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ÖZET 

 

EZİNE PEYNİRİ ÜRETİM HATTINDA DEZENFEKSİYONUN YENİ 

DEZENFEKTAN FORMÜLLERİ İLE YAPILABİLİRLİĞİ: ANTİBİYOFİLM-

ANTİQUORUM SENSİNG MADDELER 

 

Dilvin İPEK 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı Doktora Tezi 

Danışman : Yrd.Doç.Dr. Nükhet N. DEMİREL ZORBA 

İkinci Danışman : Prof.Dr. Ji Hyang KWEON 

10/07/2017, 166 

 

Çalışmada Ezine peyniri üretim hattında biyofilm oluşumuna neden olabilecek 

mikroorganizmaların belirlenmesi, bunların gelişimini engelleyebilecek antiquorum sensing 

etkili doğal maddeler ile hazırlanan doğal dezenfektan geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu 

amaçla üretim hattında belli noktalardan ATP Biyolüminesans ve standart swap yöntemi ile 

örnek alınmış, ayrıca işletmelerin üretim ve dolum alanlarının hava yükleri ve su 

örneklerinin mikrobiyal yükü de belirlenmiştir. Yüzeylerden, hava ve su örneklerinden 

alınan bakteri izolatlarının biyofilm oluşturma potansiyelleri kristal viyole mikroplak ve 

Congo red agar yöntemleri ile araştırılmıştır. Seçilen 18 doğal maddenin %70’lik etil alkol 

kullanılarak ekstraktları hazırlanmış; antibiyofilm etkileri disk difüzyon ve mikrodilüsyon 

yöntemleri ile belirlenmiştir. AHL ve AI-2 sinyallerini kesme etkileri Chromobacterium 

violaceum CV026, Agrobacterium tumefaciens A136 ve Vibrio harveyi BB 170 indikatör 

mikroorganizmaları ile belirlenmiştir.  

Geliştirilen dezenfektan formüllerinin sesil ve biyofilm oluşturan hücreler üzerine 

etkisi çalışmada izole edilen Bacillus coagulans ve Enterobacter cloacea bakterileri 

üzerinde çelik plakalarda UHT süt kullanılarak araştırılmış; ayrıca formülün korozif etkisi 

SEM-EDX analizleri ile CIP ve perasetik asit uygulamasıyla karşılaştırılmıştır.  

Sonuç olarak üretim alanlarında yaygın olarak Bacillus spp. kontaminasyonu olduğu 

(%100) belirlenmiştir. Bunu Enterobacteriacea (%86,67) ve Pseudomonas (%75,55) 

türlerinin izlediği görülmüştür. Kontaminasyonun en fazla su, plastik boru ve duvarlarda 

olduğu belirlenmiştir. İncelenen doğal maddelerden EGCG’ın en etkili antimikrobiyal ve 
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QQ madde olduğu belirlenmiştir (MİK:250µg/ml). Diğer bir önemli doğal madde olan 

boraksın AI-2 sinyalleri üzerine QQ etkisinin olduğu tespit edilmiştir. Bu maddelerin 

etkinliğini arttırmak için, EDTA ve NaCl ilave edilerek hazırlanan formüllerin 5 dk 

uygulamasının çelik plakalarda biyofilm oluşturan hücre sayısında yaklaşık 6 logkob/cm2 

azalma sağladığı, sesil hücreler üzerine ise 6 logaritmik değerlik bir düşüş sağladığı, 

etkinliğinin perasetik asitin 15 dk uygulaması ile eşdeğer olduğu belirlenmiştir. Perasetik 

asitin 316 L paslanmaz çelik yüzeylerde korozif etkisine karşın bu formüllerin yüzeylerde 

korozif olmadığı SEM-EDX analizi ile belirlenmiştir. 

 

Anahtar sözcükler: Doğal Maddeler, Biyofilm, Antiquorum Sensing, 

Dezenfeksiyon. 
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ABSTRACT 

 

APPLICABILITY OF EZINE CHEESE PROCESS LINES DISINFECTION BY 

NEW DISINFECTANT FORMULAS: ANTIBIOFILM-ANTIQUORUM SENSING 

AGENTS 

 

Dilvin İPEK 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Doctoral Dissertation in Food Science 

Advisor : Assist. Prof. Dr. Nükhet N. DEMİREL ZORBA 

Co-Advisor: Prof. Dr. Ji Hyang KWEON 

10/07/2017, 166 

 

The aim of this study is determining biofilm formable microorganisms and natural 

disinfectant that was produced by antiquorum sensing active natural compounds. For this 

aim, samples were taken from determined process lines’ points by ATP-bioluminance and 

standard swapping methods. Also, microbial floras of water, production and filling areas 

were determined. Biyofilm formation capacities of surfaces, water and air isolated bacteria 

were researched by crystal violet microplate and Congo red agar methods. Chosen 18 natural 

compound’s 70% etanolic extracts were prepared; antibiofilm effects were determined by 

disc diffusion and microdilution methods. AHL and AI-2 signals’ breaking activity of these 

compounds were determined by using indicator microorganisms Chromobacterium 

violaceum CV026, Agrobacterium tumefaciens A136 and Vibrio harveyi BB 170. Effects of 

developed disinfectant formulations were searched on isolated Enterobacter cloacea and 

Bacillus coagulans by using SS 316 L coupons and UHT milk. Corrosion effects of these 

formulas were determined by SEM-EDX analysis and also, compared to CIP and peracetic 

acid applications.  

As a result, prevalent Bacillus spp. contamination were determined in process areas 

(%100). Then Enterobacteriaceae (%86,67) and Pseudomonas (%75,55) species’ 

contaminations were determined also. Sources of contaminations were examined like water, 

plastic pipes and walls. EGCG was determined as more effective antimicrobial-antibiofilm 

and antiquorum sensing compounds than other analyzed compounds (MIC: 250µg/ml). 

Other important natural compound borax was determined as antiquorum sensing active on 
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AI-2 signals. For increasing the activity, EDTA and NaCl were added to disinfectant 

formula. 5 min application to these formulas on stainless steel coupons decreased nearly 6 

logcfu/cm2 to biofilm formable cells and sessile cells were decreased nearly 6 logarithmic 

value. This activity value was equal to 15 min peracetic acid application. Peracetic acid was 

determined as corrosive on stainless steel 316 L, when formulas were not corrosive by SEM-

EDX analyses. 

 

Keywords: Natural Compounds, Biofilm, Antiquorum Sensing, Disinfection. 
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BÖLÜM 1                                                                                                                                   

GİRİŞ 

 

Ezine peyniri, Çanakkale’nin Ezine, Ayvacık ve Bayramiç yöresinde üretilen, son 

derece aromatik, lezzetli bir peynir türüdür (Aday ve Karagul-Yuceer, 2008; Yüceer ve ark., 

2009; Aday ve ark., 2010). Coğrafi işarete sahip olan ürün; yöre ekonomisi için büyük 

öneme sahiptir. Ezine peyniri, üretim hatlarında biyofilm oluşumu nedeniyle gerçekleşen 

çapraz bulaşma sonucunda oluşan kötü koku problemi ile karşı karşıyadır. En az 6 ay soğuk 

hava depolarında olgunlaştırılan ve paketlenen üründe, bu süreç geri dönülemez bir problem 

oluşturmakta ve bu durum firmaları olumsuz etkilemektedir.  

Biyofilm; üç boyutlu, ekzopolisakkarit (EPS) ile çevrelenmiş, su kanalları ve çok katlı 

bakteri tabakaları içeren bir yapıdır. Mikroorganizmaların kendilerini çevresel etkenlerden 

korumak ve besin kaynağını daha verimli kullanmak için oluşturdukları mikro-ekosistem 

olarak da tanımlanmaktadır (Kumar ve Anand, 1998; Salo ve ark., 2005; Öner ve Ölmez, 

2006; Gün ve Ekinci, 2007; Mariana ve ark., 2009; O’Toole, 2011; Magesh ve ark., 2013). 

Süt ve süt ürünleri sanayinde hammadde olan sütün yağlı oluşu, besinsel değerinin 

yüksekliği, mikrobiyal yükünün fazlalığı ve üretim ortamının uygun temizlenmemesi 

nedeniyle üretim hatlarında mikroorganizmaların yüzeylere tutunması ve sonrasında 

biyofilm oluşturarak sürekli bir mikrobiyal kontaminasyon kaynağına dönüşmesi söz konusu 

olmaktadır. 

Quorum sensing mikroorganizmalar arası iletişim sistemidir. Quorum sensing 

kullanan mikroorganizmalar kendi çevresini izlemekte, populasyon yoğunluğu hakkında 

bilgi almakta ve bu bilgileri yeri gelince gen ekspresyonunu ile regüle etmede 

kullanmaktadır. Bununla birlikte quorum sensing biyofilm oluşumu için önemli bir 

faktördür. Antiquorum sensing (Quorum Quenching-QQ) ise hücreler arası iletişimin 

inhibisyonudur. Quorum quenching için kimyasal maddeler, doğal madde ekstraktları, 

enzimler, antagonistik mikroorganizmalar ve bakteriofajlar kullanılmaktadır (Karaboz ve 

Sukatar, 2004; Dang ve ark., 2007; Kuyun ve ark., 2009; Eriş, 2011; Skandamis ve Yaşa, 

2012; Tan ve ark., 2013; Bai A ve Vittal, 2014; Lade ve ark., 2014; Fetzner, 2015; Federle 

ve Bassler, 2017). 

Süt ve süt ürünleri sanayinde temizlik ve dezenfeksiyon işlemleri ticari kimyasallar 

kullanılarak yapılmakta, bu kimyasalların doğru kullanılmaması sonucunda yüzeylerde 

korozyon ve biyofilm oluşumu görülmektedir. Biyofilm yapısı içerisinde bu kimyasalların 

etkisinden korunan mikroorganizmalar, ilgili kimyasal maddelere karşı direnç 
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kazanabilmektedir. Diğer taraftan temizlik ve dezenfeksiyonda kullanılan kimyasallar atık 

sulara karışmakta ve önemli arıtma maliyetlerine sebep olabilmektedir (Tetrapak, 1995; 

Metin ve Öztürk, 2003; Kayaardı, 2014). 

Bu nedenlerle çalışmada; Ezine peyniri üretim hatlarında kötü koku problemine ve 

büyük ekonomik kayıplara neden olabilecek biyofilm oluşturan mikroorganizmaların 

belirlenmesi, ilgili mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal-antibiyofilm ve antiquorum 

sensing doğal maddelerin tespiti ve etkili doğal maddeler ile korozyona sebep olmayacak 

doğal dezenfektan formülünün geliştirilmesi amaçlanmıştır. 
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BÖLÜM 2                                                                                                                                 

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Ezine Peyniri Üretimi, Üretim Hattı Temizlik ve Dezenfeksiyonu 

2.1.1. Ezine Peyniri ve Özelliği 

Ezine peyniri, sadece rennet enzimi kullanılarak üretilen ve en az 8 aylık depolama 

sonucu tüketime sunulabilen salamuralı bir beyaz peynir türüdür. Peynirin kendine has 

aroma ve lezzeti nedeni ile Türkiye piyasasında yoğun talep görmektedir. Ürün coğrafi 

işarete sahip olup; Çanakkale’nin Kaz dağlarının eteklerinde bulunan Ezine, Ayvacık ve 

Bayramiç yöresinde yaklaşık 30 civarında irili ufaklı mandıra genellikle geleneksel 

yöntemlerle üretim yapmaktadır. Genel olarak, süt ve süt ürünleri üretimi Türk 

ekonomisinde önemli bir yer tutmaktadır. Bunun yanısıra beyaz peynir üretimi ise süt 

ürünleri üretiminin yaklaşık %70’ine sahiptir (Temelli ve ark., 2006). Bu durum Ezine 

peynirinin başta yöre ve ülkemiz ekonomisi için önemli bir unsur haline gelmesini 

sağlamaktadır (Karagul-Yuceer ve ark., 2007).  

Kaz Dağlarının eteklerindeki otlarla beslenen keçi, koyun ve ineklerden elde edilen 

sütlerin belirli oranda karıştırılmasıyla üretilen peynir son derece aromatik bir üründür 

(Manap ve Gül, 2008). Ürün için 2006 yılında alınan coğrafi tescil belgesine göre, ürün 

mevsimine göre en az %40 keçi sütü, %45-55 koyun sütü ve en fazla %15 inek sütünün 

karıştırılması ile elde edilmektedir. Dünyada Feta (Yunanistan), Bjalo salamureno sirene 

(Bulgaristan), Telemea (Yunanistan ve Romanya) ve Domiati (Mısır) gibi benzerleri 

bulunan Ezine peyniri, çok dikkat çekici duyusal karakteristiğe sahiptir. Bu farklı duyusal 

özellik; sütü veren hayvanların yediği otlardan, farklı süt cinslerinin karıştırılma 

oranlarından, olgunlaşma sırasında meydana gelen kimyasal ve mikrobiyolojik 

aktivitelerden dolayı ortaya çıkmaktadır (Aday ve Karagul-Yuceer, 2008; Yüceer ve ark., 

2009; Aday ve ark., 2010). En az 8 aylık depolama sonucu tüketilebilen ürünün olgunlaşma 

müdahale edilememektedir. 

Yüceer ve ark. (2009), Ezine peynirinin 1 yıllık depolanması sırasında ürünün aroma-

aktif bileşenlerinde ve duyusal özelliklerinde meydana gelen değişimleri enstrümantal ve 

duyusal analizler kullanılarak belirlenmeye çalışılmıştır. Yapılan analizlerde aroma 

maddelerindeki artışın 6. aydan sonra (9. ve 12. aylarda) başladığı belirlenmiş; ürün 

satışlarının en az 6-8 aylık olgunlaşma sonrası yapılması gerekliliği savunulmuştur. 

Tuncel ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada ise Ezine peynirinin 1 yıllık 

depolanması sırasında proteoliz seviyesinin belirlenmesi hedeflenmiştir. Ayrıca bu 
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depolama sırasında ürünün kimyasal ve mikrobiyolojik özellikleri de takip edilmiştir. 1 yıllık 

depolama boyunca ürünün laktik asit seviyesinde artış görülürken; pH, yağ, kurumadde, tuz 

ve kül miktarlarında önemli bir değişim görülmemiştir. Starter kültür kullanılmadan üretilen 

üründe laktik asit bakterilerinin varlığı belirlenmiş; bu mikroorganizmaların sayısında ilk üç 

ayda artış görülürken daha sonraki aylarda önemli bir değişim görülmemiştir. Yine 

çalışmada proteoliz seviyesinin tespiti için kazein fraksiyonları incelenmiştir. Depolama 

boyunca β-kazeinin α-kazeine oranla daha yavaş parçalandığı belirlenmiştir. 

 

2.1.2. Ezine Peyniri ve Beyaz Peynir Üretimi Metodu 

Ülkemizde başta Ezine peyniri olmak üzere beyaz peynirler çalışanın ön planda olduğu 

kesikli sistem ile üretilmektedir. Ülkemizde olgunlaşması gerekmeyen ve peynir mayası 

yanısıra starter kültür kullanılarak üretilen peynirler olduğu gibi; buzağıların şirdeninden 

elde edilen rennet enzimi (peynir mayası) ile üretilen ve olgunlaşması gereken peynirler de 

üretilmektedir. Ezine peyniri, sadece rennet enzimi kullanılarak üretilen ve olgunlaşması 

gereken peynirler sınıfındadır. Ezine peyniri üretiminde temizlenen, pastörize edilen ve 

mayalama sıcaklığına düşürülen süt Bulgar teknelerine konulmakta ve burada 

mayalanmaktadır. Pıhtı oluşumu gerçekleştikten sonra teleme kırma, baskılama, kalıplama, 

tenekelere dolum, salamura ilavesi, teneke kapama ve depolama işlemleri yapılmaktadır 

(Şekil 2.1).  

Depolama 2-8 oC’de 6 ay ile 8 ay arasında gerçekleşir. Olgunlaşan peynirler teneke 

kutulardan yine işçilerce çıkarılmakta, porsiyonlanmakta ve ambalajlanmaktadır. Ezine 

peyniri gibi sert, yarı sert peynirler, içinde alümintum folyo kullanılmış PVDC 

(Polivinilidenklorür) ambalaj materyali ile ambajlanarak satışa sunulmaktadır. Bu ambalajın 

ürün üzerine sıcak vakum ile sarılması ile peynir altı suyunu kaybetmesi önlenir. Ayrıca bazı 

firmalar PVDC ile kaplanmış ürünü PVC sert tabak ve kapak içine koyarak görsellik 

sağlamaktadır (Üçüncü, 2005). 
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Şekil 2.1. Firma B Ezine peyniri üretim hattı (Anonim, 2016) 

 

2.1.3. Ezine Peyniri ve Beyaz Peynir Üretiminde Üretim Hattı Temizliği, Hijyen 

ve Sanitasyonu 

Ezine peyniri ve diğer beyaz peynir üretim hattı CIP (Clean in Place) yani yerinde 

temizlik ve COP (Clean out Place), dışarıda temizlik sistemi ile temizlenmektedir. 
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2.1.3.1. CIP-Yerinde Temizlik Sistemi 

Bu sistem peynir üretim hatlarında daha çok çiğ süt tankı, pastörizasyon ünitesi, sütün 

mayalama sıcaklığına düştüğü dinlendirme tankları veya balans tankı, pastörize süt taşıyıcı 

borular ve bazen çiğ süt taşıyan arabalardaki tanklara uygulanır. Peynir üretim hatlarında 

CIP ile yerinden sökülmesi zor olan ve daha çok direkt akışkan süt ile temas eden yüzeylerin 

temizliği hedeflenir (Tetrapak, 1995; Üçüncü, 2005; Lowry, 2010).  

CIP siteminde temizleyici olarak genellikle kimyasal maddeler kullanılır. Süt 

işletmelerinde CIP sisteminde genellikle kostik (NaOH), asit (nitrik asit veya sülfürik asit), 

su ve bazen dezenfektan kullanılır (perasetik asit, klor v.b.). Bu sistemde depo tanklarında 

bekletilen sıvı kimyasallar ekipmanlara pompalanır. Bu aşamada kimyasalların yüzeylere 

temas süresi, sıcaklığı, konsantrasyonu ve güç/hızı sistem etkinliği için büyük önem 

taşımaktadır. Temas süresi en az 5 dakika en fazla bir saat arası olmalıdır. Sıcaklık ise 

genellikle 85-90oC’de uygulanır. Asit uygulamaları 60-70oC’de yapılırken; enzim 

hazırlanan ünitelerin temizliğinde 55 oC geçilmemelidir. Kostik konsantrasyonu en fazla %1 

civarında kullanılırken; asit konsantrasonu da bu değer civarında olmalıdır (Göktan ve 

Tunçel, 2014). Başka bir kaynakta ise konsantrasyonlar kostik için %0,2-0,5; asit için 

%0,08-0,1 arası verilirken, dezenfektanın ise 50-100 ppm civarında bir konsantrasyana sahip 

olması gerekliliği vurgulanmıştır (Kayaardı, 2014).  

 

 

Şekil 2.2. Örnek bir CIP sistemi çizimi (Metin ve Öztürk, 2003) 

 

2.1.3.2. COP-Dışarıda Temizlik Sistemi 

Bu sistem peynir üretim hatlarında daha çok Bulgar tekneleri, bıçaklar, teleme kırma 

bıçakları, maya maşrapaları (maya kadehi), cendere (jüt) bezleri, yerler, drenaj, duvar, 
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tavanlar, personel eli gibi üretim hattı yüzeylerinin temizliği için kullanılır. Bu yüzeyler 

dışında üretim hattına bağlı fakat sökülebilen yüzeylerde COP ile temizlenebilir. Birçok süt 

işletmesinde süt güğümleri, sütün taşındığı tanklar ve bazen salamura tankları COP ile 

temizlenmektedir.  

Bu temizlik türünde fırça gibi mekanik temizleyiciler; %70’lik etik alkol, klor, ozon 

ve perasetik asit gibi kimyasallar; basınçlı hava, sıcak su buharı, UV gibi yöntemler 

kullanılmaktadır (Gibson ve ark., 1999; Demirci ve Gündüz, 2000; Göktan ve Tunçel, 2014). 

İşletme duvarları, tavanları, tabanları ve drenajlar genellikle soğuk su uygulaması, köpüklü 

klor veya perasetik asit bazlı dezenfektan uygulaması sonrası buhar tabancası ile 

temizlenmektedir. Kullanılan bıçaklar, teleme kırma bıçakları ve maşrapalar genellikle su 

ile yıkandıktan sonra dezenfektanlı suda bekletilirken; Bulgar tekneleri su ile yıkanıp asit 

veya alkali bazlı deterjanlarla temizlendikten sonra tekrar su ile yıkanmaktadır. Cendere 

bezleri genellikle asit ya da alkali bazlı deterjanlar ile temizlenip tekrar tekrar 

kullanılmaktadır (Tetrapak, 1995; Gibson ve ark., 1999; Metin ve Öztürk,2003; Lowry, 

2010). 

 

2.1.3.3. Dezenfeksiyon Yöntemleri 

Dezenfeksiyon yöntemleri termal ve kimyasal olarak ikiye ayrılmaktadır. Termal 

uygulamalara örnek olarak kaynamış su, sıcak su ve sıcak buhar verilirken; kimyasal 

uygulamalara örnek olarak klor, asit, iyodoforlar ve hidrojen peroksit verilmiştir (Tetrapak, 

1995). Metin ve Öztürk (2003) termal ve kimyasal uygulamalar yanı sıra radyasyon (UV) 

uygulamasının da kullanıldığını bildirmiştir. UV, işletmelerde genellikle hava temizliği ve 

bıçakların temizliğinde kullanılmaktadır.  

Günümüzde en çok kullanılan yöntemlerden birisi kimyasal dezenfektan 

uygulamasıdır. Kullanılacak dezenfektanın geniş spekturumlu olması, uygun fiyatlı olması, 

kullanım kolaylığı, korozif olmayışı, depolanabilir oluşu, üretim yüzeylerinde renk ve koku 

bırakmıyor oluşu gibi kalite özelliklerine sahip olması gerekmektedir (Metin ve Öztürk, 

2003; Göktan ve Tunçel, 2014; Kayaardı, 2014). İşletme içinde kullanılan sular ise klor, 

ozon veya ultrafiltrasyon gibi yöntemler kullanılarak dezenfekte edilmektedir (Metin ve 

Öztürk, 2003; Casani ve ark., 2005). 

Dezenfeksiyon işlemi üretim bitiminde veya üretime başlamadan önce 

yapılabilmektedir. Doğru durulama işlemi, dezenfeksiyonun üretimden hemen sonra 

yapılması durumu yüzeylerin zararlanmaması için önemliyken; üretimden hemen önce 
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yapılan işlemlerde, kalıntının ürüne bulaşabilir olması nedeniyle büyük önem taşımaktadır 

(Tetrapak, 1995, Lowry, 2010). 

 

2.2. Süt ve Süt Ürünleri Üretim Hatlarında Biyofilm Oluşumu ve Quorum 

Sensing 

Süt ve süt ürünleri üretim hatları yüzeyleri, ham maddenin besin elementleri açısından 

mikroorganizmaların gelişmesi açısından uygun ortamlardır. Süt ve süt ürünlerinde bozulma 

ve/veya hastalık etmeni birçok mikroorganizmanın varlığını rapor eden araştırmalar 

mevcuttur (Koasta ve ark., 2010). Ülkemizde yapılan çalışmalardan çiğ sütün toplam 

yükünün 6-8 log civarında rapor edildiği görülmektedir (Öksüz,1996; Evrensel ve ark.,2001; 

Temelli ve ark. 2006; Özder ve Önal, 2007; Kesenkaş ve Akbulut, 2010). Bu nedenle süt 

üretim hattı, yüzeylerin doğru ve etkin temizlenmemesi durumunda ciddi kontaminasyon 

kaynağıdır. Yağlı ve besinsel değeri yüksek hammaddenin mikrobiyal yükünün fazlalığı, 

üretim hattının ve üretim ortamının uygun temizlenmemesi üretim hatlarında 

mikroorganizmaların yüzeylere tutunmasına, daha sonrasında biyofilm oluşturarak sürekli 

bir mikrobiyal kontaminasyona sebep olmaktadır. 

 

2.2.1. Biyofilm Tanımı, Mekanizması ve Mikroorganizmalara Sağladığı Yararlar  

2.2.1.1. Biyofilm Tanımı 

Biyofilm; üç boyutlu, ekzopolisakkarit (EPS) ile çevrelenmiş, su kanalları ve çok katlı 

bakteri tabakaları içeren bir yapıdır (Kumar ve Anand, 1998; Salo ve ark., 2005; Öner ve 

Ölmez, 2006; Gün ve Ekinci, 2007; Mariana ve ark., 2009; O’Toole, 2011; Magesh ve ark., 

2013). Değişik mikrobiyal türlerin, kendilerini çevresel etkenlerden korumak ve besin 

kaynağını daha verimli kullanmak için oluşturdukları mikro-ekosistem olarak da 

tanımlanabileceği gibi, birbirine ya da bir yüzeye yapışık bakterinin organik bir polimer 

matriks içine gömülmesi olarak da tanımlamaktadır (Kumar ve Anand, 1998; Gün ve Ekinci, 

2009; Mariana ve ark., 2009; Laurenço ve ark., 2011).  

 

2.2.1.2. Biyofilm Oluşum Aşamaları 

Mikroorganizmaların biyofilm oluşturması çeşitli aşamalardan meydana gelmektedir. 

Biyofilm oluşumu rastgele bir süreç değildir. Bakteri bir yüzey ile karşılaştığında, genetik 

olarak belirlenmiş bir seri süreç birbirini izler. Mikroorganizmalar çevrede planktonik 

(bireysel, serbest olarak) olarak veya sesil (yerleşik) olarak bulunmaktadır. Planktonik 

hücreler bireysel olarak serbest yaşarlar. Yerleşik hücreler ise bir yüzeye tutunur ve bir araya 
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gelerek topluluk halinde fonksiyonlarını gerçekleştirirler. Bakterilerin yüzeye tutunmaları 

zamana bağlı bir oluşumdur ve bu durum dönüşümlü ve dönüşümsüz olmak üzere iki 

basamakta incelenebilir (Kumar ve Anand, 1998; Poulsen, 1999; Mariana ve ark., 2009). 

Dönüşümlü tutunma aşamasında; mikroorganizma yüzey ile tam olarak temas halinde 

değildir. Yüzeyin yakınındadır. Ancak uzun mesafede elektrostatik güçler, hidrofobik 

etkileşimler ve Van der Walls güçleri ile zayıf etkileşim içindedir. Bu aşamada basit 

durulama işlemiyle bile ortamdan uzaklaştırılabilir (Costerton ve ark., 1995; Poulsen, 1999; 

Lindsay ve Von Holy, 2006). Dönüşümsüz tutunma aşamasında ise mikroorganizma ile 

yüzey arasında kısa mesafeli etkileşimler olan dipol-dipol etkileşimi, hidrofobik 

etkileşimler, iyon-dipol etkileşimi, iyonik ve kovalent bağlar ve hidrojen etkileşimleri 

oluşmaktadır. Flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS oluşturarak yüzeylere dönüşümsüz 

olarak bağlanabilirler (Ekinci ve Gün, 2009). Yüzeye tutunan bakteri hücreleri, membrana 

bağlı proteinlerden EPS üretir. Yüzey proteinleri, biyofilm matriksi içinde Biyofilm 

Birleşmiş Protein Yapısı (BAP-Biyofilm associated protein)’ını oluşturmaktadırlar. Bu yapı 

ile birlikte, organizmanın yüzeye kolonize olması ve burada sürekli kalmasının yolu 

açılmaktadır (Vanholt ve Michiels, 2005; Lasa ve ark., 2006). Ancak EPS oluşturmayan bazı 

bakteri türlerinin de yüzeylere bağlanabildiği belirtilmektedir. Dönüşümsüz basamakta, 

hücrelerin yüzeylerden uzaklaştırılması fırçalama ve kazıma gibi güçlü işlemlerin 

yapılmasını gerektirmektedir (Lasa ve ark., 2006; Lindsay ve Von Holy, 2006; Gün ve 

Ekinci, 2009). 

Biyofilm oluşumunun son aşaması koloni oluşumudur. Bir yandan tutunan bakteriler 

gelişip çoğalırken diğer yanda EPS diğer serbest-sesil (planktonik) bakterilerinde yüzeye 

tutunmasını sağlar. Bir bakteri hücresi yüzeyde koloni oluşturduktan sonra (ilk koloni), aynı 

yüzeye diğer bakteriler de koloni oluşturur (ikincil koloni) (Poulsen, 1999; Lindsay ve Von 

Holy, 2006; Salo ve ark., 2006; Gün ve Ekinci, 2009; Karakaya ve ark., 2012). Biyofilm 

büyüdükçe, polimer matriksinde kapsül oluşturmuş mikroorganizmalarda da artış görülür. 

Daha sonraki evrede ise, mikrokoloniler büyürler ve kompleks, mantar şeklindeki yapılara 

veya kulelere dönüşürler (Poulsen, 1999; Vanholt ve Michiels, 2005; Gün ve Ekinci, 2009). 

Çeşitli yüksekliklerde kuleler oluşturan mikrokolonilerin aralarında, besinlerin ulaştırılması 

ve metabolik atık ürünlerin uzaklaştırılması için primitif bir dolaşım sistemi olarak görev 

yapan su kanalları bulunmaktadır (Poulsen, 1999; Kumar ve Anand, 1998). 

Biyofilm gelişiminin kopma veya ayrılma evresinde tek bir bakteri veya bakteri 

kümeleri biyofilm tabakasından koparak ortama yayılır. Bu ayrılma işlemi dış kuvvetlerin 
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etkisiyle olabileceği gibi, biyofilm oluşum basamağının bir parçası olarak tek bir hücrenin 

veya çoklu hücrelerin kopmasının bir sonucu olabilir (Poulsen,1999; Gün ve Ekinci, 2009). 

 

 

Şekil 2.3. Bakterilerin paslanmaz çelik yüzeyde biyofilm oluşturma aşamaları (Gün ve 

Ekinci, 2009) 

 

2.2.1.3.Mikroorganizmalara Sağladığı Yararlar  

Biyofilm içinde yaşam mikroorganizmalar için daha olumlu şartlar getirdiğinden 

biyofilm oluşumu bu canlılar için bir tercih nedenidir. Mikroorganizmalar biyofilm yapısı 

içerisinde olduklarında çeşitli antimikrobiyallere, antiseptik ve endüstriyel biositlere karşı 

daha dirençli bir konumdadır. Biyofilm içindeki bakterilerin planktonik hallerine göre 10-

1000 kat daha dirençli oldukları belirtilmektedir (Douglas, 2003). Biyofilmin matriks yapısı 

fiziksel güçler ve dezenfektanlara karşı mikroorganizmaları koruduğu gibi küçük 

moleküllerin biyofilm yapısı içine difüzyonunu da yavaşlatarak bütünlüğünü mükemmel bir 

şekilde korumaktadır (Ölmez, 2009). Dönüşümsüz tutunma ve sonrası aşamalarda artık 

fırçalama ve kazıma ile bile uzaklaştırılamayabilmektedir. Bu yapı içerisinde; farklı besinsel 

gereksinimlere sahip birçok mikroorganizma bir arada bulunabilmektedir. Bu yakınlık 

nedeniyle biyofilm içerisinde genetik materyal transferi de gerçekleşebilmektedir (Ekinci ve 

Gün, 2009; Ölmez, 2009; Shi and Zhu, 2009; Høiby ve ark., 2010; Simoes ve ark., 2010). 

 

2.2.2. Quorum Sensing ve Biyofilm Oluşumuna Katkısı, Antiquorum Sensing 

2.2.2.1. Quorum Sensing 

Quorum sensing ise mikroorganizmalar arası kimyasal iletişim sistemidir. 

Mikroorganizmalar bu sistemi kullanarak çevrelerindeki mikroorganizmaların yoğunluğunu 

belirlemektedir (Gün ve Ekinci, 2009; Federle ve Bassler, 2017). QS sinyalleri genetik bir 
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düzenleme mekanizması olup, bilinen ilk örneği “biyolüminesans” (bakterilerde ışık 

oluşumu)’dır. Quorum sensing kullanan mikroorganizmalar kendi çevresini izlemekte, 

populasyon yoğunluğu hakkında bilgi almakta ve gerektiğinde hedef gen bölgesini 

belirlemek için kullanmaktadır. Sonuçta populasyonun fizyolojisi ve davranışlarında birçok 

değişiklik yapılabilmektedir (Karaboz ve Sukatar, 2004; Federle ve Bassler, 2017). 

Fuga ve ark. (1994) tarafından yapılan bir çalışmada bakterilerin bu sistemi; 

antibiyotik biyosentezi, konjugasyon, önemli virülens faktörlerinin üretimi ve biyofilm 

oluşumu gibi çok çeşitli fizyolojik işlemlerde kullandığı bildirilmiştir. Ayrıca ortak yaşam, 

hareketlilik ve sporulasyon özelliklerinin ortaya çıkışı için de yine quorum sensing’in 

kullanıldığı belirtilmektedir (Gün ve Ekinci, 2009). Bassler (2002)’ye göre ise 

Biyolüminesans oluşumu, biyofilm oluşumu, virulans faktör üretimi, spor üretimi ve üreme 

quorum sensing sinyalleri ile düzenlenmektedir. 

 

2.2.2.2. Quorum Sensing Sinyal Molekülleri 

“Quorum sensing” sistemi içinde en önemli rolü hücreler arası sinyal molekülleri 

üstlenmektedir. Mikroorganizmalar sinyal moleküllerini ortama salarak diğer 

mikroorganizmalar ile bu sinyal molekülleri vasıtasıyla kimyasal bir iletişime 

geçmektedirler. Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalar kendi aralarında veya 

birbirleri ile iletişim kurabilmektedir. Buna ek olarak; aynı tür veya farklı türler arasında 

sinyal molekülleri ile etkileşim olabildiği gibi farklı cinsler arasında da pozitif veya negatif 

yönde etkileşim olduğu gözlenmiştir (Bassler, 2002; Gün ve Ekinci, 2009; Tınaz, 2012). 

Quorum sensing haberleşme sisteminde üç farklı tipte sinyal molekülü 

kullanılmaktadır. Gram negatif bakteriler Lux I/LuxR üretici-reseptör sistemini kullanarak 

Acil-homoserin lakton (AHL)’u sinyal molekülü olarak kullanmaktadır. Gram pozitif 

mikroorganizmalar ise oligopeptit / iki parçalı reseptör sistemini kullanarak kendini 

düzenleyici peptitleri (Autoinducer peptides-AIPs) sinyal molekülü olarak kullanmaktadır. 

Gram pozitif ve gram negatif bakteriler arası iletişim ise Lux S / AI-2 tipi sistemi kullanarak, 

otoindüser-2 (Autoinducer-2-AI-2) sinyal molekülü vasıtasıyla sağlanmaktadır (Bassler, 

2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Tınaz, 2012; Federle ve Bassler, 2017). 

Gram negatif bakteriler için her bir gram negatif bakteri, kendine özgü bir AHL veya 

AHL’ler kombinasyonu üretmekte; böylece, sadece kendi bireylerinin tanıyıp yanıt vermesi 

sağlanmaktadır. Dışarıya difüzyon ile salınan AHL konsantrasyonu, belirli bir eşik düzeye 

gelince, yine diffüzyonla membrandan içeriye girerek sitoplazmik eşleniği olan Lux R 

proteinine bağlanmaktadır. Oluşan Lux R ve AHL kompleksi özel DNA promotor 



 

12 

elementlerine bağlanarak, hedef genlerin transkripsiyonuna olanak sağlamaktadır (Bassler, 

2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Federle ve Bassler, 2017)  

Gram pozitif bakterilerin hücre duvarları, iletişim sisteminde kullanılan otoindükleyici 

peptitler (AIP) olarak bilinen bu oligopeptitler için geçirgen değildir. Hücreden dış çevreye 

oligopeptid yapıdaki AIP sinyallerinin taşınması hücre yüzeyindeki taşıyıcılar (prekursör) 

ile gerçekleşmektedir. AIP sinyalleri 5 ile 7 adet amino asit zincirlerinden oluştuğu 

bildirilmiştir. Sinyaller hücre dışında eşik değere geldiğinde hücre zarında konumlanan 

birinci reseptör histidine kinazı aktive etmektedir. Bir sonraki aşamada membran içindeki 

reseptör fosforlanarak aktiflenmekte ve hedef genlerin transkripsiyonuna olanak 

sağlamaktadır (Bassler, 1999; Bassler, 2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Waters and Bassler, 

2005; Skandamis and Nychas, 2012; Federle ve Bassler, 2017). 

 

 

Şekil 2.4. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin QS sistemi (Tınaz, 2012) 

 

Hibrit iletişim sistemi ise Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tarafından 

kullanılmaktadır. Bu sisteme AI-1 ve AI-2 sinyallerinin dahil olduğu belirtilmiştir (Bassler, 

1999; Waters and Basler, 2005). AI-1 (HAI-1) sinyali bir homoserin lakton türü olup; 

üretimi Lux I varlığına bağlı değildir, S-adenosylmethionine(SAM) yapısında olan sinyal 

LuxLM proteini tarafından üretilmektedir. AI-2 sinyalinin ise bir furanosil borat yapısında 

olduğu belirtilmiştir (Bassler, 2000). Lux S geni birçok bakteri türünde olduğundan, 

çalışmalarda AI-2 sinyal varlığının araştırılması daha yaygın bir uygulamadır (Federle ve 

Bassler, 2017). LuxS/AI-2 tarafından düzenlenen davranışlar arasında virülens, hareketlilik, 

toksin üretimi, antibiyotik üretimi, biyofilm oluşumu, biyolüminesens, vb. pek çok 

davranışın yer aldığı görülmektedir (Karaboz ve Sukatar, 2004; Federle ve Bassler, 2017). 
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2.2.2.3. Quorum Sensing’in Biyofilm Oluşumuna Katkısı 

QS sinyal üretimi mikroorganizmaların üreme eğrisi ile doğru orantılıdır. Bu nedenle 

lag ve eksponansiyel faz sonrası durağan fazda olan bir kültürde QS sinyal moleküllerinin 

etkisi daha kolay gözlemlenebilmektedir (Avcı, 2009). Pseudomonas aeruginosa’nın 

biyofilm oluşumu için QS’i kullandığının keşfi ile QS’in biyofilm oluşumundaki rolü 

araştırılmaya başlanmıştır (Bassler, 2002; Karaboz ve Sukatar, 2004; Waters ve Bassler, 

2005). Yüzeye tutunan bakterilerin sayısı arttıkça, bakteriler tarafından üretilen QS 

sinyallerinin lokal konsantrasyonlarının artmakta ve biyofilm oluşumuna yönelik bir dizi 

işlem başlatılmaktadır (Arnold ve Silvers, 2000; Bassler, 1999; Bassler, 2002).  

Biyofilm oluşum sürecinde QS molekülleri adezyonda, mikrokolonilerin oluşumunda 

ve sonrasında biyofilm içinde kanalcıklar açmak suretiyle biyofilmden kopan mikro-

organizmaların bir başka yere gidip tutunmasında görev almaktadırlar. Quorum sensing 

sistemi hasarlı mutant suşlarda oluşan biyofilmler gevşek olmakta, hidrojen peroksite ve 

nötrofillere daha duyarlı hale gelmektedirler (Shih ve Huang, 2002; Suntharalingam and 

Cvitkovitch, 2005). 

 

2.2.2.4. Antiquorum sensing (Quorum Quenching) 

Antiquorum sensing veya “Quorum Quenching” (QQ) hücreler arası iletişimin 

inhibisyonudur. QQ stratejisi temel olarak üçe ayrılmaktadır: a) QS sinyal inhibisyonu, b) 

QS reseptörü inhibisyonu, c) QS sinyali biyosentezinin inhibisyonu (Dang ve ark., 2007; 

Kuyun ve ark., 2009; Eriş, 2011; Skandamis ve Yaşa, 2012; Tan ve ark., 2013; Bai A ve 

Vittal, 2014; Fetzner, 2015; Lade ve ark., 2014). 

QS sinyal inhibisyonunda sinyalin yapısı büyük önem taşımaktadır. Yatest ve ark. 

(2002) tarafından kısa zincirli AHL’lerin uzun zincirli AHL’lere oranla daha kolay 

bozulduğu çalışmalarla ortaya konulmuştur (Grandclèment ve ark., 2015). Yine QS 

sinyalleri gibi davranan bazı maddeler (kimyasallar ve doğal madde ekstraktları) reseptörlere 

bağlanarak hücreler arası iletişimi kesmektedir. Özellikle halojene edilmiş furanonlar sinyal 

gibi davranabilmektedir. Mainfield ve ark. (1999) tarafından yapılan bir çalışmada Delisea 

pulchra isimli bir deniz alginden elde edilen halonije edilmiş furanonların (OHHL “-3- 

(oxohexanoy1)-L-homoserine lactone) AHL sinyali gibi davrandığı, AHL reseptörlerine 

bağlanan furanonların quorum quenching etkiye sahip olduğu belirlenmiştir. Aynı çalışmada 

etil alkolde çözündürülmüş halonije furanonların AHL üreticisi Esherichia coli ‘in qs ile 

gerçekleşen gen ekspresyonunu da azaltarak gelişimini azalttığı belirlenmiştir. Yine Bacillus 

spp, Pseudomonas spp. ve Agrobacterium spp.’e ait bazı bakteri türleri kendileri de sinyal 
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üreticisi olmasına rağmen sinyal kesici enzimler üretebilmektedir. İlgili türler, diğer rakip 

mikroorganizmaların sinyallerine antagonistik etki göstermektedir (Dong ve ark., 2007; 

Grandclèment ve ark., 2016). Dong ve ark. (2007) tarafından yapılan derleme çalışmasında 

Bacillus thuringiensis’in AHL-laktonaz enzimi, Pseudomonas aeruginosa PAO1’nın AHL-

açilaz enzimi ürettiğinden bahsetmişlerdir. Sio ve ark. (2006) tarafından yapılan çalışmada 

fırsatçı bir insan patojeni olan P. aeruginosa PAO1’in N-acyl-homoserine lactone 

(AHL)’den bağımsız quorum sensing sistemi kullanmasının nedeni araştırılmıştır. 

Çalışmada bakteride bulunan PA2385 genin AHL-açilaz enzimi üretimini sağladığı ve bu 

enzimin birçok AHL türü üzerine quorum quenching etkisine sahip olduğu tespit edilmiştir. 

Konakçıların (insan, tavşan, fare, at, koyun, inek gibi memeliler) hücrelerinde ve bağışıklık 

sistemlerinde doğal olarak bulunan paraoksonaz enzimleri nedeniyle QS sinyalleri 

parçalanabildiği belirtilmiştir. AI-2-kinaz enzimi ise Esherichia coli ve diğer enterik 

bakteriler tarafından üretilmektedir (Fetzner, 2015).  

Yine enzim, kimyasalların ve doğal ekstraktlarının QS reseptörlerine bağlanarak 

inhibisyonunu sağladığı da belirtilmiştir (Dong ve ark., 2007; Eriş, 2011; Grandclèment ve 

ark., 2016). Abolghait ve ark. (2011) tarafından yapılan çalışmada inek ve deve sütünün 

Cromobacterium violaceum tarafından üretilen kısa zincirli AHL sinyalleri üzerine etkileri 

incelenmiştir. Çalışmada her iki süt türünün de AHL sinyallerini inhibe edebildiği 

belirtilirken; inek sütünün yağ içeriği nedeniyle AHL inhibisyon değerinin deve sütüne 

oranla daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Almasoud ve ark. (2016) tarafından yapılan bir 

çalışmada ise su ile hazırlanan %4 oranında hazırlanan laktik asit ve malik asit 

solüsyonlarınun AI-2 sinyali üreticisi Esherichia coli ve Salmonella Typhimurium 

gelişimini %80 oranında azaltabildiği tespit edilmiştir. Bakteriofajlar ise QS sinyali 

oluşumuna sebep olan genlerin aktivitelerini engellemek için kullanılmaktadır (Patterson ve 

ark., 2016; Hoque ve ark., 2016). Patterson ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada 

Serratia spp.’e ait QS sinyali oluşumundan sorumlu CRISPR-Cas sistemi bakteriofaj 

kullanılarak inhibe edilmiştir. Hoque ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada ise Gram 

pozitif bir bakteri olan Vibrio cholerea’nin QS sinyalleri olan CAI-1 ve AI-2 sinyallerinin 

üretiminden sorumlu genler avcı bakterifajlar tarafından inhibe edilmiştir.  

 

2.2.2.4.1. Doğal Ekstraktların Antiquorum sensing Etkisi 

Doğal ürünlerin iyileştirici etkisi tarih boyunca bilinmekte ve geleneksel yöntemlerde 

insan ve hayvanların iyileştirilmesi için kullanıldığı bilinmektedir (Burt, 2004; Koh ve ark., 

2013). Doğal ürünlerin iyileştirci etkisinin kökeninde mikroorganizmaların bulunduğu 
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ekolojik denge içinde yetişmeleri, insan ve hayvan bağışıklık sistemince tanınmaları ve 

bağışıklık sistemini mikroorganizmalar için uyarıcı olmalarının bulunduğu 

düşünülmektedir. Bitkiler yetiştikleri ekosistemde mikroorganizmalar ve onları oluşturduğu 

sinyaller ile karşılaşmakta ve kendilerini bu mikroorganizmalardan korumak için quorum 

sensing sinyallerinin benzerlerini üretebilmektedir. Bu nedenlerle doğal maddelerin quorum 

sensing sinyali üreticisi mikroorganizmaların sinyalleri üzerine de etkili olabileceği fikrine 

varılmıştır (Koh ve ark., 2013). Doğal maddelerin ekstraklarının quorum quenching 

etkilerinin varlığı literatür de belirtilmiştir. Bu ekstraktların quorum quenching etkiyi 

quorum sensing sinyalleri gibi davranarak ve sinyallerin bağlandığı reseptörleri parçalayarak 

sağladığı bildirilmiştir (Dong ve ark., 2007; Eriş, 2011; Kalia, 2012; Grandclèment ve ark., 

2016). 

Burt (2004) tarafından yapılan çalışmada Tyhmus vulgaris, Camellia sinensis ve 

curcumin esansiyel yağlarının bazı mikroorganizmalar üzerine antimikrobiyal etkileri 

derlenmiştir. Thymus vulgaris’in Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimirium, Listeria 

monocytogenes ve Esherichia coli üzerine; Camellia sinensis’in E. coli, S. aureus, Shigella 

dysenteria ve Bacillus cereus üzerine; curcuminin ise E. coli ve B. cereus üzerine 

antimikrobiyal etkisinin olduğu vurgulanmıştır. Mihalik ve ark. (2008) tarafından yapılan 

çalışmada ise Camellia sinensis’in su ile hazırlanan ekstraktının Pseudomonas aeruginosa 

PAO1’in AHL sinyalleri üzerinde inhibisyon etkisi olduğu tespit edilirken; Camellia 

sinensis ekstraktının sinyal gibi davranarak sinyal reseptörlerine bağlandığını 

belirlemişlerdir.  

Nagy (2010) tarafından yapılan çalışmada Panax ginseng ve Thymus vulgaris’in kısa 

zincirli AHL sinyallerini inhibe edildiği tespit edilirken; Panax ginseng’in bağışıklık sistemi 

üzerine etkili olduğu ve kanseri önleyici olduğu, Thymus vulgaris’in soğuk algınlığı üzerine 

iyileştirici etkiye sahip olduğu vurgulanmıştır. Çalışmada ayrıca Thymus vulgaris’in 

bakteriler, virüsler ve küf-mayalar üzerine antimikrobiyal etkinliği de vurgulanmıştır. Song 

ve ark. (2010) tarafından yapılan çalışmada su ile hazırlanan Çin Panax ginseng’in P. 

aeruginosa PAO1’in AHL sinyalleri üzerinde inhibisyon etkisi olduğu tespit edilirken; 

biyofilm oluşumu için önemli bir faktör olan ekzopolisakkarit (EPS) olumunu azalttığı 

belirlenmiştir. Çalışmada Çin Panax ginseng’in bakterilerin virülens faktörleri üzerine 

inhibe edici bir etkisinin bulunmadığı da belirtilmiştir. Queve ve ark. (2010) tarafından 

yapılan bir çalışmada ise %95 etil alkol ile hazırlanmış Sambicus nigra, Cichorium intybuss 

ve Hypericum perforatum’un ekstraklarının MRSA dirençli S.aureus’un üzerinde 
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antimikrobiyal ve quorum quenching etkilerinin olmadığı; fakat bakterinin toksin gelişimini 

inhibe edebildikleri tespit edilmiştir.  

Alvarez ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada dimetil sülfoksit (DMSO) ile 

hazırlanan propolis ve resveratrol ekstraklarının Chromobacterium violeceum AHL 

sinyalleri üzerine quorum quenching etkisi yanısıra; L. monocytogenes ve E. coli üzerine 

antimikrobiyal etkileri araştırılmıştır. Çalışmada doğal madde ekstraklarının 

Chromobacterium violeceum AHL sinyalleri üzerine quorum quenching etkileri ve 

antimikrobiyal etkilerinin olduğu tespit edilmiştir. Yılmaz (2012) boraksın su ile hazırlanan 

ekstraktının S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve Acinetobacter septicus üzerine 

antimikrobiyal etkisinin olduğu tespit edilmiştir.  

Koh ve ark. (2013) tarafından yapılan çalışmada vanilin, Prunella vulgaris, Panax 

ginseng, Thymus vulgaris, curcumin ve Genoderma lucium’un quorum quenching ve 

antimikrobiyal etkileri derlenmiştir. Çalışmada tüm doğal madde ekstraklarının C. 

violaceum CV026 AHL sinyallerini inhibe edici özelliğinin bulunduğu belirtilmiştir. 

Thymus vulgaris ve curcumin ekstraktlarının E. coli O157:H7 üzerinde antimikrobiyal etkisi 

olduğu belirlenmiştir. Mahmood ve Mahmood (2013) tarafından yapılan çalışmada Panax 

ginseng, Thymus vulgaris, curcumin, Camellia sinensis ve Calendula officinalis esansiyel 

yağlarının antimikrobiyal etkinlikleri derlenmiştir. Çalışmada Panax ginseng esansiyel 

yağlarının E.coli, Sporothrix schenckii, Staphylococcus sp. ve Thychophyton; Thymus 

vulgaris esansiyel yağlarının Vibrio parahaemolyticus, E.coli, S.aureus, P.aeruginosa ve 

virusler; curcumin esansiyel yağlarının E.coli, Vibrio cholera, S.aureus, P.aeruginosa ve 

Enterococcus faecalis; Camellia sinensis esansiyel yağlarının Shigella sp., Vibrio sp., 

Streptococcus mutans ve virüsler; Calendula officinalis esansiyel yağlarının E.coli, 

Salmonella typhi, Klebsiella pneumonia, Enterobacter aerogenes ve Agrobacterium 

tumefaciens üzerinde antimikrobiyal etkisinin bulunduğu belirtilmiştir.  

Chang ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada curcuminin DMSO ile 

hazırlanan ekstraktının C.violaceum CV026 AHL sinyallerini inhibe edici özelliğinin 

bulunmadığı tespit edilmiştir. Tolmacheva ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada ise 

Calendula officinalis’ın %45 etil alkolle hazırlanan ekstraktının C.violaceum CV026 AHL 

sinyallerini inhibe edici özelliğinin bulunduğu tespit edilmiştir.  

Nam ve ark. (2015) tarafından yapılan bir çalışmada Vanilla planifolia’nın saf su ile 

hazırlanan ekstraktının C.violaceum CV026 AHL sinyallerini inhibe edici özelliğinin 

bulunduğu tespit edilmiş; membrane biyoreaktör yüzeylerinde görülen biyofilm oluşumu 

için önemli bir faktör olan EPS’yi yaklaşık %10 oranında azaltabilmiştir. Lade ve ark. (2015) 
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tarafından yapılan bir çalışmada Epigallocathechine gallat (EGCG) ve curcuminin DMSO 

ile hazırlanan ekstraktının yanısıra bu iki doğal ekstraktının bazı mikroorganizmaların 

biyofilm oluşumu üzerine inhisiyon etkisi incelenmiştir. Çalışmada genel itibari ile EGCG 

ekstraktını Pseudomanas spp’nin biyofilm oluşumunu %62, Enterobacteriacea ailesinden 

bakterilerin biyofilm oluşumunu ise ortalama olarak %65 oranında azalttığı belirtilmiştir. 

Curcumin ekstraktının kullanımı durumunda bu oranlar %53 ve %60 olarak gerçekleşmiştir. 

Her iki madde ekstraktının kombinasyonu çalışması sonucunda ise bu oranlar ortalama 

olarak her iki mikroorganizma için de %97 olarak tespit edilmiştir. Araştırmacılar doğal 

madde ekstraktlarının kısa ve uzun zincirli AHL sinyalleri üzerine quorum quenching 

etkilerinide incelemişlerdir. Çalışma sonucunda EGCG ve kombinasyon ekstraktlarının her 

iki tür AHL sinyali üzerinde inhibe edici etkisi görülürken; curcuminin ekstraktının sadece 

kısa zincirli AHL sinyallerini inhibe edici etkisi olduğu tespit edilmiştir. Del Monte ve ark. 

(2015) yaptıkları çalışmada ise Hypericum perforatum’un 9:1 oranında kloroform ve 

metanol karışımı kullanılarak hazırlanmış ekstraktının S.aureus, P.aeruginosa, E.coli, 

B.cereus ve Chronobacter sakazakii üzerine antimikrobiyal etkisinin olduğu tespit edimiştir. 

Serra ve ark. (2016) yeşil çaydan ekstrakte edilen EGCG’ın E.coli’nin biyofilm 

oluşumunu sadece quorum sensing sinyal inhibisyonu dışında hücre içine geçerek, biyofilm 

oluşumunda sorumlu geni etkilediğini tespit etmişlerdir. Çalışmada bu geni etkilenmesi ile 

bakterinin EPS ve fibril gelişimin azaldığı tespit edilirken; yine bakterinin shiga toksin 

üretimini de inhibe ettiğini belirtmişlerdir. Zhang ve ark. (2016) tarafından yapılan bir başka 

çalışmada ise EGCG kullanılarak “ProtecTeaV” isimli bir dezenfektan madde 

hazırlanmıştır. Çalışmada bu dezenfektanın Poliovirüs 1 (PV1) isimli virüsü %50 oranında 

inhibe ettiği görülürken; madde güçlü antiseptik ve virüsidal olarak tanımlanmıştır. 

Son olarak Lade ve ark. (2017) tarafından yapılan bir başka çalışmada membran 

biyoreaktörlerde biyofilm oluşumunu engellemek için yine DMSO ile hazırlanan 

curcuminin ekstraktı kullanılmıştır. Çalışmada doğal madde ekstraktının yanlızca kısa 

zincirli AHL sinyallerini inhibe ettiği; buna karşılık membranda biyofilm oluşumunu %82 

oranında azaltabildiği bildirilmiştir. 

 

2.2.3. Süt ve Süt Ürünleri Üretim Hatlarında Kullanılan Yüzeyler, Korozyon ve 

Biyofilm Oluşumu ile İlgisi 

2.2.3.1. Süt ve Süt Ürünleri Üretim Hatlarında Kullanılan Yüzeyler 

Süt ve süt ürünleri üretim hatlarında ve alanlarında genel itibari ile paslanmaz çelik 

yüzeyler, gıdaya uygun plastik yüzeyler, cendere bezinin yapıldığı Amerikan bezi yüzeyi ve 
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üretim alanın yer-duvar döşemesi olan seramik yüzeyler bulunmaktadır. Çiğ süt tankları, 

pastörizasyon ünitesi, balans tankı, salamura tankı, Bulgar tekneleri, bıçaklar ve taşıyıcı 

borular üretim hattında bulunan paslanmaz çelik yüzeylerdir. Maya maşrapası ve kimi 

işletmelerde pastörize sütün Bulgar teknelerine aktarılmasında kullanılan borular plastik 

yüzeylerken; cendere bezi sık dokulu ve kolay parçalanmayan bir bez yüzeydir. Üretim 

alanlarında duvar, yer ve drenajlar ise aside dayanıklı seramik yüzeylerdir. Gıda sanayisi 

için paslanmaz çelik yüzeyler dışındaki seramik, tekstil ve plastik yüzeyler için korozyon 

söz konusu değildir; fakat bu yüzeylerin kullanılan kimyasallara dayanıklı olması, gıdaya 

istenmeyen madde (toksin ve renk gibi) migrasyonuna neden olmayacak maddelerden 

seçilmesi esastır (Selby, 1955; Van Hout ve Michiels, 2010).  

Süt doğal yapısı nedeniyle asitliği yüksek olmayan içinde yağ gibi hidrofobik 

maddelerin yanı sıra su gibi hidrofilik maddeler içeren bir hammaddedir (Tetrapak, 1995). 

Paslanmaz çelik ise süt içeriğinde bulunan laktik aside oldukça dayanıklı, ürüne koku ve 

renk geçişine sebep olmayan, kolay temizlenebilir bir ürün olduğundan üretim hatlarında 

yoğun olarak kullanılmaktadır (Salas ve ark., 2012; Cvetkovski, 2012). Süt ve süt ürünleri 

üretim hatlarında genel itibari ile paslanmaz çelik 304, 304 L ve 316, 316 L tipleri 

kullanılmaktadır. Paslanmaz çelik 316 içerdiği molibden nedeniyle korozyona daha 

dayanıklıdır. Bu nedenle paslanmaz çelik 316 kullanımı tercih edilmektedir (Flint ve ark., 

2000; Julien ve ark., 2002; Barbosa ve Costa, 2005; Ferreira ve ark., 2013; Singh ve Kumar, 

2014). Paslanmaz çelik 304, 304 L ve 316, 316 L’nın içerikleri Çizelge 2.1’de 

görülebilmektedir (Martin ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014; Nan ve ark., 2016; Verna ve 

ark., 2016). 
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Çizelge 2.1. Paslanmaz çelik (SS) 304, 304 L ve 316, 316 L içerikleri (% ağırlık) 

 

2.2.3.2. Paslanmaz Çelik Yüzeylerde Korozyon  

Süt ve süt ürünleri üretim hatlarında korozyon, hammaddenin yapsından çok temizlik 

için kullanılan kimyasal maddeler nedeniyle oluşmaktadır (Selby, 1955; Cvetkovski, 2012). 

Gıda endüstrisinde görülen başlıca paslanmaz çelik korozyon tipleri çatlak korozyon, 

çukurcuk korozyon, stres kırığı korozyon, taneler arası korozyon, galvanik korozyon ve 

mikrobiyal korozyon olmaka üzere altı adettir (Cvetkovski, 2012; Salas ve ark., 2012).  

Çatlak korozyon, paslanmaz çelik yüzeyin üstünde oluşturulan pasif tabakanın 

parçalanması ile çelik yüzeyde çatlakların oluştuğu, çelik materyalinden bazı iyonların 

serbest kalabildiği bir korozyon tipidir. Çatlak korozyon daha çok içinde klor iyonu taşıyan 

sıvılar ile oluşmaktadır (Çetin, 2007; Cvetkovski, 2012).  

Çukurcuk korozyon ise yüzeyde lokal ve derin çukurların oluştuğu bir korozyon 

türüdür. Başlangıçta pasif tabaka üzerinde açılan çukurlar zaman içerisinde çelik yüzeye 

kadar ulaşabilmektedir. Bu nedenle zaman içerisinde yüzeye oldukça zarar verebileceğinden 

önemli görülmektedir. Stres korozyon, stres ve korozif çevresel özellikler nedeniyle çelik 

yüzeyinde kırıkların oluşumu ile karakterize edilir. Bu tip korozyon genellikle 50oC’nin 

üzerinde klorür uygulamaları sonucunda görülmektedir. Boru hattı, tanklar ve su taşıma 

sistemlerinde stres korozyon görülmektedir (Çetin, 2007; Cvetkovski, 2012).  

Taneler arası korozyon, ısıdan etkilenen alanlarda görülen dar band, lokal kırık 

korozyon olarak tanımlanmaktadır. Bu tip korozyon daha çok standart karbon içeren 

östenitik paslanmaz çeliklerde görülmektedir. Östenitik paslanmaz çelikler %16-26 Cr ve 

%7-22 Ni içeren, kolaylıkla şekillenebilen, kaynak kabiliyetleri iyi ve oksidasyon dirençleri 

SS 

Tipi 

C Ni Mn P Cr Mo Sn Cu N Si Al Cb Fe 

304  0,028 10,12 - - 18,39 - - - - 0,052 - - 71,41 

304 

L 

0,018 10,14 1,72 - 18,68 0,35 - 0,5 0,072 - - - 68,52 

316 0,08 9,86 0,44 0,009 16,67 2,09 0,013 0,49 0,10 0,019 - - 70,23 

316 

L 

0,028 10,2 1,24 - 16,62 2,14  0,3 - 0,282 0,008 0,063 69,12 
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yüksek tipte paslanmaz çeliklerdir. Süt endüstrisinde sıklıkla kullanılan 304 ve 316 tipleri 

östenitik paslanmaz çelikler sınıfındadır. Taneler arası korozyonun çelik yüzeylerde 

görülmemesi için düşük karbon içermeleri (en fazla %0,030) gerekmektedir (Çetin, 2007; 

Akdoğan-Eker, 2009; Cvetkovski, 2012). 

Galvanik korozyon iki farklı ve bağlantılı materyalin aynı iyonik sıvıya maruz kalması 

durumunda elektiriksel bir iletişim olması nedeniyle birinin korozyona uğraması şeklinde 

gerçekleşir. Bu tip korozyon daha çok paslanmaz çelik boruların alüminyum bağlantı 

elemanları ile bağlandığı durumlarda, bağlantı elemanının korozyona uğraması şeklinde 

gerçekleşmektedir (Çetin, 2007; Akdoğan-Eker, 2009; Cvetkovski, 2012). 

Mikrobiyal korozyon ise paslanmaz çelik yüzeylere yapışarak; yerleşen 

mikroorganizmaların metabolize ederek ortaya çıkardığı yan ürünler nedeniyle gerçekleşen 

bir korozyon türüdür. Mikroorganizmlar bu tür korozyonu yüzeye yapışarak; biyofilm 

oluşumu, ekzapolisakkaritler gibi yapışkan yapılar oluşumu, çelik yüzeylerdeki bazı 

iyonların kullanımı, ortam asitliliğinin değişimine katkı yaparak, yüzey koruyucu 

kimyasalların parçalanması ve var olan korozyon reaksiyonunda katalizör etki gösterme gibi 

nedenler gerçekleştirebilmektedir. Örneğin Desulfotomaculum, Desulfovibrio, 

Desulfoarculus, Desulfobacter ve Desulfotignum spp. gibi sülfat indirgeyen bakteri 

türlerinin düşük alaşımlı çeliklerde demir konsantrasyonunu etkileyerek korozyona sebep 

olduğu bildirilmiştir (Beech ve Sunner, 2004; Çetin, 2007; Salas, 2012: San ve ark.,2013). 

 

2.2.3.3. Paslanmaz Çelik Yüzey Korozyonunun Biyofilm Oluşumuna Etkisi  

Gıda endüstrisinde kullanılan çelik yüzeylerde biyofilm ve korozyon oluşumu birbiri 

üzerine sinerjistik etkisi olan iki faktördür (Beech ve Sunner, 2004). Bellon-Fontaine ve ark. 

(1990) tarafından paslanmaz çeliğin topoğrafyası ve yüzeyinin fizikokimyasal yapısının 

bakterilerin bu yüzlere yapışma oranlarını değiştirdiği bildirilmiştir. Başta bakteriler olmak 

üzere mikroorganizmalar hidrofilik bir yapı sergilemektedir. Beech ve Sunner (2004), 

korozyon sırasında yüzeylerin oksidasyon-redüksiyon potansiyelinin değiştiğini 

vurgulamış; bu durumun mikroorganizmaların yüzeylere yapışabilmesi ve yerleşebilmesi 

üzerine etkili olduğu savunulmuştur. Hidrofilik yapı sergileyen paslanmaz çelik yüzeylerden 

yine hidrofilik ürünlerin işlenmesi durumunda hidrofilik mikroorganizmaları yüzeylere 

yapışma oranı artmaktadır (Flint ve ark., 2000). Yine yüzeylerin pürüzlülüğünün biyofilm 

oluşturacak planktonik hücrenin yüzeye yapışmasında büyük öneme sahip oduğu 

bilinmektedir (Ammar ve ark., 2015). Flint ve ark. (2000) ve Jullien ve ark. (2002) yaptığı 

çalışmalarda pasifize edilmiş ve/veya temizilik uygulanmış paslanmaz çelik yüzeylerin son 



 

21 

derece pürüzlü olduğu belirlenmiştir. Ayrıca kimyasal korozyonuna uğrayan paslanmaz 

çelik yüzeyler de biyofilm oluşumuna destek olacak şekilde daha pürüzlüdür (Aruliah ve 

Ting, 2014; Klämpfl ve ark., 2014; Bozorg ve ark., 2016).  

Bakteriyel biyofilm oluşumu paslanmaz çelik yüzeylerin üzerinde pasifizasyon sonucu 

oluşan metal oksit tabakada gerçekleşmektedir (Kruszewski ve ark., 2013). Biyofilmler, 

kompleks yapısı içinde bulunan hücre dışı ürünler, inorganik ve organik atıkların passivize 

paslanmaz çelik yüzey ile etkileşim haline girerek korozyonun ilerlemesine, üründe 

mikrobiyal kontaminasyona, kokuya ve renk değişimlerine sebep olmaktadır (Beech ve 

Sunner, 2004; Seyeux ve ark., 2015). 

Kruszewski ve ark. (2013) tarafından yapılan çalışmada hiç bir muameleye maruz 

bırakılmamış paslanmaz çelik 316 L ile oktadesilfosfonik asit ile muamele edilmiş 

paslanmaz çelik 316 L yüzelerde biyofilm oluşturan Staphylococcus aureus hücre miktarları 

tespit edilmiştir. Çalışmada ilk 2 saatte yüzeylerde biyofilm oluşturan hücre miktarları sırası 

ile 8,03 ve 7,51 logkob/cm2 olarak tespit edilirken; 24 saat sonunda bu sayı 4,03 ve 5,63 

logkob/cm2 olarak tespit edilmiştir. Seyeux ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada ise 

piyasada bulunan paslanmaz çelik 316 L ile Cr (krom) oranı arttırılarak modifiye edilmiş 

paslanmaz çelik 316 L pasivizasyon sonrası Esherichia coli ile muamele edilmiş ve 1 saatte 

yapışan bakteri hücre miktarı elektron mikroskobu ile tespit edilmiştir. Çalışmada her bir 

çelik plaka yüzeyinden 10 farklı görüntü alınmış ve yapışan hücre miktarı belirlenmeye 

çalışılmıştır. 1 saat sonucunda paslanmaz çelik 316 L yüzeyinin %20’sinin bakteri hücreleri 

ile kaplandığı görülmüş; modifiye paslanmaz çelik 316 L yüzeyinin hemen aynı oranda 

bakteri hücresi ile kaplandığı tespit edilmiştir. 
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BÖLÜM 3                                                                                                                                   

MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Araştırma Planı 

Araştırmamız birbirini takip eden dört çalışma şeklinde planlanmıştır. İş planı ekte 

gösterilmiştir (Ek 1). Birinci çalışmada, Ezine yöresinde faaliyet gösteren üç farklı Ezine 

peyniri üreticisinin üretim hattından ve ortamdan örnekler alınmış, mikrobiyal yükler 

belirlenmiş ve izolatlar alınmıştır. Bu izolatlar fenotipik olarak tanımlanmış ve biyofilm 

oluşturma kapasiteleri iki farklı yöntem ile belirlenmiştir. Biyofilm oluşturna potansiyeli 

olan izolatların biyofilm oluşumu için önemli bir faktör olan iletişim sinyalleri (quorum 

sensing) tespit edilmiştir 

İkinci çalışma kapsamında üretim hatlarından ve alanlarından izole edilmiş olan 

biyofilm pozitif izolatlar üzerine etkili olabilecek doğal, antibiyofilm ve quorum quenching 

maddeler belirlenmeye çalışılmıştır. Biyofilm pozitif izolatlar üzerine antimikrobiyal etki 

gösteren maddelerin antibiyofilm potansiyelleri olduğu kabul edilmiş, AHL ve AI-2 iletişim 

sinyallerini kesebilme durumları incelenmiştir. Hem antibiyofilm hem quorum quenching 

(iletişim sinyallerini inhibe edici) özellik taşıyan maddelerin MİK, MBK ve % inhibisyon 

değerleri belirlenmiştir.  

Üçüncü çalışmada ise antibiyofilm ve quorum quenching etkisi olan doğal maddelerin 

ikili, üçlü ve dörtlü kombinasyonlarının seçilen izolatlar üzerine antimikrobiyal etkisi ile 

birlikte % inhibisyon değerleri tespit edilmiştir. 

Çalışmanın son bölümünde ise, ilk çalışmada temizlik öncesi ve temizlik sonrası yüzey 

yükleri belirlenerek temizlik prosedürlerinin etkinliği belirlenmiş olan firma B’nin CIP 

prosedürü birebir kullanılmıştır. Laboratuvar ortamında paslanmaz çelik 316 L’den üretilen 

plakalar üzerinde gerçek süt ortamında geliştirilen biyofilm pozitif izolat geliştirilmiştir. 

Üzerinde 24 saat boyunca mikroorganizma geliştirilmiş çelik plaka yüzeyleri üzerine CIP 

sisteminin, firma tarafından kullanılan ticari dezenfektanın ve tarafımızdan geliştirilen doğal 

dezenfektan formüllerin etkileri araştırılmıştır. Etkilerin araştırılması sırasında CIP 

prosedürünün, ticari dezenfektan ve doğal dezenfektan formüllerini çelik plaka sesil ve 

biyofilm oluşturan hücrelerini azaltma miktarı, çelik plakalar üzerine korozif olma durumları 

konusunda tespitler yapılmıştır. 

Her çalışmada kullanılan materyal ve metot ayrı ayrı belirtilmiştir. 
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3.2. Çalışma 1. Peynir Üretim Hatlarının Mikrobiyolojik Yükünün Belirlenmesi, 

İzolatların Alınması, Tanımlanması, Biyofilm Kapasitesinin ve Quorum Sensing Sinyal 

Varlığının Belirlenmesi 

3.2.1. Yüzey Örnekleme  

Bu çalışma kapsamında Ezine peyniri üretimi yapan üç farklı işletmenin hattından 

firmaların teknik elemanları ile birlikte yapılan tehlike analizi sonucu örnekleme noktaları 

belirlenmiştir (su, çiğ süt tankı, balans, çelik boru, plastik boru, Bulgar teknesi, cendere bezi, 

teleme kırma bıçağı, üretim bıçağı, maya maşrapası, duvar, drenaj, üretim havası, dolum 

havası, üretim personeli, dolum personeli, salamura teknesi). Üç farklı firmadan belirlenen 

ortak noktalardan üç farklı mevsimde (Nisan 2015-Ekim 2015 arasında) üç defa, iki paralel 

olarak örnek alınmıştır. Ayrıca bir firma üretim hattından bir örnek alım periyodunda CIP 

öncesi ve sonrası örnek alınarak; CIP’in etkisi belirlenmeye çalışılmıştır. 

 

3.2.2. Kültürler 

Quorum sensing varlığı ve quorum quenching (iletişim sinyal inhibisyonu) 

çalışmalarında indikatör olarak kullanılan Chromobacterium violaceum CV026, 

Agrobacterium tumefaciens A136 ve Vibrio harveyi BB 170 bakteri kültürleri Prof.Dr. Ji 

Hyang Kweon ve Dr. Hashade Lade tarafından Konkuk Üniversitesi, Çevre Mühendisliği 

Bölümü, Seul, Güney Kore’den sağlanmıştır.  

 

3.2.3. Yöntem 

3.2.3.1. Yüzey, Su ve Hava Örneklerinin Alınması 

Belirlenen yüzeylerden örnekler, 10 mL %0,1’lik peptonlu su (Merck 107228, 

Almanya) ile ıslatılan steril swap çubukları ile 100 cm2’lik alandan sürüntü şeklinde 

alınmıştır. Üretim ve dolum personeli örnekleri, üç dönemlik örneklem süresince aynı 

personelin her iki elinden alınmıştır. İşletme içinde kullanılan sudan alınan örnekler, 

klorlama ihtimaline karşı içine %0,1’lik sodyum tiyosülfat (PubChem CID: 24477) içeren 

200 mL’lik şişelere alınmıştır (Karapınar, 1994; AOAC, 2000). 

Hava örneklerinin alınması için ise Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Çevre 

Mühendisliği Bölümü’nden hava örnekleme cihazı (SKC Biostage-28L/sn., ABD) 

alınmıştır. Cihazın filtre yüzeyi %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilerek kullanılmış; 4 dk. 

boyunca hava örneği alınmıştır (Rao ve ark., 2012; FDA, 2017). 

Hızlı yöntem olarak yüzeyin mikrobiyal yükünün belirlenmesi için kullanılan ATP-

Biyolüminesans yönteminde ise ürüne (ATP-Lüminumetre PD-10 Kikkoman Co., Japonya) 
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ait özel swaplar ile örnekler 100 cm2’lik alandan sürüntü şeklinde alınmıştır (Ayçicek ve 

ark., 2006; İpek ve Zorba, 2014).  

 

3.2.3.2. Test Örneği Hazırlama Metodu 

Yüzeylerden örnekler 100 cm2’lik alandan sürüntü şekilinde alınmış; 10 mL %0,1’lik 

peptonlu su içerisine aktarılarak homojenize edilmiştir. Daha sonra %0,1 peptonlu su ile 

uygun desimal dilüsyonlar hazırlanarak mikrobiyolojik ekimlerde kullanılmıştır (AOAC, 

2000; Temelli ve ark., 2006; İsmail et.al., 2013). 

 

3.2.3.3. Aerobik Mezofilik Bakteri Sayımı (AMB) 

Alınan su ve yüzey örneklerinden hazırlanan her bir dilüsyondan paralel petrilere 

dökme plak yöntemine göre ekim yapılmış, besiyeri olarak Nutrient Agar (Merck 1.05450, 

Almanya) kullanılmıştır. 37oC’ de 48 ± 2 saat inkübasyon sonrasında 30-300 koloni içeren 

petrilerde sayım yapılarak aerobik mezofilik bakteri sayısı hesaplanmıştır (AOAC, 2000; 

Maturin ve Peeler, 2001). 

Alınan hava örneklerinde ise besiyeri olarak Nutrient Agar (Merck 1.05450, Almanya) 

kullanılmıştır. 37oC’ de 48 ± 2 saat inkübasyon sonrasında petrilerde gelişen koloni sayısı 

belirlenmiştir. Steril Nutrient agar bulunan petri kabı, 28 L/sn. kapasiteli cihaz ile 4 dk. 

boyunca ortam havası ile karşılaştırıldığından koloni sayısı kob/m3 haline şeklinde ifade 

edilmiştir (Graham, 2011; Rao ve ark., 2012; FDA, 2017) 

ATP-Biyolüminesans metodu ATP varlığında lüsiferin enzimi ile oksijenin reaksiyonu 

sonucu biyolüminesans ışığının oluşumunu temel almaktadır. Biyolüminesans ışığının 

oluşumu ATP kullanımı nedeniyle yüzeyin mikroorganizma yükü (Toplam Canlı Sayısı) 

bağıl ışık birimi (Relative Light Unit-RLU) olarak verilmektedir. Yüzeyin mikrobiyal 

yükünün hızlı bir şekilde ortaya konulduğı yöntemde luminometre (ATP-Lüminimetre PD-

10 Kikkoman Co., Japonya) kullanılmaktadır. Yüzeylerin kirlilik durumu Ünlütürk ve 

Turantaş (2002) ve Kikkoman firmasının belirlediği skala kullanılarak belirlenmiştir 

(Ayçiçek ve ark., 2006; İpek ve Zorba, 2014). 

 

3.2.3.4. Bacillus spp. Sayımı 

Alınan su ve yüzey örneklerinden hazırlanan her bir dilüsyondan paralel petrilere 

yayma plak yöntemine göre ekim yapılmış, besiyeri olarak Hicrome Bacillus Agar (92325, 

Sigma-Aldrich, İsviçre) kullanılmıştır. 30oC’de 24-48 saat inkübasyon sonrasında 30-300 
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koloni içeren petrilerde sayım yapılarak Bacillus spp sayısı belirlenmiştir (Guezennec ve 

ark., 2015). 

 

3.2.3.5. Enterobacteriacea Sayımı 

Alınan su ve yüzey örneklerinden hazırlanan her bir dilüsyondan paralel petrilere çift 

tabaka dökme plak yöntemine göre ekim yapılmış, besiyeri olarak Violet Red Bile Glucose 

Agar (VRBGA, Merck 110275, Almanya) kullanılmıştır. 35 oC’ de 18-24 saat inkübasyon 

sonrasında 25-250 koloni içeren petrilerde sayım yapılarak Enterobacteriacea sayısı 

belirlenmiştir (Harrigan, 1998, ISO, 2004). 

 

3.2.3.6. Pseudomonas spp. Sayımı 

Alınan su ve yüzey örneklerden hazırlanan her bir dilüsyondan paralel petrilere yayma 

plak yöntemine göre ekim yapılmış, besiyeri olarak Cephalothin-Sodium Fusidate-

Cetrimide Selective Agar-CFC (Merck 1.07620, Almanya) ve CFC Agar katkısı (Merck 

107627, Almanya) kullanılmıştır. 30oC’de 24-48 saat inkübasyon sonrasında 30-300 koloni 

içeren petrilerde sayım yapılarak Pseudomonas spp sayısı belirlenmiştir (Harrigan, 1998; 

Morales ve ark., 2016). 

 

3.2.3.7. Listeria spp. Sayımı 

Alınan su ve yüzey örneklerinden hazırlanan her bir dilüsyondan paralel petrilere 

yayma plak yöntemine göre ekim yapılmış, besiyeri olarak Polymyxin-Acriflavin-Lithium 

chloride-Ceftazidime-Aesculin-Mannitol-PALCAM Listeria Agar (Merck 1.11755, 

Almanya) ve PALCAM Agar katkısı (Merck 112122, Almanya) kullanılmıştır. 37oC’de 24-

48 saat inkübasyon sonrasında 30-300 koloni içeren petrilerde sayım yapılarak Listeria spp 

sayısı belirlenmiştir (Harrigan, 1998; Hitchins ve ark., 2016). 

 

3.2.3.8. Bakterilerin Saf Kültür Haline Getirilmesi  

Analizler sonucu elde edilen izolatlar, Nutrient Agar (Merck 1.05450, Almanya) 

besiyerine çizilerek tek koloni elde edildikten sonra izolatlar, +4 oC’de saklanmıştır. Gram 

boyama yapılarak; saflık durumları, Gram pozitif veya negatif olma durumları, şekilleri 

konusunda bilgi edinilmiştir.  

Gram boyama sırasında hazırlanan preparatlar önce kristal viyole (PubChem CID: 

11057) boyası ile 1 dk, Gram iyot (PubChem CID: 105053) ile 1 dk, etil alkol (PubChem 
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CID: 702) ile 15 sn. ve safranin (PubChem CID: 2723800) boyası ile 30 sn. muamele 

edilmiştir (Harrigan, 1998; AOAC, 2000; Ünlütürk ve Turantaş, 2002). 

Saf olarak elde edilen kültürlerden Listeria spp. olduğu düşünülenler % 4 yeast 

ekstrakt içeren, Tryptone soy agar (Merck 105458, Almanya) içeren özel bir besiyerinde; 

diğerleri Nutrient Agarda (Merck 1.05450, Almanya) saklanmıştır (Harrigan, 1998; Hitchins 

ve ark. 2016). 

 

3.2.3.9. API Kitleri ile Fenotipik Olarak Tanımlama 

Saf olarak elde edilen ve Gram reaksiyonu, mikroskop altındaki şekli, oksidaz ve 

katalaz testi sonuçlarına göre ayrılan izolatların fenotipik olarak tanımlanması için API 

kitleri (Biomerioux, Fransa) kullanılmıştır. Blood Agarda (Merck 110886, Almanya) 

geliştirilen Listeria spp.’lerinin hemoliz durumları belirlendikten sonra API Listeria kiti 

kullanılarak tanımlanırken; diğerleri Nutrient Agar’da (Merck 105450, Almanya) 24 saatlik 

kültür hazırlandıktan sonra tanımlama için kullanılan API kitleri (Pseudomonas spp. için 

API 20 NE, Enterobacteriacea için API 20E ve Bacillus spp. için API 50 CHB ile 

tanımlanmıştır. Tanımlamaların doğrulanması için API fenotipik tanımlama yazılımınca 

talep edilen bazı ek testler yapılmıştır. Bu testler; oksidaz, katalaz, glikozun oksijenli ve 

oksijensiz kullanımı, Mac Conkey Agar’da üreme, Voges-Proskauer, metil red, karbonhidrat 

fermantasyonu, hareketlilik ve hemoliz testleridir. 

 

3.2.3.9.1. Okidaz Testi 

Sitokrom oksidaz, fenilendiamin bileşiklerini okside ederek koyu mavi renkli 

indofenole dönüştürür. %1’lik tetrametil-p-fenilendiamine (PubChem CID:8264) filtre 

kağıtlarına konur, üzerine 1 öze dolusu kültür alınarak 10 sn. içerisindeki renk değişimi 

incelenir. Rengin mavi olması pozitif sonuç olduğunu göstermektedir (Harrigan, 1998; 

Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Halkman, 2013). 

 

3.2.3.9.2. Katalaz Testi 

Temiz lam üzerine bir öze dolusu kültür iyice karıştırılarak sürülür, üzerine 1 mL 

%3’lük H2O2 (PubChem CID:786) eklenir. Gaz kabarcıkları gözlemlenmesi katalaz pozitif 

olduğunu göstermektedir (Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark. 

2016). 

 

cid:8264
cid:786
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3.2.3.9.3. Glikozun Oksijenli ve Oksijensiz Kullanımı 

Elde edilen izolatlardan iki Hugh-Leifson Glucose Broth besiyerine ekim yapılmış, 

birinin üzerine mineral yağ eklenerek glikozun (PubChem CID: 79025) aerobik ve anaerobik 

kullanımı araştırılmıştır. 37oC/24 saat’lik inkübasyon sonucu besiyerinin renginin mavi-

mordan sarı renge dönüşümü ve durham tüplerinde gaz oluşumu pozitif reaksiyon olarak 

belirlenmiştir (Atlas, 2010; Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark. 

2016). 

 

3.2.3.9.4. MacConkey Agar’da Üreme 

Enterobacteriacea’a ait izolatların tanımlanmasında API Kitlerinin önerisi ile 

MacConkey Agar’a (Merck 1.05465, Almanya) ekilerek üreme durumları tespit edilmiştir 

(Biomerioux, 2015). 

 

3.2.3.9.5. Voges-Proskauer Testi 

Bu test mikroorganizmanın pürivik asitten asetil metil karbinol üretip üretmediğinin 

belirlenmesi amacıyla yapılmaktadır. Metil Red-Voges Proskauer (Merck 105712, 

Almanya) besiyerine öze ile ekim yapılarak 37oC/48 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonrası %5’lik alfa-naftol (PubChem CID:7005) ve %16’lik KOH (PubChem CID:14797) 

eklenerek renk değişimi gözlenir. Kırmızı renk oluşumu pozitif olarak kabul edilmektedir 

(AOAC, 2000; Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Feng ve ark., 2011). 

 

3.2.3.9.6. Metil Red Testi 

Metil-Red testi mikroorganizmanın glikozdan karışık asit fermantasyonu ile yüksek 

oranda asit ürettiğini göstermektedir. Metil Red-Voges Proskauer (Merck 105712, Almanya) 

besiyerine öze ile ekim yapılarak 37oC/96 saat inkübe edilir. İnkübasyon sonrası tüpe 5 

damla metil red (PubChem CID: 5798639) indikatörü eklenir. Metil kırmızısı ayıracı pH 6,0 

ve üzerinde sarı renk, pH 4,4 ve altında ise kırmızı renk verir. Renk kırmızıya döndüğünde 

sonuç pozitif olarak alınmaktadır (Harrigan, 1998; AOAC, 2000; Ünlütürk ve Turantaş, 

2002; Feng ve ark., 2011). 

 

3.2.3.9.7. Karbonhidrat Fermantasyonu Testi 

Carbonhydrate Fermantation Broth 2 (Phenol Red Broth Base, Merck 1.10987, 

Almanya) besiyerine %0,5 oranında çeşitli karbonhidratların (ksiloz, ramnoz, mannitol v.b.) 

eklenmesi ile yapılan bir testtir. Mikroorganizmanın ilgili kardonhidratı 37oC’de 5 gün 

cid:7005
cid:14797
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içinde fermente edip edemediği tespit edilmektedir. Besiyerin renginin sarıya dönmesi ve 

Durham tüpleri içinde gaz oluşumu sonucu pozitif olarak alınmaktadır (Harrigan, 1998; 

Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Feng ve ark., 2011). 

 

3.2.3.9.8. Hareketlilik Testi 

Hareketlilik analizi için mikroorganizmaya uygun bir besiyeri kullanılarak, iğne öze 

ile tüp içerindeki dik besiyerine ekim yapılmıştır. 30oC’de 24 saat’lik inkübasyon sonunda 

mikroorganizmaların hareketli olup olmadığı incelenmiştir. Ekim yapılan çizgi dışına 

yanlara doğru üreme olması durumunda bakteri hareketli olarak kabul edilmiştir (Harrigan, 

1998; Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark. 2016). 

 

3.2.3.9.9. Hemoliz Testi 

Şüpheli Listeria spp ve Streptococcus spp izolatlarının tanımlanmasında önemli bir 

unsur olan Kanlı Agarda (Merck 110886, Almanya) α, β ve γ-hemolotik reaksiyonlarının 

belirlenmesi için Kanlı Agar’a çizilmişlerdir. Sonuçlar 37oC’de 2-7 gün inkübasyonu 

sonucunda değerlendirilmiştir. Beta (β) hemoliz, bakteri kolonisinin etrafında düzgün bir 

hatla çevrilmiş temiz ve tamamen şeffaf bir halka ile karakterize edilir. Alfa (α) hemoliz, 

koloni etrafında demirli bileşiklerin oluşturduğu yeşil renkli, tam şeffaf olmayan bir halka 

şeklinde görülür. Gama (γ) hemoliz; bakteriler hemolizin enzimine sahip olmadığı için kanlı 

agarda hemoliz oluşturmaz (Ünlütürk ve Turantaş, 2002; Halkman, 2013; Hitchins ve ark. 

2016). 

 

3.2.3.10. Streptococcus spp.’nin Fenotipik Tanımlanması 

Biyofilm pozitif olduğu belirlenen Streptococcus spp. ait izolatlar mikroskop altında 

incelenmesinin ardından gelişme sıcaklığı, % 6,5 NaCl ve % 40 safra tuzu varlığında 

gelişme, hemoliz durumu ve kullandığı şekerler (sorboz, melezitoz, riboz) açısından 

incelenerek fenotipik olarak tanımlanmıştır (Cullimore, 2000; UMS, 2015) (Ek 2). 

 

3.2.3.11. İzolatların Biyofilm Kapasitesinin Belirlenmesi 

3.2.3.11.1. Congo Red Agar Yöntemi ile Belirlenmesi 

Tanımlanan izolatların biyofilm kapasitesinin belirlenmesi için Congo Red Agar 

yöntemi kullanılmıştır. İçerikten hazırlanan Congo Red Agar’da çizilen izolatların siyah 

pigment oluşumu sonucunda biyofilm pozitif olduğu kabul edilmiştir (Ek 3) (Şekil 3.1.) 

(Arciola ve ark., 2002; Mariana ve ark., 2009).  
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Şekil 3.1. Congo Red Agar’da pozitif (A) ve negatif (B) reaksiyon veren mikroorganizmalar 

 

3.2.3.11.2. Kristal Viyole Mikroplaka Yöntemi ile Belirlenmesi 

İzolatlar 5 mL Tryptone Soy Broth’a (Merck 105459, Almanya) ekilerek, izolasyon 

sıcaklığına göre 30 ve37oC’de 24 saat inkübasyonu sonucu kütürler hazırlanmıştır. Kültürler 

0,5 Macfarland değerine ayarlandıktan sonra herbir kültürden 20 µL alınarak içinde 100 µL 

TSB bulunan 96-kuyucuklu mikroplaka (SPL Life Sciences, Pocheon-Si, Güney Kore) 

kuyucuklarına aktarılmıştır. Mikroorganizma türüne bağlı olarak 30 ve 37oC’de 24 saat 

inkübasyon sonrasında kuyucuklar steril saf su ile en az iki kere yıkanmıştır. 120 µL Kristal 

viyole (0,1%) (PubChem CID: 11057) her bir kuyucuğa konulmuş ve plaka ortam 

sıcaklığında 30 dk. inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası kuyucuklar tekrar steril 

saf su ile yıkanmıştır. Her bir kuyucuğa 120µL %96’lık etanol (PubChem CID:702) 

aktarılmış ve 1 saat bekletildikten sonra OD 600 nm’de (iMark™ Microplate Absorbance 

Reader 168-1135, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) absorbans değerleri okunmuştur (O’Toole, 

2011; Biswa ve Doble, 2013; Lade ve ark., 2014). 

 

 

A B 
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Şekil 3.2. Kristal viyole mikroplaka yöntemi uygulanışı 

 

İzolatların biyofilm oluşturma durum değerlendirmesi OD değerleri temel alınarak 

yapılmıştır. Yönteme göre içinde sadece kullanılan besiyerinin olduğu kontrol 

kuyucuğundan elde edilen OD değeri kontol olarak değerlendirilmiş ve temel olarak 

alınmıştır. Kuyucuktan elde edilen OD değeri kontrol kuyucuğundan (ODkontrol) elde edilen 

değer ile eşit veya az ise mikroorganizmanın biyofilm oluşturmadığı şeklinde değerlendirme 

yapılmıştır. OD değerleri ODkontrol<OD≤2xODkontrol zayıf seviyede biyofilm oluşturduğu, 

2xODkontrol<OD≤4xODkontrol orta seviyede biyofilm oluşturduğu ve 4xODkontol<OD 

durumunda ise güçlü seviyede biyofilm oluşturduğu değerlendirilmiştir (Sepanovic ve ark., 

2000; Simoes ve ark., 2007; O’Toole, 2011; Saising ve ark., 2012; Darwish ve Asfour, 2013; 

Lade ve ark., 2014). 

 

3.2.3.12. Quorum Sensing Sinyal Varlığının Ortaya Konulması (AHL-AI-2) 

İzolatlarımızın bir kısmının Gram negatif bir kısmının da Gram pozitif olması 

nedeniyle Gram negatif bakterilerce kullanılan AHL sinyal varlığı yanı sıra her iki tür 

tarafından özellikle Gram pozitif bakterilerce kullanılan AI-2 sinyal varlığı da incelenmiştir. 

 

3.2.3.12.1. AHL Sinyal Varlığının Ortaya Konulması 

Gram negatif bakteriler için; Luria-Bentani sıvı besiyerinde (BD-Difco, ABD) gerekli 

antibiyotikler (kanamycin 20µg/mL, spectinomycin 50 µg/mL ve tetracycline 4,5µg/mL) 

ilave edilerek 30oC’de 24 saat geliştirilen indikatör mikroorganizmalardan 

(Chromobacterium violeceum CV026 ve Agrobacterium tumefaciens A136) Luria-Bentani 

agar’a (22460, BD-Difco, ABD) öze ile nokta ekimler yapılmıştır. 30oC’de 24 saat sonunda 

petrilerdeki renk değişimlerine göre AHL sinyal varlıkları pigment oluşumu ile ortaya 

konulmuştur (Lade ve ark., 2014; Sun ve ark., 2015). 
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3.2.3.12.2. AI-2 Sinyal Varlığının Ortaya Konulması 

Gram pozitif bakteriler için; AI-2 Bioassay yöntemi kullanılmıştır. Yöntemde 

indikatör olarak Vibrio harveyi BB 170 kullanılmıştır. Siyah mikroplaka (SPL Life Sciences, 

Pocheon-Si, Güney Kore) kullanılarak OD 600 nm’de okuma yapılmış (iMark™ Microplate 

Absorbance Reader 168-1135, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD; Multiscan FC; Thermo Fisher 

Scientific, NY, ABD) ve ışıma değerlerine göre mikroorganizmaların AI-2 aktivite değeri 

belirlenmiştir.  

Bu yöntemde, Marine Broth’da (2216-BD Difco, ABD) 37oC’de geliştirilmiş 24 

saatlik V. harveyi BB 170, içerikten hazırlanan AB besiyerine (Ek 3) inokule edilerek 1:5000 

oranında bir dilüsyon hazırlanmıştır. Hazırlanan dilüsyondan her bir kuyucuğa 100 µL 

eklenmektedir. Sinyal varlığı araştırılacak olan mikroorganizmaların Tryptone Soy Broth’da 

(Merck 105459, Almanya) 24 saatlik kültürleri hazırlanmıştır. Sinyal molekülleri kültürlerin 

14000 rpm/5 dk santrifüjlenmesi ve üstteki süpernatantın alınması ile elde edilir. Her bir 

sinyal içeren süpernatant’dan 10 µL siyah mikroplakalara eklenerek, 600 nm’de OD’leri 

mikroplaka okuyucu (iMark™ Microplate Absorbance Reader 168-1135, Bio-Rad, 

Hercules, CA, ABD; Multiscan FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmiştir 

(Vilchez et.al., 2007; Turovskiy and Chikindas, 2006; Taga and Xavier, 2011; Park ve ark., 

2014; Sun et.al., 2015). 

 

3.2.3.13. İstatistiksel Analizler 

ATP-Biyolüminesans ve standart metodun karşılaştırıldığı çalışma verilerinin 

istatistiksel analizleri için IBM SPSS Version 19 for Windows (IBM SPSS Inc., Armonk, 

NY, ABD) istatistiksel analiz programı kullanılmıştır. Metodlar arasındaki korelasyonun 

tespiti için korelasyon analizi yapılmış; Spearman korelasyon katsayısına göre (P<%5) 

aradaki korelasyonun istatistiki olarak önemli olup olmadığı belirlenmiştir. Ayrıca kappa 

değerleri belirlenerek; korelasyonların tesadüfi olma durumları da incelenmiştir (Armstrong 

& Hilton, 2011; İpek ve Zorba, 2014). 
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3.3. Çalışma 2. Peynir Üretim Hatlarından Elde Edilen Biyofilm Oluşturan 

İzolatlar Üzerine Etkili Antimikrobiyal ve Antiquorum Sensing Doğal Maddelerin 

Belirlenmesi 

3.3.1. Kullanılan Kültürler 

Bu çalışma kapsamında üç farklı firmanın üretim hattından izole edilen biyofilm 

pozitif mikroorganizmalar üzerinde çalışılmıştır. Listeria spp., Pseudomonas spp., 

Enterobacteriacea, Streptococcus spp. ve Bacillus spp. olarak tanımlanan izolatlardan her 

iki yöntem ile (Congo Red Agar ve kristal viyole mikroplaka yöntemleri) de biyofilm pozitif 

olan birer izolat seçilmiştir. Listeria spp. olarak 1 nolu izolat Listeria innocua, Pseudomonas 

spp. olarak 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri, Enterobacteriacea olarak 6 nolu izolat 

Enterobacter cloacea, Bacillus spp. olarak 32 nolu izolat Bacillus coagulans ve 

Streptococcus spp. olarak salamura teknesinden elde edilen 27 nolu izolat Streptococcus 

lactis çalışılacak kültürler olarak seçilmiştir. 

Bu mikroorganizmaların yanı sıra kontrol olarak dezenfektan etkinliğinin 

araştırılmasında kullanılan standart suşlar; Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Micrococcus luteus 

ATCC 4698 kullanılmıştır (Huang ve ark.,1992; Bore ve Langsrud, 2005; Manjumeena ve 

ark., 2014; Vazguez-Sanchez ve ark., 2014; Zou ve ark., 2014; Fekadu ve ark., 2015). 

Standart suşlar Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi, Gıda Mühendisliği Bölümü, Gıda 

Mikrobiyolojisi laboratuarı tarafından sağlanmıştır. 

 

3.3.2. Antimikrobiyal ve Antiquorum Sensing Doğal Maddeler 

Çalışma boyunca literatürde antimikrobiyal ve/veya quorum quenching etkilerine 

rastlanılan, ülkemizde kolay elde edilebilir, yüzeylerde renk değişimine neden olmayacak, 

ucuz doğal maddeler araştırılmıştır. Doğal madde olarak Epigallocathecine gallat (PubChem 

CID: 65064), Panax ginseng, curcumin (PubChem CID: 969516), Camellia sinensis (yeşil 

çay), vanilin (PubChem CID: 1183), kırmızı Panax ginseng, Ganoderma lucidum (Reishi 

mantarı), Prunella vulgaris (prunella, yara otu), Sambucus nigra (kara mürver), Cichorium 

intybus (hindiba), Calendula officinalis (aynı sefa), boraks (sodium tetraborat dekahidrat), 

propolis, resveratrol, elma sirkesi, nisin, Hypericum perforatum (sarı kantaron) ve Thymus 

vulgaris (kekik) kullanılmıştır. Epigallocathechine gallat (Sigma-Aldrich, Almanya), vanilin 

(Sigma-Aldrich, Almanya) ve curcumin (Sigma-Aldrich, Almanya) Konkuk Üniversitesi, 

Çevre Mühendisliği Laboratuarları, Seul, Güney Kore’den temin edilmiştir. Ganoderma 

lucidum, Panax ginseng, kırmızı Panax ginseng ve Camellia sinensis Seul, Güney Kore 
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Emart marketlerinden temin edilmiştir. Prunella vulgaris, Sambucus nigra Kütahya 

Belediyesi Hekim Sinan Tıbbi Bitkiler Araştırma Merkezi’den temin edilmiştir. Cichorium 

intybus, Calendula officinalis, Hypericum perforatum ve Thymus vulgaris Çanakkale Kaz 

Dağları’ndan toplanmıştır. Elde edilen bitkilerin latince isimleri Çanakkale Onsekiz Mart 

Üniversitesi Biyoloji Bölümü Botanik Bilimi öğretim üyesi Yrd.Doç.Dr. Ersin 

KARABACAK tarafından doğrulanmıştır. Boraks (EGAŞ, Türkiye, PubChem 

CID:10219853), propolis (Arıdünyası, Türkiye), elma sirkesi (Kühne, Almanya), nisin 

(Biokim Kimya, Türkiye, PubChem CID:16219761) ve resveratrol (Sigma-Aldrich, 

Almanya, PubChem CID:445154) Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi, Gıda 

Mühendisliği, Gıda Mikrobiyolojisi Laboratuarı’ndan temin edilerek çalışmamızda 

kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 3.3. Cichorium intybus, Calendula officinalis, propolis, resveratrol, Hypericum 

perforatum, Thymus vulgaris, boraks, nisin fotoğrafları 

 

3.3.3. Yöntem 

3.3.3.1. Doğal Maddelerden Ekstrakt Eldesi 

Bu maddelerin ektrakları insan sağlığına olumsuz etkisi olmayan, kullanılan bitkilerin 

fenolik maddelerinin ortaya çıkması konusunda yardımcı ve gıda üretim hattında 

dezenfektan bir madde olarak kullanılan %70’lik etil alkol kullanılarak elde edilmiştir (Deng 

ve ark., 2014; Shah ve ark., 2014; Singh ve ark., 2016; Alsaggaf ve ark., 2017). 

İlgili maddelerin 1 mg/mL’lik ekstrakları hazırlanarak denemelere tabi tutulmuştur. 

Çalışma sırasında Boraks’ın 2 mg/mL lik ekstraktı da hazırlanarak daha etkili konsantrasyon 

aranmıştır. Bitki halinde olan doğal maddeler 1 mg/ml olacak şekilde etil alkolde 
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hazırlanmış; 6 saat boyunca 180 rpm’de çalkalanarak bekletilmiştir. Elde edilen tüm 

ekstraklar 0,2 µm’lik steril filtre ile steril edilmiştir (Lade et.al., 2015, Özcan ve Zorba, 

2014). 

 

3.3.3.2. Antimikrobiyal Etki Analizi (Antibiyofilm) 

Tryptone Soy Broth’da (Merck 105459, Almanya) bakteri özelliklerine göre 30 oC ve 

37oC’de 24 saat inkübe edilen mikroorganizmalar, 108 kob/mL seviyesinde (MacFarland 

0,5) uygun sıcaklıktaki Mueller Hilton Agar’a (Merck 105435, Almanya) inoküle edilip 

petrilere dökülmüştür. Steril boş diskler petrilere yerleştirilerek ilgili doğal madde 

ekstraktlarından 15µL bu disklere eklenmiş ve petriler; izolatların gelişme sıcaklığına göre 

30 ve 37oC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda zon çapları ölçülerek 

etki değeri hesaplanmıştır. Kontrol olarak %70 etil alkol ve su kullanılmıştır (EUCAST, 

2014; Zorba ve Özdikmenli, 2015; Nam et.al., 2015). 

 

 

Şekil 3.4. Disk difüzyon (Kirby-Bauer) metodu ile antimikrobiyal-antibiyofilm analizi 

 

3.3.3.3. Antiquorum Sensing Etki Analizi (AHL, AI-2) 

3.3.3.3.1. AHL Sinyallerinin İnhibisyonu 

AHL inhibisyonu için indikatör olarak Chromobacterium violaceum ve 

Agrobacterium tumafaciens kullanılmıştır. 0,5 Macfarland’a ayarlanan 24 saat’lik indikatör 

mikroorganizmalardan 1,25 ml alınarak yayma plak yöntemi ile içinde Luria Bentani Agar-

LB-Agar (22460, BD-Difco) (0,3% w/v) bulunan petrilere inoküle edilmiştir. 

Agrobacterium tumafaciens için 80 µg/mL olacak şekilde X-gal (PubChem CID: 65181) 

besiyeri üzerine inokulumdan önce yayılmıştır. 30oC’de 24 saat geliştirilen indikatör 

mikroorganizmalar üzerine doğal maddelerin quorum quenching etkisi disk-difusyon 

metodu kullanılarak belirlenmiştir. Yöntem de her bir diske 15µL etkisi araştırılan madde 
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eklenmiştir. Negatif kontrol olarak su ve %70’lik etil alkol kullanılmıştır. QS inhibisyon 

miktarı opak/temiz zonların ölçülmesi ile bulunmuştur (Chenia, 2013; Lade ve ark., 2015; 

Truchado ve ark., 2015; Rahman ve ark., 2016). 

 

3.3.3.3.2. AI-2 Sinyallerinin İnhibisyonu 

AI-2 sinyallerinin inhibisyonu analizi için, Vibrio harveyi BB 170 indikatör olarak 

kullanılmıştır. Marine Broth (2216-BD Difco, ABD) besiyerinde 24 saat geliştirilen 

indikatör mikroorganizma ile içerikten hazırlanan AB besiyeri kullanılarak 1:5000’lik bir 

dilüsyon hazırlanmıştır. Siyah mikroplaka (SPL Life Sciences, Pocheon-Si, Güney Kore) 

kuyucuklarının her birine 100 µL 1:5000’lik dilüsyondan konulmuştur. AI-2 aktivitesi 

olduğu tespit edilmiş bir mikroorganizma (0,5 ml), 3 ml LB broth (22460, BD-Difco, ABD) 

ve 2 mL doğal ekstrakt konulmuş besiyerine inoküle edilmiş; 30oC’de 4-6 saat inkübe 

edilmiştir. 4-6 saat inkübasyon sonrası geliştirilen mikroorganizmanın AI-2 sinyalleri 

14.000 rpm’de 5 dk santrifüjlendikten sonra süpernatantları alınarak elde edilmiştir. Elde 

edilen süpernatanttan her bir kuyucuğa 50µL eklenmiştir. 490nm’de OD’leri mikroplaka 

okuyucu (iMark™ Microplate Absorbance Reader 168-1135, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD; 

Multiscan FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmiş; inhibisyon miktarları 

hesaplanmıştır (Almasoud ve ark., 2016; Zhu ve ark., 2015). 

 

3.3.3.4. Minimum İnhibitör Konsantrasyon (MİK), Minimum Bakterisidal 

Konsantrasyon (MBK) ve Yüzde İnhibisyon (%inhibisyon) Değerlerinin Belirlenmesi 

Doğal maddelerin minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK), 96-kuyucuklu 

mikroplakalar kullanılarak mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir. Tryptone 

Soy Broth’da (Merck 105459, Almanya) izolatların gelişme sıcaklıklarına göre 30 ve 

37oC’de 24 saat inkübe edilen mikroorganizmalar, 108 kob/ml seviyesine (MacFarland 0,5) 

ayarlanmıştır. Her bir mikroplaka kuyucuğuna 50 µl Mueller Hilton Broth (Merck 105435, 

Almanya) ve 50 µl doğal ekstraktlar konularak %50, %25, %12,5, %6,25, %3,125, %1,5625 

oranlarında dilüsyonları hazırlanmıştır. Yine her bir kuyucuğa 50 µL 108 kob/Ml seviyesinde 

mikroorganizmalar eklenerek, izolatların gelişme sıcaklıklarına göre 30 ve 37oC’de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası tüm farklı yüzdelikteki maddeler varlığında 

mikroorganizmaların bulunduğu kuyucuklardan örnekler Mueller Hilton agar’a (Merck, 

105437, Almanya) ekilmiş; izolatların gelişme sıcaklıklarına göre 30 ve 37oC’de 24 saat 

gelişim durumuna göre minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) belirlenmiştir. Hemen 

MBK analizi sonrası mikroplakalar 600nm’de OD değerleri mikroplaka okuyucu (Multiscan 
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FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmiş; MİK değerleri her bir kuyucuğa 

30µl %0,01’lik tetrazolium (2,3,5-Trifenil-tetrazolyum klorid) (PubChem CID:9283) 

çözeltisi konularak renk değişimlerine göre kontrol edilmiştir. % inhibisyon değerleri 

hesaplanmıştır (1/2 MİK/MBK değeri üzerinden) (Quave ve ark., 2008; Cheina, 2013; 

EUCAS, 2014; Eriş, 2011; Lade ve ark., 2015). 

 

 

Şekil 3.5. MİK analiz (A), % İnhibisyon analizi (B), MBK analizi (C) 

  

A B C C 
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3.4. Çalışma 3. Peynir Üretim Hatlarından Elde Edilen Biyofilm Oluşturabilen 

İzolatların Üzerine Etkili Yeni Dezenfektan Formüllerinin Geliştirilmesi 

3.4.1. Materyal 

3.4.1.1. Kullanılan Kültürler 

Bu çalışma kapsamında doğal madde kombinasyon denemelerinde yine biyofilm 

üretebilen ve quorum sensing aktivitesi bulunan izolatlarımızdan 1 nolu izolat Listeria 

innocua, 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri, 6 nolu izolat Enterobacter cloacea, 32 nolu 

izolat Bacillus coagulans ve 27 nolu izolat Streptococcus lactis örnek olarak seçilmiştir. Bu 

mikroorganizmaların yanı sıra kontrol olarak dezenfektan etkinliği araştırmaları için standart 

suşlar; Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Micrococcus luteus ATCC 4698 kullanılmıştır 

(Bore ve Langsrud, 2005; Manjumeena ve ark., 2014; Vazguez-Sanchez ve ark., 2014; Zou 

ve ark., 2014; Fekadu ve ark., 2015; Hwang ve ark., 2015). 

Formülasyon geliştirilmesi çalışmasında, antibiyofilm ve quorum quenching etkinliği 

en yüksek olan iki materyalin kombinasyonu Ezine peyniri üretim hattında oldukça yayılmış 

olduğu görülen, sporlu ve dolayısı ile temizlenmesi zor olan Bacillus spp.’ye ait izolatımız 

olan 32 nolu izolat Bacillus coagulans kullanılmıştır. 

 

3.4.1.2. Kombinasyon Denemesi için Kullanılan Doğal Maddeler 

Antimikrobiyal ve quorum quenching analizleri sonuçlarına göre etkili olduğu 

belirlenen maddeler ikili, üçlü ve dörtlü olmak üzere kombine edilerek antimikrobiyal 

etkinin değişimi araştırılmıştır. Çalışmalar sonucunda Epigallocathecine gallat, propolis, 

Calendula officinalis, Thymus vulgaris, Hypericum perforatum, nisin ve boraks seçilmiştir. 

 

3.4.1.3. Yeni Dezenfektan Formülleri Geliştirilmesi 

Bu çalışmada gıda endüstrisinde üretim hatlarında kolay dolaşabilecek, 

püskürtülebilecek, ucuz, üretim hatlarına kolay adapte edilebilen, doğal antimikrobiyal ve 

antiquorum sensing maddeler ile kombine edilebilecek insan sağlığı üzerine olumsuz etkisi 

olmayacak su yerine formülasyonlar denenmiştir. Bu arada %1’lik NaCl (PubChem CID: 

5234), %0,16’lık EDTA (PubChem CID: 6049) ve %0,32’lik EDTA kullanılmıştır. Bu 

maddelerin doğal ekstraktlar ile %0, %25, %50, %75 ve %100’lük karışım oranları 

denenmiş ve bu kombinasyonların yüzde inhibisyon oranları belirlenmiştir (Huang ve ark. 

1992; Facon ve Skura, 1995; Güçbilmez ve ark., 2007; Sivarooban ve ark., 2007; Wijnker 

ve ark., 2006; Bidlas ve Lambert, 2007). 
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3.4.2. Yöntem 

3.4.2.1. Antimikrobiyal Etki Analizi  

Tryptone Soy Broth’da (Merck 105459, Almanya) izolatların gelişme sıcaklıklarına 

göre 30 ve 37oC’de 24 saat inkübe edilen mikroorganizmalar, 108 kob/mL seviyesine 

(MacFarland 0,5) ayarlandıktan sonra uygun sıcaklıktaki Mueller Hilton Agar’a (Merck 

105435, Almanya) inoküle edilip petrilere dökülmüştür. Steril diskler petrilere 

yerleştirilerek ilgili doğal madde ekstraktlarınından 15µL bu disklere konulmuş; izolatların 

gelişme sıcaklıklarına göre 30 ve 37oC’de 24 saat süre ile inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda zon çapları ölçülerek etki değeri hesaplanmıştır (EUCAST, 2014; 

Zorba ve Özdikmenli, 2015; Nam et. al., 2015). 

 

3.4.2.2. Minimum İnhibitör Konsantrasyon (MİK), Minimum Bakterisidal 

Konsantrasyon (MBK) ve Yüzde İnhibisyon (%inhibisyon) Değerlerinin Belirlenmesi 

Kombinasyonların minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK), 96-kuyucuklu 

mikroplakalar ile mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir. Tryptone Soy 

Broth’da (Merck 105459, Almanya) izolatların gelişme sıcaklıklarına göre 30 oC ve 37oC’de 

24 saat inkübe edilen mikroorganizmalar, 108 kob/mL seviyesine (MacFarland 0,5) 

ayarlanmıştır. Her bir mikroplaka kuyucuğuna 50 µL Müller Hilton Broth (Merck 105435, 

Almanya) ve 50 µL doğal ekstraktlar konularak %50, %25, %12,5, %6,25, %3,125, %1,5625 

oranlarında dilüsyonları hazırlanmıştır. Yine her bir kuyucuğa 50 µL 108 kob/ml seviyesinde 

mikroorganizmalar eklenerek, izolatların gelişme sıcaklıklarına göre 30 oC ve 37oC’de 24 

saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası tüm farklı yüzdelikteki maddeler 

varlığında mikroorganizmaların bulunduğu kuyucuklardan örnekler Mueller Hilton agar’a 

(Merck, 105437, Almanya) ekilmiş; izolatların gelişme sıcaklıklarına göre 30 oC ve 37oC’de 

24 saat gelişim durumuna göre minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) belirlenmiştir. 

Hemen MBK analizi sonrası mikroplakalar 600 nm’de OD değerleri mikroplaka okuyucu 

(Multiscan FC; Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile belirlenmiş ve %inhibisyon 

değerleri hesaplanmış (1/2 MİK/MBK değeri üzerinden); MİK değerleri her bir kuyucuğa 

%0,01’lik tetrazolyum klorür (2,3,5-Trifeniltetrazolyum klorid) (PubChem CID:9283) 

çözeltisi konularak belirlenmiştir. Renk değişimlerine göre üreme olup olmadığı kontrol 

edilmiştir (Quave ve ark., 2008; Cheina, 2013; EUCAS, 2014; Eriş, 2011; Lade ve ark., 

2015). 

Yeni formüllerin yüzde inhisyon analizlerinde ise; seçilen doğal madde ve doğal 

madde kombinasyonlarının % 1 NaCl, %0,16 EDTA ve %0,32 EDTA kullanılılarak 
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hazırlanan %0, %25, %50, %75 ve %100’lük karışım oranları hazırlanmıştır. Her bir 

mikroplaka kuyucuğuna 50 µL Müller Hilton Broth (Merck 105435, Almanya) ve 50 µL 

doğal farklı yüzdelikli yeni formüller konulmuştur. Yine her bir kuyucuğa 50 µL 108 kob/mL 

seviyesinde 32 nolu izolat Bacillus coagulans eklenerek 30oC’de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonucunda 600 nm’de mikroplaka okuyucu (Multiscan FC; 

Thermo Fisher Scientific, NY, ABD) ile %inhibisyon miktarı belirlenmiştir. (Quave ve ark., 

2008; Cheina, 2013; Eriş, 2011; Lade ve ark., 2015). 
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3.5. Çalışma 4. Antibiyofilm-Antiquorum Sensing Etkili Yeni Dezenfektan 

Formüllerinin Çelik Plaka Yüzeyleri Üzerine Dezenfektan Etkinliği ve Korozyon 

Oluşturma Durum Tespiti 

3.5.1. Materyal 

3.5.1.1. Kullanılan Kültürler 

Çelik plaka dezenfektan etkinliği denemelerinde, mikroorganizma olarak üç firmanın 

yüzeylerinden izole edilen, biyofilm oluşturma kapasitesi oldukça yüksek olan 

Enterobacteriacea familyasına ait 6 nolu izolat Enterobacter cloacea ile üretim hattında 

oldukça yaygın olduğu gözlemlenen sporlu bakteri izolatımız 32 nolu izolat Bacillus 

coagulans kullanılmıştır. 

Çelik plaka yüzeylerinde korozyon oluşumu durum tespiti denemelerinde ise 32 nolu 

izolat Bacillus coagulans kullanılmıştır. 

 

3.5.1.2. Kullanılan Çelik Plaka Kuponlar 

Çalışma kapsamında, Ezine peyniri üreticileri tarafından da tercih edilen paslanmaz 

çelik 316 L kullanılmıştır. Kuponlar 1,8x1,8 cm boyutlarında lazer kullanılarak kesilmiş ve 

Kromel A.Ş. (Arifiye/ Sakarya, Türkiye) tarafından hazırlanmıştır. 

 

3.5.2. Yöntem 

3.5.2.1. Çelik Plaka Yüzeyler Üzerine Kullanılacak Temizlik ve Dezenfeksiyon 

Yönteminin Belirlenmesi 

Temizlik prosedürü olarak (CIP), çalışmamızda temizlik öncesi ve sonrası üretim 

hatlarının mikrobiyal yükü belirlenmiş olan firma B’nin prosedürü izlenmiştir. Bu prosedür 

70-80oC kostik 45 dk., ortam sıcaklığında su 15 dk., 70-80oC asit (nitrik asit-PubChem 

CID:944) 45 dk. ve son olarak 80-90oC sıcak su 15 dk. şeklinde uygulanmaktadır. Her üç 

firma da CIP ile temizlenen yüzeylerde kimyasal dezenfektan kullanmamaktadır. Firma B 

COP ile temizlenen yüzeylerde perasetik asit kullanmaktadır. Bu nedenle denememizde 

tarafımızdan geliştirilen kombinasyonlar yanı sıra sadece CIP uygulaması yapılmış çelik 

plakalar ve CIP sonrası ticari dezenfektan madde olan perasetik asit uygulanmış yüzeyler de 

kullanılmıştır. 

 

3.5.2.2. Çelik Plaka Yüzeylerinin Pasifizasyonu 

Yapılan çalışmada çalışılan üç firma tarından seçilen paslanmaz çelik 316 L 

kullanılmıştır. 1.8x1,8 cm’lik kuponlar halinde kesilen yüzeyler firmalarda yapıldığı üzere 
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1N’lik Hidrojen Klorür (HCl) (PubChem CID: 313) içerisinde 24 saat bekletilerek pasifize 

edilmiştir. 

Çelik plaka yüzeyler saf su ile yıkandıktan sonra kaba süzgeç kâğıdı ile yüzeyler 

temizlenmiştir, desikatör veya laminar akış kabini içerisinde kurutulup analizlerde 

kullanılmıştır. 

 

3.5.2.3. Çelik Plaka Yüzeylerinde Biyofilm Oluşturulması 

Çalışmada iki paralel, üç tekerrür olacak şekilde planlanmıştır. Mikroorganizmalar 

(Enterobacter cloacea-6 ve Bacillus coagulans-32) 30oC’de 24 saat Tryptone Soya Broth-

TSB (Merck 105459, Almanya) besiyerinde geliştirilmiştir. Macfarland 0,5 (108kob/mL) 

seviyesinde kültürlerden 450 µL alınarak içerisinde 1 adet steril çelik plaka ve 45 ml UHT 

süt bulunan 50 mL’lik falkon tüplerine inoküle edilmiştir. İzolatların gelişme sıcaklıklarına 

göre 30 oC ve 37oC’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Böylece başlangıç hücre 

konsantrasyonu 104-105 kob/mL dolaylarında olacak şekilde biyofilm oluşumu sağlanmıştır 

(Doufour ve ark., 2004; Dosti ve ark., 2005; Ölmez, 2009; Valerino ve ark., 2012; Vazquez-

Sanchez ve ark., 2013). 

 

3.5.2.4. Çelik Plaka Dezenfektan Etkinliği Analizi 

İnkübasyon sonrası pasifize çelik plakalardan 16 adet alınmıştır. Bu plakalardan 2’sine 

hiçbir işlem uygulanmazken, kalan plakaların 2’sine sadece firma B’nin CIP prosedürü 

uygulanmıştır. CIP uygulanmış çelik plaka örneklerinin kalan 12’sine ise ticari dezenfektan 

madde (perasetik asit-PubChem CID: 6585) ve çalışma sırasında belirlenen iki yeni 

dezenfektan (Boraks+%0,16 EDTA, 1:1 EGCG: Boraks+%0,32), 5 ve 15 dk. olmak üzere 

iki farklı sürede uygulanmıştır. Her uygulamada her bir örnek için 2 farklı çelik plaka 

kullanılmıştır. Sonraki aşamada her bir plaka yüzeyinde kalan sesil ve biyofilm oluşturabilen 

mikroorganizma yükünün doğru tespiti için plakalar içerikten hazırlanan 20 ml D/E 

Nötralizasyon broth (Ek 2) içerisine atılarak 10 dk ortam sıcaklığında tutulmuş; dezenfektan 

etkileri nötürlenmiştir. Sesil ve biyofilm oluşturabilen mikroorganizma yükü zararlanmış 

hücrelerin geri kazanımı için kullanılan %0,2 oranında yeast ekstrakt (Merck 103750, 

Almanya) içeren Brain Heart Infusion Agar (Merck 110493, Almanya) besiyerinde 

E.cloacea için 37oC’de 24 saat, B.coagulans için 30 oC’de 24 saat inkübe edilerek tespit 

edilmiştir (Doufour ve ark., 2004; Dosti ve ark., 2005; Ölmez, 2009; Valerino ve ark., 2012; 

Vazquez-Sanchez ve ark., 2013).  
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3.5.2.4.1.Çelik Plaka Yüzeylerinde Sesil ve Biyofilm Oluşturabilen 

Mikroorganizma Sayısının Belirlenmesi 

Nötralizasyon sonrasında çelik plakalar %0,1’lik peptonlu su ile 2 kez yıkanmıştır. 

%0,1 peptonlu su (Merck 107228, Almanya) içerisindeki mikroorganizmalar sesil 

mikroorganizma sayısının belirlenmesi için örnek olarak kullanılırken; 10 mL %0,1 

peptonlu su içerisindeki swap ile üç defa çelik plaka yüzeylerinden alınan hücreler biyofilm 

oluşturabilen mikroorganizma sayısının belirlenmesinde kullanılmıştır. Sayım için yayma 

plak yöntemi kullanılmış olup; besiyeri olarak zarar görmüş mikroorganizmaların da geri 

kazanılması amacı ile %0,2 yeast ekstrakt (Merck 111926, Almanya) eklenerek hazırlanmış 

Brain Hearth Infusion Agar (Merck 110493, Almanya) (BHA+%0,2 yeast agar) 

kullanılmıştır. Sayımlar mikroorganizma türüne göre 30oC ve 37oC’de 24 ve 48 saatlik 

inkübasyon sonucu elde edilmiştir (Doufour ve ark., 2004; Dosti ve ark., 2005; Ölmez, 2009; 

Valerino ve ark., 2012; Vazquez-Sanchez ve ark., 2013). 

 

3.5.2.5. Temizlik ve Dezenfeksiyon Sürecinde Kullanılan Maddelerin Çelik Plaka 

Yüzeylerinde Korozyon Etkisinin Belirlenmesi 

Bu çalışmada pasifize edilmiş çelik 316 L örnekleri üzerine CIP, perasetik asit (ticari 

dezenfektan), yeni ve doğal dezenfektan maddelerimizin (Boraks+%0,16 EDTA, 1:1 

EGCG: Boraks+%0,32 EDTA) korozyon etkileri belirlenmiştir. 

 

3.5.2.5.1. SEM-EDX Analizi ile Korozyon Tespiti için Örneklerinin Hazırlanması 

Sadece pasifize edilmiş temiz çelik plaka, CIP uygulanmış, CIP sonrası ticari 

dezenfektan perasetik asit 15 dk. uygulanmış, yeni 15 dk dezenfektan maddeler uygulanmış 

çelik plakalar öncelikle laminar akış kabinde veya desikatör yardımı ile kurutulmuştur. Daha 

sonra etil alkol ile dehidrasyon işlemine tabi tutulmuştur. Hazırlanan %15, 30, 50,70 ve 

95’lik etil alkol (PubChem CID:702) çözeltilerinde 15’er dakika bekletilen örnekler, %100 

veya %99,5’luk etil alkolde 3 defa 10’ar dakika bekletilmiş ve daha sonra oda şartlarında 

kurumaya bırakılmıştır. 

Suyu iyice uzaklaştırılan çelik yüzeyler 15 kv voltaj altında altın (Au) ve paladyum 

(Pd) ile Denton Vacuum Desk V cihazı kullanılarak kaplanmıştır (Erdim, 1987; Congmin 

ve ark., 2006; Tabrizi, 2012; Ünsal ve ark., 2016; Robertson ve ark., 2016). 

 

 

 

cid:702
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3.5.2.5.2. SEM-EDX Analizi ile Korozyon Tespiti 

JEOL SEM-7100-EDX cihazı kullanılarak 15 kv’de çelik plaka yüzeylerinde 1-10 

µm’e kadar inilerek çelik plaka yüzeylerindeki kırık açıklıkları ölçülmüş, korozyon türleri 

belirlenmeye çalışılmış, ardından AZTec Dedektör Oxford Instrument Xmax 2015 programı 

kullanılarak SEM görüntüleri üzerinden EDX ile elemental analiz yapılmıştır. SEM-EDX 

analizi temizlik ve dezenfeksiyonda kullanılan maddelerin yüzeylerde kalıntı bırakma 

durumları, korozyon sonucu ortamda açığa çıkan demir miktarı incelenmiştir (Tabrizi, 2012; 

Aruliah ve Ting, 2014; Kleampfl ve ark., 2014; Bozorg ve ark., 2016; Eduoket ve ark., 2016; 

Nan ve ark., 2016; Rajala ve ark., 2016; Robertson ve ark., 2016; Ünsal ve ark., 2016). 
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BÖLÜM 4                                                                                                                                   

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Peynir Üretim Hatlarının Mikrobiyolojik Yükünün Belirlenmesi, İzolatların 

Alınması, Tanımlanması, Biyofilm Kapasitesinin ve Quorum Sensing Sinyal Varlığının 

Belirlenmesi 

Çalışmanın bu bölümünde Ezine peyniri üreticisi üç firma üretim hatlarından izolatlar 

alınmış, API kitleri kullanılarak fenotipik olarak tanımlanmış, Congo Red Agar ve kristal 

viyole mikroplaka yöntemleri ile biyofilm oluşturma kapasitesi belirlenmiş ve son olarak 

izolatların Quorum Sensing sinyal varlığı belirlenmiştir. 

 

4.1.1. Peynir Üreticisi Firmaların Üretim Hatları/Alanlarının ve Temizlik 

Dezenfeksiyon Programlarının Değerlendirilmesi 

Ezine peynir üretim alanları genellikle çiğ süt kabul platformu, pastörizasyon bölümü, 

Bulgar teknelerinin bulunduğu üretim, dolum, dinlendirme ve kapatma, kalıplama ve 

paketleme, soğuk hava deposu bölümlerinden oluşmaktadır. Üretim alanları genel itibari ile 

su ve atık su alt yapısı bulunmayan, şehir dışında ekim alanlarına ve  yola yakın alanlarda 

inşaa edilmiştir. 

Firma A, Çanakkale’de bulunan Ezine-Bayramiç yolunda bulunan bir köy içerisinde 

konumlandırılmıştır. Firma etrafında konvansiyonel tarım yapılan bir arazi içine inşa 

edilmiştir. Yaklaşık 50 yıldır üretim yapan firma, oldukça eski ve tadilatlarla büyütülmüş bir 

üretim hattına sahiptir. Üretim alanında havalandırma fanları ve hava perdeleri bulunmasına 

karşın, üretim alanlarının eklenerek yapılması nedeniyle açık havaya açılan kapılar sıklıkla 

açılıp kapanmaktadır. Ayrıca üretimde bulunan dinlendirme aşamasında, tenekelere dolumu 

yapılan peynirler ortalama 24 saat ağzı açık tenekelerde dinlendirme odalarında 

bekletilmektedir. İşletme içerisinde kullanılan su alt yapı eksikliği nedeniyle kuyu suyunun 

ozonlanması yolu ile temizlenmektedir. Üretim bıçakları ayrıca UV ile sterilize 

edilmektedir.  

Firma B, Ezine ilçesi merkezinde bir dere kenarında konumlandırılmıştır. 26 yıllık 

firmada üretim alanı çeşitli inşaatlar ile büyütülmüştür. Firma çalışma başlangıcında kuyu 

suyunu klorlayarak kullanıyorken; çalışma içerisinde görülen luzüm ve tavsiyemiz ile şehir 

şebeke suyunu kullanmaya başlamıştır. Kullanılan tüm su boru hatları değiştirilmiştir. Diğer 

firmalardan farklı olarak salamura tankları süt alım platformuna yerleştirilmiş olup; CIP 
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sistemine dahil edilmemiştir. Firma B’nin üretim alanı, A’ya oranla daha sonra inşaa 

edildiğinden dışarı açılan kapı oranı daha azdır.  

Firma C ise en yeni ve planlı üretim hattına sahiptir. 11 yıldır üretim yapan firma 

temiz-kirli akışı konusunda doğru bir şekilde konumlanmıştır. Bıçaklar için ayrıca UV 

dolapları bulunurken; işletme içinde klorla temizlenen kuyu su kullanmaktadır. Firmaların 

yerleşimi ve üretim hattı akış yönü şekil 4.1’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.1. Firmaların yerleşimi ve üretim hattı akış yönü (İpek ve Zorba, 2017) 

 

En az 70 personeli bulunan, yaklaşık 60-100 ton/gün üretim kapasitesi olan firmalarda 

CIP ve COP temizlik protokolleri uygulanmaktadır. Üç firmaya ait temizlik protokolü 

Çizelge 4.1’de verilmektedir. Bütün işletmelerde duvarlar haftada bir temizlenirken; diğer 

yüzeyler her gün temizlenmektedir. A ve C firmalarında, üretim bıçakları ayrıca 1 saat süre 

ile UV kabinlerine konarak sterilize edilmektedir. Personel hijyeni için pedallı el lavaboları, 

alkol bazlı deterjan ve üretim sırasında gerektiğinde el hijyeni için %70’lik etil alkol 

kullanılmaktadır. Her üç firmada da personel üretim alanına içinde klorlu su bulunan 

havuzdan geçerek gidebilmektedir; fakat bu havuzdaki sular sıklıkla temizlenmemektedir. 
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Çizelge 4.1. İşletmelerde kullanılan temizlik prosedürleri 

Firma Üretim Noktası Temizlik 

Türü 

Protokolü 

A Çiğ Süt Tankı CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk.60-65oC baz muamele + 5 dk. su ile 

durulama +15dk. 60-65oC asit muamele+ 5 dk.70-80oC su ile 

muamele (Her gün) 

 Pastörizasyon Ünitesi CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 60-65oC baz muamele + 5 dk. su ile 

durulama +15dk. 60-65oC asit muamele+ 5 dk.70-80oC su ile 

muamele (Her gün) 

 Ekipmanlar (Bulgar teknesi, 

bıçaklar, maya maşrapası) 

COP 150 ppm klor bazlı dezenfektanlı suda 10 dk muamele; ayrıca 

bıçaklar 1 saat UV kabinine konur (Her gün) 

 Cendere Bezi COP 150 ppm klor bazlı dezenfektanlı suda 1 saat muamele (Her gün) 

 Salamura Tankı CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 60-65oC baz muamele + 5 dk. Su ile 

durulama +15dk. 60-65oC asit muamele+ 5 dk.70-80oC su ile 

muamele (Her gün) 

 Duvar COP Klor bazlı dezenfektanlı deterjan ile 10 dk muamele (Her hafta) 

 Drenaj COP Klor bazlı dezenfektanlı deterjan ile 10 dk muamele (Her gün) 

B Çiğ Süt Tankı CIP 45 dk. 70-80oC baz muamele + 10-15 dk. su ile durulama + 45dk. 

70-80oC asit muamele+ 10 dk. 90oC su ile muamele (Her gün) 

 Pastörizasyon Ünitesi CIP 45 dk. 70-80oC baz muamele + 10-15 dk. su ile durulama + 45dk. 

70-80oC asit muamele+ 10 dk. 90oC su ile muamele (Her gün) 

 Ekipmanlar (Bulgar teknesi, 

bıçaklar, maya maşrapası) 

COP Perasetik asit bazlı dezenfektanlı suda 10 dk. muamele (Her gün) 

 Cendere Bezi COP Gıdaya uygun perasetik asit bazlı deterjan ile muamele (Her gün) 

 Salamura Tankı COP Perasetik asit bazlı dezenfektan ile 10dk. muamele + su ile durulama 

10 dk. (Her gün) 

 Duvar COP Perasetik asit bazlı dezenfektan ile 10dk. muamele (Her hafta) 

 Drenaj COP Perasetik asit bazlı dezenfektan ile 10dk. muamele (Her gün) 

C Çiğ Süt Tankı CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 65-70oC baz muamele + 5 dk. su ile 

durulama +15dk. 65-70oC asit muamele+ 5 dk.80-90oC su ile 

muamele (Her gün) 

 Pastörizasyon Ünitesi CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 65-70oC baz muamele + 5 dk. su ile 

durulama +15dk. 65-70oC asit muamele+ 5 dk.80-90oC su ile 

muamele (Her gün) 

 Ekipmanlar (Bulgar teknesi, 

bıçaklar, maya maşrapası) 

COP 150 ppm klor bazlı dezenfektanlı suda 10 dk muamele; ayrıca 

bıçaklar 1 saat UV kabinine konur (Her gün) 

 Cendere Bezi COP Gıdaya uygun klor-bazlı deterjan ile muamele (Her gün) 

 Salamura Tankı CIP 5 dk. su ile duruma + 15 dk. 65-70oC baz muamele + 5 dk. su ile 

durulama +15dk. 65-70oC asit muamele+ 5 dk.80-90oC su ile 

muamele (Her gün) 

 Duvar COP Klor bazlı dezenfektanlı deterjan ile 10 dk muamele (Her hafta) 

 Drenaj COP Klor bazlı dezenfektanlı deterjan ile 10 dk muamele (Her gün) 
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Firmaların CIP prosedürleri ve kullanılan sıcaklıklar arasında farklılıklar 

bulunmaktadır. Firma A, yüzeyleri 5 dk.’lık ortam sıcaklığında su ile muamele sonrası 60-

65oC kostik ile muamele, 5 dk. ortam sıcaklığında su ile durulama, 60-65oC nitrik asit ile 

muamele ve son olarak 70-80oCsıcak su ile 5 dk. durulama ile CIP temizliğini 

gerçekleştirmektedir. B firması, 45 dk 70-80oC kostik muamelesi ardından 10-15 dk. ortam 

sıcaklığında su ile muamele, 45 dk. 70-80oC nitrik asit ile muamele ve son olarak 90oC sıcak 

su ile durulama CIP temizliğinin içeriğidir. Çizelge 4.1’de görüldüğü üzere firmalardan A 

ve C’de CIP; çiğ süt tankı, pastörizasyon ünitesi ve salamura tanklarında uygulanırken; B 

firmasında sadece çiğ süt tankı ve pastörizasyon ünitesinde kullanılmaktadır. Diğer yüzeyler 

ise COP prosedürleri ile temizlenmektedir. Her üç firma da CIP prosedürlerinde dezenfektan 

kullanmamaktadır. COP’de kullanılan ticari dezenfektan ise A ve C ‘de klor iken; B 

firmasında perasetik asittir. 

Üretim alanlarının ve üretim yüzeylerinin temizlik sıcaklıkları mikroorganizmalar için 

son derece önemlidir. Langsrud ve ark. (2003) tarafından yapılan bir çalışmada 50oC’nin 

altında kostik ve asit uygulamalarının temizliğin etkinliğini azalttığını ortaya koymuşlardır. 

Ayrıca bu sıcaklığın Listeria spp. açısından kritik olduğunun bildirilmesi büyük bir önem 

taşımaktadır (Salo ve ark., 2006). 

Dezenfektan etkinliği yapılan çalışmalarda, klor bazlı dezenfektanların sporlu 

bakteriler üzerine etkinliğinin düşük olduğu belirlenmiştir (Şenel ve Başoğlu, 2002). 

Schwach ve Zotta tarafından 1984 yılında yapılan bir çalışmada 150 ppm klorun Salmonella 

spp. biyofilmleri üzerine etkili olmadığı belirtilmiştir (Ölmez, 2009). Perasetik asit 

uygulamalarının biyofilmler üzerine etkinliğinin tartışmalı olduğu da belirtilmektedir (Vural 

ve Çelen, 2002). Bu durum her üç firma yüzeylerinde Bacillus spp. yaygın olmasının nedeni 

olabilir. 

 

4.1.2. Peynir Üreticisi Firmaların Üretim Hatlarındaki Yüzeylerden Alınan 

Örneklerin Mikrobiyal Yükleri 

Firma üretim hattı yüzeylerinden alınan örneklerin mikrobiyal yükleri ile ilgili çalışma 

Nisan 2015 ile Kasım 2015 arasında sürdürülmüştür. Çalışmamızın yüzey örneklerinin 

mikrobiyal yükü ile ilgili üç firmadan elde edilen sonuçlar Çizelge 4.2, Çizelge 4.3 ve 

Çizelge 4.4’de verilmiştir. Firmalardan 3’er defa 2 paralel olarak örnekler alınmış, en geç 4 

saat içerisinde +4 oC’de analize alınmıştır.  
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Alınan örneklerin aerobik mezofilik bakteri yükü yanı sıra Ezine peynirinde koku 

problemine neden olabileceği düşünülen Enterobacteriacea, Pseudomonas spp. ve Bacillus 

spp. yükleri de incelenmiştir. Süt endüstrisi için önemli bir patojen olan Listeria spp. varlığı 

da incelenmiştir. Analiz süreci boyunca karşılaşılan durumlar firma teknik personeli ile 

paylaşılmış, alınabilecek önlemler konusunda ortak çalışılmıştır. Listeria spp. yükleri yoğun 

olmadığından bu sonuçlar çizelgelere konulmamış; fakat ayrı bir başlık altında incelenmiştir. 

 

Çizelge 4.2. A Firması temizlik sonrası yüzey mikrobiyal yükü (logkob/100cm2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    *logkob/ml                   T.E.: Tespit Edilemedi. 

 

 

 

 

 

 

Örnek Noktaları 

(A) 

A.M.B. Enterobacteriacea Pseudomonas 

spp. 

Bacillus spp. 

n Ort. SD n Ort. SD n Ort. SD n Ort. SD 

Su* 6 2,60 0,82 6 0,89 0,97 6 0,84 0,81 6 1,89 0,79 

Çiğ Süt Tankı 6 2,56 0,65 6 1,30 0,52 6 1,83 1,44 6 1,94 1,0 

Balans Tankı 6 2,10 0,56 6 T.E. T.E. 6 T.E. T.E. 6 1,69 0,69 

Plastik Boru 6 3,36 0,54 6 0,67 0,57 6 0,73 0,63 6 2,60 0,88 

SS Boru 6 1,98 0,57 6 T.E. T.E. 6 0,33 0,57 6 1,81 0,73 

Bulgar teknesi 6 3,3 1,37 6 2,38 2,06 6 2,08 1,94 6 2,88 1,69 

Cendere Bezi 6 2,36 0,65 6 1,56 1,35 6 1,54 1,34 6 1,85 0,78 

Bıçak 6 2,67 0,71 6 T.E. T.E. 6 0,73 1,25 6 2,23 0,68 

Teleme Kırma 

Bıçağı 

6 1,50 0,65 6 T.E. T.E. 6 T.E. T.E. 6 1,62 0,65 

Duvar 6 3,92 1,03 6 2,74 2,37 6 2,06 2,09 6 2,73 0,76 

Drenaj 6 6,07 1,50 6 5,60 0,94 6 4,41 1,56 6 6,22 1,42 

Üretim Personel 6 2,36 0,54 6 1,25 1,08 6 0,98 0,85 6 1,92 0,80 

Dolum Personel 6 3,01 1,23 6 1,06 1,09 6 1,32 1,14 6 2,07 1,04 

Salamura Tankı 6 3,70 1,59 6 0,76 1,32 6 0,72 0,63 6 3,16 1,72 

Maya Maşrapası 6 2,20 0,85 6 1,40 1,63 6 1,76 1,66 6 2,04 0,75 
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Çizelge 4.3. B firması temizlik sonrası yüzey mikrobiyal yükü (logkob/100cm2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*logkob/ml                T.E.: Tespit Edilemedi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Örnek Noktaları 

(B) 

A.M.B. Enterobacteriacea Pseudomonas 

spp. 

Bacillus spp. 

n Ort. SD n Ort. SD n Ort. SD n Ort. SD 

Su* 6 2,80 0,21 6 0,51 0,89 6 0,59 0,52 6 1,51 0,58 

Çiğ Süt Tankı 6 2,58 0,52 6 1,77 0,95 6 0,90 1,55 6 2,15 0,54 

Balans Tankı 6 2,42 0,23 6 0,68 1,18 6 T.E. T.E. 6 2,05 0,84 

Plastik Boru 6 2,77 0,71 6 1,39 1,38 6 0,53 0,92 6 2,23 0,63 

SS Boru 6 2,41 0,43 6 T.E. T.E. 6 0,65 1,13 6 1,82 0,71 

Bulgar teknesi 6 3,48 0,36 6 1,92 0,89 6 1,54 1,37 6 2,75 1,04 

Cendere Bezi 6 3,06 0,35 6 0,76 0,68 6 T.E. T.E. 6 1,96 0,90 

Bıçak 6 3,61 0,25 6 1,57 0,40 6 0,46 0,81 6 2,38 0,68 

Teleme Kırma 

Bıçağı 

6 2,61 0,78 6 0,94 0,89 6 0,47 0,81 6 2,37 0,51 

Duvar 6 3,37 0,58 6 3,88 3,38 6 2,10 3,63 6 2,61 0,41 

Drenaj 6 6,84 0,51 6 0,90 0,85 6 2,14 0,15 6 6,77 0,67 

Üretim Personel 6 3,03 0,81 6 0,67 0,57 6 0,37 0,64 6 2,30 0,44 

Dolum Personel 6 4,30 0,58 6 1,88 0,75 6 1,27 1,20 6 3,26 0,57 

Salamura Tankı 6 3,72 1,08 6 1,83 1,67 6 1,90 1,66 6 2,57 1,69 

Maya Maşrapası 6 3,34 1,18 6 1,32 1,27 6 0,87 0,39 6 2,67 1,34 
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Çizelge 4.4. C firması temizlik sonrası yüzey mikrobiyal yükü (logkob/100cm2) 

    *logkob/ml              T.E.: Tespit Edilemedi. 

 

4.1.2.1. Yüzeylerden Alınan Örneklerin Aerobik Mezofilik Bakteri Yükleri 

Çizelge 4.2, 4.3 ve 4.4’de görüldüğü gibi çalışma süresi boyunca genel olarak 

yüzeylerin Aerobik Mezofilik Bakteri (AMB) sayısı 1,06-6,84 log kob/100 cm2 arasında 

değiştiği tespit edilmiştir. A firmasında en düşük AMB değerine sahip yüzey teleme kırma 

bıçakları olduğu tespit edilmişken; B ve C firmalarında en düşük AMB yüküne sahip yüzey 

pastörize sütün Bulgar teknelerine ulaşımını sağlayan plastik boruların sahip olduğu 

görülmüştür. Temelli ve ark. (2006) tarafından yapılan çalışmada Bursa yöresinde bir beyaz 

peynir firmasının üretim hattında kontaminasyon noktalarının tespiti yapılmıştır. Çalışmada 

genel AMB yükünü cendere bezinde en düşük (1,3 log kob/cm2), üretim bıçağında ise en 

yüksek düzeyde (5,24 log kob/cm2) tespit edilmişir. Çalışmamızda üretim alanında ortam 

sıcaklığı ve nemi nedeniyle gerçekleşebilecek buharlaşma, ayrıca drenaj temizliğinin 

basınçlı sular ile yapılması durumuna aerosoller yolu ile ürün için tehlike yaratabilecek olan 

drenajların AMB yükleri de incelenmiş; beklendiği gibi bu yüzeylerin yüklerinin oldukça 

Örnek Noktaları 

(C) 

A.M.B. Enterobacteriacea Pseudomonas spp Bacillus spp. 

n Ort. SD n Ort. SD n Ort. SD n Ort. SD 

Su* 6 2,06 0,81 6 0,33 0,57 6 0,80 0,38 6 1,58 0,57 

Çiğ Süt Tankı 6 2,00 1,00 6 1,27 0,43 6 T.E. T.E. 6 2,47 2,03 

Balans Tankı 6 1,47 0,82 6 0,84 0,46 6 T.E. T.E. 6 1,63 1,09 

Plastik Boru 6 1,62 0,65 6 T.E. T.E. 6 0,79 0,37 6 1,18 1,08 

SS Boru 6 1,06 1,01 6 0,33 0,27 6 T.E. T.E. 6 0,73 0,63 

Bulgar teknesi 6 1,35 0,60 6 0,69 0,20 6 T.E. T.E. 6 0,51 0,37 

Cendere Bezi 6 1,40 0,53 6 0,56 0,38 6 T.E. T.E. 6 0,90 0,85 

Bıçak 6 2,71 1,62 6 1,24 1,20 6 0,40 0,27 6 1,93 1,12 

Teleme Kırma Bıçağı 6 2,40 1,45 6 1,24 0,40 6 1,62 0,80 6 1,71 0,83 

Duvar 6 2,46 1,54 6 1,73 1,54 6 T.E. T.E. 6 2,22 1,09 

Drenaj 6 4,22 1,92 6 3,31 2,96 6 2,17 1,76 6 4,99 1,93 

Üretim Personel 6 2,65 0,37 6 1,22 1,11 6 1,33 1,30 6 2,20 0,70 

Dolum Personel 6 3,19 1,24 6 1,22 1,11 6 0,43 0,33 6 2,30 0,78 

Salamura Tankı 6 3,12 0,35 6 1,09 1,03 6 T.E. T.E. 6 2,55 0,77 

Maya Maşrapası 6 2,80 0,32 6 1,06 1,04 6 0,55 0,33 6 1,98 1,55 
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yüksek olduğu görülmüştür. Temelli ve ark. (2006) tarafından yapılan çalışmada drenajın 

AMB yükü 4,82 logkob/cm2 olarak tespit edilirken; çalışmamızda yer alan firma A, B ve 

C’nin drenaj yükü sırasıyla 6,70; 6,84; 4,22 log kob/100 cm2 olarak tespit edilmiştir. Üretim 

hattı daha eski olan firma A ve B, daha yeni olan firma C drenajlarından elde edilen yükün 

Temelli ve ark. (2006) çalışmasında üretim hattı incelenen firmanın yükünden 1 logaritmik 

değer düşük olduğu belirlenmiştir. 

Cendere bezi AMB yükü açısından firma C ile Temelli ve ark. (2006) çalışmasında 

elde edilen sonuç benzerlik gösterirken; üretim hattı daha eski olan firma A ve B’de bu yük 

1,5 log kob/cm2 seviyesinde tespit edilmiştir. Üretim bıçakları AMB yükü açısından ise 

Ezine peyniri üretisi üç firmanın durumunun daha iyi olduğu; yük UV kabini kullanan firma 

A ve C’de 1 logkob/100 cm2 seviyesinde tespit edilirken firma B’de ise 1,5 logkob/100 cm2 

seviyesinde olduğu görülmüştür. Evrensel ve ark. (2001) tarafından yapılan başka bir 

çalışmada ise mandıra düzeyindeki bir işletme yüzeylerinden alınan örneklerin AMB yükü 

genel itibari ile 6 logkob/100 cm2 seviyesinde olduğu belirlenmiştir. Bu seviye, 

çalışmamızda en eski üretim hattına sahip firma A’nın yüzey yüklerinden bile oldukça 

fazladır.  

İşletmelerde direkt gıda ile teması bulunmayan; fakat üretim alanında görülebilecek 

yoğunlaşma nedeniyle gıda için bir tehlikeye dönüşebilecek olan duvar yüzeylerinin AMB 

yükleri de belirlenmiştir. Her üç işletme tarafından da haftada bir kere temizlendiği belirtilen 

yüzeylerde yükün 2,46-3,92 log kob/100 cm2 arasında değiştiği belirlenmiştir. En yüksek 

yük, en eski üretim alanına sahip firma A’da gözlemlenirken; en düşük yük beklendiği gibi 

firma C’nin üretim alanında gözlemlenmiştir. Bu durum üretim alanının yeterli ölçüde 

temizlenemediğinin ve birikimli olarak bu yüzeylerde biyofilm varlığının bir kanıtı olarak 

görülebilir. Temelli ve ark. (2006) tarafından yapılan çalışmada duvarın AMB yükü 

belirtilen mikrobiyal yükün altında olduğu tespit edilirken; İrkin (2010) tarafından yine 

Bursa yöresinde yapılan çalışmada çalışmamıza benzer olarak 2,71 log kob/cm2 düzeyinde 

AMB yükü tespit edilmiştir. Aiad (2013) tarafından yapılan çalışmada; Mısır’da üretim 

yapan bir peynir fabrikasının duvarlarında 5 logkob/cm2 düzeyinde AMB tespit edilmiştir. 

Bu değer en eski üretim alanına sahip firma A’nın duvarlarında tespit edilen düzeyden bile 

fazladır.  

Bir diğer kontaminasyon kaynağı olan personel ellerindeki AMB yükü üretim ve 

dolum personelleri ellerinden alınan swap örnekleri kullanılarak belirlenmiştir. Çalışma 

sırasında dolum personellerinin üretim personellerine göre temizliğine daha az özen 

gösterdiği görülmüştür. Bu nedenle dolum personelinden alınan örneklerde AMB yükü daha 
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fazladır. Bu bir hijyen eksikliğine işaret etmektedir. Çalışmamızda elde edilen üretim 

personel eli AMB yüklerinin, benzeri bir çalışma olan Temelli ve ark. (2006) tarafından 

bulunan değerden daha az olduğu görülmüştür. Evrensel ve ark. (2001) tarafından yapılan 

çalışmada ise işçi ellerinin AMB yükü 6 logkob/cm2 seviyesinde olduğu görülürken, bu 

durum ülkemizde bu alanda çalışanların yıllar içinde el temizliği konusunda bilinç 

düzeyinde bir artışı işaret ettiği söylenebilir.  

 

4.1.2.2. Yüzeylerden Alınan Örneklerin Enterobacteriacea Yükleri 

Enterobacteriacea birçok üyesi bağırsak orjinli olan, içinde önemli patojen bakteriler 

de bulunduran, Gram negatif ve çubuk şeklinde bir bakteri familyasıdır (Harrigan, 1998; 

Cullimore, 2000). Gıda işletmelerinde temizlik ve dezenfeksiyon işlemi sonrasında 

Enterobacteriacea’nin yüzeylerde tespiti, bir kontaminasyon varlığına işaret olarak 

görülmektedir (Salo ve ark., 2006; Fadel and İsmail, 2009). Ayrıca Enterobacteriacea’e ait 

bakteri türlerinin ürünlerde istenmeyen bir kokuya neden olabildiği de bilinmektedir 

(Delbès-Paus ve ark., 2012; Lucera ve ark., 2014).  

Çalışmamızda tüm firmaların hemen tüm yüzeylerinde Enterobacteriacea tespit 

edilmiştir. Firma A üretim hattı B ve C’ye daha eski olmasına rağmen yüzey yükleri 

diğerlerine oranla daha iyi bir düzeydedir. Çalışma boyunca firma A’da balans tankı, 

paslanmaz çelik boru, teleme kırma ve üretim bıçaklarında; B firmasında paslanmaz çelik 

boru, firma C’de plastik boru örneklerinde Enterobacteriacea tespit edilememiştir. Evrensel 

ve ark. (2001) ve Temelli ve ark. (2006) tarafından yapılan çalışmalarda da tüm yüzeylerde 

Enterobacteriacea tespit edilirken; İrkin (2010) tarafından dil peyniri üretim hattında duvar, 

Bulgar teknesi ve üretim ekipmanlarında Enterobacteriacea tespit edilememiştir. Cherif-

Antar ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada CIP uygulanan paslanmaz çelik 

yüzeylerde Enterobacteriacea’e rastlanmıştır.  

Çalışmamızda Enterobacteriacea yükü en yüksek yüzeyler beklendiği gibi 

drenajlardır (4,22-6,84 log kob/100 cm2). Bu değerin Temelli ve ark. (2006) ve İrkin (2010) 

tarafından yapılan çalışmalarda işletme drenajlarında tespit edilen Enterobacteriacea 

yüklerinden fazla olduğu tespit edilmiştir. Yine Temelli ve ark. (2006) ve İrkin (2010), duvar 

yüzeylerinde Enterobacteriacea tespit edilemezken; çalışmamızda üç firmanın duvar 

yüzeylerinde de Enterobacteriacea tespit edilmiştir. Personel ellerinde Enterobacteriacea 

yükü 0,68-1,88 log kob/100 cm2 arasında değişirken; Evrensel ve ark. (2001) tarafından 

küçük ölçekte üretim yapan mandıralarda aynı yük 4 logkob/cm2 seviyesinde tespit 
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edilmiştir. Temelli ve ark. (2006) ve İrkin (2010) tarafından yapılan çalışmalarda ise 

personel elinde bu çalışma ile benzer düzeylerde Enterobacteriacea yükü tespit edilmiştir.  

Enterobacteriacea varlığının her üç firmanın hemen hemen tüm yüzeylerinde 

görülmesi, temizlik ve dezenfeksiyonun yeterli düzeyde yapılamadığının bir göstergesi 

olmuştur. Buna karşın bu çalışma süresince, firmalar ile yapılan paylaşımlar etkisini 

göstermiştir. Her üç firma için yüzeylerin Enterobacteriacea yükü, üç dönemlik örnek alım 

süreci boyunca düşüş göstermiştir. 

 

4.1.2.3. Yüzeylerden Alınan Örneklerin Pseudomonas spp. Yükleri 

Pseudomonas spp. Gram negatif, çubuk şeklinde, hareketli, toprak kökenli bir bakteri 

türüdür (Harrigan, 1998; Cullimore, 2000). Pseudomonas spp.’nin süt ürünlerinde 

istenmeyen kokuya sebep olduğuna dair çalışmalar bulunmaktadır (Delbès-Paus ve ark., 

2012; Lucera ve ark., 2014). Çiğ sütte bulunabilen ve çevresel koşullara adapte olabilen bir 

bakteridir. Bu nedenle süt işletmelerinde sıklıkla izole edilen bir bakteri cinsi olup; düşük 

sıcaklıklarda gelişebilmektedir (Sharma ve Anand, 2002; Leriche ve ark., 2004; Roosi ve 

ark., 2016). Bu durumun en az 6 ay soğuk hava deposunda olgunlaştırılan Ezine peynirleri 

için ciddi bir problem yaratabileceği ön görülmektedir. 

Bu çalışmada üretim hattı daha yeni olan firma C dışında, diğer iki firma yüzeylerinin 

hemen hepsinde Pseudomonas spp. tespit edilmiştir. Firma A’da balans tankı ve teleme 

kırma bıçağı yüzeyinde; firma B’de balans tankı ve cendere bezi yüzeylerinde Pseudomonas 

spp. tespit edilememiştir. Pseudomonas spp. yükünün en fazla olduğu yüzey her üç firma 

için de drenajlardır. Ayrıca her üç firma için duvar yüzeyleri, su örnekleri, alet-ekipman ve 

personel elinde de Pseudomonas spp. tespit edilmiştir. Çalışmamızı destekleyici olarak Irkın 

(2010) tarafından yapılan çalışmada işçi eli, işletme yerleri ve peynir örneklerinde 

Pseudomonas spp. tespit edilmiştir. Peynirde tespit edilen Pseudomonas spp.’nin genellikle 

su kaynaklı olduğu bildirilmektedir (Carescosa ve ark., 2015; Rossi ve ark., 2016). Bunun 

yanısıra gıda ile temas eden yüzeylerde ve borularda da kontaminasyonun olabileceği 

belirlenmiştir (Sharma ve Anand, 2002). Pseudomonas türleri farklı pigmentler oluşturarak 

gıdaların yapısında ve renginde değişikliklere neden olabilen bakterilerdir (Carescosa ve 

ark., 2015; Caputo ve ark., 2015). Ayrıca düşük sıcaklıklarda ekzopolisakkarit üreterek 

biyofilm oluşturabilmektedirler (Caixeta ve ark., 2012, Rossi ve ark., 2016). 

Chiesa ve ark. (2014) tarafından İtalya’da yapılan çalışmada, süt işletmesinin farklı 

noktalarından alınan yüzey örneklerinin % 18’inde, su örneklerinin ise % 83’ünde 

Pseudomonas spp saptanmıştır. Yapılan araştırmada ise A firmasından alınan yüzey 



 

54 

örneklerinin %54.7’sinde, firma B yüzey örneklerinin %19’unda ve firma C yüzey 

örneklerinin %21’inde Pseudomonas spp tespit edilmiştir. Her üç firmaya ait su örneklerinin 

ise tamamında Pseudomonas spp varlığı tespit edilmiştir. 

 

4.1.2.4. Yüzeylerden Alınan Örneklerin Bacillus spp. Yükleri 

Bacillus spp. Gram pozitif, sporlu, çubuk şeklinde ve toprak kökenli bir bakteri türüdür 

(Harrigan, 1998; Cullimore, 2000). Bacillus spp. süt ve süt ürünleri üretim hatlarında 

kolaylıkla yerleşebilen ve son üründe kötü koku problemine sebep olabilen bir bakteri 

olduğu belirtilmektedir (Molva ve ark., 2009; Kumari ve Sarkar, 2014, 2016). Bacillus 

spp’nin üç firmanın üretim hatlarında da en çok izole edilen bakteri olduğu belirlenmiştir. 

A, B ve C işletmelerinden alınan tüm örneklerde Bacillus spp tespit edilmiştir (%100).  

Her üç firma üretim hattında Bacillus spp. yükünün en fazla olduğu noktanın drenaj 

olduğu görülmüştür. A firmasında üç farklı zamanda yapılan örnekleme sırasında 

yüzeylerdeki Bacillus spp. sayısının giderek azaldığı; bununla birlikte salamura tankındaki 

Bacillus spp. kontaminasyonunun arttığı tespit edilmiştir. Bu sonuç uygulanan temizlik ve 

dezenfeksiyonun salamura tankı için yeterli olmadığının göstergesidir. 

Üç dönemlik örneklem süreci boyunca B firmasının yüzey Bacillus spp. yükünde 

genel itibari ile azalma olduğu görülmüştür. İlk örneklem sırasında Bacillus spp. yükünün 

en fazla olduğu tespit edilen maya maşrapası yükünün süreç boyunca giderek azaldığı 

belirlenmiştir. Firma örneklem başlangıcında kuyu suyu kullanmakta ve bu nedenle Bacillus 

spp. yükü yine kuyu suyu kullanan firma A ile benzerlik göstermektedir. Üretim hattında 

Bacillus spp. yükü özellikle COP ile temizlenen yüzeylerde daha yoğun olarak tespit 

edilmiştir. Firma bu konuda önerilerimizi dinlemiş ve bulunduğu yerdeki şehir şebeke 

suyunu kullanmaya başlamış ve su hattında da iyileştirmeye gitmiştir. 

C firması da kuyu suyu kullanmakta ve tarla içerisinde konumlandırılmış 

bulunmaktadır. Firma üretim hattının da başlıca problemi Bacillus spp.’dir. Bacillus spp. süt 

üretim hatlarında sıklıkla görülmekte olan bir bakteri olup; neden kaynaklandığı konusunda 

ortak bir kanıya varılamamıştır. Kaynağı olduğu öne sürülen noktalar ise toprak, su, ahıl 

tabanları, yem, toz, saman, hava, hayvan pisliği, kirli hayvan memesi ve sağım makinalarıdır 

(Coorevits ve ark., 2010). Sharma ve Anand (2002) tarafından süt işletmesi pilot tesisinde 

yürütülen çalışmada, üretim hatlarından genellikle karışık kültür halinde 

mikroorganizmaları izole ettiklerini ve izole edilen bakteri türlerinin büyük çoğunluğunun 

Bacillus spp. ait olduğu belirtmişlerdir (%25). Firma üretim hattı yüzeylerinden COP ile 
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temizlene yüzeylerde, CIP ile temizlenen yüzeylere oranla Bacillus spp. yükünün daha 

yüksek olduğu belirlenmiştir.  

 

4.1.2.5. Yüzeylerden Alınan Örneklerin Listeria spp. Yükleri 

Listeria spp.; Gram pozitif, kokobasil şeklinde, son derece hareketli bir bakteri türüdür 

(Harrigan, 1998; Cullimore, 2000). İnsan sağlığı açısından oldukça tehlikeli olan Listeria 

spp.’nin varlığı özellikle süt ve süt ürünleri hatları için büyük önem taşımaktadır (Ferreira 

ve ark., 2013; Melo ve ark. 2015; Spanu ve ark., 2015). Bu nedenle çalışmamız sırasında 

varlığı araştırılmıştır. Firma A’nin üretim hattında su, çelik boru, plastik boru, Bulgar 

teknesi, duvar, drenaj ve salamura tankından 1,0x101-9,5x101 kob/100 cm2 seviyesinde 

muhtemel Listeria spp. izole edilmiştir. Firma B’de ise su, paslanmaz çelik borular, plastik 

borular, b ulgar tekneleri, üretim personeli, dolum personeli, duvar, drenaj, salamura tankı 

ve maya maşrapalarında 1,0x101-8,0x102 kob/100 cm2 seviyesinde muhtemel Listeria spp. 

izole edilirken; firma C’nin üretim hattında da bıçaklar, üretim personeli eli, dolum personeli 

ve maya maşrapasında 1,0x101 kob/100 cm2 seviyesinde muhtemel Listeria spp. izole 

edilmiştir. Drenajlarda havada yayılma özelliği bulunan Listeria spp. tespit edilmiş olması, 

akış sırasında ve basınçlı su ile temizlik sırasında bu bakterilerin ortama bio aerosoller, yine 

üretim alanı sıcaklığı ve nem nedeni ile karışması, ürünü kontamine etme ve personel ve 

tüketici sağlığı açısından riskin varlığı konusunda büyük bir önem taşımaktadır.  

Spanau ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada, İtalya’da bulun 13 farklı peynir 

işletmesinde Listeria spp. varlığı araştırılmıştır. Araştırmacılar 13 işletmenin 12’sinde 

Listeria spp. varlığını tespit ederken; ilgili mikroorganizmalar %3 -%26 arasında değişen 

oranlarda L.monocytogenes olarak tanımlanmıştır. Yine aynı çalışmada, yapılan çalışma ile 

parallel olarak en büyük kontaminasyon kaynağının drenajlar olduğu belirtilmiştir. Melo ve 

ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada ise, gıda işleme yüzeylerinden özellikle yerler, 

drenaj kanalları, su, salamura, Bulgar teknesi, cendere bezi, kalıplar, bıçaklar, soğutucu ve 

donduruculardan Listeria monocytogenes izole edilebildiğini belirtmişlerdir. Birçok 

araştırmacı tarafından yapılan çalışmalarda L.monocytogenes’in gıda üretim yüzeylerine 

tutunarak biyofilm oluşturabileceği belirtilmiştir (Melo ve ark., 2015; Beresford ve ark., 

2001; Harvey ve ark., 2007). Yapılmış olan çalışmamızda ise benzer olarak su, Bulgar 

tekneleri, bıçaklar, drenajlar Listeria spp. varlığı tespit edilen yüzeyler olmuştur.  
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4.1.2.6. Alınan Yüzey Örnekleri Yüklerinin Standart Aeorobik Mezofilik Bakteri 

Sayısı ve Hızlı ATP-Biolüminans Metodu ile Karşılaştırılması 

Gıda endüstrisi açısından hızın büyük önemi bulumaktadır. Özellikle de süt ve süt 

ürünleri endüstrisi gibi hammaddesi kolay bozulabilen işletmelerde yüzeylerin kirliliğinin 

hızlı bir şekilde tespiti gereklidir. ATP-Biyolüminesans yöntemi, bakteriyal ATP’nin hızlı 

bir şekilde tespitini temel almaktadır. Bu yöntemde mikroorganizma yükü kullanılan 

bakteriyal ATP’si ile oluşan luminans ışımanın değeri olan Relative Light Unit (RLU) olarak 

verilmektedir. Yüzeylerin mikrobiyal yükünün hızlı tespiti aynı zamanda biyofilm 

oluşabilecek yüzeylerin de hızlı tespit edilebilmesinin önünü açacaktır.  

Çalışma sırasında her üç firma yüzeylerinin kirlilik durumu standart ve ATP-

Biyolüminesans yöntemi kullanılarak incelenmiştir. Firma yüzeylerinin aerobik mezofik 

bakteri sayısı standart yöntem ile 1-6,53 logkob/cm2 arasında değişirken; ATP-

Biyolüminesans yöntemi kullanılarak aynı yüzeylerin mikrobiyal yükü 11-186265 RLU 

arasında değişmektedir (Çizelge 4.5). Yine çizelge 4.5’e bakılacak olursa; firma A için 14 

örnekleme noktasından 5 adeti standart yöntem kullanılarak temiz olarak tespit edilirken; 

ATP-Biyolüminesans yöntemi kullanılarak 2 adet temiz yüzey olduğu tespit edilmiştir. 

Firma B üretim hattı yüzeyleri her iki yöntem kullanılarak da incelendiğinde, temiz olarak 

tanımlanacak yüzey bulunamamıştır. Firma C için standart yöntemle 9 adet temiz yüzey 

bulunurken; ATP-Biyolüminesans ile sadece 2 yüzey temiz bulunmuştur. Standart yöntem 

ve ATP-Biyolüminesans yöntemleri ile elde edilen yüzey genel yük miktarı sayısal verileri 

arasında bir korelasyon varlığı araştırılmış; korelasyonun istatistiksel olarak önemli olduğu 

tespit edilmiştir (P<%5). Sırasıyla firma A, B ve C’nin Spearman korelasyon değeri ve kappa 

değerleri 0,507 ve 0,00; 0,518 ve 0,00; 0,622 ve 0,00 olarak belirlenmiştir. Kappa 

değerlerine göre uyumun gücü önemsizdir (Bilgen ve Doğan, 2017). 

Osimani ve ark. (2014) tarafından yapılan ve üniversite kantinlerindeki yüzeylerin 

mikrobiyal yükünün araştırıldığı çalışmada ATP-Biyolüminesans yöntemi ile standart 

aerobik mezofik bakteri sayımı yöntemi arasında korelasyon olduğu belirtilmiştir. İpek ve 

Demirel Zorba (2014) tarafından çalışmada lokum üretim hattı yüzeylerinde standart ve 

ATP-Biyolüminesans yöntemleri arasında korelasyon bulunamamış; fakat standart yöntem 

ile temiz bulunan yüzeyler ATP-Biyolüminesans ile az kirli veya kirli olarak bulunmuştur. 

Cais-Sokolin´ska ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada ise süt ürünleri üretim hattında 

bulunan 304 ve 316 çelik yüzeylerde standart ve ATP-Biyolüminesans yöntemleri 

kullanılmıştır. Elde edilen sonuçların bizim çalışmamıza oldukça benzer olduğu görülürken; 

yöntemler arasında korelasyon bulunmuştur. Hızlı bir yöntem olan ATP-Biyolüminesans 
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yönteminin en önemli problemi organik kirlerden etkilenmesidir. Bu nedenle standart 

yöntem ile temiz olarak tespit edilen bir yüzey; ATP-Biyolüminesans yöntemi ile kirli olarak 

değerlendirilebilmektedir. ATP-Biyolüminesans yöntemiyle temiz olarak değerlendirilen 

bir yüzey; standart yöntem ile kirli olarak değerlendirilmemektedir. Bu nedenler ile ATP-

Biyolüminesans yöntemi, gıda firmalarının üretim yüzeylerini hızlı değerlendirilmesi 

amacıyla uygun bir yöntem olarak değerlendirilebilmektedir (Ayçiçek ve ark., 2006; İpek 

ve Demirel Zorba, 2014; Osmani ve ark., 2014; Cais-Sokolin´ska ve ark., 2016). 

 

Çizelge 4.5. ATP- Biyolüminesans ve standart metotlarının kullanımıyla yüzey yükleri 

     alogkob/cm2 

 

 

Örnek 

Nokta-ları 

 

A B C 

AMBa Sonuç RLU Sonuç AMBa Sonuç RLU Sonuç AMBa Sonuç RLU Sonuç 

Çiğ Süt 

Tankı 

2,62 Kirli 5139 Kirli 2,013 Az 

Kirli 

752 Kirli 1,0 Temiz 91 Hafif 

Kirli 

Balans 

Tankı 

1,7 Temiz 20 Temiz 2,56 Az 

Kirli 

176 Hafif 

Kirli 

1,0 Temiz 186 Hafif 

Kirli 

Plastik 

Boru 

2,99 Kirli 550 Kirli 1,95 Az 

Kirli 

2117 Kirli 1,0 Temiz 12 Temiz 

SS Boru 1,47 Temiz 11 Temiz 2,0 Az 

Kirli 

2887 Kirli 1,17 Temiz 10 Temiz 

Bulgar 

teknesi 

2,0 Az 

Kirli 

70 Hafif 

Kirli 

3,08 Kirli 2340 Kirli 1,0 Temiz 96 Hafif 

Kirli 

Cendere 

Bezi 

1,7 Temiz 2026 Kirli 3,08 Kirli 2053 Kirli 1,17 Temiz 51 Hafif 

Kirli 

Bıçaklar 2,03 Az 

Kirli 

178 Hafif 

Kirli 

3,76 Kirli 122133 Kirli 1,0 Temiz 773 Kirli 

Teleme 

Kırma 

Bıçağı 

1,03 Temiz 996 Kirli 3,08 Kirli 40790 Kirli 1,0 Temiz 648 Kirli 

Duvar 3,19 Kirli 1266 Kirli 3,08 Kirli 1244 Kirli 1,0 Temiz 522 Kirli 

Drenaj 4,95 Kirli 1127 Kirli 6,53 Kirli 28682 Kirli 5,57 Kirli 21132 Kirli 

Üretim 

Personeli 

1,74 Az 

Kirli 

4800 Kirli 3,53 Kirli 2340 Kirli 2,24 Az 

Kirli 

5487 Kirli 

Dolum 

Personeli 

1,74 Az 

Kirli 

4800 Kirli 3,96 Kirli 2340 Kirli 2,24 Az 

Kirli 

5487 Kirli 

Salamura 

Tankı 

5,08 Kirli 186251 Kirli 3,72 Kirli 160546 Kirli 2,99 Kirli 4080 Kirli 

Maya 

Maşrapası 

1,51 Temiz 52 Hafif 

Kirli 

2,47 Az 

Kirli 

1007 Kirli 2,82 Kirli 2054 Kirli 
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4.1.2.7. Alınan İşletme Suyu Örneklerinin Yükleri 

Her üç işletmede kullanılan suyun AMB yükü, Dünya Sağlık Örgütü tarafından bir 

çok patojen bakterininin mezofilik karakterde olması nedeniyle önemsenmiştir (WHO, 

2006). Sağlık Bakanlığı tarafından yayınlanan yönetmelikte ise içilebilir sular için AMB 

yükü sınırı ml için 20 koloni oluşturan birim olarak verilmiştir (Anonim, 2005). Her üç 

işletme sularında AMB yükünün belirlenen içilebilir su kalitesinden uzak olduğu tespit 

edilmiştir Bu durum hem ürün kalitesinin hem de temizlik ve dezenfeksiyon etkinliğinin 

düşmesine neden olabilecek bir duruma işaret etmektedir. AMB seviyesi A, B ve C 

firmalarında 1,03-1,40 log kob/ml arasında tespit edilmiştir. A firması suyun mikrobiyal 

yükünün azaltılması için ozonlama kullanırken; B firması UV kullanmakta ve klorlamakta, 

C firması ise sadece klorlamaktadır. Buna karşın Enterobactericeae, Pseudomonas spp. ve 

Bacillus spp. cinsi mikroorganizmalar tüm işletmelerdeki sularda tespit edilmiştir. Bu da 

yapılan işlemlerin yeterli olmadığını göstermektedir. 

Su, gıda endüstrisinde önemli bir kontaminasyon kaynağıdır (Nerin ve ark., 2016). Bu 

nedenle suyun mikrobiyolojik kalitesinin periyodik analizinin yapılması, rutin inceleme 

yapılması hijyen ve gıda güvenliğinin önemli bir aktivitesidir (Kirby ve ark., 2003). Suya 

zaman içerisinde, insan kaynaklı kontaminasyon olabilir veya hayvansal fekal 

kontaminasyon ve temiz su sistemine kirli/kullanılmış su kaynağından bulaş olabilir. Su 

kalitesindeki bozulma önemli sorunlara neden olmaktadır. Ürünün kontaminasyonuna ve 

firmanın ekonomik kayıplarına neden olabilmektedir. Suyun klorlanması sıklıkla kullanılan 

dezenfeksiyon yöntemidir. Bununla birlikte klorun süt proteinlerince parçalandığı ve 

borularda aşınmalara neden olduğu belirtilmiştir (Wang ve ark., 2012; Burke ve ark., 2017). 

Bakteriler, virüsler, protozoalar ve parazitleri içeren su orijinli mikroorganizmalar 

potansiyel hastalık kaynaklarıdır (WHO, 2006). Sularda en çok rastlanan mikroorganizmalar 

Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Alcaligenes ve Flavobacterium türü bakterilerdir 

(Winkler and Nikoleski, 2012). 

Burke ve ark., (2017) yaptıkları bir araştırmada bir firmanın kendine ait kuyu suyunun 

kalitesini 2 yıl boyunca incelemiştir. Aerobik mezofilik bakteri (AMB) sayımı 21, 30 ve 

37°C’de yapılmıştır. Araştırmada ayrıca su örneklerinin koliform, Esherichia coli ve 

Enterococcus spp. yükleri de araştırılmıştır. Araştırmacılar 21 ve 37°C’deki sayımların 1. 

yılda 0,91 kob/mL ve 0,76 kob/mL olarak tespit ederken; 2. yılda 3,35 kob/mL ve 1,77 

kob/mL’ye çıktığını belirlemişlerdir. Aylık olarak değerlendirme yapıldığında 21°C’deki 

yükün en yüksek elde edildiği ayın ağustos olduğunu belirlenirkenmiştir. 30°C’deki sayım 

sonuçlarının mart ayından aralık ayına kadar artış gösterdiği; en yüksek değerin eylül ayında 
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saptandığını belirlemişlerdir. 37°C’deki AMB sayısının ise Temmuz ve Ağustos da en 

yüksek değerine çıktığını tespit edilmiştir. Yine koliform, E.coli ve Enterococcus spp. 

sayıların en yüksek olduğu ayın sıcaklıklarında en yüksek olduğu Ağustos ayında görüldüğü 

bildirilmiştir. 

Yapılan çalışmada, su örneklerinin AMB sayısının 2,06-2,80 log kob/mL arasında 

değiştiği tespit edilmiştir. En yüksek AMB sayısı firma B’de tespit edilirken; sadece klor ile 

suyun mikrobiyal yükünü azaltmaya çalışan firma örneklem süreci sırasında kuyu suyu 

kullanımını bırakarak şehir şebeke suyu kullanımını tercih etmiştir. Fekal bulaşı indikatörü 

olan mikroorganizmaların da içinde bulunduğu Enterobacteriacea, her üç firmanın su 

örneklerinde de görülmüştür (0,34-0,90 log kob/mL). Yine her üç firmadan alınan su 

örneklerinde 0,30-0,42 log kob/ml arasında Pseudomonas spp. ve 0,76-0,95 log kob/ml 

arasında Bacillus spp. varlığı da tespit edilmiştir (Çizelge 4.2, 4.3 ve 4.4). Firma B’nin su 

örneklerinde şüpheli Listeria spp. varlığı da tespit edilmiştir. Listeria spp. varlığı firmanın 

kuyu suyu kullanımı sırasında tespit edilmiştir.  

Her üç firma tarafında uygulanan mikroorganizma yükünün azaltılmasına yönelik 

işlemlerin yetersiz olduğu çalışma sırasında ortaya çıkmıştır. Su örneklerinde Bacillus spp., 

Pseudomonas spp., Listeria spp. ve Enterobacteriacea’nın su örneklerde tespit 

edilebilmesinde fabrikaların tarlaların ortasında olmasının, etrafta hayvan ağıllarının 

olmasının, yer altı suyuna kontaminasyonların fazla olmasında etkili olduğu düşünülmüştür. 

 

4.1.2.8. İşletme Üretim ve Dolum Alanları Hava Örneklerinin Mikrobiyal 

Yüklerinin Belirlenmesi 

Çalışmanın bu aşamasında üretim alanı ve dolum alanlarında hava örnekleri alınarak, 

havanın toplam aerobik mezofilik bakteri sayısı yükü incelenmeye çalışılmıştır. Üç firmanın 

da üretim ve dolum bölümleri havalarının aerobik mezofilik bakteri sayısı yük miktarı da 

önemli bir kontaminasyon kaynağı olması nedeniyle incelenmiştir. Firma A, B ve C üretim 

alanı havası ve dolum havası aerobik mezofilik bakteri sayısı Çizelge 4.6’da verilmiştir. Her 

üç firma için de dolum bölümü aerobik mezofilik bakteri sayısı üretim bölümüne oranla daha 

yüksek olduğu belirlenmiştir. Yaklaşık 24 saat boyunca dolum alanında teneke kutular 

içinde açık bırakılan ürünler açısından bu bölümdeki aerobik mezofilik bakteri sayısı büyük 

bir önem taşımaktadır. 

Çöl ve Aksu (2007) tarafından yapılan çalışmada havada bulunan 

mikroorganizmaların büyük bir çoğunluğunun küf ve mayalar olduğu belirtilmektedir. Hava 

kaynaklı mikroorganizmalar toz gibi katı partiküllere veya aerosollere tutunarak havada 
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tutunabilmektedir. Hava yolu ile ürünlere kontamine olabilen bakteri türleri arasında 

Staphylococcus, Pseudomonas, Bacillus ve Coryneform spp. öne çıkmaktadır. Listeria 

monocytogenes’inde aersollerde uzun süre canlı kalabildiği bildirilmiştir. İşletmelerdeki 

hava kaynaklı mikroorganizmaların personel, havalandırma, iklimlendirme, ambalaj, dış 

ortam havası kaynaklı olabileceği bildirilmiştir (Çöl ve Aksu, 2007; Barancelli ve ark. 2014; 

Dalmasso ve Jordan, 2014; Melo ve ark. 2015). 

 

Çizelge 4.6. Firma A, B ve C üretim ve dolum havası aerobik mezofilik bakteri sayısı 

Firma Üretim Hava (kob/m3) Dolum Hava (kob/m3) 

1 2 3 1 2 3 

A 1.34x102 6,9x101 7,0x101 2.96x102 1,12x102 1,0x102 

B 1,5x102 4,92x102 1,78x102 5,9x101 1,3x102 1,0x102 

C 1,98x103 4,0x101 1,5x101 7,22x102 3,8x101 2,0x101 

 

Araştırmacılar tarafından süt işletmelerinde hava yolu ile kontaminasyonun 

engellenebilmesi için bazı öneriler yapılmıştır. Bu önerilerin ilki, çiğ sütün işletmeye 

alınması sırasında uygulamaların ıslak yüzeylerde hava kabarcıklarının patlamasını en aza 

indirecek şekilde yapılmasıdır. Aksi takdirde bio-aerosol oluşumu gerçekleşebilmektedir. 

Biyofilm oluşturan bakteriler zemin, duvar, taşıyıcı bant gibi ıslak yüzeylere rahatlıkla 

tutunabilmekte çoğalıp kolonize olabilmektedir. İşletmedeki atık su giderleri yeterli değilse, 

zemin basınçlı su ile temizleniyorsa aerosoller diğer yüzeylere mikroorganizmaları 

taşıyabilmektedir. Bir kere aerosol oluşumu gerçekleştiğinde, ortam havasının normal 

seviyelere gelmesi 40 dk sürmektedir (Al-Dagal ve Fung, 1990; Moslsert ve Jooste,2002; 

Kure ve ark., 2004; Temelli ve ark., 2006; Irkin, 2010). 

İşletme içinde ise ürünlerin hava ile temas ettiği yerlerdeki mikroorganizma bulaşını 

azaltmak için iyi bir havalandırma gerekmektedir. Havalandırma ile üretim sırasında salınan 

nem uzaklaştırılabilir. Havalandırma yoğunlaşmayı ve buna bağlı küf gelişimini 

engelleyebilir (Çöl ve Aksu, 2007). 

Radmore ve ark. (1988) tarafından yapılan bir çalışmada havanın mikrobiyal yükü ile 

ürünün mikrobiyal yükü arasında bir korelasyon olduğu tespit edilmiştir (Al-Dagal ve Fung, 

1990). Temelli ve ark. (2006) ise, Bulgar teknesinde bulunan sütün ve pıhtının küf-maya 
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yükü üzerinde üretim alanı havasının yükünün etkisinin dikkat çekici düzeyde olduğunu 

belirtmiştir. Irkin (2010), üretim alanı havasının mikrobiyal kalitesinin önemini vurgularken; 

kontaminasyonun engellenmesi için hava filtresi kullanımını önermektedir.  

Peynir işletmelerindeki havanın aerobik mezofilik bakteri sayısının 200 kob/m3’ün 

altında olması yeterli kabul edilmektedir. 2000 kob/m3’ün üstü ise yetersiz olarak kabul 

edilmektedir. Maya-küf yükü açısından ise <100 kob/m3 yeterli, >1000 kob/m3 yetersiz 

olarak nitelendirilmektedir (Luck ve Gavron, 1990; Özer ve Kerekeş, 2015).  

Literatürden elde edilen veriler kullanıldığında A ve B firmasında dolum alanı hava 

örnekleri ilk örneklemede mikrobiyal yük açısından yeterli kabul edilen sınırdan yüksek 

(2,96x102 kob/m3 ve 5,90x102 kob/m3) bulunmuştur. B firmasının üretim alanı hava 

örneklerinin mikrobiyal yükünün ise ilk örneklemeye göre 3 kat arttığı, üçüncü örneklemede 

ise azalarak sınırda kaldığı (1,8x102 kob/m3) gözlenmiştir. Buna karşın C firmasının üretim 

alanı havasının mikrobiyal yükü ilk örneklemede yetersiz bulunurken (1,99x103kob/m3) ve 

dolum havasının yükünün istenilen seviyeden yaklaşık 4 kat daha fazla olduğu saptanmıştır. 

Fakat yapılan diğer örneklemelerde her iki alanda da havadaki mikrobiyal yükün 2x102 

kob/m3 seviyesinin altında kaldığı belirlenmiştir. Firma B’nin üretim ve dolum hava 

örneklerinin yükünün ikinci örneklem döneminde azalış göstermesine, firmada ikinci 

örnekleme dönemi öncesinde yapılan inşaatın etkili olduğu düşünülmektedir. Aynı firmanın 

üçüncü örnekleme döneminde görülen azalış da bu duruma bir işaret olarak görülmektedir. 

 

4.1.3. Temizlik Prosedürü Uygulamasının Üretim Yüzeyleri Mikrobiyal Yüküne 

Etkisinin Belirlenmesi 

Çalışmanın bu aşamasında uygulanan temizlik presedürlerinin gerçek üretim 

hatlarının mikrobiyal yükü üzerinde etkisi incelenmiştir. Bu amaçla daha sonraki aşamalarda 

invitro ortamda geliştirilecek dezenfektan formüllerinin etkisinin görülmesi için 

kullanılacak olan temizlik prosedürü olarak firma B’ye ait CIP prosedürü seçilmiştir. Çizelge 

4.7’de firma B’de belirlenen üretim hattı noktalarının mikrobiyal yükünün uygulanan 

temizlik prosedürü (CIP/COP) sonrası değişimi incelenmiştir. 
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Çizelge 4.7. Firma B yüzeylerinin temizlik uygulaması öncesi ve sonrası mikrobiyal yükü 

Örnek 

Noktaları 

(B) 

A.M.B.a Enterobacteriaceaa Listeria spp.a Pseudomonas spp.a Bacillus spp.a 

Önce Sonra Önce Sonra Önce Sonra Önce Sonra Önce Sonra 

Çiğ Süt Tankı 1,9x103 5,0x102 6,7x102 1,0x101 <10 <10 <10 <10 2,4x102 1,0x102 

Balans Tankı 6,1x103 1,4x102 1,0x101 <10 <10 <10 <10 <10 1,5x102 1,4x102 

PlastikBoru 2,8x103 1,3x103 6,2x102 6,0x102 <10 <10 <10 <10 1,0x103 9,0x102 

SS Boru 1,3x103 7,0x102 4,5*102 <10 <10 <10 <10 <10 2,5x102 1,4x102 

Bulgar teknesi 6,1x103 4,5x103 1,0x102 1,4x101 <10 <10 <10 <10 1,6x104 6,0x103 

Cendere Bezi 6,5x103 2,6x103 2,0x101 1,0x101 <10 <10 <10 <10 6,5x102 1,3x102 

Bıçaklar 6,2x103 5,7x103 8,0x101 5,0x101 <10 <10 <10 <10 1,6x102 1,4x102 

Teleme Kırma  

Bıçakları 

1,1x103 5,0x101 3,5x102 <10 <10 <10 <10 <10 8,0x101 2,0x102 

Üretim 

Personeli 

1,0x103 1,4x103 1,1x103 1,0x101 1,5x101 1,0x101 2,1x102 2,0*102 5,0x101 3,0x103 

Dolum 

Personeli 

3,3x102 4,0x102 1,7x102 1,0x101 <10 <10 <10 <10 4,8x102 2,5x102 

Salamura 

Tankı 

7,6x104 2,0x104 2,2x102 2,0x102 <10 <10 <10 <10 4,5x103 1,5x103 

Maya 

Maşrapası 

3,8x104 1,6x104 4,0x103 1,2x103 2,0x102 1,0x102 1,7x103 1,3*103 1,3x104 1,2x102 

Drenaj 3,2x107 3,0x106 2,8x106 3,0x105 2,3x102 1,0x102 <10 <10 4,0x108 1,6x107 

      akob/100cm2 

 

Firma B’nin gerçek üretim hattında temizlik sonrası tüm yüzeylerde mikrobiyal yük 

azalmaktadır. CIP uygulaması yapılan yüzeylerde (çiğ süt tankı, balans tankı, çelik boru, 

plastik boru) genel olarak mikrobiyal yük 1 logaritma değerinde azalma göstermektedir. 

Firma B üretim hattında salamura tankı CIP sistemine dahil olmadığından mikrobiyal yükü 

aynı logaritma değerinde kalirken; paslanmaz çelik bir yüzey olmayan ve CIP sistemine 

dahil olan plastik boru mikrobiyal yükü de Bacillus spp. hariç aynı logaritmik değerde 

kalmıştır. Enterobacteriacea yükü açısından firma B’nin CIP sistemi incelenecek olursa, çiğ 

süt tankı ve balans tankında mikrobiyal yük 1 logaritmik değer düşerken; çelik boruda 2 

logaritmik değer ve plastik boruda ise 1 logaritmik değerden az miktarda düşüş göstermiştir. 

Bacillus spp. açısından ise sadece plastik boruda yük 1 logaritmik değer düşerken; 

paslanmaz çelik yüzeylerde ise 1 logaritmik değerden az miktarda düşüş göstermiştir. Genel 

itibariyle COP ile temizlenen yüzeylerdeki mikrobiyal yük CIP ile temizlenen yüzeylerde 

daha yüksektir. Bu durum CIP sisteminin COP’ye oranla daha iyi bir temizlik sistemi 

olduğunu göstermektedir. 
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4.1.4. Peynir Üreticisi Firmaların Üretim Hatlarındaki Yüzeylerden Elde Edilen 

İzolatların Tanımlanması, Biyofilm Oluşturma Kapasitelerinin ve Quorum Sensing 

Sinyal Varlıklarının İncelenmesi 

4.1.4.1. Elde Edilen İzolatların Tanımlanması 

Su, hava ve diğer yüzeylerden Bacillus spp., Listeria spp., Pseudomonas spp. ve 

Enterobacteriacea için kullanılan spesifik besiyerlerinde tipik koloni özelliği gösteren farklı 

kolonilerden seçilerek stoklanmıştır. İzolatlar, Nutrient Agar’da tek koloni düşürme tekniği 

kullanılarak saflaştırılmıştır. Elde edilen 398 koloni, koloni özellikleri ve Gram 

reaksiyonlarına göre sınıflandırılmıştır. İzolatlardan büyük bir kısmının 281 adetinin maya, 

bakteri veya Gram pozitif çubuk ve Gram pozitif koklardan oluşan karışık kültür olduğu 

saptanmıştır. Biyofilm oluşturan mikroorganizmalarda bu sıklıkla görülen bir durumdur. 

Biyofilm matriksinde farklı mikroorganizmaların birlikte yaşam sürmesi sonucu elde edilen 

kolonilerde karışık mikroorganizma kültürü olması kaçınılmazdır.  

Sharma ve Anand (2002) tarafından yapılan çalışmada pilot ölçekli süt ve süt ürünleri 

üretim hatlarından çok sayıda karışık kültür izole edilmiştir. Laurenco ve ark. (2011), 

Habimana ve ark. (2010) ve Simoes ve ark. (2007) tarafından yapılan çalışmalarda ise süt 

ürünleri üretim hatlarından karışık kültürler izole edilmiş; bu karışık kültürlerin aynı 

zamanda biyofilm üreticisi olduğu belirtilmiştir.  

İlgili mikroorganizmaların izole edildikleri örnek noktası, cinsleri ve adetleri Çizelge 

4.8’da verilmiştir. 2 kez çizim sonrasında saflaştırılamayan izolatlar ile devam edilmemiştir. 

Saf halde elde edilebilen izolatlar arasında benzer koloni, temel biyokimyasal testler 

açısından benzer özelliği gösteren izolatlardan sadece biri incelemeye alınmıştır. 111 adet 

bakteri kültürü saf olarak elde edilmiştir. Bunlardan 32 adeti Gram pozitif çubuk, 15 adeti 

Gram pozitif kokobasil, 54 adeti Gram negatif çubuk, 10 adeti ise Gram pozitif kok olarak 

ayrılmıştır. Çalışma sırasında karışık kültürler arasında çok sayıda Streptococcus spp.’e ait 

bakteriler saf kültür olarak elde edilmiş ve çalışmaya dahil edilmiştir.  
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Çizelge 4.8. İzole edilen bakterilerin örnek noktaları, cinsleri ve sayıları 

 

 

 

 

 

 

 

Örnek Noktası FirmaA Firma B FirmaC 

Su Pseudomonas spp. (2); 

Enterobacteriacea (2) 

Bacillus spp. (2); Listeria spp. (1) Enterobacteriacea (1); 

Bacillus spp. (1) 

Çiğ Süt Tankı Enterobacteriacea (1); 

Streptococcus spp. (1) 

Pseudomonas spp. (1); 

Enterobacteriacea. (3) 

 

Balans Tankı  Bacillus spp. (1)  

PlastikBoru Bacillus spp. (1); Listeria spp.(1) Bacillus spp. (1) Pseudomonas spp. (2) 

SS Boru Enterobacteriacea (1); 

Streptococcus spp. (1) 

Streptococcus spp. (1); Bacillus spp. 

(1) 

 

Bulgar teknesi Pseudomonas spp. (2) Listeria spp. (1)  

Cendere Bezi Listeria spp. (1); Enterobacteriacea 

(1) 

Bacillus spp. (1) Enterobacteriacea (1) 

Bıçaklar Bacillus spp. (1) Bacillus spp. (1) 

 

Bacillus spp. (2); 

Enterobacteriacea (1) 

Streptococcus spp. (1) 

Teleme Kırma 

Bıçakları 

Bacillus spp. (1); Listeria spp .(1)  Bacillus spp. (1); 

Pseudomonas spp. (2) 

Duvar Enterobacteriacea (7); 
Streptococcus spp. (1) 

Bacillus spp. (2) 

 Listeria spp (2); 

Enterobacteriacea (1) 

Drenaj Enterobacteriacea (2); 

Pseudomonas spp. (2) 

Bacillus spp. (2); Listeria spp (2) 

Pseudomonas spp. (1) 

 

Pseudomonas spp. (1); 

Bacillus spp. (1) 

 

Üretim 

Personeli 

Enterobacteriacea (2) 

 

Enterobacteriacea (2); Bacillus spp. 

(1) 

Streptococcus spp. (1) 

Enterobacteriacea (2) 

 

Dolum 

Personeli 

Enterobacteriacea (1) Enterobacteriacea (2); Bacillus spp. 

(2) 

Enterobacteriacea (1) 

Salamura 

Tankı 

Enterobacteriacea (1); 

Pseudomonas spp. (1) 

Streptococcus spp. (1) 

Pseudomonas spp. (1) 

 

Bacillus spp. (1); 

Pseudomonas spp. (1) 

Streptococcus spp. (1) 

Maya 

Maşrapası 

Enterobacteriacea (2) 

 

Enterobacteriacea (2) 

 

Bacillus spp. (1); 

Pseudomonas spp. (1) 

Streptococcus spp. (1) 



 

65 

4.1.4.2. Elde Edilen İzolatların API Kitleri ile Tanımlanması 

Çalışmada elde edilen izolatlar Gram reaksiyonları, hücre şekilleri, oksidaz ve katalaz 

testleri sonuçlarına göre sınıflandırılmış; izole edildikleri besiyerlerine göre muhtemel 

Listeria, Pseudomonas, Bacillus spp. ve Enterobaceriacea olarak gruplandırılmıştır. 

Yapılan izolasyonlarda tipik Listeria spp. özelliği gösteren muhtemel izolatlardan 36 

adet elde edilmiş, fakat bunların ancak 15 tanesi saflaştırılabilmiştir. 5 izolat aynı 

noktalardan izole edilen kolonilerden seçilmesi nedeniyle elenmiş; kalan 10 izolat API 

Listeria kitleri kullanılarak tanımlanmıştır. Saf olarak elde edilen Listeria spp. izolatların 

dağılımı Çizelge 4.9.’da verilmiştir. Muhtemel Listeria spp.’lerin 1’i Listeria monocytogenes, 

1’i L.ivanovi,1’i L.welshimeri, 1’i L.grayi, 2’si L.innocua ve 4’ü L.seeligeri olarak 

tanımlanmıştır. Biyofilm pozitif olan L.innocua drenaj örneklerinden izole edilmiştir. 

 

Çizelge 4.9. Şüpheli Listeria spp. izolat kodları, API Kitleri ile tanımlama ve Congo Red 

Agar ile biyofilm oluşturma durumu sonuçları 

Sayı İzolasyon Yeri API Kiti Sonuç Biyofilm 

1 Su (A) API Listeria Listeria ivanovii Negatif 

2 Duvar API Listeria Listeria seeligeri Negatif 

3 Bulgar teknesi API Listeria Listeria seeligeri Negatif 

4 Duvar API Listeria Listeria seeligeri Negatif 

5 Duvar API Listeria Listeria weishimeri Negatif 

6 Drenaj API Listeria Listeria innocua Pozitif 

7 Teleme Kırma 
Bıçağı 

API Listeria Listeria grayi Negatif 

8 Plastik Boru API Listeria Listeria seeligeri Negatif 

9 Cendere Bezi API Listeria Listeria innocua Negatif 

10 Drenaj API Listeria Listeria monocytogenes Negatif 

 

A firması duvar, drenaj, çelik boru ve drenaj yüzeylerinden izole edilen izolatlar 

sırasıyla Listeria welshimeri, L. innocua, L.innocua ve L. monocytogenes olarak 

tanımlanmıştır. B firması su, Bulgar teknesi, plastik boru ve Bulgar teknesinden elde edilen 

izolatların sırası ile Listeria ivanovii, L. seeligeri, L. grayi ve L. seeligeri olduğu 

belirlenmiştir. C firmasından alınan izolatlar duvardan elde edilmiştir. Bu izolatların ikisi de 

L. seeligeri olarak tanımlanmıştır. 
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Dzieciol ve ark., (2016) drenajların Listeria spp ve özellikle L. monocytogenes için 

kaynak olabileceğini ifade etmiştir. Yapılan araştırmada drenaj yüzeyinden ve atık sudan 

birlikte örnek alınmıştır. Üretim alanındaki drenajdan laktik asit bakterileri (Lactobacillus 

spp., Leuconostoc spp.) asetik asit bakterileri (A. spathodeae, A. tropicalis, G. oxydans), 

Pseudomonas spp. olgunlaştırma ve dolum alanlarında, Chryseobacterium spp. ise üretim 

alanında bulunmuştur. Ayrıca Janthinobacterium spp. üretim alanındaki drenajlarda 

bulunmuştur. Listeria spp., özellikle L.monocytogenes drenaj ve drenaj sularından izole 

edilmiştir. Ayrıca Gram negatif bakterilerden Serratia proteamaculans, Acinetobacter 

baumanii, Klebsiella pneumonia, Aeromonas punctata tespit edilmiştir. 

Almeida ve ark., (2013)’de peynir üretim alanında süt alımı ve üretim alanlarında en 

çok peynir altı suyunun ayrıldığı alanlarda Listeria monocytogenes olduğunu belirtmiştir. 

Peynir yıkama alanlarında kullanılan fırçalarda L. monocytogenes tespit edilmiş olup 

basınçlı su ile temizlemede bunun havaya karıştığı ve ürünü tekrar kontamine edebileceği 

belirtilmektedir. 

Pseudomonas türlerinin belirlenmesi için kullanılan CFC besiyerinden elde edilen 

toplam 95 izolatın 26 tanesi saf olarak elde edilebilmiş ve API NE ile tanımlanmıştır. Elde 

edilen izolatların firmalara göre dağılımı ve izole edildiği yerler Çizelge 4.10’da verilmiştir. 

Muhtemel 26 Pseudomonas spp.’nin 15 tanesi Pseudomonas spp.’ye ait olduğu tespit 

edilmiştir. 

A firmasından elde edilen 11 izolat, maya maşrapası, Bulgar teknesi, salamura tankı, 

drenaj, su, dolum personelinden elde edilmiştir. Bunlar sırasıyla Pseudomonas putida, 

Acinetobacter junii, Sphingomonas paucimobilis, Mannheimia heamolytica, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sturtzeri ve P. alcaligenes olarak 

tanımlanmıştır. 

B firmasından elde edilen 8 izolat ise salamura tankı, çelik boru, çiğ süt tankı, plastik 

boru, su, Bulgar teknesi ve drenajdan elde edilmiştir. Bunlar sırasıyla Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas sturtzeri, Achromobacter xylosoxidans, P. sturtzeri olarak 

tanımlanmış, drenajda Breviundimonas dimiuta varlığı tespit edilmiştir. 
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Çizelge 4.10. Şüpheli Pseudomonas spp. izolat kodları, API Kitleri ile tanımlama ve Congo 

Red Agar ile biyofilm oluşturma durumu sonuçları 

Sayı İzolasyon Yeri API Kiti Sonuç Biyofilm 

1 Maya Maşrapası API NE Pseudomonas putida Negatif 

2 Bulgar teknesi API NE Acinetobacter junii Negatif 

3 Teleme Kırma Bıçağı API NE Stenotrophomonas maltophilia Negatif 

4 Salamura Tankı API NE Pseudomonas fluorescens Negatif 

5 Maya Maşrapası API NE Achromobacter xylosoxidans Negatif 

6 Salamura Tankı API NE Ochrobacterium anthropi Pozitif 

7 Su API NE Pseudomonas luteola Negatif 

8 Drenaj API NE Acinetobacter junii Negatif 

9 Salamura Tankı API NE Sphingomonas paucimobis Negatif 

10 Teleme Kırma Bıçağı API NE Acinetobacter junii Negatif 

11 Salamura Tankı API NE Mannheimia heamolytica Pozitif 

12 Plastik Boru API NE Senotrophomonas maltophilia Negatif 

13 Drenaj API NE Pseudomonas alcaligenes Negatif 

14 Teleme Kırma Bıçağı API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif 

15 Drenaj API NE Pseudomonas fluorescens Negatif 

16 Su API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif 

17 Dolum Personel API NE Pseudomonas alcaligenes Negatif 

18 Çelik Boru API NE Pseudomonas sturtzeri Pozitif 

19 Bulgar teknesi API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif 

20 Salamura Tankı API NE Pseudomonas fluorescens Negatif 

21 Çiğ Süt Tankı API NE Pseudomonas fluorescens Negatif 

22 Plastik Boru API NE Achromobacter xylosoxidans Negatif 

23 Su API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif 

24 Drenaj API NE Breviundimonas dimiuta Negatif 

25 Salamura Teknesi API NE Pseudomonas fluorescens Negatif 

26 Bulgar teknesi API NE Pseudomonas sturtzeri Negatif 
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C firmasından 7 izolat tanımlanmıştır. Bu izolatların 3 tanesi teleme kırma bıçağından, 

1 tanesi maya maşrapası, 1 tanesi plastik boru, 1 tanesi sudan ve 1 tanesi drenajdan elde 

edilmiştir. Teleme kırma bıçaklarından izole edilen izolatlar Stenotrophomonas maltophilia 

olarak, Acinetobacter junii ve Pseudomonas sturtzeri olarak tanımlanırken, plastik borudan 

izole edilen izolat Stenotrophomonas maltophilia, su örneğinden izole edilen izolat 

Pseudomonas luteola, drenajdan izole edilen izolat ise Pseudomonas alcaligenes olarak 

tanımlanmıştır. 

VRBGA besiyerinde gelişen ve tipik Enterobactericea spp. koloni özelliği gösteren 

izolatlar API 20E ile tanımlanmıştır. İzolatların firmalara göre dağılımı ve izole edildiği 

yerler Çizelge 4.11’de verilmiştir. 

A firmasından elde edilen 14 izolat çiğ süt tankı (2), su (1), duvar (5), drenaj (2), üretim 

personeli (2), maya maşrapası (1) ve cendere bezi (1)’den elde edilmiştir. Bunlar sırasıyla 

çiğ süt tankında Klebsiella oxytoca, su’da Klebsiella pneumonia subsp. ozonae, drenajda 

Klebsiella oxytoca ve Enterobacter cloacea, üretim personelinin ellerinde Klebsiella 

pneumonia subsp. ozonae ve Enterobacter aerogenes, maya maşrapasında Klebsiella 

pneumonia, cendere bezinde ise Pasteurella pneumotropica olarak tanımlanmıştır. 

B firmasından elde edilen 8 izolat ise su (1), salamura tankı (1), çiğ süt tankı (1), teleme 

kırma bıçağı (1), maya maşrapası (2), üretim personeli (1) ve duvar (1)’dan izole edilmiştir. 

Bunlar sırasıyla su ve çiğ süt tankından izole edilen izolatlar Pantoea agglomerans, salamura 

tankından alınan izolat Citrobacter freundii, teleme kırma bıçağından izole edilen izolat 

Ochrobacterium anthropi, maya maşrapasından elde edilen iki izolat Aeromonas 

hydrophila, olarak tanımlanmıştır. Üretim personelinin elinde Klebsiella oxycota, duvarda 

ise Klebsiella pneumoniae belirlenmiştir. 

C firmasında ise 6 izolat; duvar (2), üretim personeli (2), su (1) ve üretimde kullanılan 

bıçaktan (1) alınmıştır. Duvardan alınan örnekler Enterobacter cloacea ve 

Stenotrophomonas maltophilia, üretim personelinden Klebsiella pneumoniae ve Pasteurella 

pneumotropica, bıçak izolatı ise Ochrobacterium anthropi olarak tanımlanmıştır. 
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Çizelge 4.11. Şüpheli Enterobacteriacea İzolat kodları, API Kitleri ile tanımlama ve Congo 

Red Agar ile biyofilm oluşturma durumu sonuçları 

Sayı İzolasyon Yeri API Kiti Sonuç Biyofilm 

1 Çiğ Süt Tankı API E Klebsiella oxytoca Negatif 

2 Drenaj API E Klebsiella oxytoca Pozitif 

3 Salamura Tankı API E Citrobacter freundii Negatif 

4 Su API E Klebsiella pneumonia Negatif 

5 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif 

6 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif 

7 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif 

8 Duvar API E Enterobacter cloacae Pozitif 

9 Üretim Personeli API E Klebsiella pneumonia subsp. 

ozanae 

Negatif 

10 Su API E Klebsiella pneumonia subsp. 

ozanae 

Negatif 

11 Üretim Personeli API E Enterobacter cloacae Negatif 

12 Duvar API E Klebsiella pneumonia Pozitif 

13 Drenaj API E Enterebacter cloacea Pozitif 

14 Üretim personeli API E Klebsiella pneumonia Pozitif 

15 Çiğ Süt Tankı API E Pantoea agglomerans Negatif 

16 Maya Maşrapası API E Aeromonas hydrophila Pozitif 

17 Su API E Ochrobacterium anthropi Negatif 

18 Teleme Kırma 

Bıçağı 

API E Ochrobacterium anthropi Negatif 

19 Bıçak API E Ochrobacterium anthropi Negatif 

20 Maya Maşrapası API E Klebsiella pneumoniae Pozitif 

21 Maya Maşrapası API E Aeromonas hydrophila Pozitif 

22 Çiğ Süt Tankı API E Klebsiella oxytoca Pozitif 

23 Üretim personeli API E Klebsiella oxytoca Negatif 

24 Duvar API E Enterobacter aerogenes Pozitif 

25 Duvar API E Klebsiella pneumoniae Pozitif 

26 Üretim personeli API E Pasteurella pneumotropica Negatif 

27 Cendere Bezi API E Pasteurella pneumotropica Negatif 

28 Duvar API E Stenotrophomonas 

maltophilia 

Negatif 
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Çizelge 4.12. Şüpheli Bacillus spp. kodları, API Kitleri ile tanımlama ve Congo Red Agar 

ile biyofilm oluşturma durumu sonuçları 

Sayı İzolasyon Yeri API Kiti Sonuç Biyofilm 

1 Drenaj API CH Bacillus lincheniformis Negatif 

2 Balans Tankı API CH Bacillus lentus Negatif 

3 Su API CH Bacillus firmus Negatif 

4 Bıçak API CH Bacillus coagulans Pozitif 

5 Plastik Boru API CH Bacillus licheniformis Pozitif 

6 Teleme Kırma Bıçağı API CH Bacillus lentus Negatif 

7 Duvar API CH Bacillus licheniformis Negatif 

8 Cendere Bezi API CH Bacillus megaterium Negatif 

9 Üretim Personeli API CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif 

10 Çelik Boru API CH Geobacillus stearothermophilus Negatif 

11 Su API CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif 

12 Su API CH Bacillus cereus Negatif 

13 Drenaj API CH Bacillus cereus Negatif 

14 Cendere Bezi API CH Bacillus thuringiensis Negatif 

15 Dolum Personel API CH Bacillus coagulans Pozitif 

16 Maya Maşrapası API CH Bacillus cereus Negatif 

17 Bıçak API CH Bacillus firmus Pozitif 

18 Üretim Personeli API CH Bacillus firmus Negatif 

19 Plastik Boru API CH Bacillus firmus Negatif 

20 Bıçak API CH Bacillus lentus Pozitif 

21 Salamura Tankı API CH Bacillus coagulans Pozitif 

22 Maya Maşrapası API CH Bacillus megaterium Negatif 

23 Su API CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif 

24 Duvar API CH Bacillus megaterium Negatif 

25 Plastik Boru API CH Bacillus smithii Negatif 

26 Drenaj API CH Bacillus coagulans Negatif 

27 Teleme Kırma Bıçağı API CH Bacillus coagulans Negatif 

28 Plastik Boru API CH Aneurinibacillus aneurinilyticus Negatif 

29 Duvar API CH Bacillus subtilis Negatif 

30 Maya Maşrapası API CH Bacillus coagulans Pozitif 

31 Drenaj API CH Bacillus pumilus Negatif 

32 Bıçak API CH Bacillus megaterium Negatif 
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Bacillus türleri için özel olan kromojenik bir besiyeri olan Hicrome Bacillus Agar’dan 

elde edilen toplam 35 izolat besiyerinde meydana getirdikleri renklere göre 

sınıflandırıldıklarında pembe renkli koloniler B. thuringensis olarak, sarı renkli koloniler B. 

megaterium, mavi renkli koloniler B. cereus ve ortası yeşil kenarı beyaz renkli koloniler B. 

subtilis olarak tanımlanmıştır (Ek 4). 

Buna karşın API CH ile yapılan tanımlamalarda Bacillus besiyerinden izole edilen 

muhtemel Bacillus spp.’lerin 3 cinse (Bacillus, Aneurinibacillus ve Geobacillus spp.) ait 

olduğu görülmüştür. Muhtemel 32 Bacillus spp.’nin 29’unun Bacillacea familyasına 3’ünün 

Paebacillacea familyasına ait olduğu belirlenmiştir (Çizelge 4.12). 

A firmasından elde edilen 13 izolat drenaj (3), plastik boru (2), teleme bıçağı (1), duvar 

(3), cendere bezi (1), üretim personeli (1), maya maşrapası (1) ve üretim bıçağı (1)’ndan 

alınmıştır. Bunlar sırasıyla drenajda Bacillus licheniformis, B.coagulans , Bacillus pumilus; 

plastik boruda Bacillus licheniformis ve B. simthii; teleme bıçağında Bacillus lentus; duvarda 

B. licheniformis, B. megaterium ve B. subtilis; cendere bezinde B. megaterium; personel 

elinde B. firmus, maya maşrapasında ve bıçakta B. megaterium olarak tanımlanmıştır. 

B firmasından elde edilen 9 Bacillus spp. izolatı ise balans tankı (1), su (3), bıçak (1), 

üretim personeli (1), çelik boru (1), plastik boru (1) ve dolum personelinden (1) alınmıştır. 

Elde edilen izolatlar sırasıyla balans tankında Bacillus lentus, su örneklerinden B. firmus, B. 

cereus, A. aneurinilyticus, bıçaktan B. coagulans, üretim personelinden Aneurinibacillus 

aneurinilyticus, çelik borudan Geobacillus stearothermophilus, dolum personelinden B. 

circulans ve plastik boruda B. firmus olarak tanımlanmıştır. 

C firmasında ise alınan 10 izolat tanımlanmıştır. Bunların izole edildiği alanlar drenaj 

(1), cendere bezi (1), maya maşrapası (2), bıçak (2), teleme bıçağı (1), salamura tankı (1), 

teleme kırma bıçağı (1), plastik boru (1), ve su’dur. Drenajdan elde edilen izolat Bacillus 

cereus, cendere bezinden elde edilen izolat Bacillus thrungiensis, maya maşrapasından elde 

edilen iki izolat B. cereus ve B. coagulans, bıçaktan elde edilen iki izolat B. lentus ve B. 

firmus, teleme kırma bıçağından, su ve plastik borudan elde edilen izolatlar A. 

aneurinilyticus ve salamura tankından elde edilen izolat B. coagulans olarak tanımlanmıştır.  

Kalan 10 izolat ise çalışmalar sırasında karışık kültürlerden izole edilen, Nutrient 

Agar’da saflaştırılan ve mikroskop altında Gram pozitif kok şeklinde olarak tanımlanan 

bakterilerdir. Cullimore (2000), UMS (2015) ve IUMS tarafından 2005 yılında önerilen 

anahtarlar kullanılarak Gram pozitif kok şeklindeki bakteri izolatları tanımlanmıştır (Tindal 

ve ark., 2008) (Ek 1). Yapılan fenotipik tanımlama sonucunda, çiğ süt tankından elde edilen 

1 izolatın oral tipte olduğu görülmüş ve Streptococcus mitis olarak tanımlanmıştır. Diş 
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çürüklerinde sıklıkla rastlanılan bakterinin hayvanın iyi bakılmaması nedeniyle kanına ve 

oradan sütüne bulaşmış olabileceği düşünülmektedir. Walsh ve ark (2012) tarafından yapılan 

bir çalışmada Irlanda’da bulunan bir çiftlikten dört ay boyunca çiğ süt, pastörize süt, peynir 

altı suyu, kazein gibi ürünler alınrak hakim microflora saptanmıştır. Çalışmada özellikle çiğ 

sütte hakim mikroorganizmalardan birinin S.mitis olduğu vurgulanmaktadır. Kalan 

izolatların dördünün enterokokal gruptan, beşinin ise laktik gruptan olduğu tespit edilmiştir. 

Salamura teknesi, cendere bezi, bıçak, çelik boru ve maya maşrapasından laktik gruptan olan 

S.lactis (2), S.bovis (1), S.thermophilus (2) bulunmuştur. Üretim personeli, duvar, maya 

maşrapası ve salamura teknesi enterokokal gruptan olan Enterococcus feacalis (3) ve 

E.faecium (1) olarak tanımlanmıştır (Çizelge 4,13). Walsh ve ark. (2012) tarafından yapılan 

çalışmada da S.mitis yanı sıra S.themophilus, Enterococcus faecium ve E.feacalis süt ve süt 

ürünlerinden izole edilmiştir. 

 

Çizelge 4.13. Firma yüzeylerinde izole edilen Streptococcus spp.’lerin tanımlanması 

 

Yapılan araştırmalarda süt ürünlerinde yaygın olarak Enterobacter spp. (Salo ve ark., 

2006), Listeria spp. (Waak ve ark., 2002) Lactobacillus, Micrococus, Streptococcus ve 

Bacillus spp. (Sharma ve Anand, 2002; Rückert ve ark.,2004, Gopal ve ark.,2015), ayrıca 

Pseudomonas spp. (Wiedmann ve ark., 1999) tespit edilmiştir. Bu mikroorganizmaların 

biyofilm oluşturma özellikleri belirlenmiştir. Yapılan araştırmalarda Bacillus spp’nin işleme 

Üretim Noktası Firma A Firma B Firma C 

Çiğ Süt Tankı Streptococcus mitis   

Salamura Teknesi Enterococcus faecium Streptococcus lactis  

Maya Maşrapası  S.thermophilus Enterococcus feacalis 

Duvar Enterococcus feacalis   

Üretim Personeli   Enterococcus feacalis 

Bıçak   Streptococcus lactis 

Çelik Boru S.thermophilus   

Cendere Bezi Streptococcus bovis    
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ekipmanlarında ve ısı değiştiricilere tutunmuş halde bulunabildiği bildirilmiştir. Ayrıca 

Bacillus spp. bir hijyen indikatörü olarak nitendirilmekte olup; çiğ sütte bulunan 

mikroorganizmaların ısıl işlem sonrası ürüne bulaş durumunu belirlemek için 

kullanılmaktadır. Pastörizatörlerin giriş ve çıkış kısımlarında biyofilm oluşumu saptanan 

çalışmalar mevcuttur. Sütün pastörizasyon işlemi çoğu zaman ortamdaki sporları yok etmek 

için yeterli değildir ve bu uygulamayla sadece vejetatif hücreler öldürülür. Temizleme işlemi 

Bacillus sporları üzerine etkili değildir ve bu sporlar paslanmaz çelik yüzeyler üzerine 

tutunmaya devam edebilirler (Andersson ve ark., 1995; Burgess ve ark., 2010; Teke Gündüz, 

2012). 

Sharma ve Anand (2002) tarafından yapılan bir çalışmada özellikle süt ve süt ürünleri 

sanayisi için biyofilm oluşumunun HACCP kurulumu sırasında dikkate alınması gerekliliği 

vurgulanmıştır. Çalışmacılar biyofilm oluşumunun önemini ortaya koymak amacıyla 

Hindistan’da faaliyet gösteren bir süt ve süt ürünleri işletmesi ile bir pilot tesisin işleme 

hatlarındaki biyofilm oluşumunu incelemişlerdir. Belirledikleri çeşitli noktalardan alınan 

örneklerde biyofilm içerisinde Bacillus spp. nin çok baskın olduğunu belirlemişlerdir. 

Ayrıca örneklerden; Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Staphylococcus, 

Micrococcus, Shigella, Citrobacter, Flavobacterium, Klebsiella ve Proteus türleri dışında 

Esherichia coli ve Enterobacter aerogenes izole etmişlerdir. Çalışmamızda ise her üç 

firmanın hemen tüm yüzey örneklerinde Bacillus spp. baskın olarak tespit edilmiştir.  

Gündüz ve Tuncel (2006) tarafından yapılan bir başka çalışmada ise; bir dondurma 

üretim tesisinde biyofilm oluşumu incelenmiştir. Araştırmacılar tarafından üretim hattındaki 

yedi farklı noktadan biyofilm örneklerini 20 günlük bir periyotta iki defa alınmıştır. Çalışma 

sonucunda hatta en fazla biyofilmin paketleme makinesına ait olan taşıyıcı bantta oluştuğu 

gözlemlenmiştir. Ayrıca hattan alınan biyofilm örneklerinde Proteus, Enterobacter, 

Citrobacter, Shigella, Esherichia ve Edwardsiella gibi Enterobactericea ailesine ait bakteri 

türleri dışında Aeromonas, Plesimonas, Moraxella, Pseudomonas veya Alcaligenes gibi 

Gram negatif türler ve de Staphylococcus, Bacillus, Listeria spp., laktik asit bakterileri olan 

Streptococcus, Leuconostoc veya Pediococcus spp. izole edilmiştir. 

Temelli ve ark. (2006) tarafından yapılan çalışmada ise Bursa bölgesinde faaliyet 

gösteren bir beyaz peynir üreticisi üretim hattında koagülaz pozitif Staphlycoccus, koliform, 

Enterobacteriacea, Enterococci, psikrofilik bakteriler, küf ve mayalar izole etmişlerdir. 

Irkın (2010) tarafından yine aynı yörede yapılan çalışmada ise dil peyniri üretim hattından 

Staphlycoccus, Enterobacteriacea, Salmonella, Esherichia coli, laktik asit bakterileri, 

Pseudomonas spp., küf ve maya izole edilmiştir.  
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Burgess ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada süt ve süt endüstrisinde 

görülebilen termofilik Bacillus spp. ve öneminden bahsedilmiştir. Çalışmada 

Aneurinibacillus ve Geobacillus spp.’lerin süt ve süt ürünleri hatlarında oldukça yaygın 

olarak bulunduğu belirtilmiştir. Toksin üretmeyen Aneurinibacillus ve Geobacillus 

spp.’lerin enzimleri ile birlikte asit üretimleri vasıtasıyla kötü koku oluşumuna sebep 

olabilecekleri bildirilmiştir. Biyofilm üretme eğilimi yüksek olan Bacillus spp.’ye ait 

B.lincheniformis, B.pumilis ve B.subtilis’in B.cereus gibi mezofilik sıcaklıklarda toksin 

üretebildiği araştırmacılar tarafından bildirilmiştir. Ayrıca B. coagulans’ın laktik asit üretimi 

nedeniyle süt ve süt ürünlerinin bozulmasına sıklıkla sebep olduğu bildirilmiştir.  

Cleto ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada CIP uygulanmış süt üretim 

hatlarından izole edilen mikroorganizmlar moleküler olarak tanımlanmıştır. Çalışmada 

ağırlıklı olarak Pseudomonas spp., Serratia spp., Staphylococcus spp. ve Stenotrophomonas 

spp. izole edilirken; hayvan yemlerinden kaynaklandığı belirtilen Achromobacter, 

Brevibacterium, Ochromobacterium, Raoultella ve Rhodococcus spp. de izole edilmiştir.  

Abera ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada ise 329 koyun sütü incelenmiştir. 

Bu örneklerin %46,5’inde Mannheimia haemolytica, %39,3’ünde mastitis etmenlerinden 

olan Pasteuriella multocida ve %14,3’ünde ise Bibersteina trehalosi izole edilmiştir. 

Çalışmada bu izolatların tetrasiklin, eritromisin ve penisilin-G antibiyotiklerine karşı 

dirençli olduğu belirtilmiştir. Çalışmamızda bu tür bakterilerin üretim hatlarında görülmesi, 

çiğ süt kaynaklı bakterilerin pastörizasyon işlemi sonrası çapraz bulaş yolu ile üretim hattı 

yüzeylerine bulaştığının bir indikatörü olarak görülmüştür.  

Ordella ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada İsviçre’de bulunan çiğ inek 

sütlerinden Esherichia coli, Streptococcus ve Pasteuriella spp. izole edildiğini ve bu 

izolatların penisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine dirençli olduklarını bildirmişlerdir. 

Cherif-Antar ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada ise süt işletmelerindeki çelik 

yüzeylerin mikrobiyal yükünü oluşturan mikroorganizmalar araştırılmıştır. Enterococcus 

feacalis, Bacillus cereus, Staphylococcus hominis, S.saprophyticus, S.epidermidis, S.aureus, 

E.coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter calcoaceticus, Serratia marcescens, 

Pseudomonas aeruginosa, Esherichia vulneris, Proteus mirabilis, Chrysobacterium spp. ve 

Streptomyces spp. türünde mikroorganizmalar izole edilerek tanımlanmıştır. Hervet ve ark. 

(2016) tarafından yapılan çalışmada süt ürünleri üretim hatlarından 3M Petri kullanılarak 

elde edilen izolatları Acinetobacter, Breviundimonas, Pseudomonas, Vibrio spp. ve 

Enterobacteriacea olarak tanımlanmıştır. 
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Schön ve ark., (2016) drenajlardaki mikrobiyal florayı belirlemiştir. Lactobacillus 

kefiranofaciens’ın laboratuvardaki drenajda tespit edildiğini bildirmiştir. Bu bakterinin 

ayrıca çiğ sütte de bulunduğu bildirilmiştir (Montel ve ark., 2014). Streptococcus 

thermopbilus, Pseudoalteromas tetraodonis, Aeromonas punctata, Citrobacter freundii 

laboratuvar drenajında, Pseudomonas spp. olgunlaştırma alanlarındaki drenajlarda 

rastlanmıştır. Ayrıca bu alanda P. asplenii, P. oleovarans ve Arcobacter spp. benzeri 

bakteriler de saptanmıştır. Mayalar açısından da Debaryomyces hanseni en çok belirlenen 

maya türü olurken, Saccharomyces unisporus spp. yüzey olgunlaştırma alanlarında 

bulunmuş Torulaspora delbruecki bütün alanlarda, Crytococcus randhawai ise laboratuvar 

drenajlarında bulunmuştur. 

Çalışmamız boyunca üç farklı Ezine peyniri üreticisi firmanın üretim hattı 

yüzeylerinden ise Listeria, Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas, 

Achromobacter, Ochrobacterium, Sphingomonas, Mannheimia, Breviundimonas, 

Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Pantoea, Ochrobacterium, Pasteurella, Bacillus, 

Aneurinibacillus, Geobacillus, Streptococcus ve Enterococcus spp.’ye ait 

mikroorganizmalar izole edilmiştir.  

 

4.1.4.3. İzolatların Biyofilm Oluşturma Potansiyelleri 

4.1.4.3.1. İzolatların Biyofilm Oluşturma Potansiyellerinin Congo Red Agar 

Yöntemi İle Tespiti 

Elde edilen izolatların biyofilm oluşturma kapasitesi öncelikle Congo Red Agar 

yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir. Bu yöntemde biyofilm oluşturan mikroorganizmalar 

özel bir besiyeri olan Congo Red agar üzerinde siyah koloniler ve yapışkan (slime) koloniler 

olarak gelişmektedir. Çalışma kapsamında izole edilerek tanımlanan tüm izolatlar Congo 

Red agar üzerine inoküle edilmiştir. (Congo Red Agar metodu kullanılarak biyofilm 

oluşturduğu belirlenen izolatlar için Bkz. Çizelge 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12.) 

Tanımlanan Listeria türlerinden yalnızca drenajdan izole edilen L.innocua biyofilm 

pozitif kabul edilmiştir. Tanımlanan Pseudomonas türlerinden yine yanlızca biri çelik 

borudan izole edilen P.sturtzeri biyofilm pozitif kabul edilirken; CFC agar ile salamura 

tanklarından izole edilen Ochrobacterium anthropi ve Mannheimia haemolytica’da biyofilm 

pozitif olarak tanımlanmıştır. Tanımlanan Enterobacteriacea türlerinden toplam 28 

izolatının 21’inin Enterobacteriacea’ya ait olduğu bulunmuştur. Bu izolatların 14’ü 

biyofilm pozitif olarak değerlendirilirken; biyofilm oluşturma potansiyeli olan izolatların 

2’si Klebsiella oxytoca, 2’si Aeromonas hydrophila, 4’ü Klebsiella pneumonia, 5’i 
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Enterobacter cloacea, 1’i Enterobacter aerogenes olarak tanımlanmıştır. İlgili 

mikroorganizmalar firmaların çiğ süt tankı, drenaj, duvar, personel eli ve maya maşrapası 

gibi yüzeylerinden izole edilmiştir. Toplam 32 adet izolatın ancak 7 tanesi ilgili yöntem ile 

biyofilm pozitif kabul edilmiştir. Bacillus spp. içerisinde biyofilm pozitif olarak 

değerlendirilen izolatların 1’i Bacillus lincheniformis, 1’i B.firmus, 1’i B.lentus ve 4’ü ise 

B.coagulans olarak tanımlanmıştır. Plastik boru, salamura tankı, bıçak ve personel elinden 

izole edilen Bacillus spp.’lerin biyofilm pozitif olduğu değerlendirilmiştir.  

Süt ve süt ürünleri endüstrisi için önemli patojen türleri bulunduran Listeria spp.’ın 

cam polipropilen ve plastik yüzeylere tutunabildiği ve plastik yüzeylerde dezenfektan 

maddelere karşı dirençli biyofilm ürettiği araştırmacılar tarafından tespit edilmiştir (Herald 

ve Zottola, 1988; Mafu ve ark., 1990; Yıldırım 2013). Yıldırım (2013) tarafından yapılan 

çalışmada çiğ süt ve peynirden izole edilen Listeria spp’nin biyofilm oluşturma kapasitesi 

araştırılmıştır. Çalışmada incelenen 160 çiğ süt ve peynir örnekten 15 Listeria spp. izolatı 

elde edilmiştir. Bu izolatların 11’i Listeria innocua, 3’ü Listeria grayi ve 1’i Listeria 

welshimeri olarak tanımlanmıştır. Aynı çalışmada cam lameller ile yapılan tutunma miktarı 

ile ilgili araştırmada, bu izolatlardan 9’unun ilk 24 saat içerisinde yüksek derecede tutunma 

gösterdiği diğer izolatların ise 48. ve 72. saatlerde tutunma gösterdiği yani biyofilm 

oluşturma kapasitesinin yüksek olduğu tespit edimiştir. Bu çalışmada ise izole edilen, 

tanımlanan Listeria spp arasında Congo red agar yöntemi ile sadece 1 izolatın biyofilm 

oluşturma potansiyeli olduğu belirlenmiştir. 

Bir başka çalışmada, Ankara çevresinden toplanan 50 çiğ süt örneğinden izole edilen 

109 Bacillus izolatının 105’inin biyofilm oluşturabildiği tespit edilmiştir. Bu izolatların 11’i 

Bacillus licheniformis, 22’si B.subtilis, 14’ü B.macerans,4’ü, B.Stearothermophilus, 20’si 

B.brevis,1’i B.pumilus, 2’si B.cereus,1’i, B.lentus, 1’i B.megaterium, 5’i B.polymyxa, 6’sı 

B.coagulans ve 22’si diğer Bacillus türleri olarak adlandırılmıştır. Kristal viyole mikroplaka 

yöntemi kullanılarak 109 izolatın 105’i (%96,3) biyofilm pozitif, 4’ü (%3,7) biyofilm negatif 

olarak tespit edilmiştir (Teke Gündüz, 2012). Yapılan çalışma sırasında Congo Red agar 

yöntemi kullanıldığında Bacillus spp olarak tanımlanan izolatların yaklaşık % 26’sının 

biyofilm oluşturabileceği belirlenmiştir. 

Aeromonas spp su kaynaklı bir bakteri olduğu için gıda işletim sistemlerinde ve su 

dağıtım sistemlerinde de kolonize olabilmektedir. Son çalışmalar iki farklı flageller sisteme 

sahip olan Aeromonas’ların, flagellalarının plastik yüzeylerde biyofilm oluşturmasına 

yardımı olduğunu göstermiştir (Gavin ve ark., 2003). Enterobacteriacea olarak izole edilen 
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izolatların 2 tanesi Aeromonas spp olarak tanımlanmış iki izolattında biyofilm oluşturma 

potansiyeline sahip olduğu belirlenmiştir. 

Benzer şekilde yüksek sıcaklıklarda gelişebilen ve süt teknolojisi açısından önemli bir 

bakteri olan Streptococcus thermophilus’un süt işletmelerinde ısı değiştiriciler üzerine 

tutunabildiği tespit edilmiştir (Andersson ve ark., 1995). Bizim çalışmamızda da 

Streptococcus spp ve Enterococcus spp yüzeylerden izole edilmiştir. 

 

4.1.4.3.2. İzolatların Biyofilm Oluşturma Potansiyellerinin Kristal Viyole 

Mikroplaka Yöntemi İle Tespiti 

Elde edilen izolatların biyofilm oluşturma kapasitesi, biyofilm oluşumunun tespiti için 

altın standart yöntem olarak kabul edilen kristalviyole mikroplaka yöntemi kullanılarak da 

incelenmiştir. Kristal viyole mikroplaka yöntemi; mikroorganizmaların mikroplaka 

kuyucuklarında geliştirilmesi, kuyucukların yıkanması ve bu işlem sonrası kuyucuklarda 

tutunmuş olarak kalan mikroorganizmaların optik densitidesinin ölçülmesi esasına 

dayanmaktadır (O’Toole, 2011; Biswa and Doble, 2013; Lade et.al., 2014). Çalışmada başta 

Congo Red Agar metodu ile biyofilm oluşturduğu tespit edilen izolatlar olmak üzere tüm 

izolatların biyofilm oluşturma durumu kristal viyole yöntemi ile incelenerek iki yöntem 

arasında bir karşılaştırma amaçlanmıştır. Bu karşılaştırma sonucunda Congo Red Agar 

metodunun kristal viyole mikroplaka yöntemi yerine hızlı bir yöntem olarak 

kullanılabilirliği tespit edilmeye çalışılmıştır. Başlangıç aşamasında Congo Red Agar 

yöntemi ile biyofilm oluşturduğu tespit edilen izolatların biyofilm oluşturma durumunun 

kristalviyole mikroplaka yöntemi ile belirlenmiştir. Çalışma kapsamında elde edilen 

sonuçlar Şekil 4.2 ve 4.3’de görülebilir. Bir sonraki aşamada ise Congo Red Agar öntemi ile 

biyofilm oluşturmadığı tespit edilen izolatların biyofilm oluşturma durumu kristal viyole 

mikroplate yöntemi ile değerlendirilmiştir (Şekil 4.4, 4.5 ve 4.6). 
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Şekil 4.2. Congo Red Agar metodu ile biyofilm oluşturduğu belirlenen Gram pozitif 

izolatların kristal viyole mikroplaka yöntemi ile biyofilm oluşum kapasitesi 

 

 

Şekil 4.3. Congo Red Agar metodu ile biyofilm oluşturduğu belirlenen Gram negatif 

izolatların kristalviyole mikroplaka yöntemi ile biyofilm oluşum kapasitesi 

 

Sepanovic ve ark. (2000) tarafından yapılan çalışmada herhangi bir kuyucuktan elde 

edilen OD değerinin, kontrol kuyucuğundan (ODkontrol) elde edilen değer ile eşit veya az ise 

mikroorganizmanın biyofilm oluşturmadığı şeklinde değerlendirme yapıldığı bidirilmiştir. 

Magesh ve ark. (2013) tarafından yapılan çalışmada ise OD<0,120 olması durumunda 

mikroorganizma biyofilm oluşturmayan veya zayıf seviyede biyofilm oluşturan, OD değeri 

0,120-0,240 arasında ise orta seviyede biyofilm oluşturan ve 0,240<OD ise güçlü seviyede 

biyofilm oluşturan olarak değerlendirilmektedir. Cruz ve Fletcher (2011) tarafından yapılan 
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çalışmada ise OD değerleri 0,0-0,7 arasında ise mikroorganizma zayıf biyofilm 

oluşturabilen, 0,7-1,1 arasında ise orta seviyede biyofilm oluşturabilen ve 1,1’den fazla ise 

güçlü seviyede biyofilm oluşturabilen olarak tanımlanmaktadır.  

Çalışmamızda kontrol kuyucuğunun OD değeri 0,204’dür. Sepanovic ve ark. (2000) 

tarafından kullanılan skala kullanılmıştır. Bu durumda OD değeri 0,204’a eşit veya az ise 

biyofilm negatif, 0,204<OD≤0,408 zayıf, 0,408<OD≤0,816 orta ve 0,816<OD ise güçlü 

seviyede biyofilm oluşturan mikroorganizma olarak değerlendirilmiştir. Congo red agar 

metodu ile biyofilm pozitif olan izolatların OD değerlerinin değerlendirildiği çalışma 

incelendiğinde hemen tüm izolatların güçlü biyofilm oluşturucu mikroorganizmalar olduğu 

belirlenmiştir. Sadece 26 nolu üretim personelinden izole edilen Enterococcus feacalis orta 

seviyede bir biyofilm üreticisi olduğu belirlenmiştir.  

Congo Red agar metodu ile siyah pigment oluşturmaması nedeniyle biyofilm negatif 

olarak değerlendirilen izolatların tümü kristalviyole mikroplaka yöntemi incelenen 

izolatların da güçlü biyofilm oluşturabilen mikroorganizmalar olduğu belirlenmiştir (Şekil 

4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7).  

 

 

Şekil 4.4. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm oluşturmadığı belirlenen Listeria spp.’lerin 

kristalviyole mikroplaka yöntemi ile biyofilm oluşum kapasitesi 
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Congo Red Agar metodu ile biyofilm oluşturmadığı değerlendirilen izolatların 

incelendiği çalışmada ise cendere bezinden elde edilen Listeria innocua; bıçak ve teleme 

kırma bıçağından elde edilen Ochrobacterium anthropi; plastik boru ve drenajdan izole 

edilmiş Achromobacter xylosoxidans ve Breviundimonas dimiuta; biri duvar diğeri bıçaktan 

izole edilmiş Bacillus subtilis ve B. megaterium orta seviyede biyofilm oluşturan 

mikroorganizma olarak değerlendirilmiştir. Üretim personelinden izole edilen Klebsiella 

oxytoca, salamura teknesinden izole edilen Pseudomonas fluorescens ve drenajdan izole 

edilen Bacillus pumilus ise zayıf zeviyede biyofilm oluşturan mikroorganizma olarak 

değerlendirilirken; diğerler tüm izolatlar güçlü biyofilm oluşturan mikroorganizma olarak 

değerlendirilmiştir. Elde edilen son sonuçlara göre sadece cendere bezinden izole edilen 

Listeria innocua orta seviyede; diğer Listeria spp.’ler drenajdan izole edilen Listeria 

monocytogenes de dahil olmak üzere güçlü biyofilm üreticileri olarak değerlendirilmiştir. 

Bu durum ciddi bir soruna işaret etmektedir. Yine Enterobacteriacea’e ait, su ve üretim 

personelinden izole edilen, insan sağlığı için tehlike oluşturabilen Klebsiella pneumonia ve 

Klebsiella pneumonia sub ozanae’nın da güçlü biyofilm oluşturan mikroorganizmalar 

arasında olduğu belirlenmiştir. Pseudomonas spp.’den soğukta gelişebilen ve hidrolitik 

enzim üreten Pseudomonas fluorescens’in drenajda orta ve salamurada güçlü seviyede 

biyofilm oluşturması son ürün kalitesi için oldukça önemli bir sonuçtur. Bacillus spp.’lerden 

olan su ve drenajdan izole edilerek tanımlanan B.cereus’un enteroroksin oluşturabildiği 

bilinmektedir. Akan ve ark. (2011) tarafından belirtildiği üzere soğukta da gelişebilen ve 

ısıyada dirençli olan bu mikroorganizmalar son ürün kalitesi ve insan sağlığı açısınan önemli 

soru işaretleri oluşturmaktadır. 
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Şekil 4.5. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm oluşturmadığı belirlenen CFC Agar 

kullanılarak izole edilmiş izolatların kristalviyole mikroplaka yöntemi ile biyofilm oluşum 

kapasitesi 

 

 

Şekil 4.6. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm oluşturmadığı belirlenen VRBGA Agar 

kullanılarak izole edilen izolatların kristalviyole mikroplaka yöntemi ile biyofilm oluşum 

kapasitesi 
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Şekil 4.7. Congo Red Agar Metodu ile biyofilm oluşturmadığı belirlenen Hicrome Bacillus 

Agar kullanılarak izole edilen izolatların kristalviyole mikroplaka yöntemi ile biyofilm 

oluşum kapasitesi 

 

Çalışmamızda Congo Red Agar metodu kullanımı mikroorganizmaların biyofilm 

oluşturma durumlarını belirlemek için yeterli görülmemiştir. Saising ve ark. (2012) 

tarafından yapılan çalışmada aknelerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin biyofilm 

oluşturma kapasitesi her iki yöntem ile de araştırılmıştır. Koagülaz pozitif Staphylococcus 

spp.’nin biyofilm oluşturma kapasitesi mikroplaka yöntemi ile %68,8 olarak bulunurken 

Congo Red Agar metodu ile %62,5 olarak bulunmuştur. Koagülaz negatif Staphylococcus 

spp.’nin biyofilm oluşturma kapasitesi mikroplaka yöntemi ile %97,7 olarak bulunurken 

Congo Red Agar metodu ile %84,7 olarak bulunmuştur. Araştırmacılar Congo Red Agar 

metodunun biyofilm üretiminin tespiti için hızlı bir yöntem olarak kullanılabileceğini 

belirtmişlerdir. Darwish ve Asfour (2013) tarafından yapılan çalışmada ise mastitis sebebi 

olan 40 koagülaz pozitif, 68 koagülaz negatif Staphylococcus spp.’nin biyofilm oluşturma 

kapasitesi her iki yöntem ile belirlenmiştir. 40 adet koagülaz pozitif Staphylococcus spp.’nin 

biyofilm oluşturma kapasitesi Congo Red agar metodu kullanılarak sıra ile %32,5 güçlü, 

%35 orta seviyede biyofilm üreticisi ve %32,5’in biyofilm üretmediği belirlenirken; 

mikroplaka yöntemi ile %52,5’i güçlü, %27,5’si orta ve %20’si zayıf oranda biyofilm 

üreticisi olduğu tespit edilmiştir. 68 adet koagülaz negatif Staphylococcus spp.’nin biyofilm 
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oluşturma kapasitesi ise Congo Red agar metodu kullanılarak sıra ile %29,5’i güçlü, 

%42,6’sı orta seviyede biyofilm üreticisi ve %27,9’in ise biyofilm üretmeyen olarak 

belirlenirken; mikroplaka yöntemi ile %44’ı güçlü, %30,9’si orta ve %19,2’si zayıf seviyede 

biyofilm üreticisi olduğu tespit edilmiştir. Çalışma sırasında biyofilm oluşumu ile 

ilişkilendirilen eno, icaA, icaD ve bap genleri de araştırılmıştır. Koagülaz pozitif olan 

mikroorganizmalarda genler sırası ile %75, %15, %62,5 ve %2,5 oranında tespit 

edilebilirken; kogülaz negatif olan mikroorganizmalarda %92,6, %5,9, %47,1 ve %4,4 

oranlarında belirlenmiştir. Araştırmacılar Congo Red agar metodu ile kristalviyole 

mikroplaka yönteminin tam olarak birbirini karşılamadığını belirtirken; genler ile biyofilm 

oluşumunun da tam olarak açıklanamadığına da dikkat çekmişlerdir.  

Yapılan çalışmada Congo Red agar metodu kullanılarak üretim hatlarından izole 

edilen ve API kitleri ile tanımlanan Listeria spp. izolatların %10’u biyofilm üretici olarak 

tanımlanırken; kristal viyole mikroplaka yöntemiyle izolatların tamamının biyofilm üreticisi 

olduğu belirlenmiştir. Muhtemel Pseudomonas spp olarak tanımlanan izolatların %11,54’ü 

biyofilm üretici olarak tanımlanırken; kristal viyole mikroplaka yöntemiyle izolatların 1’i 

zayıf, 2’si orta seviyede diğerleri güçlü seviyede biyofilm üreticisi olarak tanımlanmıştır. 

Muhtemel Enterobacteriacea olarak tanımlanan izolatların %42,86’sı biyofilm üretici 

olarak tanımlanırken; kristal viyole mikroplaka yöntemiyle izolatların 1’i zayıf, 2’si orta 

seviyede diğerleri güçlü seviyede biyofilm üreticisi olarak tanımlanmıştır. Muhtemel 

Streptococcus spp. olarak tanımlanan izolatların %100’sı biyofilm üretici olarak 

tanımlanırken; kristal viyole mikroplaka yöntemiyle izolatların 1’si orta seviyede diğerleri 

güçlü seviyede biyofilm üreticisi olarak tanımlanmıştır. Muhtemel Bacillus spp. olarak 

tanımlanan izolatların %21,88’sı biyofilm üretici olarak tanımlanırken; kristal viyole 

mikroplaka yöntemiyle izolatların 1’i zayıf, 2’si orta seviyede diğerleri güçlü seviyede 

biyofilm üreticisi olarak tanımlanmıştır. Çalışma sonucunda Congo Red agar metodu ile 

biyofilm üreticisi olmadığı belirlenen tüm izolatların; Congo Red agar metodu ile biyofilm 

üreticisi olduğu tespit edilmiştir. Yine Congo Red agar metodu ile biyofilm üreticisi olarak 

tanımlanan tüm izolatlar kristal viyole mikroplaka yöntemi ile yine biyofilm üreticisi olarak 

tanımlanmıştır. Bu durum nedeniyle Congo Red agar metodunun biyofilm oluşturan 

mikroorganizmaların tespiti için yeterli bir yöntem olarak görülmemesi gerektiği kanısına 

varılmıştır.  
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4.1.3.3. İzolatların Quorum Sensing Sinyallerinin Varlığının Araştırılması (AHL, 

AI-2) 

Çalışmamızda biyofilm oluşumuna ve direnç gelişimine katkısı olduğu düşünülen, 

mikroorganizmaların birbiri ile haberleşmesini sağlayan kimyasal konuşma sistemi 

sinyallerinin varlığı da araştırılmıştır. Peynir üretim hatlarından izole edilen Gram negatif 

(Enterobacteriacea ve Pseudomonas spp.) ve Gram pozitif (Listeria spp., Streptococcus spp. 

ve Bacillus spp.) bakterilerin quorum sensing(QS) sinyallerinin varlığı incelenmiştir. Gram 

negatif bakterilerin konuşma sinyali olan N-Acyl homoserine lactone (AHL) ile Gram 

pozitif bakterilerinde konuşma sinyali olan Auto inducer-2 (AI-2) varlıkları araştırılmıştır.  

 

4.1.3.3.1. Gram Negatif Izolatların AHL Sinyallerinin Varlığının Araştırılması 

Gram negatif bakterilerin QS sinyali olan AHL’lerden olan kısa zincirli AHL sinyalleri 

(C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL ve 3-oxo-C4~C8) Chromobacterium violaceum CV026 

indikatörlüğünde tespit edilmiştir. Orta ve uzun zincirli AHL sinyalleri (C8-HSL, 3-oxo-

C8HSL, C10-HSL, C12-HSL, 3-oxo-C12-HSL ve C14-HSL) Agrobacterium tumefaciens 

A136 indikatörlüğünde β-galaktosidaz aktivitesi ile tespit edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.8. Gram negatif bakterilerde AHL sinyal varlığının tespiti 

 

Çalışmamız sırasında tüm Gram negatif izolatların kısa ve uzun sinyal varlıkları 

incelenmiştir. Chromobacterium violaceum CV026 indikatörlüğünde Luria Bentani agara 

nokta ekim yapılan izolatlardan hiçbiri mor pigment vermemiştir. Bu neden ile 

izolatlarımızın kısa zincirli AHL oluşturmadığı tespit edilmiştir. Agrobacterium tumefaciens 
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A136 indikatörlüğünde nokta ekim yapılan Gram negatif izolatların büyük çoğunluğu mavi-

yeşil pigment vermiştir. Bununla birlikte Enterobacteriacea ait izolatlardan olan ve maya 

maşrapasından izole edilen biyofilm pozitif Aeromonas hydrophila’nın mavi-yeşil pigment 

oluşturmadığı tespit edilmiştir. Aeromonas hydrophila’nın Congo Red Agar ve kristal viyole 

mikroplaka yöntemi ile biyofilm üreticisi olduğu tespit edilmiştir. CFC agardan izole edilen 

ve Congo Red Agar ile biyofilm pozitif olduğu belirlenen izolatların da hiçbirinin mavi-yeşil 

pigment oluşturmadığı tespit edilmiştir. Bu izolatlar çelik borudan izole edilen Pseudomonas 

sturtzeri, salamura teknelerinden izole edilen Ochrobacterium anthropi ve Mannheimia 

heamolytica’dır. Bu durum nedeniyle bakterilerin indikatörlüğünde tespit edilemeyecek 

daha uzun zincirli sinyallerin varlığına işaret ettiği değerlendirilmesi yapılmıştır. 

Lade ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada biyoreaktörlerden izole edilen ve 

biyofilm özellikleri tespit edilmiş Gram negatif Pseudomonas ve Aeromonas spp.’ye ait 

izolatların kısa, orta ve uzun AHL sinyal varlıkları incelenmiştir. Toplam 200 izolatın 

168’inin AHL üretmediği tespit edilirken; 32 izolatın kısa ve orta AHL ürettiğini 

belirlemişlerdir. Araştırmacılar da çalışmamıza benzer olarak elde ettikleri Aeromonas 

hydrophila’nın kısa zincirli AHL üretmediğini belirlemişlerdir. Yine aynı çalışmada 

Pseudomonas japonica izole edilmiş; izolatın kısa AHL üretmediği belirlenmiştir. Tang ve 

ark. (2013) tarafından yapılan bir çalışmada Pseudomonas spp.’ye ait izolatlarda sadece orta 

ve uzun zincirli AHL sinyalerini tespit edebildikleri bildirilmiştir. 

 

4.1.3.3.2. Gram Pozitif Izolatların AI-2 sinyallerinin Varlığının Araştırılması 

Çalışmamızda Ezine peynir üretim hatları elde edilen Gram pozitif izolatların biyofilm 

oluşumu ve direnç gelişimi için önemli bir faktör olan quorum sensing sinyal varlıkları 

araştırılmıştır. Gram pozitif (Listeria spp., Streptococcus spp.ve Bacillus spp.) bakterilerin 

de kullandığı bir sinyal sistemi olan AI-2 sinyal varlıkları Vibrio harveyi BB 170 

indikatörlüğünde incelenmiştir (Şekil 4.9, 4.10, 4.11). Çalışmada AI-2 sinyal varlığının 

incelemesi için Congo Red agar metodu ile biyofilm pozitif olduğu belirlenen izolatlar yanı 

sıra kristal viyole mikroplaka yöntemi ile güçlü biyofilm üreticisi olduğu tespit edilen 

izolatlar kullanılmıştır.  
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Şekil 4.9. Listeria spp. AI-2 sinyal varlığının belirlenmesi (nc: negatif kontrol) 

 

 

Şekil 4.10. Streptococcus spp. AI-2 sinyal varlığının belirlenmesi (nc: negatif kontrol) 
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Şekil 4.11. Hicrome Bacillus Agar kullanılarak izole edilmiş izolatların AI-2 sinyal 

varlığının belirlenmesi (nc: negatif kontrol) 

 

Şekil 4.8, 4.9 ve 4.10’da nc olarak ifade edilen birim negatif kontrol kuyucuğudur ve 

içinde sadece indikatör mikroorganizma olan AB besiyeri içerisinde Vibrio harveyi BB 170 

bulunmaktadır. Yöntemin temelinde indikatör mikroorganizmanın ortamda AI-2 sinyali 

varlığında ışıma yapması vardır. Vibrio harveyi BB 170 AI-2 sinyali varlığında ışıma yapan 

bir mikroorganizmadır (Bassler, 2002; Waters and Bassler, 2007; Park ve ark., 2014). 

Çalışmada AI-2 sinyal varlığı negatif kontrole (nc) oranla tespit edilmiştir. Vilchez ve ark. 

(2007) tarafından yapılan çalışmada yöntemde negatif kontrol olarak kullanılan V.harveyi 

MM 30 yerine Vibrio harveyi BB 170 içeren AB besiyeri kullanımı arasındaki farkın 

istatistiksel olarak önemsiz olduğu bildirilmiştir (P<0,05). Turovskiy ve Chinkidas (2006) 

tarafından yapılan çalışmada 600 nm’de pozitif kontrol olarak kullanılan Vibrio harveyi BB 

120’nin OD değeri 1,0 olarak bulunurken; negatif kontrol (nc) olarak kullanılan V.harveyi 

MM 30’in OD değeri 0,0 olarak tespit edilmiştir. Şekil 4.6, 4.7 ve 4.8’de görüldüğü üzere 

negative kontrol olarak kullanılan içinde V.harveyi BB 170 içeren AB besiyerinin OD değeri 

0,0375 olarak okunmuştur. Bu duruma AB besiyerinde bulunan ve AI-2 sinyal molekülü 

gibi davranan bazı maddelerin sebep olmuş olabileceği değerlendirilmektedir (Vilchez ve 
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ark., 2007). Okunan değerin düşük olmasından dolayı V.harveyi BB 170 içeren AB 

besiyerinin negatif kontrol olarak kullanılabileceği değerlendirilmiştir. Şekil 4.9, 4.10 ve 

4.11’de görüldüğü üzere tüm Gram pozitif izolatların OD değeri nc değerinden yüksektir. 

Bu nedenle belirlenmiş tüm izolatlar AI-2 sinyali üreticisi olarak değerlendirilmiştir. 

Çalışmada belirlendiği üzere en yüksek OD değeri veren Streptococcus bovis cendere 

bezinden izole edilmiştir. İkinci en yüksek değeri veren Aneurinibacillus aneurinilyticus 

sudan, Streptococcus thermophilus çelik borudan, Enterococcus feacalis duvardan izole 

edilmiştir. Listeria spp.’e ait en yüksek değerin çelik borudan izole edilen Listeria innocua’a 

ait olduğu belirlenmiştir. 

Vilchez ve ark. (2007) tarafından yapılan bir çalışmada mikroplate okuyucular (600 

nm) ve Biyolüminesans okuyucular ile elde edilen sonuçlar incelenmiştir. Pozitif kontrol 

olarak Vibrio harveyi BB 152 kullanılan çalışmada, mikroorganizma 0,75-3,75 saat 30oC’de 

inkübe edilmiş ve AI-2 aktivitesi incelenmiştir. 600 nm’de AI-2 aktivitesi değerleri 0,831-

0,121 değeri arasında tespit edilmiştir. RLU değerleri ise 6,1-5,8 değerleri arasında 

bulunmuştur. Araştırmacılar 600 nm’de okunan optik yoğunluk değeri ile Biyolüminesans 

değerinin (RLU) okunduğu yöntemin benzerlik taşıdığını belirtmişlerdir. Zhang ve ark. 

(2011) tarafından yapılan çalışmada atık arıtma tesislerinden izole edilen R1 ve R2 

izolatlarının toplam 35 gün boyunca AI-2 aktivitesi incelenmiştir. Çalışmada AI-2 aktivitesi 

negatif kontrole karşı izolatlardan elde edilen OD değerleri ile arıtma tesisinden elde edilen 

çamurun Gramında AI-2 aktivitesi olarak hesaplanmıştır. Çalışma başlangıcında AI-2 

aktivitesi/g izolatlar için 0,83-2,33 değerlerinde hesaplanmıştır. Çalışmada AI-2 aktivitesi 

14. günde en yüksek değerine ulaşmış (8,33), 35. günde bu değerler 1,8-2,55 seviyelerine 

geri dönmüştür. Blana ve ark. (2011) tarafından yapılan bir çalışmada marketlerde satılan 

kıymalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (Leuconostoc spp., Weisseria spp. ve 

Lactococcus spp.) AI-2 aktiviteleri incelenmiştir. Çalışmada Gram pozitif laktik asit 

bakterilerin AI-2 sinyal aktivitesine sahip olduğu belirlenmiştir. Benzer olarak yapılan 

çalışmada da bir laktik asit bakterisi olan S.thermophilus’un AI-2 aktivitesi olduğu tespit 

edilmiştir. Almasoud ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada Esherichia coli ve 

Salmonella spp. ait mikroorganzimaların AI-2 aktivitesi luminometre kullanılarak 

araştırılmış; değerler 55 ve 53 RLU olarak bulunmuştur. Araştırmacılar 

mikroorganizmaların AI-2 aktivitesinin oldukça yüksek olduğunu belirtmişlerdir. Jones ve 

Blasser (2003) tarafından yapılan bir çalışmada Bacillus anthracis ve B.subtilis gibi Bacillus 

türlerinde AI-2 sinyali oluşumunu sağlayan genlerin tespit edildiğinden bahsedilmiştir. 
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4.2. Peynir Üretim Hatlarından Elde Edilen Biyofilm Pozitif İzolatları Üzerine 

Etkili Antimikrobiyal ve Antiquorum Sensing Doğal Maddelerin Belirlenmesi 

Doğal, antibiyofilm ve antiquorum sensing dezenfektan madde üretiminin ana aşaması 

olarak çeşitli doğal maddelerin belirlenmesi amacıyla; maddelerin antimikrobiyal ve 

quorumquenching etkileri belirlenmeye çalışılmıştır. Doğal madde olarak Epigallocatechin 

gallate, Panax ginseng, curcumin, Camellia sinensis, vanilin, kırmızı panax ginseng, 

Ganoderma lucidum, Prunella vulgaris, Sambucus nigra, Cichorium intybuss, Calendula 

officinalis, boraks, propolis, resveratrol, elma sirkesi, nisin, Hypericum perforatum ve 

Thymus vulgaris kullanılmıştır. Bu maddelerin seçiminde doğal oluşu, kolay elde 

edilebilirliği ve literatürde antimikrobiyal etkisi ile karşılaşılması etkili olmuştur. Boraks 

maddesi hariç tüm maddelerin 1 mg/mL’lik konsantrasyonları hazırlanmıştır. Boraks 

maddesi ise ülkemiz için oldukça önemli bir madde olup; dünya rezervinin yaklaşık %61’ı 

ülkemizde bulunmaktadır. İkinci büyük rezerv ise Amerika Birleşmiş Devletleri’nde olup; 

iki ülke ise dünya rezervinin %90’nını elinde bulundurmaktadır (Türker ve ark., 2014; 

Erkmen ve Yapıcı, 2015). Bu madde 1 mg/mL ve 2 mg/mL konsantrasyon seviyelerinde 

hazırlanmıştır. Ekstraktlar gıda sanayinde dezenfektan olarak kullanılan ve dezenfektanların 

hazırlanmasında kullanılan %70’lik etil alkol ile hazırlanmıştır. 

 

4.2.1. Doğal Ekstraktların Antimikrobiyal-Antibiyofilm Özelliklerinin 

Belirlenmesi 

Çalışma sırasında öncelikle ilgili maddelerin Congo Red Agar ve kristal viyole 

mikroplaka metot ile biyofilm pozitif izolatlar, dezenfektan dirençli kontrol suşları üzerine 

antimikrobiyal-antibiyofilm özellikleri incelenmiştir. Çalışmada bu maddelerin etkileri disk 

difüzyon metodu (Kirby-Bauer) ile araştırılmış; incelenen maddelerin antibiyofilm-

antimikrobiyal etkisi Çizelge 4.14’de verilmiştir. 

Camellia sinensis, Panax ginseng, vanilin, curcumin, kırmızı panax ginseng, 

Ganoderma lucidum, Prunella vulgaris ve Sambucus nigra maddelerinden herhangi bir zon 

elde edilememiştir. Çalışmada negatif kontrol olarak kullanılan su ve %70’lik etil alkol 

maddelerinden herhangi bir zon elde edilememiştir.  
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Çizelge 4.14. Doğal maddelerin antimikrobiyal madde analizlerinde zon çapları sonuçları 

   *Ortalama±Sandart Sapma, mm 

 

 

 

 

 

Kültür Calendula 

officinalis 

Boraks 1 

(1mg/ml) 

Propolis1 Boraks 2 

(2mg/ml) 

Propolis2  

(Ticari) 

Resveratrol 

L.innocua (1) 9±0,0 12±1 9±0,0 9±0,0 10±0,0 10±0,0 

E.cloacea (6) 8±0,0 9±0,0 8±0,0 8,5±0,5 8±0,0 7,5±0,5 

P.stutzeri (18) 9±0,0 8±0,0 9±0,0 7,5±0,5 < 6 < 6 

S.lactis (27) 7±0,0 9±0,0 9±0,0 7,5±0,5 9±1,0 7,5±0,5 

B.coagulans (32) 8±0,0 8±0,0 8±0,0 9,5±0,5 8±0,0 < 6 

P.aeruginosa 

ATCC 27853 

10±0,0 8±0,0 7,5±0,5 8±0,0 8±0,0 < 6 

S.aureus  ATCC 

6538 P 

9±0,0 8±0,0 10±0,0 8±0,0 15±1 9±0,0 

M.luteus  ATCC 

4698 

9±0,0 8±0,0 8±0,0 8±0,0 10±0,0 8±0,0 

E.coli  ATCC 

25922 

9±0,0 10±0,0 8,5±0,5 9±0,5 < 6 < 6 

Kültür Nisin Hypericum 

Perforatum 

Thymus 

vulgaris 

EGCG Cichorium 

intybus 

Elma 

Sirkesi 

L.innocua (1) 9,5±0,5 8,5±0,5 7±0,0 18,5±0,5 < 6 7,5±0,5 

E.cloacea (6) 7±0,0 7±0,0 8,5±0,5 16±1 < 6 < 6 

P.stutzeri (18) 7±0,0 8±0,0 < 6 17±0,0 < 6 7±0,0 

S.lactis (27) 10±0,0 9±0,0 8,5±0,5 18±1 < 6 < 6 

B.coagulans (32) 7,5±0,5 8±1,0 7±0,0 18±0,0 < 6 < 6 

P.aeruginosa 

ATCC 27853 

7±0,0 7,5±0,5 7±0,0 15±0,0 7±0,0 < 6 

S.aureus  ATCC 

6538 P 

9±1,0 10±0,0 10±0,0 17,5±0,5 8±0,0 < 6 

M.luteus  ATCC 

4698 

8±0,0 7±0,0 7±0,0 13,5±0,5 < 6 8±0,0 

E.coli  ATCC 

25922 

7±0,0 7±0,0 < 6 18,5±0,5 8±0,0 < 6 
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Çizelge 4.14’de görüldüğü üzere Epigallocatechin gallate (EGCG), Calendula 

officinalis, boraks 1, boraks 2, propolis 1, nisin ve Hypericum perforatum tüm 

mikroorganizmalar üzerine antimikrobiyal-antibiyofilm etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Propolis 2, 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri ve Esherichia coli ATCC 25922 üzerine 

etkili olmadığı tespit edildiği gibi ekstraktın son derece yapışkan ve yüzeyi boyar olduğu 

tespit edilmiştir. Bu nedenlerle propolis 2 olarak adlandırılan ticari popolis ekstraktı ile 

çalışılmaya devam edilmemiştir. 

Çalışmamızda güçlü biyofilm oluşturan ve dezenfektan dirençli mikroorganizmalar 

üzerine en etkili madde epigallocatechin gallate olduğu belirlenmiş; ikinci en etkili 

maddenin ise boraks 1 olduğu görülmüştür. 

Laird ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada bergamot ve portakal esansiyel 

yağının 1:1 oranında karıştırılması ile elde edilen doğal maddenin hastanelerden izole edilen 

vankomisin dirençli Enterococcus faecalis ve metisilin dirençli Staphylococcus aureus’un 

biyofilm oluşumunun üzerine etkisi incelenmiştir. Kristal viyole mikroplaka yöntemi 

kullanılarak maddelerin E.feacalis’in biyofilm oluşumunu %76 oranında, S.aureus’un 

biofim oluşumunu %48 oranında azaldığı tespit edilmiştir. DeOliveira ve ark. (2010) 

tarafından yapılan çalışmada ise limon otu esansiyel yağının Listeria monoctogenes’in 

biyofilm oluşumunu %40 oranında azalttığı tespit edilmiştir. Özcan ve Zorba (2016) 

tarafından yapılan çalışmada ise tarçın esansiyel yağı, limon esansiyel yağı ve ultrases ile 

kombinasyonlarının Listeria monoctogenes üzerine antimikrobiyal etkisi araştırılmıştır. 

Araştırmacılar limon esansiyel yağının Listeria monoctogenes üzerine inhibisyon zonu 

çapının 13,67 mm olarak tespit ederken; tarçın esansiyel yağının inhibisyon zonu çapının 21 

mm olduğu belirlemişlerdir. Araştırmacılar tarafından tespit edilen inhibisyon zon çapları 

çalışmada elde edilen değerlerden oldukça fazladır. Bununla birlikte tarçın esansiyel yağı 

dışında diğer esansiyel yağların asidik yapıda oluşu gıda üretim hatlarında korozyon sebebi 

olabileceğinden, bu tür esansiyel yağlar tercih edilmemiştir. Yine yağlı yapının yüzeylerden 

uzaklaştırılmasının zor olacağı çalışma başlangıcında düşünüldüğünden esansiyel yağlar ile 

çalışılmaması kararı verilmiştir. 

Lade ve ark. (2015) yapılan çalışmada curcumin ve epigallocatechin gallate 

(EGCG)’ın DMSO ile hazırlanan ekstraktlarının arıtma sistemlerinden elde edilen biyofilm 

oluşturabilen Gram negatif bakteriler üzerine etkileri araştırılmıştır. Çalışmada ilgili 

maddelerin yarı MİK değerlerinin mikroorganizmların biyofilm üretime üzerine %52-78 

oranında etkili olduğu tespit edilmiştir. Serra ve ark. (2016) tarafından yapılan bir çalışmada 

ise EGCG’ın csgD mRNA ve sRNA RybB’yi baskılayarak biyofilm üretimini engellediğini 
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belirlemişlerdir. Çalışmamızda da EGCG’ın inhibisyon zonu çaplarının diğer doğal madde 

ekstraktlarına oranla daha fazla olduğu tespit edilmiştir. 

Bayoub ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada 13 adet bitkinin %90’lık etil 

alkol ile hazırlanan ekstraklarının Listeria monocytogenes ATCC 19117 üzerine 

antibakteriyel aktiviteleri incelenmiştir. Çalışmada tetrasiklin antibiyotiğinin Listeria 

monocytogenes ATCC 19117 üzerinde inhibisyon zonu 33 mm, vankomisin antibiyotiğinin 

ise inhibisyon zonu çapı 20 mm olarak ölçülmüştür. %90 etil alkolle hazırlanan nane 

ekstraktının inhibisyon zonu 26 mm, mine çiçeği ekstraktının ise inhibisyon zonu 14 mm 

olarak tespit edilmiştir. Bayoub ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada Listeria 

monocytogenes ATCC 19117 üzerine Thymus vulgaris’in %90 etil alkolle hazırlanan 

ekstıraktının kullanılması durumunda 18 mm’lik zonlar elde edilirken, çalışmamızda 

Thymus vulgaris’in %70’lik etil alkol ile hazırlanan ekstraktının biyofilm pozitif, AI-2 aktif 

Listeria innocua izolatı üzerine inhibisyon zonu çapının 7 mm olduğu belirlenmiştir. Ezine 

peyniri üretim hatlarından izole edilen Listeria innocua’nin güçlü biyofilm üreticisi oluşu 

ve sürekli temizlik yapılan bir üretim hattından izole edilmesi nedeniyle kimyasallara 

oldukça dayanıklı olmasının zon çapların daha düşük olmasına sebep olabileceği, bunun yanı 

sıra kullanılan Thymus vulgaris’in farklı kaynaklardan elde edilmiş olmasını da etkili olduğu 

düşünülmüştür.  Kavanaugh ve Ribbeck (2012) tarafından yapılan çalışmada ise Thymus 

vulgaris esansiyel yağının Pseudomonas ve Staphyloccocus spp. üzerine antimikrobiyal 

etkisi araştırılmış; ticari Thymus vulgaris yağının Pseudomonas ve Staphyloccocus spp. 

üzerine inhibisyon zon çaplarının 18-20 mm civarında olduğu bildirilmiştir. 

Kim ve Park (2013) tarafından yapılan çalışmada ise toluene ile hazırlanmış zencefil 

(Zingiber officinale) ekstraktının Pseudomonas aeruginosa PA14’nin biyofilm oluşumu 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Zencefil ekstraktının Pseudomonas aeruginosa PA14 gelişimi 

üzerine hiçbir etksi olmadığı bulunmuştur. Ekstraktın kullanımı sırasında ilk 8 saatte 

biyofilm oluşum yaklaşık % 39 değerinde azalırken; 24 saatin sonucunda % 56 oranında 

azaldığı araştırmacılar tarafından aktarılmıştır.  

Bryan ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada ise ticari olarak hazırlanmış Rus 

propolis’inin etil alkollü ekstraktının penisilin-dirençli Staphylococcus aureus ve 

antibiyotiğe duyarlı Escherichia coli üzerinde etkili olduğu tespit edilmiştir. Ticari Rus 

propolis ekstraktının mikroorganizma sıvı ortamına % 20 oranında eklenilmesi ve 18 saat 

beklenmesi sonucunda her iki tür bakterinin biyofilm oluşumunu % 100 oranında inhibe 

ettiği araştırmacılar tarafından belirtilmiştir. Çalışmamızda propolis 1’in (%70 etil alkol ile 

hazırlanan) standart bakteri suşları Staphylococcus aureus ATCC 6538 P ve Escherichia coli 
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ATCC 25922 üzerinde etkili olduğu tespit edilirken (10 ve 8,5 mm); propolis 2’nin (ticari 

Türk propolis’i) sadece Staphylococcus aureus ATCC 6538 P üzerinde etkili olduğu tespit 

edilmiştir (15 mm). 

Rathore ve ark. (2009) tarafından yapılan çalışmada boraksın Candida albicans 

üzerine antimikrobiyal etkisi olmadığı tespit edilmiştir. Wang ve ark. (2016) tarafından 

yapılan bir çalışmada ise deiyonize su ile hazırlanan boraks, yttrium ve TiO2 maddeleri 

içeren karışımların Staphylococcus aureus ve Escherichia coli üzerine antimikrobiyal etkisi 

olduğu belirtilmiştir. Çalışmada sadece boraks ile TiO2 içeren karısımın karısımın S.aureus 

ve E.coli üzerine inhibisyon zon çapları 8,21 ve 10,61 mm olarak ölçülmüştür. İlgili 

çalışmada üç madde karışımının 8,02 ve 7,75 mm zon çapı oluşturabilmektedir. 

Çalışmamızda 1mg/mL’lik %70 etil alkolle hazırlanmış boraks ekstraktı S.aureus ATCC 

6538 P ve E.coli ATCC 25922 için 8 ve 10 mm çaplarında inhibisyon zonu oluşturmuştur. 

2mg/ml’lik %70 etil alkolle hazırlanmış boraks ekstraktının ise S.aureus ATCC 6538 P ve 

E.coli ATCC 25922 için 8 ve 9 mm çaplarında inhibisyon zonu oluşturduğu belirlenmiştir. 

 

4.2.2. Doğal Ekstraktlarının Antiquorum sensing Özelliklerinin Belirlenmesi 

Çalışmamızın bu aşamasında antimikrobiyal etkileri belirlenen doğal maddelerin 

biyofilm oluşumuna önemli katkısı bulunan quorum sensing sinyallerinden AHL ve AI-2 

sinyallerini kesme durumları incelenmiştir. 

 

4.2.2.1. Doğal Ekstraktların AHL Sinyalleri Üzerine Antiquorum sensing Etkisi 

Çalışmada doğal maddelerin Gram negatif bakterilerin kullandığı kısa AHL 

(AcylHomoserin Lactone) (C4, C6 ve C8-HSL) ve uzun AHL (C8-C14-HSL) sinyallerini 

kesici özellikleri incelenmiştir. Kısa AHL sinyalleri görünürlüğü için Chromobacterium 

violaceum CV026, uzun AHL sinyalleri görünürlüğü için Agrobacterium tumefaciens A 136 

indikatör olarak kullanılmıştır. Luria Bentani agar üzerinde indikatör mikroorganizmaların 

pigment oluşumu sağlanmış ve disklere emdirilmiş doğal maddelerin bu pigmentler üzerinde 

zon oluşumları incelenmiştir.  

Çalışmada Chromobacterium violaceum CV026 mor pigment oluştururken; 

Agrobacterium tumefaciens A 136 açık mavi-yeşil pigment oluşturmuştur (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.12. Disk difüzyon metodu ile antiqourum sensing analizi 

 

Oluşan zonların çaplarına göre doğal maddelerin quorum quenching özellikleri 

belirlenmiştir. İlgili çalışmada antimikrobiyal çalışması sırasında son derece yapışkan 

özelliği olduğu tespit edilen propolis 2 ve 1 mg/ml’lik ekstrakt ile aralarında belirgin bir fark 

bulunmadığı görülen Boraks 2 kullanılmamıştır. Yine antimikrobiyal-antibiyofilm etkisi 

bulunamadığı halde Camellia sinensis, Panax ginseng, vanilin ve curcumin ekstraktları 

seçilerek herhangi bir antimikrobiyal etkisi bulunmayıp QQ etkisi bulunan ekstraktlarının 

olup olmadığı da araştırılmıştır. Çalışmada elde edilen sonuçlar çizelge 4.15’de verilmiştir. 

Doğal maddelerin %70 etil alkol ile hazırlanmış ekstraklarının kısa ve uzun zincirli 

AHL sinyalleri üzerine etkileri incelendiğinde %70 etil alkolün ve Cichorium intybuss’un 

herhangi bir QQ etkisinin olmadığı belirlenmiştir. Epigallocatechin gallate’ın(EGCG) uzun 

ve kısa zincirli AHL sinyalleri üzerine en etkili doğal ekstrakt olduğu tespit edilmiştir 

(Çizelge 4.15). vanilin, Panax ginseng, curcumin, Camellia sinensis ekstraklarının ve elma 

sirkesinin kısa zincirli AHL sinyalleri üzerine olan etkileri uzun zincirli AHL sinyalleri 

üzerine olan etkilerinden daha fazladır. Boraks’ın kısa ve uzun zincirli AHL sinyalleri 

üzerine etkisi eşit olup; diğer doğal maddelere oranla çok yüksek bir QQ etkisine sahip 

olmadığı görülmüştür. Propolis, Calendula officinalis, Thymus vulgaris, Hypericum 

perforatum, resveratrol ve nisin’in uzun zincirli AHL sinyalleri üzerine QQ etkisinin daha 
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yüksek olduğu görülmüştür. Çalışmada disklerin boyutlarının 6 mm olduğu göz önünde 

bulundurulacak olursa; nisin, boraks ve Hypericum perforatum’un kısa AHL sinyalleri 

üzerine QQ etkisinin çok yüksek olmadığı değerlendirilmiştir.  

 

Çizelge 4.15. Doğal maddelerin AHL sinyalleri için QQ analizlerinde zon çapları sonuçları 

Doğal Madde Kısa Zincirli AHL 

(C.violeceum CV026) 

Uzun Zincirli AHL 

(A.tumefaciens A 136) 

Epigallocatechin gallate 

(EGCG) 

16,5±1,5 20±0,0 

Vanilin 11,5±0,5 9,0±1,0 

Panax ginseng 11,0±1,0 8,5±0,5 

Curcumin 9,0±0,0 8,5±0,5 

Camellia sinensis 17,5±0,5 10,0±0,0 

Propolis 8,0±1,0 9,0±1,0 

Elma Sirkesi 13,0±0,5 12,0±0,5 

Cichorium intybuss <6,0 <6,0 

Calendula officinalis 7,5±0,0 13,5±0,5 

Thymus vulgaris 7,5±0,0 9,5±0,5 

Hypericum perforatum 7,0±0,0 8,0±0,5 

Boraks 7,0±0,0 7,0±0,5 

Resveratrol 8,5±1,0 10,5±0,5 

Nisin 6,5±0,0,0 26,5±0,5 

%70 Etil Alkol <6,0 <6,0 

   *Ortalama±Standart Sapma, mm 

 

Nagy (2010) tarafından yapılan çalışmada yaklaşık 50 adet doğal bitki ektraktının kısa 

zincirli AHL sinyalleri üzerine etkisi araştırılmıştır. Ekstraktlar %40 etil alkol kullanılarak 

hazırlanmıştır. Araştırmacı çalışmamızla ortak olarak kekik (Thymus vulgaris) ve kırmızı 

ginseng’in (Panax ginseng) QQ etkisi incelenmiş; kekik için 16 mm inhibisyon zonu elde 

edilmiştir. Çalışmamızda ise Kazdağları kökenli kekiğin (Thymus vulgaris) 7,5 mm 
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inhibisyon zonu olduğu görülmüştür. Kırmızı ginseng’in Nagy (2010) tarafından yapılan 

çalışmada kısa zincirli AHL sinyalleri üzerine herhangi bir inhibisyon zonu olmadığı tespit 

edilmiştir. Çalışmamızda ise antimikrobiyal etkisi olmayan kırmızı ginseng ve ginseng 

maddelerinden ginseng’in AHL QQ etkisi araştırılmış; maddenin kısa zincirli AHL 

sinyalleri için 11 mm, uzun zincirli AHL sinyalleri için 8,5 mm inhibisyon zonları elde 

edilmştir. 

Propolis ise arılar tarafından üretilen ve kovanlarını mikroorganizmalardan korumak 

için kullandıkları bir maddedir. Propolis’in ve etil alkolle üretilen ekstraktının özellikle kısa 

zincirli AHL sinyallerini inhibe ettiğine dair çalışmalar bulunmaktadır (Lamberte ve ark., 

2011; Lazar ve ark., 2013). Lamberte ve ark. (2011) tarafından yapılan çalışmada %95 etil 

alkol ile kullanılan Filipinler propolis’inin ekstraktı hazırlanmış; kısa zincirli AHL varlığının 

belirlenmesi için kullanılan C.violaceum kullanılarak sinyal inhibisyonu araştırılmıştır. 

Çalışmada etil alkol ile hazırlanmış propolis ekstraktının kısa zincirli AHL sinyalleri üzerine 

inhibisyon etkisi olduğu bulunmuştur (10 mm). Bulmman ve ark. (2011) tarafından yapılan 

çalışmada ise propolis’in % 70 etil alkol ile ekstraktı hazırlanmış ve C.violaceum CV026’nın 

sinyal üretimi üzerine inhibisyon etkisi OD değerlerine bakılarak araştırılmıştır. Çalışmada 

%70 etil alkol ile hazırlanan propolis’in C.violaceum CV026’nın sinyal üretimini %67 

oranında azalttığı bulunurken; uzun zincirli sinyallerden C10-HSL için inhibisyon oranı ise 

% 80 seviyesinde olduğu bildirilmiştir. Çalışmamız sırasında ise propolis’in %70 etil alkol 

ile hazırlanmıştır. Ekstraktlarınının kısa ve uzun zincirli AHL sinyalleri üzerine QQ etkisi 

araştrılmış; kısa zincirli AHL sinyaller üzerine 8 mm, uzun zincirli AHL sinyalleri üzerine 

9 mm inhisyon zonu oluşturduğu belirlenmiştir. Bu durum Bulman ve ark. (2011) tarafından 

elde edilen sonuca benzerlik göstermektedir. 

Koh ve ark. (2013) tarafından yapılan derlemede, çalışmamızda da yer verilen Panax 

ginseng, curcumin, vanilin ve Prunella vulgaris’in kısa AHL sinyalleri üzerine antagonistik 

etkisi derlenmiş; tüm maddelerin indikatör C.violaceum CV026 üzerine antagonistik etkiye 

sahip olduğu vurgulanmıştur. Choo ve ark. (2011) tarafından yapılan çalışmada vanilyanın 

metil alkol ile hazırlanan ekstraktının C.violaceum CV026 üzerinde hiçbir inhibisyon zonu 

oluşturamadığını bildirmiştir. Chang ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada ise dimetil 

sülfoksit (DMSO) kullanılarak hazırlanan %10’luk (v/v) curcumin ekstraktının AHL 

sinyalleri üzerine etkisinin bulunmadığı tespit edilmiştir. Yapılan çalışma da ise Thymus 

vulgaris, vanilin, Panax ginseng ve curcuminin %70 etil alkol ile hazırlanan ekstraktlarının 

kısa zincirli AHL sinyalleri üzerine sırası ile 7,5;11,5; 11 ve 9 mm inhibisyon zonu 
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oluşturduğu belirlenmiştir. Ayrıca curcuminin %70 etil alkol ile hazırlanan ekstraktlarının 

uzun zincirli AHL sinyalleri üzerine inhibisyon etkisnin varlığı tespit edilmiştir (8,5 mm).  

Lade ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada Epigallocatechin gallate (EGCG)’ın 

DMSO ile hazırlanan ekstraktının uzun ve kısa AHL sinyalleri üzerine inhibisyon etkisi 

olduğunu belirlenmiştir. Aynı çalışmada ve Lade ve ark. (2017) tarafından yapılan çalışmada 

DMSO ile hazırlanan curcumin ekstraktının atık arıtma sistemleri biyoreaktörlerinde AHL 

sinyal kontrolü için kullanılabileceği; fakat ilgili maddenin kullanımı ile sadece kısa zincirli 

AHL sinyallerinin engellenebileceği belirtilmiştir. 

 

4.2.2.2. Doğal Ekstraktlarının AI-2 Sinyalleri Üzerine Quorum Quenching Etkisi 

Bu çalışmada elde edilen izolatlardan bir kısmının AI-2 sinyal üreticisi olduğu tespit 

edilmiştir. Bu aşamada doğal ekstraktların bu sinyaller üzerine quorum quenching etkinliği 

incelenmiştir. AI-2 sinyali indikatörü olarak Vibrio harveyi BB 170 ve en yüksek AI-2 

sinyaline sahip olan cendere bezinden izole edilen 25 no kodlu Streptococcus bovis 

kullanılmış; siyah mikroplaka kullanılarak optik yoğunluk değerlerine göre yüzde 

inhibisyon değeri belirlenmiştir (Şekil 4.13). 

Şekil 4.13’de görüldüğü üzere en yüksek AI-2 sinyali inhibisyonunu %47,8 ile 

Epicatechin gallate (EGCG)’ın sağladığı belirlenmiştir. İkinci en yüksek değer %46,7 ile 

%70’lik etil alkole ait olduğu tespit edilmiştir. Şekil 4.13’de görülen “none” hiçbir madde 

kullanılmadığında görülen yüzde AI-2 sinyali inhibisyon değeridir. Çalışmada en düşük 

yüzde inhibisyon değeri %6,8 ile Sambucus nigra ekstraktı ile elde edilmiştir. 
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Şekil 4.13. 25 nolu S. bovis’in AI-2 sinyallerinin yüzde inhibisyonunun belirlenmesi metodu 

ile Antiquorum sensing analizi 

 

En yüksek AI-2 inhibisyon değerini veren Epigallocatechin gallate (EGCG)’ın ve 

%70’lik etil alkolün, AI-2 sinyal aktiviteleri yüksek olan üç farklı tür izolat üzerine 

inhibisyon etkileri de araştırılmıştır (şekil 4.14). L3 kodlu Listeria innocua çelik borudan, 

25 no kodlu Streptococcus bovis cendere bezinden ve B9 kodlu Aneurinibacillus 

aneurinilyticus sudan izole edilmiştir. Aneurinibacillus aneurinilyticus, Listeria innocua ve 

Streptococcus bovis’in AI-2 sinyallerinin inhibisyon değerinin en fazla EGCG kullanılarak 

elde edildiği Şekil 4.14’de görülebilmektedir. Bu durumdan da anlaşılacağı üzere 

mikroorganizma türünün değişmesi ilgili maddenin AI-2 sinyalleri üzerine inhibisyon 

durumunu büyük ölçüde değiştirmemiştir. Yine Şekil 4.15’e bakılarak EGCG’ın AI-2 sinyal 

inhibisyon değerinin sırası ile Listeria, Streptocoocus ve Bacillus spp. sinyalleri üzerinde 

daha yüksek olduğu söylenebilir. 
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Şekil 4.14. En yüksek AI-2 sinyalleri veren izolatların en yüksek %inhibisyon değeri olan 

EGCG ve %70’lik etil alkol ile gelişim durumu 

 

Zhu ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada Çin tarçını bitkisi yağının DMSO ile 

1:50 oranında hazırlanmış ekstıraktının AI-2 sinyalleri üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Çalışmada mastitis etmeni olan Staphylococcus aureus ve Esherichia coli 29 bakterilerinin 

sinyalleri üzerine inhibisyon analizi yapılmış; ½ MİK değerinin mikroorganizmaların 

inhibisyonunu sağlayamazken AI-2 inhibisyonunu sağlayabildiği belirtilmiştir. Çalışmada 

Gram pozitif S.aureus’un AI-2 sinyallerinin miktarının sıfırlanamadığı, ¾ MİK değerinde 

en düşük düzeyde olduğu, MİK değerinde görülen sinyal değerinin ½ MİK değerin görülen 

AI-2 değerinin üstüne çıktığı görülmüştür. Gram negatif E.coli 29 bakterisinin AI-2 sinyali 

MİK değerleri doğrultusunda azaldığı araştırmacılar tarafından bildirilmiştir.  

Almasoud ve ark. (2016) tarafından yapılan bir çalışmada ıspanak ve kavundan izole 

edilmiş Salmonella Typhimurium’un AI-2 sinyal varlığı tespit edilmiş; laktik asit, malik asit 

ve kombinasyonunun sinyaller üzerine etkisi araştırılmıştır. Laktik asit %1-4, malik asit %1-

4 ve malik asit-laktik asit kombinasyonun % 1 ve 4 oranında hazırlanarak AI-2 sinyallerinin 

inhibisyonu üzerine etkisi incelenmiştir. AI-2 sinyallerinin sırası ile % 26,2-80,2; % 23,4-

37,5 ve %17,2-25,4 arasında inhibe olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmada ise etkili madde 

olan EGCG’ın AI-2 sinyalleri inhibisyon oranı %47,8 oranında gerçekleşmiştir. Bu oran 
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malik asit ve malik asit/laktik asit kombinasyonlarından fazla; % 4’lük laktik asit 

uygulamasından azdır.  

Bu çalışmada AI-2 sinyal inhibisyonu araştırması için hazırlanan doğal madde 

ekstraktlarının hazırlandığı % 70 etil alkolün inhibisyon yüzdesinin EGCG hariç tüm doğal 

maddelerden yüksek olduğu belirlenmiş. İncelenebilen AI-2 inhibisyon çalışmalarında 

ekstraktların hazırlandığı çözücülerin inhibisyon etkisinin araştırılmadığı tespit edilmiştir. 

Benzer olarak Soni ve ark. (2008) tarafından yapılan çalışmada dana kıyma örneklerinin 

farklı solventler ile hazırlanan ekstraktlarının AI-2 inhibisyon etkileri incelenmiştir. Bu 

çalışmada su ile hazırlanan ekstraktın inhibisyon değeri %88 olarak tespit edilirlen; hekzan 

ile hazırlanan ekstraktın % 95, etil asetat ile hazırlanan ekstraktın %30 ve metil asetat ile 

hazırlanan ekstraktın % 15 civarında inhibisyon etkisinin olduğu belirlenmiştir. Vilchez ve 

ark. (2006) tarafından yapılan çalışmada ortamda bulunan iz maddelerin AI-2 aktivitesini 

etkiliyebildiği bildirilmiştir. Bu çalışma çözücü maddelerin de AI-2 aktivitesi olabileceğine 

dair bir işaret olarak yorumlanabilir.  

 

4.2.3. Doğal Ekstraktlarının Minimum İnhibitör Konsantrasyonu (MIK), 

Minimum Bakterisidal Etki Konsantrasyonunun (MBK) ve Yüzde İnhibisyon (%İhb.) 

Belirlenmesi 

Çalışmanın bu aşamasında hem antimikrobiyel ham de quorum sensing özelliği olan 

doğal maddelerin MİK, MBK ve yüzde inhibisyon değerleri bölüm 3.3.3.4’de belirtilen 

yöntemler ile tespit edilmiştir. İlgili değerler Çizelge 4.16’da verilmiştir. 

Çalışma sonucunda EGCG, Calendula officinalis ve propolis 1 ekstraktları dışında 

tüm doğal maddelerin MIK ve MBK değerlerinin eşit olduğu bulunmuştur. En yüksek 

inhibisyon değerine sahip doğal maddenin EGCG olduğu tespit edilmiştir. EGCG 1 nolu 

izolat Listeria innocua gelişimini %93 oranında azaltırken; 6 nolu izolat Enterobacter 

cloacea gelişimini % 87, 18 nolu izolat Pseudomonas stutzeri gelişimini %82,2, 27 nolu 

izolat Streptococcus lactis gelişimini %93, 32 nolu izolat Bacillus cloacea gelişimini %53,2 

oranında azaltmıştır. Standart kültürler ile yapılan denemelerde ise inhibisyon oranı 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Micrococcus luteus ATCC 4698 ve Esherichia coli ATCC 25922 için sırası ile %88,8, %98, 

%81,6 ve %97 olmuştur. Propolis 1 ise diğer en yüksek inhibisyon değerlerine sahip doğal 

madde olduğu görülmüştür. Propolis 1 ekstraktının en yüksek inhibisyon değeri 27 nolu 

izolat Streptococcus lactis’in (%97,2) gelişimi üzerinde gerçekleşirken; en az inhibisyon 
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değeri Esherichia coli ATCC 25922 (%14,8) gelişimi üzerinde gerçekleşmiştir. En düşük 

inhibisyon değeri ise boraks 1 ekstratı ile elde edilmiştir (%1,4-2,8). 

 

Çizelge 4.16. Doğal antimikrobiyal maddelerin MIK, MBK ve %İnhibisyon değerleri 

Kültürler Madde MİK Değeri MBK Değeri %İnhibisyon 

Listeria innocua (1) EGCG 500 µg/mL 250 µg/mL %93 

Enterobacter cloacea (6) EGCG 500 µg/mL 500 µg/mL %87 

Pseudomonas stutzeri (18) EGCG 500 µg/mL 500 µg/mL %82,8 

Streptococcus lactis (27) EGCG 500 µg/mL 250 µg/mL %93 

Bacillus coagulans (32) EGCG 500 µg/mL 500 µg/mL %53,2 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P EGCG 500 µg/mL 500 µg/mL %88,8 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 EGCG 500 µg/mL 250 µg/mL %98 

Micrococcus luteus ATCC 4698 EGCG 500 µg/mL 500 µg/mL %81,6 

Esherichia coli ATCC 25922 EGCG 500 µg/mL 250 µg/mL %97 

Listeria innocua (1) Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %2,8 

Enterobacter cloacea (6) Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %1,8 

Pseudomonas stutzeri (18) Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %2,2 

Streptococcus lactis (27) Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %1,25 

Bacillus coagulans (32) Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %1,7 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %2 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %1,4 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %1,8 

Esherichia coli ATCC 25922 Boraks 1 500 µg/mL 500 µg/mL %1,6 
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Çizelge 4.16.’in devamı 

Kültürler Madde MİK Değeri MBK Değeri %İnhibisyon 

Listeria innocua (1) Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %21,2 

Enterobacter cloacea (6) Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %49,4 

Pseudomonas stutzeri (18) Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %38,8 

Streptococcus lactis (27) Calendula officinalis 500 µg/mL 250 µg/mL %33,6 

Bacillus coagulans (32) Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %21,7 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %47,7 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 

Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %22,6 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %24 

Esherichia coli ATCC 25922 Calendula officinalis 500 µg/mL 500 µg/mL %72,4 

Listeria innocua (1) Propolis1 500 µg/mL 250 µg/mL %87,7 

Enterobacter cloacea (6) Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %44,2 

Pseudomonas stutzeri (18) Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %53,6 

Streptococcus lactis (27) Propolis1 500 µg/mL 250 µg/mL %97,2 

Bacillus coagulans (32) Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %24,3 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %66,7 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 

Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %28,6 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %27,5 

Esherichia coli ATCC 25922 Propolis1 500 µg/mL 500 µg/mL %14,8 
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Çizelge 4.16.’in devamı 

Kültürler Madde MİK Değeri MBK Değeri %İnhibisyon 

Listeria innocua (1) Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %7,14 

Enterobacter cloacea (6) Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %7,5 

Pseudomonas stutzeri (18) Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %7,6 

Streptococcus lactis (27) Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %6,5 

Bacillus coagulans (32) Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %8,4 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 

P 

Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %7,6 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 

Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %11,7 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %8,9 

Esherichia coli ATCC 25922 Resveratrol 500 µg/mL 500 µg/mL %6,5 

Listeria innocua (1) Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %21,6 

Enterobacter cloacea (6) Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %12,4 

Pseudomonas stutzeri (18) Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %18,8 

Streptococcus lactis (27) Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %10,2 

Bacillus coagulans (32) Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %15,1 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 

P 

Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %8,7 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 

Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %18,2 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %14,1 

Esherichia coli ATCC 25922 Thymus vulgaris 500 µg/mL 500 µg/mL %16,5 
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Çizelge 4.16.’in devamı 

Kültürler Madde MİK Değeri MBK Değeri %İnhibisyon 

Listeria innocua (1) Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %18,9 

Enterobacter cloacea (6) Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %53,04 

Pseudomonas stutzeri (18) Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %43,4 

Streptococcus lactis (27) Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %48 

Bacillus coagulans (32) Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %26,2 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %12,5 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 

Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %39,2 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %47,5 

Esherichia coli ATCC 25922 Nisin 500 µg/mL 500 µg/mL %37,2 

Listeria innocua (1) Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %11,8 

Enterobacter cloacea (6) Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %17,01 

Pseudomonas stutzeri (18) Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %16,5 

Streptococcus lactis (27) Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %8,5 

Bacillus coagulans (32) Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %11,3 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %16,5 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 

Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %10,5 

Micrococcus luteus ATCC 4698 Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %34 

Esherichia coli ATCC 25922 Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %8,8 

Listeria innocua (1) Hypericum perforatum 500 µg/mL 500 µg/mL %11,8 

 

Tüm doğal maddelerin MIK değeri %50 olup, ilgili değer 500 µg/mL madde 

kullanımın minimum inhibisyon konsantrasyonu için gerektiğini göstermektedir. En yüksek 

inhibisyon değerine sahip EGCG’ın minimum bakterisidal konsantrasyon değeri (1) nolu 

izolat Listeria innocua, 27 nolu izolat Streptococcus lactis ve Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 250 µg/mL (%25)’dir; diğer mikroorganizmalar için 500 µg/mL (%50) olduğu 

belirlenmiştir. Propolis 1’in minimum bakterisidal konsantrasyon değeri 1 nolu izolat 
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Listeria innocua ve 27 nolu izolat Streptococcus lactis 250 µg/mL (%25)’dir; diğer 

mikroorganizmalar için 500 µg/mL (%50) olduğu belirlenmiştir. En düşük yüzde inhibisyon 

değerine sahip boraks 2 maddesinin minimum bakterisidal konsantrasyon değeri tüm 

mikroorganizmalar için 500 µg/mL (%50) olduğu belirlenmiştir. 

Yılmaz (2012) tarafından yapılan bir çalışmada boraksın ve borik asitin 

Staphylococcus aureus, Acinetobacter septicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 

üzerine antimikrobiyal etkisi araştırılmıştır. Çalışmada borik asitin Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Acinetobacter septicus DSM 19415, Escherichia coli ATCC 35218 ve 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 için MİK değerleri sırasıyla 3,80 mg/mL, 3,80 

mg/mL, 7,60 mg/mL ve 7,60 mg/mL olarak tespit edilmiştir.  MBK değerleri de aynı 

değerlerde bulunmuştur. Boraksın, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Acinetobacter 

septicus DSM 19415, Escherichia coli ATCC 35218 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 için MİK değerleri ise sırasıyla 23,80 mg/mL, 23,80 mg/mL, 47,60 mg/mL ve 47,60 

mg/mL olarak tespit edilirken; MBK değerleri de yine aynı değerlerde tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak çalışmada boraks ve borik asitin mikroorganizmalar üzerine antimikrobiyal 

etkisi olduğu bulunmuş; tespit edilen MIK ve MBK değerlerinin çalışmamızda elde edilen 

değerlerden yüksek olduğu belirlenmiştir. 

Adukwu ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada limon otu ve greyfurt esansiyel 

yağlarının (EO) hastanelerden izole edilen metisilin dirençli ve biyofilm pozitif 

Staphylococcus aureus izolatları üzerine minimum inhibitor konsantasyonu (MIK) ile 

birlikte minimum baktersidal etki konsantrasyonu (MBK) araştırılmıştır. Çalışmada 

ekstraklar araştırmacılar tarafından hazırlanmamış, ticari olarak hazır ekstraklar 

kullanılmıştır. Kullanılan ticari olarak satılan ekstrakların mikroorganizmalar üzerindeki 

MIK ve MBK değerleri sırası ile %0,06 ve > %4 (Limon otu EO); % 1 ve > %4 (Greyfurt 

EO) olarak tespit edilmiştir. Tespit edilen miktarlar çalışmamızda kullanılan oranlardan 

oldukça düşüktür. Bu duruma ticari ekstrak olarak kullanılan ürünün nasıl hazırlandığının 

bilinmemesi (DMSO, etil alkol veya metil alkol), esansiyel yağların yapısı ve içeriği farklı 

olduğundan etkilerinin farklı olmasının neden olduğu düşünülmektedir. Bazı doğal madde 

ekstraktlarında içerdiği maddeler nedeniyle sinerjistik etki oluşurken; bazı maddelerde ise 

antagonistik etki görülmektedir. Yine doğal madde ekstraktlarının karşılaştığı ortamın 

özellikleri (pH, aw, basınç, çelat oluşturabilen maddeler v.b.) de aynı maddelerin farklı 

araştırmalarda farklı sonuçlar vermesi durumunu açıklamaktadır (Burt, 2004). 

Hasanshahian ve Khosravi (2015) tarafından yapılan çalışmada Artemisia 

santonica’nın (yavşan otu veya pelin otu) %80’lık etil alkol ile hazırlanan ekstraklarının 
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(100mg/ml) bazı patojenler (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Esherichia coli ve 

Pseudomonas aeruginosa) üzerine antimikrobiyal etkileri araştırılmıştır. Ekstraktın 

mikroorganizmalar üzerinde 9-13 mm inhibisyon zonu oluşturduğu görülmüştür. 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Esherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa 

üzerine MIK ve MBK değerleri sırasıyla 1,56 ve 3,12 mg/mL; 3,12 ve 4,12 mg/mL; 6,25 ve 

7,56 mg/mL; 6,25 ve 7,78 mg/mL olduğu belirtilmiştir. Çalışmamızda doğal maddelerin 

içinde bulunan ve antimikrobiyal aktivitesi bulunan fenolik maddeler gibi bileşenlerin 

aktivitelerinden daha çok yararlanabilmek için ekstraklarımız %70 etil alkol ile 

hazırlanmıştır (Shah ve ark., 2013; Akter ve ark. 2016; Lin ve ark., 2017). Fakat 

çalışmamızda dezenfektan maddelerin etkinliğinin belirlenmesi için kullanılan standart 

suşlar yanı sıra gerçek üretim hatlarından elde edilmiş, biyofilm üreticisi olan, quorum 

sensing aktif ve dezenfektan maddeler ile sıklıkla karşılaşmış izolatlar kullanıldığından 

dolayı MIK ve MBK değerinin 0,5-0,25 mg/mL düzeyinde oluşu son derece olumlu 

görülmüştür.  

Özdikmenli ve Zorba (2014) tarafından yapılan çalışmada bir başka kekik türü olan 

Origanum onites esansiyel yağının Salmonella Typimurium üzerine antimikrobiyal etkisi 

araştırılmış ve MIK değeri 2,50 µl/mL olarak tespit edilmiştir. Çalışmamızda kullanılan 

kekik türü Kaz dağlarından toplanan Thymus vulgarus olup; Gram pozitif bakteriler [(1) 

Listeria innocua, (27) Streptococcus lactis, (32) Bacillus cloacea, Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 P ve Micrococcus luteus ATCC 4698] üzerine MIK değeri 500 µg/mL olarak 

tespit edilmiştir. Bu sonuca kekik türlerinin farklılığı, ekstrakt eldesi farklılığı, genel itibari 

ile esansiyal yağların antimikrobiyal etkinliğinin ekstraklara oranla daha fazla oluşu (Burt, 

2004) ve çalışmamızda kullanılan türlerin dirençli mikroorganizmalar oluşu etkilidir. 

Lade ve ark. (2015) tarafından yapılan bir çalışmada EGCG’ın bioreaktörlerden izole 

edilen, biyofilm oluşturduğu belirlenmiş Gram negatif izolatlar üzeine etkisi araştırılmıştır 

Çalışmada EGCG dimetilsülfoksit (DMSO) kullanılarak hazırlanmıştır. Araştırmacılar MIK 

değerini Aeromonas hydrophila için 500 µg/mL, Pseudomonas japonica için 550 µg/mL ve 

Enterobacter ludwigi için 600 µg/mL olarak belirlemişlerdir. Çalışmamızda ise EGCG’ın 

%70 etil alkol ile hazırlanmış ekstraktının tüm Gram negatif mikroorganizmalar üzerine 

etkili MIK değeri 500 µg/mL olarak tespit edilmiştir. Lade ve ark. (2015) tarafından yapılan 

çalışmada yüzde inhibisyon değerinin ise %52-68 arasında değişmektedir. Tarafımızdan 

hazırlanan EGCG ekstraktı ise Gram negatif bakteriler üzerine %82,8-98 arasında 

inhibisyon etkisine sahip olduğu; Gram pozitif izolatlar üzerine %81,6-93 arasında 

inhibisyon etkisine sahip olduğu tespit edilmiştir. Bu oran Lade ve ark. (2015) tarafından 
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tespit edilen değerden yüksektir. Çalışmamızda kullanılan EGCG maddesinin benzer 

kaynaktan gelmesine rağmen etki değerinin farklı oluşu ekstrakın hazırlandığı çözücü 

maddelerin etki değerinden kaynaklandığı söylenebilir.  

Chalova ve ark. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada portakal yağının %95 etanol, 

DMSO ve tween 80 kullanılarak hazırlanan ekstraklarının Listeria monocytogenes ATCC 

19 115, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 ve Lactobacillus plantarum WCFS1 üzerine 

antimikrobiyal etkileri araştırılmıştır. Çalışmada, 200 µL portakal yağı çözücülerde %20 v/v 

olacak şekilde çözülerek ekstraktlar hazırlandığı belirtilmektedir. Çalışmada, etanolün 

çözücü olarak kullanımı sonucu Listeria monocytogenes ATCC 19115, Salmonella 

Typhimurium ATCC 14028 ve Lactobacillus plantarum WCFS1 üzerine elde edilen MIK 

değerleri sırasıyla %0,3, %0,25 %0,1 olarak belirlenmiştir. Çözücü olarak DMSO’nun 

kullanımıyla elde edilen değerler %1, %1, %0,3 ve tween 80’in çözücü olarak kullanımı 

sonucu değerler %0,75, %0,75, %0 olarak tespit edilmiştir. Bu çalışmada da görüldüğü üzere 

farklı mikroorganizma türlerin üzerine farklı solventler ile çözülmüş aynı doğal maddelerin 

antimikrobiyal etkisi birbirinden farklı olarak elde edilmektedir. 

 

4.3. Peynir Üretim Hatlarından Elde Edilen Biyofilm Oluşturan İzolatlar Üzerine 

Etkili Yeni Dezenfektan Formüllerinin Geliştirilmesi 

Çalışmanın bu basamağında güçlü seviyede biyofilm üreticisi olduğu tespit edilen 

izolatlar ve dezenfektan dirençli kontrol suşları üzerine antimikrobiyal, quorum quenching 

etkili MIK, MBK ve yüzde inhibisyon değeri belirlenmiş doğal maddelerin birbiri ile 

kombine edilmesi durumunda oluşacak durumun tespiti amaçlanmıştır. Maddelerin 

birbirlerinin etkileri üzerine antagonistik veya sinerjistik davranışları incelenerek bir 

kombinasyon hazırlanması planlanmıştır.  

 

4.3.1. Doğal Madde Kombinasyonlarının Antimikrobiyal Etki Analizleri 

Çalışma 2’de elde edilen sonuçlar kullanılarak Epigallocathechin gallat, propolis, 

Hypericum perforatum, Thymus vulgaris, Calendula officinalis ve nisinin ikili, üçlü ve 

dörtlü kombinasyonlarının antimikrobiyal etkinliği disk difüzyon metodu kullanılarak 

araştırılmıştır (Çizelge 4.17). 
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Çizelge 4.17. Doğal madde kombinasyonlarının antimikrobiyal etki zon çapları (mm)* 

*Ortalama Değer±Standart Sapma, EGCG (E), Calendula officinalis (A), Propolis (P), Nisin (N), Thymus 

vulgaris (K), Hypericum perforatum (SK) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kültürler E+A E+P A+P E+N E+K E+SK 

Listeria innocua (1) 8,0±0,0 8,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 7,5±0,0 8,0±0,0 

Enterobacter cloacea (6) 8,0±0,0 7,0±0,0 7,0±0,0 7,5±0,5 7,0±0,0 8,0±0,0 

Pseudomonas stutzeri (18) 8,0±0,0 10,0±0,0 7,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 8,0±1,0 

Streptococcus lactis (27) 8,0±0,0 7,0±0,0 8,0±0,0 8,0±0,0 7,5±0,5 9,0±0,0 

Bacillus coagulans (36) 7,0±0,0 7,0±0,0 9,0±0,0 7,0±0,0 7,0±0,0 8,0±0,0 

Staphylococcus aureus ATCC 

6538 P 

7,5±0,5 7,0±0,0 7,0±0,0 10,0±0,0 9,5±0,5 7,5±0,5 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

9,0±0,5 10,0±0,0 7,0±0,0 7,0±0,0 9,0±0,0 8,0±0,0 

Micrococcus luteus ATCC 

4698 

7,0±0,8 7,0±0,0 7,0±0,0 7,0±0,0 8,0±0,0 8,0±1,0 

Esherichia coli ATCC 25922 7,5±0,5 8,5±0,5 8,0±1,0 8,0±0,0 8,5±0,5 7,0±0,0 
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Çizelge 4.17’nin Devamı* 

*Ortalama Değer±Standart Sapma, EGCG (E), Calendula officinalis (A), Propolis (P), Nisin (N), Thymus 

vulgaris (K), Hypericum perforatum (SK) 

 

 

 

 

Kültürler P+K K+N SK+N A+N A+SK A+K 

Listeria innocua (1) 9,0±0,0 7,5±0,5 9,0±0,0 9,0±0,0 7,0±0 9,0±0,0 

Enterobacter cloacea (6) 8,0±1,0 7,0±0,0 8,5±0,5 9,0±1,0 7,0±0,0 7,5±0,5 

Pseudomonas stutzeri (18) 8,0±0,0 7,0±0,0 8,5±0,5 8,5±0,5 8,5±0,5 7,0±0,0 

Streptococcus lactis (27) 7,5±0,5 7,5±0,5 8,0±0,0 7,5±0,5 8,0±1,0 8,0±0,0 

Bacillus coagulans (36) 8,0±0,0 7,0±0,0 9,0±0,0 7,0±0,0 7,5±0,5 8,0±0,0 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 P 

8,0±0,0 9,0±0,0 8,0±1,0 7,0±0,0 7,0±0 8,5±0,5 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

9,5±0,5 8,0±1,0 9,5±0,5 8,5±0,5 10,0±0 10,0±0,0 

Micrococcus luteus 

ATCC 4698 

8,0±0,0 8,0±0,0 7,5±0,5 8,0±0,0 9,0±0,0 7,0±0,0 

Esherichia coli ATCC 

25922 

7,5±0,5 8,5±0,5 10,0±0 8,0±0,0 8,0±1,0 7,0±0,0 

Kültürler P+N P+SK SK+K E+P+N E+P+A E+P+K 

Listeria innocua (1) 9,0±0,0 10,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 8,0±0 7,0±0,0 

Enterobacter cloacea (6) 9,0±0,0 9,0±1,0 7,5±0,5 8,5±0,5 8,0±0,0 7,0±0,0 

Pseudomonas stutzeri (18) 8,5±0,5 8,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 9,0±0,0 7,0±0,0 

Streptococcus lactis (27) 8,5±0,5 7,5±0,5 10,0±0,0 8,0±0,0 10,0±0,0 7,0±0,0 

Bacillus coagulans (36) 8,0±0,0 7,0±0,0 8,0±0,0 8,5±0,5 9±0 7,5±0,5 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 P 

9,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 7,0±0,0 11,5±0,5 7,0±0,0 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

9,0±0,0 7,5±0,5 7,5±0,5 7,0±0,0 9,0±0,0 9,0±1,0 

Micrococcus luteus 

ATCC 4698 

7,5±0,5 8,0±1,0 8,0±0,0 7,0±0,0 7,5±0,5 7,0±0,0 

Esherichia coli ATCC 

25922 

8,0±1,0 8,5±0,5 8,0±0,0 7,0±0,0 9,0±0,0 7,0±0,0 
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Çizelge 4.17’nin Devamı* 

*Ortalama Değer±Standart Sapma, EGCG (E), Calendula officinalis (A), Propolis (P), Nisin (N), Thymus 

vulgaris (K), Hypericum perforatum (SK) 

 

Kombinasyon çalışması sırasında elde edilen zon değerleri incelendiğinde en etkili 

madde olarak tespit edilen EGCG’ın antimikrobiyal etkisinin diğer ekstraktlar ile kombine 

edildiğinde azaldığı görülmüştür. Diğer doğal madde ekstraktlarının EGCG’ın etkisi 

üzerinde antagonistik bir etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir. Yine çizelge 4.17’deki zon 

değerleri incelenecek olursa EGCG dışındaki doğal ekstrak maddelerin antimikrobiyal etki 

zonları ise çok önemli bir ölçüde etkilenmemiştir. Thymus vulgaris’in diğer doğal maddeler 

ile kombinasyonu sonucunda, tek başına üzerinde etkili olamadığı Pseudomonas stutzeri ve 

Esherichia coli ATCC 25922 üzerine etkili olabildiği görülmüştür. Bununla birlikte etki 

değerindeki artışlar önemli bir ölçüde değildir. Hiçbir kombinasyon denemesinde 

EGCG’nin tek başına elde ettiği etki değerine ulaşılamamıştır. Bu nedenler ile çalışmamızın 

geri kalanında ilgili doğal maddelerin birbirleri ile kombine edilmesine gerek kalmadığına 

karar verilmiştir; fakat ülkemiz için önemli bir ekonomik değer olan, mikroorganizmalar 

üzerine inhibisyon zon çapları EGCG’dan sonra en yüksek değere sahip olan ve AI-2 

sinyalleri üzerine etkili ikinci doğal madde ekstraktı olan boraks ile EGCG’ın 

kombinasyonunun denenmesine gerek görülmüştür. Bu nedenle boraksın 1mg/mL’lik 

Kültürler E+K+N E+A+N A+N+SK SK+K+N A+P+N+E E+P+N+K 

Listeria innocua (1) 7,0±0,0 9,0±0,0 7,5±0,5 8,0±0,0 7,0±0,0 9,0±0,0 

Enterobacter cloacea (6) 7,5±0,5 8,5±0,5 8,0±0,0 7,5±0,5 7,0±0,0 10,0±0,0 

Pseudomonas stutzeri (18) 7,5±0,5 9,0±0,0 9,0±0,0 8,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 

Streptococcus lactis (27) 8,0±0,0 7,5±0,5 8,0±0,0 11,5±0,5 8,5±0,5 7,0±0 

Bacillus coagulans (36) 7,0±0,0 8,0±0,0 7,5±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 7±0 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 P 

8,0±0,0 8,0±1,0 8,0±0,0 7,0±0,0 7,0±0,0 8,5±0,5 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

7,0±0,0 8,0±0,0 8,5±0,5 7,5±0,5 7,0±0,0 9,5±0,5 

Micrococcus luteus ATCC 

4698 

8,0±0,0 8,0±0,0 7,5±0,5 8,0±0,5 8,5±0,5 8,0±0,0 

Esherichia coli ATCC 

25922 

8,0±0,0 8,0±0,0 8,0±0,0 8,0±0,0 7,0±0,0 8,0±1,0 
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ekstraktı ile yine 1mg/mL’lik EGCG’ın 1:1 oranında karışımının antimikrobiyal etki analizi, 

MIK değeri, MBK değeri ve yüzde inhibisyon değeri araştırılmıştır (Çizelge 4.18). 

 

Çizelge 4.18. EGCG ve Boraks 1 kombinasyonun antimikrobiyal etki zon çapları, MIK, 

MBK ve %İnhibisyon değeri 

Kültürler MIK MBK %İnhibisyon Antimikrobiyal 

Zonları (mm)* 

Listeria innocua %50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%59,9 12±0 

Enterobacter cloacea %50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%68 9±1 

Pseudomonas stutzeri %50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%76,9 10,5±0,5 

Streptococcus lactis %50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%67,7 11±0 

Bacillus coagulans %50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%47,8 9±1 

Staphylococcus 

aureus ATCC 6538 P 

%50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%60,7 11,5±0,5 

Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 

27853 

%50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%67,2 11,5±0,5 

Micrococcus luteus 

ATCC 4698 

%50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%71,7 10±1 

Esherichia coli 

ATCC 25922 

%50 

(500µg/mL) 

%50 

(500µg/mL) 

%68,2 10,5±0,5 

  *Ortalama Değer±Standart Sapma 

 

Çizelge 4.18’de görüldüğü üzere Boraks maddesi EGCG’ın etki değerini azaltma 

eğilimi göstermektedir; fakat bu değer diğer maddelere oranla az olduğu inhibisyon zonları 

çaplarından anlaşılmaktadır. Bazı mikroorganizmaların (Listeria innocua-1, Streptocoocus 

bovis-27, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Esherichia coli ATCC 25922) MBK 

değerleri %25’den %50’ye çıkmış; diğerlerinin ise aynı kalmıştır (%50). EGCG maddesinin 

tek başına ekstraktı kullanılarak elde edilen yüzde inhibisyon değerleri EGCG ve boraks’ın 



 

112 

karışımına oran ile daha yüksek olduğu görülmüştür. Bununla birlikte boraks maddesinin 

EGCG maddesinin etkisi üzerine antagonistik etkisi diğer doğal maddelerden daha azdır. 

EGCG ve boraks karışımının en güçlü inhibisyon etksinin Pseudomonas stutzeri 

üzerinde gerçekleştiği belirlenmiştir. İkinci en yüksek inhibisyon değeri Micrococcus luteus 

ATCC 4698 üzerinde gerçekleşirken; en düşük inhibisyon değeri üretim hatlarında %47,8 

ile Bacillus coagulans üzerinde gerçekleştiği tespit edilmiştir. Her üç üretim hattında da çok 

fazla yayılmış olduğu gözlemlenen ve sporlu bir bakteri türü olması nedeniyle temizliği 

oldukça zor olan Bacillus spp. üzerine mikroplaka ortamında bu oranda inhibisyon özelliği 

EGCG’ın tek başına uygulandığı durumdan çok fazla düşük olmadığı tespit edilmiştir 

(%53,2).  

Lade ve ark. (2015) tarafından yapılan çalışmada curcumin ve EGCG’ın eşit oranda 

karışımının su arıtma sistemlerinden izole edilmiş olan Gram negatif Enterobacteriacea ve 

Pseudomonas spp. üzerine etkisi incelenmiştir. Çalışmada curcumin ve EGCG’ın DMSO ile 

hazırlanan ekstraktlarınının eşit oranda karıştırılması ile Enterobacteriacea ailesinden olan 

mikroorganzimalar üzerine genel olarak etkili değerinin MIK miktarı 250 µg/mL olarak 

tespit edilmiştir. Pseudomonas japonica üzerine etkili MIK değeri ise 200 µg/mL olarak 

tespit edilmiştir. İlgili karışımın biyofilm inhibisyonu üzerine etkisi ise Enterobacteriacea 

ailesinden olan mikroorganizmalar üzerine ortalama % 98 olarak tespit edilirken; 

Pseudomonas japonica üzerine % 97 olarak tespit edilmiştir. Bu değerler çalışmamızda elde 

edilen değerlerden oldukça yüksektir. Curcumin’in dimetil sülfoksit (DMSO) ile hazırlanan 

ekstıraktının EGCG’ın DMSO ile hazırlanan ekstraktı üzerine bir sinerjistik etkisi 

görülmektedir. Çalışmamızda ise durum oldukça farklıdır. Çalışmada ekstraktlar insan 

sağlığı üzerine olumsuz etkisi olmayan ve gıda sanayinde kullanılan dezenfektanların 

bileşiminde de bulunan %70’lik etil alkol ile hazırlanmıştır. Etil alkol ile hazırlanan 

curcumin ekstraktı Ezine peyniri üretim hatlarından izole edilen Gram pozitif ve negatif 

izolatlar üzerine antimikrobiyal etkili olarak tespit edilememiştir. Üstelik curcumin 

yüzeyleri oldukça boyayan bir yapıya sahiptir. Bu durum Lade ve ark. (2017) tarafından 

yapılan çalışmada 150 mg/L curcumin 3 L’lik bioreaktöre konulmuştur. Curcuminin 

bioreaktör içindeki membran modülü boyadığı çalışmada belirtilmiştir Gıda sanayinde 

dezenfeksiyon sonrası su ile durulama aşaması olmasına rağmen curcumin maddesinin 

yağda çözünür bir madde olması sebebiyle su ile tamamen yüzeylerden uzaklaştırılamaması 

ve süt gibi yağlı bir hammadde içerisine karışma olasılığı bulunmaktadır.  
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4.3.2. Yeni Dezenfektan Madde Geliştirme Çalışmaları 

Çalışmanın bu aşamasında etkili bulunan kombinasyonun doğal maddeleri olan EGCG 

ve Boraks ekstraktları ile eşit miktarda karışımlarının kullanıldığı yeni formülasyonların 

mikroorganizmalar üzerine yüzde inhibisyon miktarları araştırılmıştır. Çalışma sırasında 

dezenfektan olarak kullanılacak doğal maddelerin üretim hattında çok iyi sirküle olarak 

dolaşabilmesi ve CIP-COP temizlik prosedürlerine kolay adapte olarak kullanılabilinmesi 

için sıvı maddelerin EGCG-Boraks kombinasyonu ile karıştırılarak etki arttırımı olabileceği 

ön görülmüştür.  

Vaara (1999) tarafından yapılan bir çalışmada EDTA güvenli ve ekonomik, metal 

çelatları oluşturabilen bir madde olduğundan bahsetmiş; özellikle Gram negatif bakterilerin 

protein ve lipopolisakkarit yapıları ile etkileşime girebildiğini bildirmiştir. Helander ve ark. 

(1997) ve Walsh ve ark. (2003) tarafından yapılan çalışmalarda EDTA’nın özellikle Gram 

negatif bakterilerin hücre duvar yapılarını bozarak bakteri hücresini hassaslaştırdığını 

bildirmişlerdir. Sevens ve ark. (1991) tarafından yapılan bir çalışmada ise nisin ile EDTA 

kombinasyonun Esherichia coli ve Salmonella Typhimirum üzerinde güçlü antimikrobiyal 

etkisi olduğu belirlenmiştir (Sivarooban ve ark., 2008). 

Sivarooban ve ark. (2008) tarafından yapılan çalışmada üzüm çekirdeği ekstraktı (%1), 

nisin (10,000 IU/g) ve EDTA (%0,16)’nın ve bu üç maddenin kombinasyonun Escherichia 

coliO157:H7, Salmonella Typhimurium ile Listeria monocytogenes üzerine etkisi 

araştırılmıştır. 6 logkob/g olarak inoküle edilen L. monocytogenes sayısı sadece üzüm 

çekirdeği ekstraktı kullanıldığında 5,6 logkob/g’a; nisin kullanıldığında 4,9 logkob/g’a ve 

EDTA kullanıldığında 5,9 logkob/g’a düşmektedir. Çalışmada EDTA’nın diğer maddeler ile 

kombinasyonu ve üç maddenin birlikte kombinasyonlarının mikroorganizmalar üzerine 

daha etkili olduğu tespit edilmiştir. 

Güçbilmez ve ark. (2007) tarafından yapılan bir başka çalışmada ise yine Gram pozitif 

bir tür olan ve çalışmamızda da hatlarda çok yaygın olarak izole edilen Bacillus spp.’e ait 

Bacillus subtilis üzerine disodium EDTA’nın güçlü antimikrobiyal aktivite gösterdiği 

belirtilmiştir.  

Kurita ve Koike (1982) tarafından yapılan bir çalışmada %7 NaCl’nın üstünde tuz 

oranının doğal antimikrobiyal maddelerin etkinliği üzerine antagonistik etkisi olduğu 

savunulmuştur. Huang ve ark. (1992) tarafından yapılan bir başka çalışmada antimikrobiyal 

maddelere dirençli Gram negatif ve pozitif bakteriler üzerine tuz solüsyonunda 

çözündürülmüş antibiyotik maddeler uygulanmıştır. Çalışmada sonuç olarak en fazla %2 

NaCl içeren solüsyon ile karıştırılan antibiyotik maddelerin mikroorganzimalar üzerine 
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etkili olduğu bulumuştur. Bidlas ve Lambert (2008) yaptıkları çalışmada iki farklı tuz türü 

olan NaCl ile KCl’nin antimikrobiyal etkisi araştırılmıştır. Yapılmış olan çalışmada her iki 

tür tuz türünün de Aeromonas hydrophila, Enterobacter sakazakii, Shigella flexneri, 

Yersinia enterocolitica ve Staphylococcus aureus üzerine antimikrobiyal etkisi olduğu 

görülmüş; KCl’nin NaCl’ye oranla daha etkili olduğu savunulmuştur. 

NaCl ve EDTA’nın EGCG, boraks ekstrakları ve bu ekstrakların kombinasyonu ile 

hazırlanacak olan yeni dezenfektan formülü içerisinde kullanılmasına karar verilmiştir. 

Çalışmada NaCl’nin %1’lik solüsyonu, EDTA’nın ise %0,32 ve %0,16’lık solüsyonları 

kullanılmıştır (Şekil 4.15, 4.16, 4.17 ve Çizelge 4.19). Yeni dezenfekan formüllerinin yüzde 

inhibisyon etkisinin araştırılması çalışmasında mikroorganizma olarak üretim hatlarında 

oldukça yaygın olarak izole edilen 32 nolu Bacillus coagulans kullanılmıştır. Sporlu bir 

bakteri türü olan B.coagulans, en etkili doğal madde kombinasyonu olan EGCG ve boraks 

kombinasyonun yüzde inhibisyon değerinin en az tespit edildiği izolat olması nedeniyle de 

seçilmiştir.  

 

 

Şekil 4.15. E(EGCG) ile T(Tuz-NaCl), 0,16-0,32 (%EDTA), 25-75-50-100 karışım 

oranlarını yüzde inhibisyon değerleri 
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Şekil 4.16. B (Boraks) ile T (Tuz-NaCl), 0,16-0,32 (%EDTA), 25-75-50-100 karışım 

oranlarını yüzde inhibisyon değerleri 

 

 

Şekil 4.17. E (EGCG), B (Boraks) ile T (Tuz-NaCl), 0,16-0,32 (%EDTA), 25-75-50-100 

karışım oranlarını yüzde inhibisyon değerleri 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

none B+T
100

B+T 75 B+T 50 B+T 25 B+0,16
100

B+0,16
75

B+0,16
50

B+0,16
25

B+0,32
100

B+0,32
75

B+0,32
50

B+0,32
25

%
 İn

h
ib

is
yo

n

0

20

40

60

80

100

120

none E+B
T100

E+B T
75

E+B T
50

E+B T
25

E+B
0,16
100

E+B
0,16
75

E+B
0,16
50

E+B
0,16
25

E+B
0,32
100

E+B
0,32
75

E+B
0,32
50

E+B
0,32
25

Tuz EDTA
0,16

EDTA
0,32

%
 İn

h
ib

is
yo

n



 

116 

Çizelge 4.19. EGCG ve Boraks 1 kombinasyonun%1 NaCl, %0,16 EDTA ve %0,32 EDTA 

solüsyonları ile farklı oranlarda karışımlarının % İnhibisyon değerleri 

Madde Kombinasyon Maddesi Karışma Oranı % İnhibisyon 

EGCG %1 NaCl 100:0 %33,4 

EGCG %1 NaCl 75:25 % 29,8 

EGCG %1 NaCl 50:50 % 12,2 

EGCG %1 NaCl 25:75 % 20,7 

EGCG %0,16 EDTA 100:0 %38,4 

EGCG %0,16 EDTA 75:25 % 37,4 

EGCG %0,16 EDTA 50:50 % 99,3 

EGCG %0,16 EDTA 25:75 % 99,0 

EGCG %0,32 EDTA 100:0 %36,7 

EGCG %0,32 EDTA 75:25 % 42,1 

EGCG %0,32 EDTA 50:50 % 93,8 

EGCG %0,32 EDTA 25:75 % 99,0 

Boraks %1 NaCl 100:0 %62,6 

Boraks %1 NaCl 75:25 % 41,5 

Boraks %1 NaCl 50:50 % 93,8 

Boraks %1 NaCl 25:75 % 93,0 

Boraks %0,16 EDTA 100:0 %69,4 

Boraks %0,16 EDTA 75:25 % 91,0 

Boraks %0,16 EDTA 50:50 % 95,6 

Boraks %0,16 EDTA 25:75 % 94,7 

Boraks %0,32 EDTA 100:0 %76,6 

Boraks %0,32 EDTA 75:25 % 73,9 

Boraks %0,32 EDTA 50:50 % 92,9 

Boraks %0,32 EDTA 25:75 % 92,2 

none %1 NaCl - % 17,8 

none %0,16 EDTA  - % 18,9 

none % 0,32 EDTA - % 19,0 

 

 

 

 



 

117 

Çizelge 4.19.’un Devamı 

EGCG + Boraks  %1 NaCl 100:0 % 89,5 

EGCG + Boraks  %1 NaCl 75:25 % 87,5 

EGCG + Boraks  %1 NaCl 50:50 % 99, 

EGCG + Boraks  %1 NaCl 25:75 % 98,7 

EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 100:0 % 89, 

EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 75:25 % 89,9 

EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 50:50 % 99,57 

EGCG + Boraks  %0,16 EDTA 25:75 % 98,7 

EGCG + Boraks  %0,32 EDTA 100:0 % 95,46 

EGCG + Boraks  %0,32 EDTA 75:25 % 91,2 

EGCG + Boraks  %0,32 EDTA 50:50 % 100 

EGCG + Boraks  %0,32 EDTA 25:75 % 98,58 

none %1 NaCl - % 17,8 

none %0,16 EDTA  - % 18,9 

none % 0,32 EDTA - % 19,0 

 

Çizelge 4.19 ve Şekil 4.15, 4.16, 4.17’de görüldüğü gibi en yüksek yüzde inhibisyon 

değerlerine EGCG ile boraks ekstraktlarınının eşit oranda karışımının yine eşit oranda %0,16 

ile %0,32 EDTA ile kombinasyonu sonucu ulaşılmıştır. En düşük inhibisyon değeri ise 

EGCG ekstraktı ile %1’lik NaCl solüsyonlarının eşit oranında karıştırıldığı yöntem ile elde 

edildiği belirlenmiştir (%12,2). Günümüzde kullanılan dezenfektan maddelere oranla daha 

düşük maliyetle dezenfektan üretiminin hedeflenmesi durumunda boraksın %0,16’lık EDTA 

solüsyonu ile karışımının B.coagulans üzerinde % 95,6 oranında inhibisyon etkisine sahip 

olduğu da gözönüne alınmıştır.  

Çizelge 4.19 ve Şekil 4.15, 4.16, 4.17’de görüleceği gibi tuz ve EDTA solüsyonları ön 

görüldüğü üzere EGCG, boraks ve EGCG ile boraks kombinasyonun yüzde inhibisyon 

değerlerini oldukça arttırmıştır. Sivarooban ve ark. (2008) üzüm çekirdeği ekstraktı, nisin, 

EDTA ve bu üç maddenin kombinasyonun Gram pozitif ve negatif bakteriler üzerine 

antimikrobiyal etkisini incelemiştir. Çalışmada içinde EDTA’nı olduğu kombinasyonların 

bakteriler üzerinde antimikrobiyal etkisinin daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Aynı durum 

Gram negatif bakterilerin sayıları için de görülmüştür. Çalışmamızda da benzer olarak 

EDTA doğal maddeler ile sinerjistik etki göstererek yüzde inhibisyon değerlerini 

yükseltmiştir. Güçbilmez ve ark. (2007) tarafından yapılan çalışma sonucunda EDTA’nın 
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Bacillus spp. üzerine güçlü antimikrobiyal etkisi olduğu bulunmuştur. Bu durum 

çalışmamızda EDTA’nın doğal maddelerin B.coagulans üzerine etkisinin artışını 

açıklamaktadır. 

Boziaris ve ark. (2007) ise NaCl ve KCl tuzlarının Listeria monocytogenes üzerine eşit 

oranda etkili olduğu bildirirken (Bidlas ve ark., 2008); Wijnker ve ark. (2006) ise NaCl’nin 

antimikrobiyal etksinin Gram negatifler üzerine Gram pozitiflere oranla daha yüksek 

olduğunu belirtmiştir. Çalışmamızda NaCl ve kombinasyon karışımlarının Gram pozitif bir 

bakteri olan B.coagulans üzerinde etkisinin EDTA’lı karışımlar kadar etkili olmayışını 

açıklamaktadır. 

Çalışmada üretim hattında tuz bırakma olasılığı ve bu olasılığın ürünü etkileyebilme 

durumu nedeniyle %1 NaCl, %0,16 EDTA ve %0,32 EDTA kullanılmıştır. Seçilen oranlar 

yapılan literatür çalışmalarında belirlendiği üzere antimikrobiyal maddelere ile sinerjistik 

etki gösterdiği belirlenmiştir. 

Yeni dezenfektan formüllerinin B.coagulans üzerinde yüzde inhibisyon değerleri 

incelenerek çalışmanın daha sonraki aşamalarında kullanılacak formülasyonlar 

belirlenmiştir. EGCG ve boraksın eşit karışımının %0,32 oranında EDTA ile kombinasyonu, 

%100 inhibisyon oranı ile en etkili formül olduğu belirlenmiştir. Onu takip eden en yüksek 

inhibisyon etkisine sahip formülasyonun EGCG ve boraksın eşit karışımının %0,16 oranında 

EDTA ile kombinasyonun olduğu tespit edilmiştir (%99,57). Denemesi yapılan dezenfektan 

formülleri arasında daha ekonomik olmasının yanı sıra yüksek inhibisyon oranına sahip olan 

formülasyonun ise boraks ile %0,16 oranında EDTA karışımı olduğu görülmüştür (%95,6). 

Bu çalışmanın bir sonraki aşaması için en yüksek inhibisyon değerine sahip olan EGCG ve 

boraksın eşit karışımının %0,32 oranında EDTA ile kombinasyonu ile ekonomik oluşu yanı 

sıra yüksek inhibisyon etkisine sahip olduğu görülen boraks ile %0,16 oranında EDTA 

karışımının kullanılmasına karar verilmiştir. 

 

4.4. Antibiyofilm-Antiquorum Sensing Etkili Yeni Dezenfektan Formüllerinin 

Çelik Plaka Yüzeyleri Üzerine Dezenfektan Etkinliği ve Korozyon Oluşturma Durum 

Tespiti 

Çalışmanın bu bölümünde belirlenen yeni dezenfektan formüllerinin etkinliğinin 

belirlenebilmesi için gerçek UHT sütün ve gerçek bir CIP prosedürünün kullanıldığı invitro 

bir araştırma planlanmıştır. Korozyon tespiti için ise SEM-EDX analizleri yapılmıştır. 
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4.4.1. Antibiyofilm- Antiquorum Sensing Etkili Yeni Kombinasyonların Çelik 

Plaka Yüzeylerinde Dezenfektan Etkinliği Analizi 

Çalışmanın son aşamasında seçilen iki farklı dezenfektan formülasyonunun etkinliği 

gerçek ticari dezenfektana karşı araştırılması hedeflenmiştir. Bu noktada işletmelerde üretim 

yüzeylerinin büyük bir çoğunluğunu oluşturan çelik plaka yüzeyler kullanılarak invitro 

ortamda gerçek süt sıvısı (UHT süt) içerisinde yüzerlerinde biyofilm oluşumuna izin 

verilmiştir. Mikroorganizma olarak üretim hattında biyofilm üretim kapasitesi yüksek olan 

Enterobactericea familyasından 6 nolu izolat Enterobacter cloacea ve her üç üretim hattında 

da oldukça yaygın olduğu tespit edilen 32 nolu izolat Bacillus coagulans kullanılmıştır. 

Üzerinde biyofilm geliştirilmiş çelik plakalar 316 L üzerine edilen Firma B’nin CIP 

prosedürü uygulanmıştır (70-80oC/45 dk. kostik, soğuk su 10-15 dk., 70-80oC/45 dk. nitrik 

asit, 90oC/10 dk. sıcak su).  

 

 

Şekil 4.18. Çelik plakalar üzerinde 24 saatlik biyofilm oluşumu, CIP ve dezenfektanların 

uygulaması 

 

Firma B üretim hattında dezenfektan olarak perasetik asit bazlı ticari dezenfektan 

kullanılmaktadır. Çalışma süresince tespit edilen iki farklı doğal dezenfektan madde ile 

birlikte ticari dezenfektan üzerinde 24 saatlik mikrobiyal yük bulunan çelik plakalara CIP 

uygulanması ardından 5 ve 15 dk süre ile uygulanmıştır (Şekil 4.18).  

Uygulama öncesinde ve sonrasında çelik plaka yüzeylerinden elde edilen biyofilm 

oluşturan hücreler ile yüzeye bağlanmamış fakat yüzeyden uzaklaşmamış sesil hücrelerin 

sayısı Çizelge 4.20’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.20. CIP ve dezenfektan uygulaması öncesi/sonrası çelik plakalar yüzeylerinden 

elde edilen sesil/biyofilm oluşturabilir hücre sayıları, n=6 (kob/cm2) 

Sesil Hücre Biyofilm Oluşturan Hücre 

Enterobacter cloacea Enterobacter cloacea 

Hiç Bir İşlem  

Yapılmamış 

2,24x106 Hiç Bir İşlem  

Yapılmamış 

2,18x106 

Sadece CIP 3,86x104 Sadece CIP 2,89x104 

Perasetik asit 5 dk. 4,3x101 Perasetik asit 5 dk. 0,33x101 

Perasetik asit 15 dk. 1,67x101 Perasetik asit 15 dk. < 10 

B+EDTA0,16 5dk 1,67x101 B+EDTA0,16 5dk < 10 

B+EDTA0,16 15dk < 10 B+EDTA0,16 15dk < 10 

B+E+EDTA0,32 5dk < 10 B+E+EDTA0,32 5dk < 10 

B+E+EDTA0,32 15dk < 10 B+E+EDTA0,32 15dk < 10 

Bacillus coagulans Bacillus coagulans 

Hiç Bir İşlem  

Yapılmamış 

2,27x106 Hiç Bir İşlem  

Yapılmamış 

3,68x105 

Sadece CIP 1,08x105 Sadece CIP 3,1x104 

Perasetik asit 5 dk. 3,58x102 Perasetik asit 5 dk. 2,03x102 

Perasetik asit 15 dk. 5,33x101 Perasetik asit 15 dk. 3,3x101 

B+EDTA0,16 5dk 1,33x101 B+EDTA0,16 5dk < 10 

B+EDTA0,16 15dk < 10 B+EDTA0,16 15dk < 10 

B+E+EDTA0,32 5dk < 10 B+E+EDTA0,32 5dk < 10 

B+E+EDTA0,32 15dk < 10 B+E+EDTA0,32 15dk < 10 

*Boraks (B), EGCG (E) 

Dufour ve ark. (2004), Ölmez (2006), Cabo ve ark. (2009), Valerino ve ark (2012) 

tarafından yapılan çalışmalarda kullanılan yöntemlere uygun olarak çalışmada süte son 

hücre konsantrasyonu 104-5 kob/mL olacak şekilde izolatlar inoküle edilmiştir. 30 0C/24 saat 

inkübasyon yapılmasının ardından mikroorganizma hücre sayıları belirlenmiştir. Hiç işlem 

uygulanmamış çelik plaka yüzeylerinde Enterobacter cloacea için sesil hücre miktarı 6 

logkob/cm2 civarındayken; biyofilm oluşturan hücre miktarı da aynı seviyede 

gerçekleşmiştir. Bacillus coagulans için ise biyofilm oluşturan hücre miktarı 5 logkob/cm2 

civarında gerçekleşmiştir. Çelik plakalara CIP uygulaması yapıldığında mikroorganizma 

yükünün 1 logaritma azalış gösterdiği görülmüştür. Bu durum aynı firmanın üretim 
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hatalarında temizlik öncesi ve sonrası görülen sonuç ile birebir benzerlik göstermektedir. 

Perasetik asitin Enterobacter cloacea hücreleri üzerinde Bacillus coagulans hücrelerine 

oranla oldukça etkili olduğu görülmüştür. Bacillus coagulans’in biyofilm üreten hücreleri 

için 15 dk’lık uygulama bile sayının sıfıra düşmesine yetmemiştir. Boraks ve EDTA %0,16 

ile hazırlanan dezenfektan maddenin 5 dakikalık uygulaması Enterobacter cloacea ve 

Bacillus coagulans’ın sesile hücre sayılarını 1 logkob/cm2 civarında elde edilmesini 

sağlarken; 15 dakikalık uygulama hücre sayılarını tespit edilebilir seviyenin altına 

düşürebilmektedir. Boraks ve EDTA %0,16 karışımının 5 ve 15 dakikalık uygulanması 

biyofilm oluşturabilen mikroorganizma hücre sayısını tespit edilebilir seviyenin altına 

düşürebilmiştir. Boraks-EGCG ile EDTA %0,32 karışımının 5 ve 15 dakikalık uygulaması 

sesile hücrelerle birlikte biyofilm oluşturabilen hücrelerin sayılarını tespit edilebilir 

seviyenin altına indirebilmektedir.  

Paslanmaz çelik 316 L içerdiği molibden nedeniyle korozyona daha dayanıklıdır; fakat 

Bacillus spp. ve sporlarının, yine ısıya dirençli Streptococcus spp. ve Staphylococcus 

aureus’un paslanmaz çelik yüzeye rahatlıkla yapışabildiği bildirilmiştir. Buna sebep olarak 

yüzeyin pürüzlü yapısı, bakteri hücrelerinin son derece hidrofilik oluşu gösterilmiştir (Flint 

ve ark., 2000; Julien ve ark., 2002; Kruszewski ve ark., 2013). Husmark ve Rönner (1990) 

ve Israhelachivili (1991) tarafından yapılan çalışmalarda ise hidrofilik Bacillus cereus 

sporlarının hidrofolik cam yüzeyleri üzerine yapışma oranını taşıyıcı sıvının etkilediği 

belirlenmiştir. Araştırmacılar çalışmalarında deiyonize suyun Bacillus cereus sporlarının 

cama yapışma oranını 15 kat arttırdığını; bunun yanı sıra etil alkolün kendi hidrofobisitesi 

nedeniyle sporları da hidrofobik hale getirdiği ve yapışma oranını düşürdüğünü 

bildirmişlerdir (Flint ve ark., 2000). Bu durum çalışmamızda dezenfektan madde 

ekstraktlarınının etil alkol kullanılarak hazırlanmasının özellikle hatlarda yaygın bir 

kontaminasyona sahip Bacillus spp. için doğru bir seçim olduğunun bir göstergesidir. 

Araştırmamızda hazırlanan dezenfektan formülleri Bacillus coagulans’ın sesil ve biyofilm 

oluşturan hücre sayılarını belirlenebilir limitin altına düşürmüştür. 

Gündüz ve Tuncel (2006) tarafından yapılan bir çalışmada dondurma üretim hattında 

çeşitli noktalara yerleştirilen çelik plakalar üzerinde 8 saat sonra en fazla 103kob/cm2 

seviyesinde üreme gerçekleşirken; CIP uygulaması sonrasında mikrobiyal gelişmenin en 

fazla 102 kob/cm2 seviyesinde görüldüğü bildirilmiştir. CIP uygulaması yapılmayan drenaj 

ve üretim giriş alanlarında bulunan paspaslarda ise temizlik işlemi sonrası en fazla 

101kob/cm2 seviyesinde üreme gerçekleştiği tespit edilmiştir.  
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Dufour ve ark. (2004) tarafından yapılan çalışmada laboratuar ölçekli süt üretim 

hattında başlangıç mikroorganizma konsantasyonu 105 kob/mL olacak şekilde ekim 

yapılmıştır. Kullanılan mikroorganizmalar Bacillus flavothermus, Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, and Streptococcus thermophilus karışık kültürü olarak ortama eklenmiştir. 24 

saat sonunda yüzeylerde hiçbir işlem yapılmadığında 5,3±0,05 logkob/cm2 düzeyinde 

mikroorganizma varlığı tespit edilmiştir. CIP uygulamasının mikroorganizma sayısında 

önemli bir değişikliğe sebep olmadığı belirlenmiştir. CIP prosedüre ekstra NaOH ile yıkama 

eklendiğinde 2,4±0,1 logkob/cm2’lik bir azalma olduğu ekstra nitrik asit ile yıkama 

eklendiğinde mikroorganizma sayısında 1,9±0,1 logkob/cm2 düzeyinde azalma olduğu 

çalışmacılar tarafından belirlenmiştir. Klor (200ppm) uygulanmasının mikroorganizma 

yükünde 0,7 ±0,2 logkob/cm2, lauricidin (100ppm) 1,2 logkob/cm2; nisin (500 ppm) 1,2 

logkob/cm2 ve LPS uygulamasının ise 2,1 logkob/cm2 azalmaya sebep olduğu saptanmıştır. 

Dosti ve ark. (2005) yapılan çalışmada ise 304 paslanmaz çelik plakalara 2 mL kadar 

başlangıç miktarı belli olmayan Pseudomonas spp. kültürleri inoküle edilmiştir. Sayım için 

hasarlı hücreleri geri kazanımını sağlayan BHI-agar + %0,2 yeast ekstrakt kullanılmıştır. 

Biyofilm oluşturan hücre sayısının incelendiği çalışmada; 24 saat sonucunda kontrol 

örneklerinde 105 kob/mL seviyesinde P. fragi, 104kob/mL seviyesinde P. putida, 105 kob/mL 

seviyesinde P. fluorescens varlığı tespit edilmiştir. Çalışmada klor ve ozon kullanımının 

biyofilm oluşturan hücre sayısı üzerine etkisi araştırılmıştır. Klorun kullanımı sonucunda; 

101 kob/cm2 seviyesinde P. fragi, 102 kob/mL seviyesinde P.putida, 102 kob/mL seviyesinde 

P. fluorescens varlığı tespit edilmiştir. Ozon kullanımı ile 101 kob/mL seviyesinde P. fragi, 

101 kob/mL seviyesinde P. putida, 102 kob/ml seviyesinde P. fluorescens varlığı tespit 

edilmiştir. Çalışmada sesil bakteri hücre sayıları da araştırılmış ve ortam olarak UHT süt 

kullanılmıştır. UHT süt ortamına Pseudomonas spp. kültürleri yanı sıra Enterobacter 

cloacea, Enterobacter aerogenes ve Bacillus licheniformis inoküle edilmiştir. Çalışmada 

kontrol örneklerinde 107-8 kob/mL seviyesinde sesil hücre varlığı tespit edilmiştir. Ozon ile 

yapılan denemede Pseudomonas spp. sesil hücre sayılarını 101 kob/mL seviyesine düşerken; 

Enterobacter spp. sesil hücre sayılarını 101 ve 0 kob/mL seviyesine, Bacillus spp. sesil hücre 

sayılarını ise 104 kob/mL seviyesine düştüğü tespit edilmiştir. 2 dk klor kullanımının ise 

Pseudomonas spp. sesil hücre sayılarını 105 kob/mL seviyesine düşerken; Enterobacter spp. 

sesil hücre sayılarını 105-6 kob/mL seviyesine düştüğü tespit edilmiştir. Bacillus spp. sesil 

hücre sayılarını ise 105 kob/mL seviyesine düştüğü görülmüştür. 

Ölmez (2006) tarafından yapılan ve süt endüstrisinde biyofilm oluşumunun ve ticari 

dezenfektanların etkinliğinin incelendiği çalışmada ise 108-109 kob/mL seviyesinde 
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mikroorganizma başlangıç konsantrasyonu 105-106 kob/mL olacak şekilde hazırlanmış broth 

ortamına inoküle edilmiştir. Denemelerde paslanmaz çelik 316 kullanılmış; fakat aynı çelik 

yüzeyler üzerine tutunmanın farklı olduğu vurgulanmıştır. Çalışmada aynı çelik yüzeyden 7 

adet seçilmiş aynı şartlar altında tutunma 5,69-8,55 logkob/cm2 arasında değişmiştir. Sonuç 

olarak çelik plakalar üzerine ortalama tutunan mikroorganizma sayısının 6,5 logkob/cm2 

(8,55-5,69) olduğu; ticari dezenfektanların uygulanması sonucunda elde edilen en düşük 

mikroorganizma sayısının 2,865 logkob/cm2, en yüksek mikroorganizma sayısının ise 7,44 

logkob/cm2 olduğu tespit edilmiştir. 

Cabo ve ark. (2009) tarafından yapılan çalışmada ise son konsantrasyon 108 cfu/mL 

seviyesinde Staphylococcus aureus CECT4459 içinde polistiren kuponlar bulunan 

Tyriptone Soy Broth’a inokülasyon yapılmış; dezenfektan maddelerin yüzeyde bulunan sesil 

ve biyofilm oluşturan hücreler üzerine inhibisyon etkisi incelenmiştir. Benzalkonium 

chloride (BAC), ozon ve nisinin sesil ve biyofilm hücreleri üzerine LD 90 (bakteri hücrelerin 

%90’nının öldüğü süre) değerleri belirlenmiştir. BAC kullanımı ile sesil hücreler üzerinde 

20 dk’da, biyofilm hücreleri üzerinde 5 dk LD 90 değerlerinin elde edildiği görülmüştür. 

Ozon kullanımı ile sesil hücreler üzerinde 15 dk’da, biyofilm hücreleri üzerinde 10 dk da 

LD 90 değerleri elde edilmiştir. Nisin kullanımı ile ise sesil hücreler üzerinde 30 dk’da, 

biyofilm hücreleri üzerinde 120 dk’da LD 90 değerleri elde edilmiştir.  

Valeriano ve ark (2012) de yaptıkları çalışmada Tyrptone Soya Broth besiyerinde 

mikroorganizma yükü 108 kob/L olacak şekilde Salmonella enterica serotype Enteritidis S64 

paslanmaz çelik 304 yüzeyler üzerine inoküle edilmiş; toplamda 240 saat sonra sonuç 

alınmıştır. Çalışmada kontrol olarak %0,85 lik NaCl kullanılmış çelik plakalardaki 

mikroorganizma sayısı 10 dk’da 7,76 logkob/cm2, 20 dk’da 6,75 logkob/cm2 ve 40 dk’da 

5,18 logkob/cm2 olarak tespit edilmiştir. C. citratus ve M. piperita isimli doğal maddelerin 

kullanımı ile ise çelik plakalardaki mikroorganizma yükü 10 dk’da 3,56 log kob/cm2 ve 3,7, 

20 dk’da ve 40 dk’da ise <10 logkob/cm2 seviyesinde tespit edilmiştir.  

Laird ve ark. (2012) tarafından yapılan çalışmada bergamot ve portakal esansiyel 

yağının 1:1 oranında karıştırılması ile elde edilen doğal madde karışımının hastanelerden 

izole edilen vankomisin dirençli Enterococcus faecalis ve metisilin dirençli Staphylococcus 

aureus’un biyofilm oluşumunun üzerine etkisi incelenmiştir. Maddelerin 316 L çelik 

yüzeyler üzerine 24 saatlik uygulaması sonucunda E. feacalis’in biyofilm oluşturan hücre 

sayısını 1,5 logaritmik değer, S. aureus’un biofim oluşturan hücre sayısının 3 logaritmik 

değer azaldığı tespit edilmiştir. 
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Kumari ve Sarkar (2014) tarafından yapılan çalışmada soğutma tanklarından izole 

edilen Bacillus cereus hücreleri üzerine CIP prosedürlerinin etkinliği incelenmiştir. 

Araştırmacılar soğutma tanklarında B. cereus hücre sayısının 106 kob/cm2’ye çıktığı 

belirlemiş ve invitro şartlarda aynı seviyede mikroorganizmayı çelik plakalar üzerine 

inoküle etmiştir. Çalışmada iki farklı CIP prosedürü kullanılmıştır. Referans prosedür olarak 

%1 NaOH 65oC/10dk-su çalkalama- %1 HNO3 65oC/10dk-su çalkalama kullanılırken; ikinci 

metot olarak %1,5 NaOH 65oC/30dk-su çalkalama- %1 HNO3 65oC/10dk-su çalkalama 

kullanılmıştır. 24 saatlik biyofilm tabakaları üzerine her iki CIP metoduda uygulanmış ve 

mikrobiyal yükün azalış miktarı incelenmiştir. Referans CIP’in kullanıldığı çalışmada 

uygulama öncesi hücre sayısı 5,33 logkob/cm2 olarak tespit edilirken; uygulama sonrası sayı 

2,03 logkob/cm2 olarak tespit edilmiştir. İkinci CIP metodu uygulamasında ise uygulama 

öncesi hücre sayısı 5,10 logkob/cm2 olarak tespit edilirken; uygulama sonrası sayı 4.77 

logkob/cm2’ye düşmüştür.  

Vazguez-Sanchez ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada ise Staphylococcus 

aureus son hücre konsantrasyonu 7x105 kob/mL olacak şekilde içinde paslanmaz çelik 304 

çelik plakalar bulunan Tyrptone Soya Broth besiyerinde inoküle edilerek 25oC’de 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. 48 saat sonra çelik plaka yüzeylerinde biyofilm yapan hücre 

sayısı 4 logkob/cm2 olarak bulunurken sesil hücre sayısı 4-5 logkob/cm2 olarak bulunmuştur. 

Çalışmada 200, 500 ve 800 mg/L seviyesinde klor uygulaması yapılmış ve biyofilm üreten 

mikroorganizma seviyesindeki azalış sırasıyla 3,84, 4,44 ve 5,51 logkob/cm2 olarak tespit 

edilmiştir. 

Yapılan çalışmalar ve çizelge 4.20’de verilen çalışmamızda elde edilen sonuçlar 

incelenecek olursa; paslanmaz çelik 316 L kupon yüzeylerinde tespit edilebilen sesil ve 

biyofilm oluşturabilen hücre sayılarının benzer olduğu görülmektedir. Çalışmamızda 

kullanılan ticari dezenfektan madde perasetik asit ve tarafımızdan hazırlanan yeni 

dezenfektan formülleri sesil ve biyofilm oluşturan hücreler üzerine referans olarak belirtilen 

çalışmalarda bahsi geçen ticari dezenfektan (klor, Benzalkonium chloride, ozon, nisin ve 

lauricidin) yöntemlerine oranla daha etkili bulunmuştur.  

Çalışmamızda paslanmaz çelik 316 L plakalar üzerine Firma B’ye ait CIP prosedürü 

uygulandığında elde edilen sonuçlar yine Bacillus spp. CIP işlemi sonrası çelik plaka 

yüzeylerindeki yükünü araştırmış olan Kumari ve Sarkar (2014) tarafından elde edilen 

sonuçlarla karşılaştırıldığında temizlik için başarılı olmadığı yorumu yapılabilir. Kumari ve 

Sarkar (2014) tarafından yapılan çalışmada süt ürünleri üretim hatlarında bulunan soğutma 

tanklarından izole edilen Bacillus cereus 104 kob/ml seviyesinde içinde paslanmaz çelik 304 
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plakalar bulunan yağsız süt ortamına inoküle edilmiştir. 4oC’de 24 saat inkübasyon 

sonucunda çelik plaka yüzeylerine B.cereus sayısının araştırmacılar tarafından önerilen CIP 

prosedürün uygulanması sonucu hüce oluşturan hücre sayının 4,77 logaritmik değer azaldığı 

tespit edilmiştir. Bu çalışmada ise UHT süt içerisinde paslanmaz çelik 316 L üzerinde Firma 

B’ni CIP prosedürü uygulandığında 30oC’de 24 saat geliştirilen B.coagulans’ın biyofilm 

oluşturan hücre sayısında ancak 1 logaritmik değer azalma olduğu belirlenmiştir. Bu noktada 

çalışmamızda kullanılan izolatların üretim hatlarından izole edildiği, güçlü biyofilm 

oluşturucu mikroorganizmalar olduğu ve ilgili CIP prosedürlerine rağmen yüzeylere 

tutunduğu göz önünde bulundurulmalıdır.  

Firma B’nin gerçek üretim hatlarından alınan değerler ile invitro ortamda yapılan 

çalışma karşılaştırılacak olursa; herhangi bir temizlik işlemi uygulanmadığında gerçek 

üretim hattı çelik yüzeylerinde 103 kob/100cm2 seviyesinde mikrobiyal yük tespit edilirken 

invitro şartlarda Enterobacter cloacea için 106 kob/cm2, Bacillus coagulans için 105 kob/cm2 

seviyelerinde mikrobiyal yük tespit edilmiştir. Bu duruma gerçek üretim hattında sütün 

başlangıç aşamasındaki mikrobiyal yükünün bilinmemesi yanı sıra gerçek üretim hattında 

mikroorganizmaların karışık kültür halinde bulunması ve bu karışık kültür içinde birbirine 

antagonistik etki gösterebilen türlerin bulunması gerekçe olarak gösterilebilir. Bununla 

birlikte gerçek üretim hattında genel mikrobiyal yük temizlik sonrası 1 logaritmik değer 

azalış göstermektedir. Enterobactericea yükü çelik yüzeyler için 1-2 logaritmik değer, 

Bacillus spp. yükü yine çelik yüzeyler için 1->1 logaritmik değer azalış göstermiştir. İnvitro 

çalışmada ise CIP uygulaması sonucunda çelik kuponlar üzerindeki E.cloacea yükü 2 

logaritmik değer, B.coagulans yükü 1 logaritmik değer azalmıştır. Firma kullanılan perasetik 

asitin yüzeylere uygulanması sonucunda azalış her iki tür mikroorganizma için 3-6 

logaritmik değer arasında gerçekleşmiştir.  

Perasedik asit toksik olmayan, bakterisidal, virusidal ve sporosidal bir dezenfektan 

madde olup; ortamda organik madde varlığı aktivitesini etkilememektedir. Ürün 0-50oC 

sıcaklık, pH 5,5-8,2 aralığında aktif olarak çalışmaktadır. Perasetik asit atık sularında klor 

gibi toksik yan ürünler (trihalometanlar ve haloasetik) maddeler oluşturmadığı; fakat atık 

sularının BOD ve COD değerlerini arttırdığı bildirilmiştir. Fakat son derece korozif olan 

dezenfektan madde, üzerinde biyofilm oluşmuş yüzeylerde serbest radikallerin oluşmasına 

neden olduğu bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda perasetik asitin düşük konsantrasyonlarda 

(≤ %1) kullanıma uygun olduğu bildirilirken; stabil bir ürün olmadığı gösterilmiştir. Bununla 

birlikte perasetik asitin biyofilm içerindeki kimyasal yapıları okside ederek; yapışmayı 

sağlayan yapıların ve kovalent bağların yüzeye iyice yapışmasına neden olduğu 
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bildirilmektedir. Su kullanımı ise perasetik asitin korozif etkisini azaltmak ile birlikte 

biyofilmler üzerine olumsuz etkisini arttırabilmektedir (Wirtanen ve ark., 2000; Wirtanen ve 

Salo, 2003; Kitis, 2003; Vural ve Çelen, 2005; Dell’Erba ve ark., 2007).  

Gerçek üretim hattında perasetik asitin invitro şartlara oranla biyofilm oluşturan 

mikroorganizmalar üzerine sadece 1 logaritmik değer azalışa neden olabilmesi 

dezenfektanın gerçek üretim hattında doğru konsantrasyon, süre ve sıcaklıkta 

kullanılmaması yanı sıra CIP prosedüründe uygulanan su ile son durulama aşamasının 

süresine uyulmaması ve dezenfektan maddenin doğru bir şekilde depolanmaması olduğu 

düşünülmektedir. 

 

4.4.2. CIP, Ticari ve Doğal Dezenfektan Maddelerin Çelik Plaka Yüzeyleri 

Üzerine Korozyon Tespiti Analizi 

Çalışmanın son aşamasında antibiyofilm ve quorum quenching etkili iki yeni 

dezenfektan formulü ile referans işletmemiz (Firma B) tarafından kullanılan ticari 

dezenfektan maddenin yine Ezine peyniri üretim hatlarında kullanılan paslanmaz çelik 316 

L üzerinde korozyona neden olabilme durumu araştırılmıştır.  
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Şekil 4.19. Paslanmaz çelik 316 L plakaların SEM görüntüleri (A Üzerine herhangi bir 

temizlik uygulanmamış pasif paslanmaz çelik 316 L yüzey, B Üzerine sadece CIP 

uygulanmış yüzey, C Üzerine CIP ve 5 dk. Perasetik asit uygulanmış yüzey, D Üzerine CIP 

ve 5 dk. Boraks-%0,16 EDTA uygulanmış yüzey, E Üzerine CIP ve 5 dk EGCG-Boraks-

%0,32 EDTA uygulanmış yüzey) 

 

Araştırma doğrultusunda Ezine peyniri üretimi yapan firmalarda yapıldığı gibi 

pasivizasyon yapılmış çelik plakalar üzerine tüm dezenfektanlar bir önceki çalışmada 

dezenfeksiyon için yeterli olduğu belirlenen 5 dk. süre ile uygulanmıştır. Uygulama 

sonucunda elde edilen örnekler SEM-EDX analizine tabi tutularak korozyon oluşumunun 

gerçekleşme olasığı incelenmiştir (Şekil 4.19, 4.20 ve 4.21). 

Şekil 4.19’da görülen A yüzeyi işlem görmemiş pasif çelik 316 L çelik plakanın 

yüzeyidir. Yüzeyde görülen kırıklar Ezine peyniri üreticilerinin de çelik yüzeylerine 
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uyguladığı 1 N HCl ile pasivizasyon sonucu oluşmaktadır (Flint ve ark., 2000; Jullien ve 

ark., 2002; Faller ve ark., 2005; Yadav ve ark., 2011; Geng ve ark., 2015; Verma ve ark., 

2017). Ahmad ve ark. (2015) tarafından yapılan bir çalışmada korozyondan metallerin 

korunması için hidrofobitenin öneminden bahsetmektedir. Çalışmada hidrofobisitesinin 

yüzeylerin tam olarak temizlenmesi ve korozyonun önlenmesi için çok önemli olduğu 

vurgulanmıştır. Paslanmaz çelik 316 L hidrofobik ve pürüzlü bir yüzeye sahiptir. 

Şekil 4.19’da pasif yüzeyde (A) asit nedeniyle oluşmuş delik şeklinde çukur 

korozyonlar görülmektedir. Sadece CIP uygulanmış yüzeyde (B) ise kırıkların genişlediği 

tespit edilirken; yüzeyde çukurcuk korozyon varlığı görülmüştür. Kırık genişlikleri çizelge 

4.19’da görülebilir. CIP sonrası perasetik asitin uygulandığı örnek C’de ise kırık genişliği 

artmıştır. Yüzeyde çukurcuk korozyonun dışında parçalanma görülmektedir. CIP sonrası 

boraks ve %0,16 EDTA ile hazırlanan birinci formül paslanmaz çelik 316 L üzerine 

uygulandığında (D) kırık genişliği sadece CIP uygulanan yüzeyden daha azdır. Bu durum 

korozyon inhibisyonu konusunda olumlu görülmektedir. Bununla birlikte yüzeyde çukurcuk 

korozyon yanı sıra bazı deformasyonlar görülmektedir. Epicathechin gallat-boraks karışımı 

ile %0,32 EDTA ile hazırlanan ikinci fomülün çelik plaka üzerine uygulanması (E) sonucu 

yüzeyde görülen kırık genişliği sadece CIP uygulanmış yüzeyde görülen kırık genişliğine 

oranla daha azdır. Yüzeyde herhangi bir çukurcuk korozyonu görülmezken; yüzeyde tüm 

örneklerde görülen asit çizgileri haricinde herhangi bir yapısal deformasyon görülmemiştir. 

 

Çizelge 4.21. Paslanmaz çelik 316 L plakalarındaki kırık genişlikleri (µm) 

Yüzey 

Türü 

Passivize 

Yüzey 

CIP 

Uygulanmış 

Yüzey 

CIP+5 dk. 

Perasetik Asit 

Uygulanmış 

Yüzey 

CIP+ 5 dk. Boraks-

%0,16 EDTA 

Uygulanmış Yüzey 

CIP+ 5 dk. Boraks-

EGCG-%0,32 EDTA 

Uygulanmış Yüzey 

Ort±SD 0,68±0,72 1,09±0,48 1,18±0,63 0,59±0,12 0,94±0,23 

 

Süvari (2007) tarafından yapılan bir çalışmada Herba hyperici (farklı bir çeşit sarı 

kantaron) ve Folium juglandis (ceviz yaprağı) bitkilerinin yumuşak çeliğin korozyonu 

üzerine inhibitör etkileri araştırılmıştır. Çalışmada doğal ekstraktlar 30 g/1L olarak saf su ile 

hazırlanmış ve farklı pH (4, 6, 8) değerlerindeki ortamlarda inhibitör etki değelendirilmesi 

yapılmıştır. Çalışmada Folium juglandis tüm pH değerlerinde çeliğin korozyonu üzerine 

inhibatör etkisi olduğu belirtilirken; Herba hyperici’nin pH 4 değerinde korozyonu 

hızlandırdığı görülmüştür. Aynı bitki pH 6 değerinde iyi bir inhibitör etki gösterirken; pH 8 

değerinde orta düzeyde bir inhibitör etki göstermiştir.  
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Şekil 4.20. Paslanmaz çelik 316 L plakaların EDX analizi 1 (A üzerine herhangi bir temizlik 

uygulanmamış pasif paslanmaz çelik 316 Lyüzey, B Üzerine sadece CIP uygulanmış yüzey) 

 

Elemental yüzey analiz çalışmasında paslanmaz çelik 316 L’de bulunan elementler 

yanı sıra pasivizasyon için kullanılan HCl, CIP prosedürü için kullanılan HNO3 ve NaOH; 

perasetik asit ile muamele sonucu görülebilecek olan C2H4O3, boraks B (Na2B4O7·10H2O) 

ve EGCG C22H18O10 elementlerinin yüzeylerde bulunma durumu incelenmiştir. 
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Şekil 4.21. Paslanmaz çelik 16 plakaların EDX analizi 2 (C Üzerine CIP ve 5 dk. Perasetik 

asit uygulanmış yüzey, D Üzerine CIP ve 5 dk. Boraks-%0,16 EDTA uygulanmış yüzey, E 

Üzerine CIP ve 5 dk. EGCG-Boraks-%0,32 EDTA uygulanmış yüzey) 

 

Çizelge 4.22. Paslanmaz çelik 316 L plakalarında EDX analizi element miktarları (%) 

Yüzey Türü Fe C Cr Ni O Si Na Al Cl Ca B N 

A 50,0 27,5 13,9 5,7 2,1 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

B 49,8 27,6 13,2 5,4 3,4 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

C 48,4 29,0 12,7 5,6 3,5 0,4 0,1 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 

D 12,8 15,6 3,4 1,4 1,4 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 65,2 0,0 

E 45,7 22,4 12,4 5,0 3,0 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 10,6 0,0 

*A Üzerine herhangi bir temizlik uygulanmamış pasif paslanmaz çelik 316 L yüzey, B Üzerine sadece CIP 

uygulanmış yüzey, C Üzerine CIP ve 5 dk. Perasetik asit uygulanmış yüzey, D Üzerine CIP ve 5 dk. Boraks-

%0,16 EDTA uygulanmış yüzey, E Üzerine CIP ve 5 dk EGCG-Boraks-%0,32 EDTA uygulanmış yüzey 
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Pasifize edilmiş yüzey (A) ile CIP uygulanmış yüzeyde (B) elde edilen elementler 

karşılaştırıldığında arada önemli bir fark tespit edilememiştir. CIP uygulanmış yüzeyde 

pasifize yüzeyden farklı olarak %0,1 oranda kostik (NaOH) kaynaklı Na tespit edilmiştir. 

Kaynağın kostik olduğu kanısına paslanmaz çelik 316 L yapısında Na olmaması nedeniyle 

varılmıştır (Al-Saadi ve ark., 2016). Perasetik asit ile muamele edilen yüzey incelendiğinde 

ise yüzeyde Alümiyum elementine rastlanması çukurcuk korozyonun pasif yüzeyi geçerek 

paslanmaz yüzeye ulaşdığına bir kanıttır. Galvele (1976) tarafından yapılan bir çalışmada 

çukurcuk korozyonun ilermemesi durumunda Al iyonuna rastlanabileceğini belirtmiştir. 

Verma ve ark. (2017) tarafından yapılan çalışmada paslanmaz çelik 316 L’nin ağırlığın 

%0,008’i kadar; Kumar ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada ise paslanmaz çelik 

316’da ağırlığın %0,042’si kadar Al elementi olduğu belirtilmektedir. Ayrıca paslanmaz 

çelik 316 L üretiminde oksitlenmenin azalması için alüminyuma daldırma işlemi 

gerçekleştirilmektedir (Pasinli ve Köksal, 2009). Bu durum pasifize edilmiş, CIP 

uydulanmış ve perasetik asit 5 dk uygulanmış çelik plaka yüzeyinde Al iyonu görülmesini 

açıklamaktadır. Doğal maddelerden hazırlanmış ilk dezenfektan formülünün uygulandığı 

yüzeylerde (D ve E) Al iyonu görülmemesi korozyonun pasif yüzeyin altındaki tabakaya 

ulaşmadığının göstergesi olarak kabul edilebilir. 

Analizlerde, 5 dk. boraks ve %0,16 EDTA formülü ile CIP sonrası muamele gören 

paslanmaz çelik 316 L örneği elemental analizinde diğer iyonların oranının düşmesi ve B 

iyonu oranının %65,2 olarak ölçülmesi, yüzeyde B kalıntısı olduğunu göstermektedir. Bor 

iyonu kalıntıları kırık aralarına yerleşebileceğinden; kırık genişliklerinin düşmesi bu şekilde 

açıklanabilir. Bor iyonu korozyon oluşumuna inhibitör etki gösterebilmektedir. Suvari 

(2007) tarafından yapılan çalışmada iki doğal maddenin yüzeyde korozyona inhibitör etki 

yarattığı belirlenmiştir. Bozorg ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada bakır plakalar 

0,5 M sülfürik asit içine konulmuştur. Çalışmada inhibitör olarak %95 etil alkol ile 

hazırlanmış Myrtus communis (mersin bitkisi) 0, 50 ve 100 mg/L’lik ekstrakları 

kullanılmıştır. Yapılan araştırmada doğal ekstraktın bakır korozyonunu inhibe edebildiği 

belirtilirken; yüzeydeki kırık genişliğini çalışmamızda olduğu gibi azalttığı SEM analizi ile 

tespit edilmiştir. Ayrıca, Bozorg ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmada ekstrakt 

miktarının artışı ile yüzeyde düzleşme görülmüştür. Çalışmamızda boraks miktarının en 

yüksek olduğu 1:1 boraks+%0,16 EDTA formülü uygulanan yüzeyin ½’si kadar boraks 

bulunan boraks+EGCG+%0,32 EDTA formülü uygulanan yüzeye oranla kırık genişliğinin 

daha az olduğu tespit edilmiştir. Fouda ve ark. (2017) tarafından yapılan çalışmada ise 

paslanmaz çelik 316 L 1M HCl içine konulmuş ve üç adet organik maddenin asitin çelik 



 

132 

plaka üzerine korozyon etkisi üzerine inhibitör etkisi araştırılmıştır. Araştırmada kullanılan 

organik maddeler (E)-3-oxo-2-(m-toyldiazenyl) pentanenitrile (A), (E)-3-oxo-2-

(phenyldiazenyl) pentanenitrile (B) ve (E)-3-(phenyldiazenyl) pentane -2,4-dione (c)’dir. 

Organik maddelerin distile su ile hazırlana ekstraklarının asit korozyonu üzerine çeşitli 

molaritede etkileri araştırılıp koruma yüzdeleri hesaplanmıştır. En yüksek molarite 

değerinde (25x10-6 M) A maddesinin yüzde koruma değeri % 76, B maddesinin % 69 ve C 

maddesinin % 61 olarak belirlenmiştir.  

Antimikrobiyal ve quorum quenching etkisi en yüksek olan EGCG maddesi ve boraks 

ile üretilen ikinci dezenfektan formülü uygulanan yüzeylerin elemental analizinde diğer 

elementlerin yüzdeleri CIP uygulanmış yüzeye benzer bir yüzdeye sahipken; bor (B) 

elementi miktarı %10,6’dır. Yüzeyde herhangi bir deformasyon, yoğun ve büyük çukurcuk 

korozyona rastlanmamıştır. Kırık genişliği ise çizelge 4.21’de de görüleceği üzere CIP 

uygulanmış yüzeyden daha azdır. Formülün yüzey üzerine asit ve kostiğin etkisini inhibe 

edici bir özelliği olabileceği düşünülmüştür. 

Üretiminin yaklaşık % 67’sinin ülkemiz tarafından gerçekleştirilen, doğal bir mineral 

olan boraksın birinci formül kullanıldığında daha yoğun olmak üzere yüzeyde kalıntı 

bırakması durumunun insan sağlığı açısından bir sorun teşkil edip etmeyeceği konusu 

literatürde araştırılmıştır. Boraks birinci formülde 500 µg/ml konsantrasyona sahipken; 

ikinci formülde 250 µg/ml konsantrasyona sahiptir. Birinci formülde yüzeyde %65,2 

oranında, ikinci formülde %10,6 oranında Bor iyonu bulunmaktadır. Dezenfeksiyon işlemi 

sonrası su ile durulama işlemi yapılmadığında; kabaca birinci formül kullanımıyla yüzeyde 

2,01 mg/cm2, ikinci formül kullanımıyla 0,16 mg/cm2 borun yüzeyde kaldığı söylenebilir. 

Bor toprak, deniz ve havada doğal olarak var olan; içtiğimiz sularda, yediğimiz meyve, sebze 

ve kuru yemişlerde bulunan doğal bir mineraldir. En yüksek oranda kabuklu kuruyemişlerde 

bulunur. Örneğin fıstık da 13,8-18 µg/g, elmada 2,38-2,73 µg/g, kuru erikte 21,5-27 µg/g, 

çayda 1,03 µg/g, türk kahvesinde 14,33 µg/g’dır. Dünya Sağlık Örgütü WHO’ya göre içme 

sularında bor sınırı 0,1-0,3 mg/L olarak belirlenirken; Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi-

EFSA ise bu sunırı 0,2-0,6 mg/gün olarak belirlemiştir. Dünya Sağlık Örgütü WHO’ya göre 

borun gıda ile alımı 1,2 mg/gün olarak belirlenmiştir (Demirtaş, 2000; Kuru ve Yarat, 2017). 

Fareler üzerinde yapılan toksidite testlerinde sınır, günlük 9,6 mg/kg olarak tespit edilmiştir 

(Murray, 1995). Eti Maden işletmesi tarafından 2014’de yeniden düzenlenen “Eti Matik Bor 

Temizlik Ürünü” güvenlik bilgi formuna göre boraksın herhangi bir karsinojenik ve 

mutojenik etkisi tespit edilememiştir. Boraksın ortam havasında 15 mg/m3 miktarında 

bulunabileceği bildirilirken; farelerde oral alım sonucu LD50 değerinin 4500-6000 mg/kg 
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olduğu tespit edilmiştir. Doğada doğal olarak bulunan boraksın tatlı su kaynaklarında 1 mg 

B/L, içme sularında 0,5 mg/L ve toprakta 100-300 mg B/L arasında buluması gerektiği 

vurgulanmıştır. Bu nedenlerle çevreye salınımının control altında yapılması gerektiği 

belirtilmiştir. 

Çalışmamızda yüzeylerde görülebilen bor iyon değerleri günlük alım ve toksisite 

değerlerinin çok altındadır. Bor mineralinin işlendiği işletmeler de dahi atık arıtma sularının 

çevreyi tehdit etmediğine dair çalışmalar bulunmaktadır (Türker ve ark., 2014; An ve Xue, 

2014; Erkmen ve Yapıcı, 2015; Kanan ve ark., 2015).  
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BÖLÜM 5                                                                                                                                   

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışma dört bölüm halinde planmıştır. Çalışmanın birinci bölümünde Ezine yöresinde 

faaliyet gösteren üç farklı Ezine peyniri üreticisinin üretim hatlarında biyofilm oluşturan, 

iletişim sinyalleri (quorum sensing) olan bakteri florası tespit edilmiştir. İzole edilen Gram 

negatif bakterilerin, Gram negatif bakteriler için spesifik sinyal sistemi olan AHL sinyal 

varlığı araştırlırken; Gram pozitif izolatlar için genel sinyal sistemi olan AI-2 sinyal varlığı 

incelenmiştir.  

İkinci çalışma kapsamında üretim alanlarından izole edilmiş olan biyofilm pozitif 

izolatlar üzerine etkili olabilecek doğal, antibiyofilm ve quorum quenching maddeler 

belirlenmeye çalışılmıştır.  

Üçüncü çalışmada ise antimikrobiyal, antibiyofilm ve quorum quenching etkili olduğu 

belirlenen maddelerden dezenfektan formülasyonu bulunmaya çalışılmış; bu nedenle doğal 

maddelerin ikili, üçlü ve dörtlü kombinasyonlarının seçilen izolatlar üzerine antimikrobiyal 

etkisi ile birlikte % inhibisyon değerleri tespit edilmeye çalışılmıştır.  

Çalışmanın son bölümünde ise, birinci çalışmada temizlik öncesi ve temizlik sonrası 

yüzey yükleri belirlenmiş olan Firma B’nin temizlik prosedürü kullanılarak; laboratuar 

ortamında hazırlanan yeni dezenfektan formüllerinin sesil ve biyofilm oluşturan 

mikroorganizma yükünü azaltma miktarı, çelik plakaların korozyonuna katkıları konusunda 

tespitler yapılmıştır. 

Çalışmanın birinci bölümünde Ezine peyniri üretiminin yaklaşık % 60’nı yapan üç 

üreticinin üretim hatları incelenmiş; koku problemine neden olabilecek bakteri türleri izole 

edilmiştir. Her üç üretim hattında da Bacillus spp. yaygın bir şekilde olduğu tespit 

edilmiştir. Firmaların konumları dolayısıyla çevrenin kuyu suyu kullanımının bu bakterinin 

kaynağı olduğu değerlendirilmiştir. Yine üretim hatlarında Enterobacteriacea, 

Streptococcus spp. ve Pseudomonas spp. gibi kötü koku nedeni olabilecek bakteriler yanı 

sıra Listeria spp. gibi süt endüstrisinde ciddi problemlere sebep olan bakteriler izole 

edilmiştir. Yapılan çalışma sırasında elde edilen tüm izolatların biyofilm üreticisi 

olduğu belirlenmiştir. Biyofilm üreticisi mikroorganizmalar arasında Listeria 

monocytogenes, L. ivanovii, Bacillus cereus, B. coagulans, B. subtilis, Enterobacter cloacae, 

Klebsiella pneumonia, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Streptococcus 

thermophilus, S. bovis ve S. mitis gibi önemli bakteri türleri yüzeylerden izole edilerek 

tanımlanmıştır. Gram negatif izolatların hiçbiri kısa zincirli AHL üreticisi olmadığı; 



 

135 

Enterobacteriacea’ların %96,43’ünün uzun zincirli AHL üreticisi olduğu tespit edilmiştir. 

İzole edilen Gram pozitif izolatların ise AI-2 sinyali üreticisi olduğu belirlenmiştir.  

Mikroorganizmalar tarafında biyofilm oluşumu için iki adet önemli faktör 

bulunmaktadır. Bu faktörlerin birincisi mikroorganizmaların genetik yapısıyken; ikincisi 

bakteriler arası iletişim sistemidir (O’Toole ve ark., 2000; Hammer ve Bassier, 2003; 

Reisner ve ark. 2006; Toyofuku ve ark., 2016). Mikroorganizmaların biyofilm yapısı 

içerisinde antibiyotik, dezenfektan gibi kimyasallara direnç kazandığı, direnç genlerini 

paylaştığı bilinmektedir (Mah ve O’Toole, 2003; Hammer ve Bassier, 2003). 

Mikroorganizmaların iletişimi quorum quenching etki ile kesilerek biyofilm oluşturmaları 

ve direnç paylaşımları engellenebilmektedir.  

Çalışmamızda elde edilen izolatların biyofilm üreticisi olduğunun tespiti; Ezine 

peyniri üretim hatlarında biyofilm oluşumuna genetik yatkınlığı bulunan 

mikroorganizmaların var olduğunu bizlere işaret etmektedir. Gram negatif izolatlarımızdan 

Pseudomonas spp. olarak izole edilerek tanımlanan izolatlarımızın uzun veya kısa zincirli 

AHL üreticisi olmadığı indikatör bakteriler ile belirlenmiştir; fakat bu izolatların iletişim 

sistemi sahibi olmadığı söylenemez.  

İlgili izolatların petri yöntemi ile tespit edilemeyen C14-HSL’den daha yüksek AHL 

sinyalleri ile iletişim kurabileceği gibi daha farklı sinyal sistemleri ile de iletişim kuruyor 

olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenlerle konunun daha ileri aşamalarda araştırılması 

gerekmektedir.  

Üretim hattı yüzeylerinde biyofilm oluşturan bakterilerin ortamdan uzaklaştırılması 

için öncelikle antimikrobiyal doğal madde ekstraktların kullanımı çalışmamızda 

hedeflenmiştir. Bu nedenle 18 adet doğal materyalin %70 etil alkol kullanılarak ekstrakları 

hazırlanmıştır. İzolatlar üzerine antimikrobiyal etkisi en yüksek olan maddenin EGCG 

olduğu tespit edilirken; ikinci sırada boraks vardır. Çayın etken maddesi olan 

Epigallocathecine gallat’ın inhibisyon çaplarının diğer maddelere oranla daha büyük olduğu 

tespit edilmiştir. Çalışmada boraksın biyofilm üreticisi olan mikroorganizmalar üzerine 

antimikrobiyal etkisinin olduğu tespit edilmiş; inhibisyon çapları açısından ilgili maddenin 

ikinci sırada olduğu belirlenmiştir. Biyofilm oluşumu yapabilen izolatlarımızın yine 

biyofilm oluşumu için önemli bir faktör olan quorum sensing sinyalleri üreticisi olduğu 

belirlenmiş ve doğal ekstrakların bu sinyaller üzerine quorum quenching etkisi 

araştırılmıştır. İlgili doğal maddelerden Epigallocathecine gallat’ın her iki sinyal türü 

(AHL ve AI-2) için de QQ etkisinin yüksek olduğu belirlenmiştir. Boraksın AHL 

sinyalleri üzerine QQ etkisi AI-2 sinyalleri zerine olan etkisi kadar yüksek olmadığı 
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belirlenmiştir. EGCG’ın AHL sinyalleri üzerine zon çapı ekstraklar için de en yüksek iken; 

boraksın zon çapı ise EGCG ile elde edilen değerden oldukça düşüktür. AI-2 inhibisyon 

değeri açısından EGCG ekstraktı ile en yüksek inhibisyon değeri elde edilmiştir. 

Çalışmanın üçüncü kısmında ise antimikrobiyal-antibiyofilm ve quorum quenching 

etkili doğal madde ekstraktlarınının kombinasyonlarının antimikrobiyal aktivite üzerine 

etkileri incelenmiş ve maddelerin birbiri üzerine antagonistik etkiye sahip olduğu tespit 

edilmiştir. Tek başına en etkili madde olan EGCG ile boraksın kombine edildiği çalışmada, 

EGCG üzerine boraksın antagonistik etkisinin diğer doğal ekstraktlara oranla oldukça düşük 

olduğu görülmüştür. EGCG ile boraksın kombine edildiği çalışmada, EGCG üzerine 

boraksın antagonistik etkisinin diğer doğal ekstraktlara oranla oldukça düşük olduğu 

görülmüş; varlıklarında hazırlana dezenfektan formüllerinden biri %100 inhibisyon 

oranını sağlamıştır. 

Çalışmanın son basamağında ise Ezine peyniri üreticisi firmalarda kullanılan ve 

korozyon konusunda oldukça dirençli paslanmaz çelik 316 L üzerindeki korozyon etkileri 

ve yine paslanmaz çelik plakalar üzerinde geliştirilmiş 24 saatlik biyofilm tabakaları üzerine 

inhibisyon etkisi araştırılmıştır. Çalışmada CIP prosedürü uygulanan firmanın kullandığı 

ticari dezenfektan madde perasetik asit de kullanılmıştır. CIP prosedürünün çelik plakalar 

üzerine korozif etkisinin olduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda oluşturulan yeni 

dezenfektan formüllerinin 5 dk. uygulamasının sesil ve biofilm oluşturan hücre sayısını 

<10 kob/cm2 seviyesine çekebildiği tespit edilmiştir. Ticari dezenfektan madde olan 

perasetik asitin mikobiyal yükü 5 dakikalık uygulama sonrası 5 logaritmik değer 

azaltabildiği görülürken; 5 dakikalık uygulamanın çelik plaka üzerine son derece korozif 

etki gösterdiği belirlenmiştir. Aynı maddenin 15 dakikalık uygulaması mikrobiyal yükü 6 

logaritmik değere kadar azaltabilmektedir; fakat bu sürenin çelik plaka üzerine korozif etkiyi 

arttıracağı açıktır. Çalışmamızda kurgulanan doğal dezenfektan formülleri ise genel itibari 

ile 5 dakikalık uygulama sonucunda mikrobiyal yükü 6 logaritmik değer azaltmaktadır. Ek 

olarak, doğal dezenfektan formüllerinin yüzeyler üzerine perasetik asit ve CIP’e oranla 

daha az korozif olduğu hatta yüzeylerin pürüzlülüğü üzerine olumlu etkiye sahip 

olduğu çalışma sırasında tespit edilmiştir. 

EGCG’ın 1 kg’ı 354 TL’dir (Anonim a, 2017). Boraks’ın 100 gr’ı 2,99 TL’dir 

(Anonim b, 2017). Kullanılacak olan doğal madde ekstıraktının aynı zamanda çok pahalı 

olmaması, firmalar tarafından kolay kullanılması ve günümüzde kullanılan dezenfektan 

maddelere tercih edilebilir olması gerekmektedir. Çalışmamız sırasında temizlik prosedürü 

uygulanan firma B’nin üretim hattında kullandığı perasetik asit bazlı dezenfektanın ortalama 
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fiyatı 401,20 TL/20 L’dir (Anonim c, 2017). Fiyat olarak EGCG’ın tek başına kullanımının 

maliyeti arttırıcı olduğu tespit edilmiş; bu nedenle EGCG’ın boraks ile kombinasyonun 

ileriki aşamalarda kullanımı hedeflenmiştir. Verilen fiyatlar ile hesaplama yapıldığında 

EGCG ve boraksın kullanıldığı dezenfektan formülünün kabaca fiyatı 197 TL/20L olarak 

hesaplanmıştır. Dezenfektan formül gelişimi sırasında doğal maddelerin tüm üretim 

alanı/hattı yüzeylerine daha ucuz yollarla ulaşabilmesi ve doğal maddelerin etkilerini arttırıcı 

sıvı kullanımı tercih edilmiş; %0,32 ve %0,16 EDTA, %1NaCl kullanılmıştır. Yapılan 

çalışmada EGCG ve Boraks kombinasyonunun eşit oranda %0,32 EDTA’lı formül ile 

boraks-%0,16 EDTA’lı ikinci formülün biyofilm oluşturan mikroorganizmalar üzerine 

yüzde inhibisyon etkisinin %100 seviyesine kadar çıkabildiği belirlenmiştir. 

Sonuç olarak, çalışmamız sırasında iki adet doğal madde tabanlı doğal dezenfektan 

formülü geliştirilmiştir. Bu dezenfektan formüllerinin 24 saatlik biyofilm tabakaları 

üzerinde inhibisyon etkileri ve paslanmaz çelik plakalar üzerine anti-korozif etkileri başarılı 

bulunmuştur.  

Bundan sonra yapılacak çalışmalarda bu çalışma sırasında elde edilen doğal madde 

kombinasyonlarının AI-1 ve Gram pozitiflere özel AIP sistemleri gibi sinyal molekülleri 

üzerine QQ etkileri belirlenmelidir. Yeni iki formülün mikroorganizmaları hangi 

mekanizma ile antimikrobiyal-antibiyofilm, quorum quenching etkiyi oluşturduğu 

araştırılmalıdır. Bu yol ile DNA’nın parçalanmaması durumunda mikroorganizmaların yeni 

formüllere direnç kazanma durumun ortaya çıkabilme durumu değerlendirilmelidir. Ayrıca 

bu formüllerin kullanımının atık arıtma sistemlerinde arıtma maliyetlerine azaltabilme 

oranları ve çevrey olumsuz katkı durumları incelenmelidir. 
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EK 1. Şekil 1. Çalışmanın İş Akış Planı 
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EK 2. Şekil 2. Streptococcus spp. Tanımlama Anahtarı (Cullimore, 2000) 
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EK 3. Çizelge 1. İçerikten Hazırlanan Besiyerler 

Besiyer İçerik Referans 

Congo Red 

Agar 

50 gr sükroz (PubChem CID:5988), 37gr Brain 

Heart Infusion Broth (Merck 110493, Almanya), 

10 gr agar (Merck 101614, Almanya), 0,8 g 

Congo Red (PubChem CID:11314)ve 1000 ml 

saf su ile hazırlanmıştır. 121oC/15 dk otoklavda 

steril edilerek kullanılmaktadır. 

(Arciola ve ark., 

2002; Mariana ve 

ark., 2009; 

Gündoğan ve 

Ataol, 2012; Kala 

ve ark., 2002; 

Saising, 2012) 

AB Besiyeri NaCl (17,5g) (PubChem CID: 5234), MgSO4 

(12,3g) (PubChem CID: 24083), casamino asit 

(2,0g) (22090, Sigma-Aldrich, Almanya), saf su 

(970 ml). Çözününen maddelerin pH’sı 3N 

NaOH (PubChem CID: 14798) kullanılarak 7,5’e 

ayarlanıp; 121oC/15 dk otoklavda steril 

edilmektedir. Karışım soğuduktan sonra 10’ar ml 

steril stok solüsyonlar eklenerek AB besiyeri 

hazırlanır. Stok solüsyonlar; 1M potasyum fosfat 

(pH:7,0) (PubChem CID: 62657), 0,1M L-arjinin 

(PubChem CID: 6322) ve gliserol (PubChem 

CID: 753)’dır. 

(Almasoud et.al., 

2016; Zhu et.al., 

2015) 

D/E 

Nötralizasyon 

Broth 

Glikoz (10g) (PubChem CID: 79025), kazein (5 

g) (PubChem CID: 73995022) ve Yeast ekstrakt 

(2,5g) (Merck 111926, Almanya) 1 litre saf su ile 

hazırlanıp; pH (7,6±0,2) değeri kontrol edilerek 

121oC/15 dk otoklavda steril edilerek 

kullanılmaktadır. 

(Doufour ve ark., 

2004; Dosti ve 

ark., 2005; Ölmez, 

2009; Valerino ve 

ark., 2012; 

Vazguez-Sanchez 

ve ark., 2013) 
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EK 4. Şekil 3. Kromojenik Hicrome Bacillus Agar’da (92325, Sigma-Aldrich, İsviçre) 

Koloni Renlerine Göre Bacillus spp. 
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