi daha
direncli olduklari igin Listeria tiirlerinin farkli yiizeylerde biyofilm olusturma kapasitesi gida endiistrisi i¢in
biiyiik 6nem tagimaktadir.

Calismamizda Listeria standart suslarinin zamana bagli biyofilm olusturma kapasitelerinin arastirilmast ve
konuyla ilgili literatiire katki saglanmasi hedeflenmistir. Calisma icin 3 farkli Listeria tiiriine ait 4 standart sus
kullanilmustir. Kullanilan kiltiirler L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC 19111, Listeria
ivanovii ATCC 19119 ve Listeria innocua 6a33090dur. Biyofilm olusumu 96 kuyucuklu plaklar igerisinde,
Christensen ve arkadaglar tarafindan dnerilen mikroplak metodu modifiye edilerek aragtirilmistir. Caligmada,
6, 12 ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda zayif biyofilm olusumu gozlemlenirken, 48 saatlik inkiibasyon
sonunda biitiin standart strainlerde orta dereceli biyofilm olusumu tespit edilmistir. Buna bagh olarak, biyofilm
olusumu ve zaman arasindaki iligkinin incelenmesi sonucunda, 48 saatlik inkiibasyondan sonra biyofilm
olusumunda artig gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Listeria, Listeria monocytogenes, Listeriosis

Biofilm Formation Capacity of Listeria Standard Strains Depended

On Time

Abstract. In nature, microorganism have developed a variety of mechanisms of resistance to environmental
stresses, such as the formation of biofilms. Biofilms are sessile organizations of microbial cells with a strong
adherence to surfaces. Biofilm-associated cells are protected by an extracellular matrix consisting of
exopolysaccharides, proteins and DNA In food industry, biofilm formation is undesirable for hygienic and safety
reasons due to the possible attachment of food spoilage or pathogenic microorganisms to food or food surfaces.
Foodborne pathogenic microorganism have caused the loss of millions dollars in the food industry each year.
Listeria monocytogenes, which is emerged as an important foodborne pathogen in the latter part of the 20th
century, is widely found in food, environmental and clinical samples. Listeria monocytogenesis a Gram-positive
bacterium thatis responsible for causing the foodborne disease listeriosis humans. Several studies have
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demonstrated that Listeria species is able to form biofilms and produce extracellular polymeric substances on
various food contacts. Since biofilms are more resistant to antimicrobial agents, the capability of Listeria species
to form biofilms on different surfaces poses a major concern for the food industry.

The purpose of the present study was to investigate biofilm formation capacity of Listeria standard strains
depended on time and to contribute literature. For the investigation, was used 4 standard Listeria stains which are
belong to 3 different Listeria species. Used cultures are L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC
19111, Listeria ivanovii ATCC 19119 and Listeria innocua 6a33090. Biofilm formation were determined in 96-
well tissue culture plates with a microtiter plate assay (MP) described by Christensen et al. with modifications.
After the 6, 12 and 24 hour incubation was observed weak biofilm formation whereas moderate biofilm formation
was revealed for all standard strains after 48 hour incubation. Accordingly this, as a result of the investigation to
relationship between biofilm formation and time, were observed that increasing to biofilm formation after 48 hour
incubation.

Keywords: Biofilm, Listeria, Listeria monocytogenes, Listeriosis

1. GIRIS

Listeria cinsi, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri ve Listeria grayi olmak iizere toplamda 6 tiirden olugmaktadir [1, 2]. Listeria cinsi
genomundaki diisitk G+C oraninda dayanilarak gram pozitif bakterilerde Clostridium cinsinin yan dali
olarak kabul edilmektedir. Mikroskobik olarak incelendiginde kisa basil formunda (0,5 X 2,0 pm)
goriilen organizmalar sporsuz ve 20-25 °C’de hareketlidirler. Sahip olduklar1 polar kamg1 sayesinde
takla hareketi ile ilerlemektedirler. Aerobik ve fakiiltatif anaerobik olarak gelisim gostermektedirler.
Optimum gelisim sicakliklar1 30-37°C olmakla birlikte birgok bakteri tiiriiniin aksine buzdolabi sicakligi
olan 4-10 °C’de gogalabilirler [1, 3].

Gilinimiizde, L. monocytogenes ve L. ivanovii patojen olarak kabul edilmektedir. L. monocytogenes
insanlarda, L. ivanovii ise diger memelilerde hastalik etmeni olarak bilinmektedir. Bununla birlikte
cesitli raporlarda L. seeligeri ve L. ivanovii tiirlerinin insanlarda hastaliga yol agtigi ileri stiriilmistiir
[3]. Listeria nedeniyle goriilen hastaliklar genel olarak ‘listeriosis’ olarak adlandirilmaktadir. Bu
mikroorganizmanin sebep oldugu klinik sendromlar arasinda bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
zehirlenme (sepsis), beyin dokusunda iltihaplanma (meningoensefalit), atesli bagirsak iltihaplanmasi
(gastroenteritis) bulunmaktadir [4]. Listeriosis hastaligimin semptomlar1 gribe benzerdir, ancak
menenjit, septisemi, diigik ya da yeni doganda listeriosis gibi c¢esitli komplikasyonlarla
sonuclanmaktadir. Ozellikle hamile bayanlarda dogum kanali ile mikroorganizmanimn fetusa gegis
durumu ya da diisiige sebebiyet vermesi Listeria cinsini daha 6nemli hale getirmektedir [3, 5, 6].
Gilinlimiizde insanlarda goriilen listeriosis enfeksiyonlarinin neredeyse tamaminin gida kékenli oldugu
bilinmektedir. Ozellikle 1980-2000’1i yillar arasinda gida iiriinlerinin tiiketilmesi ile iliskili olarak
listeriosis salgini meydana geldigi goriilmektedir. Diger gida kokenli hastaliklarla kiyaslandiginda
listeriosis olusum siklig1 daha diisiik diizeyde goriilmekle birlikte kayit altina alinmis salginlarda 6liim
orani oldukea yiiksek olup %30 civarindadir [3, 6, 7, 8].

Son yillarda yapilan ¢esitli calismalar, sicaklik, pH, basing gibi ¢esitli ¢evresel stres faktorlerine karsi
oldukga direncgli oldugu bilinen Listeria tiirlerinin ayn1 zamanda biyofilm olusturma ve ekstaseliiler
polimerik maddeler (EPS) iiretme yeteneginde oldugunu gostermistir [9]. Ozellikle gida iiretim
sistemlerinde L. monocytogenes tiiriiniin karistk mikrobiyal flora igeren biyofilm igerisinde gelisim
gosterebildigi ve bu durumun gida kontaminasyonlarmin ana kaynagini olusturdugu literatiirde
mevcuttur. Bu nedenle Listeria tiirlerinin biyofilm olusturma yetenekleri gida sektorii agisindan énem
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arz etmektedir [10]. Calismamizda Listeria standart suslarinin zamana bagli biyofilm olusturma
kapasiteleri gozlemlenerek konuyla ilgili literatiire katki saglanmas1 hedeflenmistir.

2. GEREC ve YONTEM
Materyal

Calismada, L. monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes ATCC 19111, L. ivanovii ATCC 19119
ve L. innocua 6a33090 olmak tizere 3 farkli Listeria tiiriine ait dort standart sug kullanilmstir. Kullanilan
Listeria standart suslar ticari olarak temin edilmis olup, liyofilize haldeki kiiltiirler Fraser Broth’ta
(Merck) 30°C’ de bir gece inkiibe edilerek canlandirilmis, ardindan 0.1 mL 6rnek alinarak 10 mL Fraser
Broth (Merck) ortamina inokiilasyon yapilmis ve 37°C de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
tamamlanan kiiltiirlerden Palcam Agar ortamina ¢izgi ekim yapilarak, 24-48 saat siire ile 37°C de
inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerin gram boyama ile saflik kontrolii yapilmistir [11]. Kullanilan test
mikroorganizmalari, analizlerden dnce stoktan ¢ikarilarak canlandirilmis, saflik kontrolii yapilmis ve iki
kez kiiltiire alindiktan sonra testlerde kullanilmigtir.

Biyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi:

Caligma igin aktif hale getirilmis kiiltiirler % 1 (w/v) glukoz ilave edilmis tryptic soy broth (TSB)
igerisinde 37°C de bir gece inkiibasyona tabi tutulmustur. Ardindan iki kez aktive edilen kiiltlirlerin
yogunlugu 0.5 Mcfarland eseline uygun olarak ayarlanmistir. Yogunluk ayar1 yapilan kiiltiirlerden 200
pl aliarak 96 kuyucuklu mikrotiter plaklara transfer edilmistir. Plaklar 37°C de siras1 ile 6, 12, 24 ve
48 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon siiresi bitiminde besiyeri dokiilerek,
kuyucuklardaki planktonik hiicreleri uzaklagtirmak amaciyla plaklar steril PBS soliisyonu ile yikanmig
ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra plaklar 200ul %1 kristal viyole
cozeltisi ile 15 dakika boyunca boyanmis, ardindan tekrar PBS soliisyonu ile yikanmistir. Son olarak
kuyucuklara %95°1ik ethanol ¢ozeltisi ilave edilerek kristal viyole ¢ézdiriilmis ve ELISA okuyucuda
550 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Negatif kontrol olarak bakteri siispansiyonu
ilave edilmemis TSB kullanilmustir.

Suslarin biyofilm olusturma kapasiteleri; ODxontrol > ODjest grubu (biyofilm olusturmayan), ODkontrol< ODxest
grubu< 2*ODxontrot (zay1f biyofilm), 2*ODxontroi< ODrest grunu< 4*ODionrol (Orta dereceli  biyofilm),
4*ODxontrol < ODrest grubu (gliclii biyofilm) formiiliine gore degerlendirilmistir. [9, 12-14]. Yapilan tim
caligmalar 3 tekrarli gerceklestirilmis olup, sonuglar ortalama degerler temel alinarak verilmistir.

3. BULGULAR

Yapilan ¢aligmada Listeria tiirlerinin biyofilm aktivitelerinin zamana bagli degisimini gozlemlemek
icin, identik kosullarda gerceklestirilen ¢alisma 6, 12, 24 ve 48 saat igin ayr1 ayr1 gergeklestirilmis ve
her bir zaman dilimi ilk etapta kendi i¢inde degerlendirilmistir.
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Tablo 1. 6 saat sonunda suslarin biyofilm olusturma yetenekleri

I Il 11 Ortalama
Listeria ivanovii ATCC 19119 0.135 | 0.148 | 0.130 | 0.13+0.305 | ZAYIF
Listeria innocua 6a 33090 0.109 | 0.115 | 0.106 | 0.10+0.005 | ZAYIF
Listeria monocytogenes ATCC 7644 | 0.235 | 0.086 | 0.078 | 0.12+0.08 | ZAYIF
Listeria monocytogenes ATCC 19111 | 0.137 | 0.122 | 0.099 | 0.13+0.02 | ZAYIF
Kontrol 0.073 | 0.075 | 0.083 | 0.07+0.005
L, I, IIT: 6 saat sonunda OD550 nm’ de 6l¢iilen absorbans degerleri

Tablo 2. 12 saat sonrasinda suslarin biyofilm olusturma yetenekleri.

I ] "l Ortalama
Listeria ivanovii ATCC 19119 0.229 | 0.225 | 0.195 | 0.20+0.01 | ZAYIF
Listeria innocua 6a 33090 0.175 | 0.241 | 0.172 | 0.18+0.01 | ZAYIF
Listeria monocytogenes ATCC 7644 | 0.132 | 0.122 | 0.114 | 0.12+0.01 | ZAYIF
Listeria monocytogenes ATCC 19111 | 0.176 | 0.177 | 0.186 | 0.17+0.005 | ZAYIF
Kontrol 0.128 | 0.111 | 0.079 | 0.10+0.01

I, 11, 11l: 12 saat sonunda OD550 nm’ de 6l¢iilen absorbans degerleri

Tablo 3. 24 saat sonrasinda suslarin biyofilm olusturma yetenekleri.

I I 11l Ortalama
Listeria ivanovii ATCC 19119 0.261 | 0.230 | 0.191 | 0.22+0.03 | ZAYIF
Listeria innocua 6a 33090 0.189 | 0.182 | 0.179 | 0.18+0.005 | ZAYIF
Listeria monocytogenes ATCC 7644 | 0.203 | 0.215 | 0.169 | 0.19+0.02 | ZAYIF
Listeria monocytogenes ATCC 19111 | 0.327 | 0.241 | 0.316 | 0.29+0.04 | ORTA
Kontrol 0.116 | 0.113 | 0.145 | 0.12+0.01

I, I, 11I: 24 saat sonunda OD550 nm’ de 6l¢iilen absorbans degerleri
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Tablo 4. 48 saat sonrasinda suglarin biyofilm olusturma yetenekleri

I Il 1"l Ortalama
Listeria ivanovii ATCC 19119 0.346 | 0.449 | 0.667 | 0.48+0.10 | ORTA
Listeria innocua 6a 33090 0.389 | 0.343 | 0.352 | 0.35+0.002 | ORTA
Listeria monocytogenes ATCC 7644 | 0.345 | 0.404 | 0.345 | 0.36+0.03 | ORTA
Listeria monocytogenes ATCC 19111 | 0.395 | 0.469 | 0.329 | 0.39+0.07 | ORTA
Kontrol 0.116 | 0.113 | 0.145 | 0.12+0.01
I, 11, 11I: 48 saat sonunda OD550 nm’ de 6lgiilen absorbans degerleri

Tablo 1, Tablo 2, Tablo 3 ve Tablo 4’de sirasi ile 6, 12, 24 ve 48 saat sonras1 ODsso nm’ de elde edilen
absorbans degerleri ve suslarin biyofilm olusturma yeteneklerinin degerlendirmesi yer almaktadir. Buna
gbre 6 ve 12. saatlerin sonunda tiim suslarin zayif biyofilm olusturdugu goézlemlenirken, 24. saat
sonunda Listeria monocytogenes ATCC 19111 susunun orta dereceli diger suslarin ise yine zayif
biyofilm olusturdugu saptanmistir. Bununla birlikte, 48 saatlik inkiibasyon sonrasi biyofilm yapisinin
tiim Orneklerde orta diizeye oldugu belirlenmistir.

Tablo 5. Listeria tiirlerinde zamana bagl biyofilm formasyonu

6. saat 12. saat 24, saat 48. saat
Listeria ivanovii ATCC 19119 0.13(zayif) | 0.20(zay1f) | 0.22(zayif) | 0.48(orta)
Listeria innocua 6a 33090 0.10(zay1f) | 0.18(zayif) | 0.18(zayif) | 0.35(orta)
Listeria monocytogenes ATCC 7644 | 0.12(zayif) | 0.12(zayif) | 0.19(zayif) | 0.36(orta)
Listeria monocytogenes ATCC 19111 | 0.13(zayif) | 0.17(zayif) | 0.29(orta) | 0.39(orta)
Kontrol 0.07 0.10 0.12 0.13

Tablo 5’ de suslarin zamana bagli olarak biyofilm formasyonlari incelendiginde 6, 12 ve 24. saatlerde
zayif biyofilm olusumu gézlenmekte ise de absorbans degerlerinin zamana bagli olarak artig gosterdigi
saptanmistir. Kontrol grubunun absorbans degerindeki artis zamana bagli olarak dikkate deger bir
degisim gostermezken, suslarda goriilen degisim L. ivanovii ATCC 19119 ve L. innocua 6a 33090
suslarinda 6 ve 12. saat arasinda, L. monocytogenes ATCC 7644 ve L. monocytogenes ATCC 19111
suslarinda 12 ve 24. saat arasinda oldukga dikkat ¢ekicidir.

4. TARTISMA ve SONUC

Mikroorganizmalar dogada ¢evresel stres faktorlerine karsi direngli olabilmek i¢in biyofilm olusturma
gibi ¢esitli mekanizmalar gelistirmektedir. Mikroorganizmalarin birbirlerine ve bir ylizeye baglanarak
meydana getirdikleri koloniler ile bu kolonilerin ortama saldiklar1 ekstraseliiler polimerik substratlarin
(EPS) birlikte olusturduklari yap1 biyofilm olarak adlandirilmaktadir [15].

Biyofilm olusumu gida endistrisinde, gida ve gida ile iliskili yiizeylere patojen yada gidalarda
bozulmaya yol acan mikroorganizmalarin tutunma olasiligini arttirdigr igin, hijyen ve giivenlik
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acisindan istenmeyen bir 6zelliktir [10]. Gida isletmelerinde kullanilan sistemlerin yapisi, zaman i¢inde
aginmaya ugramasi, yiizeylerde bulunan mikroskobik gida kalintilarinin mikrobiyal yiikleri gibi
nedenlerden dolay: isletmelerde ¢evre ve halk sagligi agisindan biiylik risk olusturan biyofilm olusumu
ka¢inilmaz hale gelmektedir [16].

Gida isletim sistemlerinde mikrobiyal kontamisyonu engellemek amaciyla {iretim siirecinde kullanilan
ylizey ve ekipmanlar c¢esitli dezenfektanlar ile temizlenmekte ve kontaminasyon olasiligi alinan
onlemler ile minimum diizeye indirgenmeye c¢alisilmaktadir. Bununla birlikte kullanilan
dezenfektanlarin ve koruyucularin etkinligi mikroorganizmalarin planktonik formlarina yonelik olarak
secilmektedir. Oysa biyofilm i¢inde bulunan sesil formlarin daha direncli yapilar oldugu giiniimiizde
cesitli aragtirmalar ile belirlenmistir [17, 18, 19].

Spektrofotometrik yontem ile biyofilm olusum tayini giinlimiizde daha ¢ok 96 kuyucuklu steril plaklar
kullanilarak Christensen metodu olarak bilinen yontem temel alinarak belirlenmektedir [14].
Caligmamizda 3 farkli Listeria tiirliniin standart suslarinin zaman ile biyofilm olusumu arasindaki iligkisi
spektrofotometrik yontem ile incelenmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda biyofilm olusumunun orta
diizeyde oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle 24. saatten sonra biyofilm olusumundaki artis, organizmanin
tireme dongiisii ve generasyon zamani géz Oniine alindiginda beklenen bir sonugtur. Borucki ve ark
(2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada L. monocytogenes tiiriine ait 6 serotipin zayiftan gii¢liiye dogru
degisen farkli diizeylerde biofilm olusturabildigini ifade etmislerdir [20]. Ayrica yapilan bazi
caligmalarda Listeria tiirlerine ait baz1 suslarin gesitli iiretim alanlar1 ve malzemeler iizerinde biofilm
olusturabildigi, bu durumun 6nemli saglik sorunlarina yol agabilecegi ifade edilmistir [21-23].

L. monocytogenes ve listeriosis gida kokenli patojenler icerisinde degerlendirildiginde, gida kokenli
patojenlerden kaynaklanan biitiin hastaliklar arasinda kii¢iik bir parcayr olusturmaktadir. Bununla
birlikte ciddi hastaliklara neden oldugundan dolay1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Listeriosis, gida kokenli
hastaliklardan hastaneye yatirilma vakalarinin yalnizca % 3,8’ini olustururken gida kaynakli 6liimlerin
% 27,6’stm olusturmaktadir [6]. Oliim oramnin yiiksek olusu ve hastaligin ciddiyeti, ayrica
organizmanin buzdolab1 sicakliginda dahi gelisebilme 6zelligi olmak iizere ¢esitli gevresel stres
faktorlerine karsi direngli olusu organizmanin 6nemini arttirmakta ve kontrol altina alinmasini zorunlu
hale getirmektedir [3,4]. Gerek Tiirk gida kodeksi, gerekse uluslararasi gida yonetmelikleri Listeria
cinsine kars1 gidalarda sifir tolerans politikasi uygulamaktadir. Gida isletmelerinde 6nemli sorunlara yol
actigi bilinen L. monocytogenes suslarinin farkli diizeylerde biyofilm olusturabildigi g¢esitli
arastirmacilar tarafindan da bildirilmigtir. Gida {iiretim c¢evrelerinde biyofilm yapisindaki karisik
mikroflora icerisinde gelisebilmesi Listeria kontaminasyonunun ana kaynagini olusturmaktadir.
Biyofilm yapilar1 antimikrobiyal bilesiklere karsi daha direngli oldugu i¢in L. monocytogenes gibi
patojenlerinin farkli yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegi ve engellenmesi gida endiistrisi agisindan
biiyiikk 6nem arz etmektedir [9, 10]. Listeria tiiriine ait biyofilm bakterilerinin sanitizer ajanlara karsi
planktonik formlarindan ¢ok daha fazla direngli olduklarimin bildirildigi bir ¢alismadan hareketle, bu
mikroorganizma ile miicadelede biyofilm olusumuna engel olmanin gerekliligi dolayisiyla
mikroorganizmalarin biyofilm formasyonlar1 ve 6zelliklerinin aragtirildigi ¢aligmalarin 6nemi bir kez
daha ortaya ¢ikmaktadir [24].
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