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Canli Fakat Kulturu Yapilamayan Bakteriler ve Gida Guvenligi
Yonunden Onemi

Viable But Non Culturable Bacteries and Their Importance For
Food Safety

N. Deniz AYAZ " lrfan EROL”

OZET

Bakteriler, uygun olmayan kosullarla karsilasinca kendilerine 6zgii bir uyum mekanizmasi
gelistirirler. Bu kosullarda bakteriler genellikle kati besi yerinde koloni olusturma yetenegini kay-
bederler fakat canliliklarini korurlar. Bu duruma mikroorganizmalar i¢in, canli fakat kiiltiirii yapi-
lamayan (Viable But Non Culturable, VBNC) hal denir. Soguga maruz kalmak ve besin maddeleri-
nin yoklugu bakterilerin VBNC hale girmelerine neden olan temel faktorlerdir. Cubuk formundaki
Gram negatif bir bakteri VBNC hale girdiginde kok veya kisa ¢ubuk sekline doniismekte ve boyutu
kiiciilmektedir. Bazi arastirmacilara gore VBNC hale ge¢mis olan bakteriler uygun kosullarla kar-
silasinca tekrar kiiltiirii yapilabilir hale ge¢mektedirler ve bu durum resuscitation olarak adlandi-
rilmaktadir. VBNC bakteriler arasinda gida giivenligi ve halk saghgi yoniinden énemli olan
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Vibrio cholerae ve Legionella
pneumophila gibi patojen bakteriler yer almaktadir. Son yillarda VBNC bakteriler ile ilgili yapilan
calismalar etkili, pratik ve duyarliligi yiiksek saptama metotlarinin gelistirilmesi tizerine yogunlas-
mig ve bunlarin neticesinde PCR, DVC (Direct Viable Count) gibi molekiiler tekniklerin giivenilir
metotlar olduklari vurgulanmistir.

SUMMARY

Abstract : When bacteries are exposed to conditions that are not suitable for growing, they
present an adaptation strategy. The bacteries in such unsuitable conditions generally lose their
growing abilities in culture media but they are still living. This is called, “viable but non cultur-
able” (VBNC) state for microorganisms. Cold and low nutrien conditions, are the main factors for
the bacteries to enter the VBNC state. When rod shaped Gram negative bacteries enter the VBNC
State, they acquire a coccal or very short rod morphology and reduced in size. For some investiga-
tors, when VBNC state bacteries are exposed to suitable conditions for growing, they become cul-
turable again, this is called “resuscitation”. Inside the VBNC some foodborne pathogens such as
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Vibrio cholerae and Legionella
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pneumophila are playing significant role in food safety and public health. In recent years, studies

with VBNC state bacteries focused on for developing effective, practical and sensitive detection

methods. So that some molecular technics such as PCR and DVC (Direct Viable Count) are men-

tioned as reliable methods.

GiRIiS

Bakteriler, uygun olmayan kosullarla
karsilaginca kendilerine 6zgii bir uyum meka-
nizmasi gelistirirler (62). Bu kosullarda bakte-
riler genellikle kat1 besi yerinde koloni olus-
turma yetenegini kaybederler fakat canlilikla-
rin1 korurlar. Bu duruma mikroorganizmalar

icin, canli fakat kiiltiirii yapilamayan (Viable
But Nonculturable ,VBNC) hal denir (75).

Soguga maruz kalmak ve besin maddele-
rinin yoklugu (42) bakterilerin VBNC hale
girmelerine neden olan temel faktorlerdir.
VBNC hale giren hiicreler ¢evresel kosullara
daha dayanikli olmaktadirlar (51). VBNC hal-
de bulunan ve insanlar i¢in patojen olan birgok
bakteri
Campylobacter jejuni (20), Escherichia coli
(75) Salmonella Enteritidis (63), Vibrio
cholerae (15) ve Legionella pneumophila (25)

tespit edilmistir. Bunlar arasinda;

yer almaktadir. Gida ve sulara iligkin bu bakte-
rilerin VBNC forma gecerken temel viriilens
faktorlerini ve yeniden iireyebilme 6zellikleri-
ni koruyarak gida giivenligi ve halk sagligi
yoniinden ciddi tehlike olusturabilecegi bildi-
rilmektedir.

Bu derlemede, halen tartismali bir konu
olan VBNC’nin tanimi, morfolojik, metabolik,
patojenik ve genetik 6zellikleri ile VBNC hale
gecen bazi 6nemli patojen bakteriler ile bunla-
rin gida giivenligi ve halk sagligi yoniinden
onemleri ve VBNC bakterileri saptama teknik-
leri hakkinda bilgi verilmistir.

-62 -

Kulturi Yapilamayan Canli Bakte-
rilerin (VBNC) Tanimi

Terminolojide VBNC tanimu, kiiltiir me-
totlariyla tekrar elde edilemeyen fakat canli
olan ve hiicresel aktivitelerini devam ettiren
bakteriler i¢in kullanilmaktadir (50, 62). Ug tip
canl fakat kiiltiiri yapilamayan bakteriden s6z
etmek miimkiindiir. Birinci tip kiiltiirii yapila-
mayan bakteriler, normal laboratuvar kosulla-
rinda kiiltiiri yapilabilen fakat 1s1, tuz, radyas-
yon, gibi ¢esitli stres faktorleri etkisinde kiiltii-
ri yapilamayan hale gecen bakterilerdir. Bu
bakteriler halde
metabolik aktivite gostermektedirler. Bunlara
VBNC (Viable But Nonculturable) veya aktif
fakat kiltliri yapilamayan (Active But
Nonculturable, ABNC) bakteriler denilmekte-
dir (75). Ikinci tip kiiltiirii yapilamayan bakte-

kiltiiriic  yapi1lamadigi

riler ise agarda veya buyyonda iireme kabiliye-
ti
oligobakteriler (Cycloclosticus oligotrophus,

¢ok diisiik olan bakterilerdir. Bunlar
Marinobacter arcticus) olup izole edilmeleri
haftalar hatta aylar alabilmektedir (6, 11).
Uciincii tip kiiltiirii yapilamayan bakteriler ise
bilinen kiiltiir kosullarinda ¢ogalamayan ve bi-
linmeyen iireme kosullar1 olan bakteriler ola-

Bunlarin  ¢ogu
(Vibrio V.
coralyticus) olup identifikasyonlar1 da ancak

rak tanimlanmaktadir.

simbiyotik  bakteriler shiloi,

klonlama teknikleriyle miimkiin olmaktadir
(33).
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VBNC Hipotezine Alternatif Gorlis-
ler

Mikroorganizmalarin VBNC halinin fiz-
yolojik bir hal oldugunu savunan mikrobiyo-
loglara (17, 19, 36, 50) karsin, Bogosian ve
ark. (1998) VBNC olarak tanimlanan mikroor-
ganizmalarin aslinda 6lii olduklarini, Kell ve
ark. (1998) bu mikroorganizmalarin iiremeleri
icin gerekli kosullarin bilinmemesinden dolay1
kiiltiirlerinin yapilamadigini, Bloomfield ve
ark. (1998) VBNC mikroorganizmalarin ken-
dilerini dldirdiiklerini, Ray (1989) Liu (2000)
ve Mackey (2000) ise bu mikroorganizmalarin
mikrobiyal sistemlerinin hasara ugramis, yarali
veya fonksiyonlarmin baskilanmis olabilece-
gini, Mizunoe ve ark. (2000) bakterilerin an-
cak iiremelerini desteklemeyen besi yerlerinde
iireyemeyeceklerini ve bazi mikrobiyologlar
da (32) VBNC halin dogal kosullarda olusma-
digini, laboratuvar kosullarinda olusturuldugu-
nu yani bu halin fizyolojik bir hal olmadigini
savunmuslardir.

_ VBNC Bakterilerin Yapisi ve Genel
Ozellikleri

Genel bir yaklasim olarak VBNC, bakte-
riler icin fizyolojik bir hal olarak degerlendi-
rilmekte ve ¢ogu Gram negatif bakterinin uy-
gun olmayan kosullara maruz kaldiginda bu
hale gectigi bildirilmektedir (22). Bu form
hem Gram pozitif, hem de Gram negatif bakte-
riler i¢in s0z konusu olabilmektedir (17,50,
61).

1. VBNC Formdaki
Morfolojileri

Cubuk formundaki Gram negatif bir bak-
teri VBNC hale girdiginde kok veya kisa ¢u-

Bakterilerin

buk sekline doniismekte ve boyutu kii¢iilmek-
tedir (27). Gram negatif baz1 patojenler ile ya-
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pilan calismalarda, Vibrio spp. (15),
Escherichia spp. (75), Salmonella spp. (63),
Aeromonas spp. (2), Legionella spp. (25),
Campylobacter spp. (61) ve Shigella spp.’nin
(26) VBNC haldeyken orijinal ¢ubukcuk veya
spiral formlarinin, kii¢iik kiiresel forma doniis-

tiigli gozlenmistir.

Signoretto ve ark. (2000) yapmis oldugu
caligmada VBNC haldeki logaritmik iireme ve
durgunluk fazindaki Enterococcus faecalis
56R hiicrelerinin mekaniksel direncliliklerini
karsilastirmistir. Sonucta VBNC haldeki E.
faecalis 56R hicrelerin, logaritmik lireme ve
durgunluk fazindaki hiicrelerden iki kat daha
dayanikli olduklar1 gbzlemlenmistir.

VBNC formdaki hiicrelerin peptidog-
likan yapisinda normal olmayan biyokimyasal
bir kompozisyon gozlenmistir. Capraz bagl
muropeptidlerde logaritmik iireme ve durgun-
%24,
tetramerlerde %37, pentamerlerde %65 ve en
iki katt kadar (%095)
oligomerlerde artis oldugu goézlenmistir. Bu

luk fazdakilere kiyasla trimerlerde
fazla da yaklasik

capraz  bagli  peptidoglikanlardaki  artis,
dimerlerde ve monomerlerde de azalisa neden
olmustur (21).

2. VBNC Formdaki

Metabolik Aktivitesi

Bazi mikroorganizmalar spor olusturarak

Bakterilerin

hayatta kalirken, spor olusturamayan bazi mik-
roorganizmalarin VBNC hale gecip diisiik bir
aktivite gostererek vejetatif halde canliliklarini
uzun siire koruduklar1 bildirilmektedir (19).

V. cholerae’nin VBNC hale girdigindeki
metabolik aktivitesi substrat deneyleriyle aras-
tirtlmistir. Sonugta substratin eldesi VBNC ha-
le giren bakterilerde azalmakta fakat durma-
maktadir. Bu da kiiltiirii yapilabilirligin kay-
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boldugunda mikroorganizmalarin canliliginin,
substrat eldesinin ve metabolik aktivitelerinin
azaldigini fakat tamamen ortadan kalkmadigini
gostermektedir (14).

VBNC haldeki bakteriler, uygun olma-
yan kosullarda canliliklarii koruyabilmek
adina ihtiyaglari olan enerjiyi saglamak i¢in al-
ternatif bir metabolik aktivite gostermektedir-
ler. Bu tarz aktivasyon fruktoz-bifosfat aldoz
enzimi ile agiklanabilmektedir. Bu enzim, bak-
terilerin diisiik azotlu ortamlarda liremesi ha-
linde aktif hale gegmektedir. Fruktoz-bifosfat
aldoz enzimi; glikoliz, glikoneogenezis,
pentoz, fosfat, fruktoz, mannoz metabolizmasi
ve karbon fikzasyonu gibi karbonhidrat meta-
bolizmalarinda 6neme sahiptir (24).

3. VBNC Bakterilerin Yeniden Ure-
yebilme Ozelligine Kavusmasi (Resus-
citation)

VBNC halden tekrar kiiltiirii yapilabilir
hale doniis konusunda birgok ¢alisma yapilmis

olup (15,29,63) bu konuda iki farkli goriis bu-

lunmaktadir. Bir goriise gore, bakteri
populasyonunda az sayida VBNC hale gec-
memis hiicrenin tekrar iiremesiyle

populasyondaki kiiltiirii yapilabilir hiicre sayisi
artmakta (regrowth), diger bir goriise gore
VBNC hale ge¢cmis olan bakteriler tekrar kiil-
tirii yapilabilir hale (resuscitation) gegmekte-
dirler. Biitiin bu yaklasimlara karsin Oliver ve
ark. (1995) yapmis olduklar1 ¢aligmalar sonu-
cunda, VBNC hale gecen bakterilerin tekrar
kiiltiiri yapilabilir hale gegctiklerini ortaya
koymuslardir.

4. VBNC Formdaki
Patojenitesi

Bakterilerin

Patojen mikroorganizmalarin  VBNC
haldeyken infektivitelerini koruyup koruya-

64

madiklar1 tam olarak aciga kavusturulamamis-
tir. Dolayisiyla bu konuyla ilgili yapilan ¢a-
ligsmalar karsit goriisleri yansitmaktadir. Jones
ve ark. (1991) yapmis olduklar1 bir ¢alismada
VBNC formdaki Campylobacter jejuni’nin
infektivitesini  korudugunu  belirtmislerdir.
Colwell ve ark. (1996) Vibrio cholera ile,
Oliver ve Bockian (1995) Vibrio vulnificus ile
bu
infektivitelerinin VBNC hale girdikten sonra

yaptiklar1  ¢aligmalarda, bakterilerin
kisa bir siire daha devam ettigini bildirmisler-

dir.

Cesitli patojen bakterilerle yaptig1 ¢alis-
ma neticesinde Magarinos ve ark. (1994),
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Vibrio

Pasteurella piscicida’nin patojenitelerini ko-

cholorea, Yersinia ruckeri ve

ruduklarim1 buna karsin Vibrio vulnificus ve

Aeromonas  salmonicida’nin  patojenitesini

kaybettigi goriisiinii savunmaktadir.

5. )_/NBC Formdaki
Genetik Ozellikleri

Hiicrelerin VBNC hale geg¢melerinde

Bakterilerin

hangi genetik faktorlerin etkili oldugu tam ola-
rak bilinmemekle birlikte yapilan bir ¢aligma-
da, algU ve kismen gacA genlerinin
Pseudomonas fluorescens CHAO-Rif’in di-
rengli olmasimni onemli Olgiide sagladigr ve
algU ve gacA genlerine sahip VBNC haldeki
mikroorganizmalarin fizyolojik olarak ¢evresel
stres faktorlerine adaptasyon gosterdigi ortaya
konmustur (44).

Anaerobik metabolizma geni olan
anr’nin oksijenin az oldugu ortamlara mikro-
organizmalarin adaptasyonunu sagladigi bildi-
rilmektedir. Zimmermann ve ark. (1991) ile
Mascher ve ark. (2003) anr geninin P.

fluorescens CHAO-Rif*in oksijenin az oldugu
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ortamlarda VBNC hale ge¢gmesinde 6nem tasi-
digin1 6ne slirmiislerdir.

RpoS (KatF), bakterilerin durgunluk fa-
zina gecmesini ve ¢oklu stres faktorlerine di-
rencini saglayan bir gendir. Aerobik hiicre
tiremesinde ve diisiik ozmolaritede, RpoS’in
kaybedilmesiyle durgunluk fazindaki hiicrele-
rin kiiltiiriiniin yapilabilmesinde ¢ok ciddi se-
kilde diismeler goriilmiistiir. RpoS varliginda
E. coli ve S. Typhimurium’un hem logaritmik
iireme hem de durgunluk fazinda deniz suyuna
direng gostererek aerobik olarak tiredikleri ve
kiiltlirlerinin yapilabildikleri bildirilmistir. Bu-
nun sebebi RpoS’in diren¢ mekanizmasi olarak
aciklanmaktadir (48).

VBNC Hale Gegen Bakteriler

Bakterilerin VBNC hale girmelerinde si-
caklik, pH, O,, besin maddeleri, bakterinin
fizyolojik durumu, rutubet (22) ayrica deniz
suyu gibi yiiksek tuz konsantrasyonu ve giines
1sinlart gibi faktorlerin de 6nem tasidigi bildi-
rilmistir (62). Bu etkenlere ek olarak yiiksek
miktarda bakirin, aerob bakteriler {iizerine
toksik etkili oldugu one siiriilmektedir (49).
Bakir diginda spesifik bir kimyasal maddenin
bakterilerin VBNC formuna ge¢mesine neden
olduguna iliskin yeterli ¢calisma bulunmamak-
tadir (1).

1. Salmonella spp.

Enterik bakteriler i¢in deniz suyu; diisitk
sicaklik, yliksek ozmotik basing ve giines 1s1-
gina bagl oksidasyon cok etkili fizikokimya-
sal stres faktorleridir (3). Deniz suyunda, bu
kalan  S.
Typhimurium’un VBNC forma gectigi bildi-

stres  faktorlerine  maruz
rilmistir (50). Antartika’da 54 giin soguga ma-

ruz kalmis Salmonella suslarinin hi¢ birinin
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kiiltiirii  yapilamazken bakteriyel solunumun
%090 oldugu, dolayistyla bu bakterilerin VBNC
formda fizyolojilerini koruduklar1 bildirilmistir
(68).

2. Shigella dysanteriae

Shigella dysanteriae Tipl’in sicakliga,
besin maddelerine, tuz konsantrasyonuna, ok-
sijene ve hijyenik kosullara bagli olarak
VBNC hale gectigi bildirilmistir (26,57).
Rahman ve ark. (1996) yapmis olduklar1 ¢a-
30°C’de
inkiibasyona birakilmasiyla VBNC forma geg-

ligmada, S. dysanteriae’nin
tigini, sicakligin tekrar 37° C’ye getirilmesiyle
de bakterinin yeniden invazyon yapabildigini
saptamiglardir.

3. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes’in de iginde bulundu-
gu Gram pozitif bakterilerin VBNC hale ge¢ip
geememelerine iligkin az sayida ¢alisma bu-
lunmaktadir. Besnard ve ark. (2000) yaptiklari
bir ¢alismada, L. monocytogenes’in, CO, ve
soguk kombinasyonuyla strese sokuldugunda
VBNC forma gectigi gozlenmistir. Buna kar-
sin Li ve ark. (2003) 4°C’de CO;’li ortamda
1 haftalik bir
monocytogenes’in  VBNC hale gecmedigini

inkiibasyondan sonra L.

bakterilerin bir kismimnin kiiltiirii yapilabilirken
bir kisminin 61diigiinii ortaya koymuslardir.

4. Campylobacter jejuni

C. jejuni, VBNC formu halen tartigma
konusu olan patojen bir bakteridir. Madema ve
ark. (1992) yapmis olduklar1 ¢alismada, 36 C.
jejuni susundan sadece 3’lniin (79, 85, Bf)
VBNC forma gectigini bildirmislerdir. Bu bak-
terilerin suda 4°C‘de yaklagik 15 giinliik bir
inkiibasyonda VBNC forma gectikleri, ayni
kosullarda 25° C*de 3 giinliik bir inkiibasyonda
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kiiltiirii yapilabilme 06zelligini kaybettikleri
bildirilmistir. Tholozan ve ark. (1999) elektron
mikroskopla yaptiklari bir ¢alismada, C. jejuni
85 susunun VBNC formunun kiiltiirii yapilabi-
len formdan daha kisa ve ince oldugunu sap-
tamiglardir.

5. Yersinia enterocolitica

Klor ve bakir stresi altinda bulunan Y.
enterocolitica’nin VBNC hale gecerek HelLa
hiicrelerine invaze olma kabiliyetini kaybet-
mesine ragmen, infektivitelerini koruduklari
fare modeliyle goriilmiistiir (67).

6. Escherichia coli

VBNC hal birgok Gram negatif bakteri
icin  bildirilmekte olup, bunlar arasinda
Escherichia coli O157:H7’de bulunmaktadir
(74). E. coli ‘lerin %35 oranindaki tuzlu or-
tamda, 15°C’de 21 giinde VBNC hale gectik-
leri bildirilmigtir (12).

Pommepuy ve ark. (1996), E. coli’nin
deniz suyunda gilines 151¢1ma maruz kaldiginda
VBNC hale gectigini, 15181 gérmeyen kontrol
kaplarindaki E. coli’lerin ise tamamen kiiltiirii
yapilabilir halde olduklarini saptamislardir.

7. Vibrio spp.

Ramaiah ve ark. (2002) yapmis olduklari
bir Vibrio
fischeri’nin kot c¢evre kosullarinda 24 saat

calismada, Vibrio harvei ve
inkiibasyona birakilmasiyla lireme yetenegini
hizla kaybederek VBNC hale gegtiklerini bil-
dirmislerdir. Tuz bazl bir ¢alismada, 15°C’de
M9 20  giinlik

inkiibasyondan sonra V. cholerae TSI-4 hiicre-

tampon  solusyonunda

lerinin  VBNC hale gectikleri gozlenmistir
(72).

Deniz suyundan kiiltiiri yapilan V.
parahaemolyticus’larin durgunluk fazinda ol-
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duklar1 bu
parahaemolyticus lar igin VBNC form olarak

gbézlenmis  ve durum V.

degerlendirilmistir (62).

Oliver ve Bockian (1995) yapmis olduk-
lar1 bir ¢caligmada, farelere VBNC formda en-
jekte edilmis V. vulnificus’un hayvanlart 6l-
diirdiiglinii, dolayisiyla bu bakterilerin VBNC
forma gectikten sonra da en azindan bir siire
daha virtilenslerini korudugunu bildirmislerdir.

8. Aeromonas hydrophila

Kis
Aeromonas hydrophila hiicrelerinin 6li halle-

aylarinda veya soguk sularda
rine degil VBNC hale ge¢mis formlarina rast-

landig1 bildirilmistir (73).
9. Enterococcus faecalis

Enterokoklar iiremeleri i¢in uygun ol-
mayan kosullarla karsilastiklarinda 6énemli bir
hayatta kalma stratejisi olan VBNC forma
gecmektedirler (36). Bu fazdaki bakteriler besi
yerlerinde tireme ve koloni olusturma kabiliye-
tini ancak canliliklarini

yitirmekte ve

metabolik  aktivitelerini  stirdiirmektedirler
(37). Bu formdaki enterokoklarin kendilerine
0zgli gen yapilari, protein profili (24) ve hiicre
duvar1 modifikasyonlar1 oldugu hatta VBNC
formdaki enterokoklarin patojenitelerini koru-

duklar1 bildirilmistir (55).

10. Pseudomonas spp.

Yiiksek NaCl konsatrasyonunun (43)
veya diisiik oksijenli ortamin (7) Pseudomonas

tirlerinin VBNC hale ge¢mesinde etkili fak-
torler olduklari ortaya konmustur.

In vitro kosullarda Pseudomonas
fluorescens CHAO-Rif’in, diisiik redoks po-
tansiyelinde (230mV), yiiksek NaCl seviye-
sinde (1,5M) ve oksijen azliginda VBNC hale
gectigi saptanmigstir. Topraktan yapilan 6rnek-
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lemelerde bu bakterinin VBNC hale ge¢mesi-
ne genel olarak biitiin caligmalarda rastlandigi,
ancak logaritmik tlireme fazinda olan hiicrele-
rin  kullanmildigr  ¢alismalarda  Pseudomo-
nas’larin VBNC hale gecemedikleri ve dldiik-

leri bildirilmistir (43).
11. Diger bakteriler

pylori (36)
Legionella’nin (25) iiremeleri i¢in uygun ol-

Helicobacter ve
mayan kosullar altinda VBNC hale gegtikleri,
Legionella pneumophila’nin VBNC hale gec-
tikten sonra da virlilensini korudugu bildiril-
migtir (25).

S1v1 ortamda bakir, Ralstonia solanacea-
rum’un VBNC forma ge¢gmesine neden olmak-
tadir. SUM bakar siilfat bulunan ortamda hiicre-
lerin %99.9’unun VBNC forma gegctigi bildi-
rilmistir (71).

Manahan ve Steck (1997) yaptig1 calis-
mada Agrobacterium tumefaciens 646 ve
Rhizobium meliloti Rm 1021’in bakir igeren
(60ppm) otoklavlanmus, filtre edilmis igme su-
yuna inokule edildiginde VBNC hale gectikle-
ri gozlenmistir.

VBNC Formundaki Bakterilerin Su
ve Gida Guvenligi lle Halk Saghg Yo-
niinden Onemi

VBNC formunun, insanlar i¢in patojen
olan baz1 bakterilerin fizyolojik bir hali oldugu
ve bakterilerin bu forma gegerken viriilensleri
ile yeniden iireyebilme yeteneklerini koruduk-
lar1 ve dolayistyla insan sagligini ciddi olarak
tehdit ettigi bildirilmektedir (53).

Son yillarda enterokoklar salginlara veya
tehlike
infeksiyonlarina yol agmalar1 nedeniyle gide-

hayati yaratan  solunum  yolu
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rek artan 6nem kazanmaktadir (37). Ciinkii bu
stirecte baz1 enterokoklarin bazi antibiyotiklere
karsi direng¢ kazandigi ortaya c¢ikmistir.
Vankomisine direngli enterokoklar (VRE) sag-
liklh kisilerden (23), cevreden, lagim sularin-
dan (70), hayvan diskilarindan ve hayvansal
gidalardan (37) saptanmistir. Vankomisine di-
rengli E. faecalis ve E. faecium VBNC form-
dayken de antibiotiklere diren¢ gostermekte ve
uygun kosullar olustugunda tekrar iireme yete-

negi gostermektedirler (37).

Vibrio cholerae, insanlar i¢in 6onemli bir
patojendir. Kontamine i¢cme sularinda buluna-
bilir ve bu yolla insanlara gecebilir. Bakteri,
kontamine ylizey sularinda genellikle VBNC
formdadir (10). Ayrica VBNC haldeki V.
hiicrelerinin ~ farelerde

vulnificus oldiiriicii

infeksiyona neden oldugu saptanmstir (51).

Wai ve ark. (2000) uzun siire VBNC
halde olmasina karsin az sayidaki deromonas
ile kontamine sularin insanlarda hastalik olus-
turabildigini saptamistir.

Shigellosis’in, siklikla kontamine sular-
dan kaynaklandigi tespit edilmistir (30).
VBNC haldeki Shigella dysanteriae’nin tehli-
keli olabilecegi goniilliiler lizerinde yapilan ¢a-
lismalarla saptanmistir. VBNC halde bakteriyi
alan gondiilliilerde klinik belirtiler goriilmiis ve
kiiltiirti yapilabilir formda S. dysanteriae izole
edilmistir (16).

E. coli, VBNC hale gegtikten sonra da
patojenitesini korumakta, enterotoksin iirete-
bilmekte (54) ve viriilens plazmidlerini koru-
maktadir (12). Japonya’da enterohemorajik E.
coli O157 (EHEC) ile kontamine olmus 6zel
olarak yiiksek tuz konsantrasyonlu (%13) soya
sosunda hazirlanmis somon balig1 yumurtasi
1998°de dort farkli yerde goriilen 62 vaka ile
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panige yol agmistir. Bu olaylardan sorumlu tu-
tulan gidanin ayn1 firmaya ait oldugu ve gida-
nin E. coli O157 ile kontaminasyonunun muh-
temelen {iretim asamasinda sekillendigi bildi-
rilmistir. Zira bu olayda silipheli gidadan E.
coli O157’nin kiiltlir teknikleriyle izolasyonu
yapilamamistir. Bu olayda iiretimde kullanilan
balik yumurtalar1 9 ay boyunca dondurularak
saklanmis ve dolayisiyla E. coli O157lerin
dondurma islemi, donmus muhafazanin etkisi
ve yliksek tuz konsantrasyonundan dolay kiil-
tiirii yapilamaz hale gectigi bildirilmistir (64).

Salmonella  enterica  serotipi  olan
Oranienburg ile kontamine olan, kurutulmus
ahtapottan dolay1 1999°da Japonya’da bir pa-
nik yasanmis ve 1500 insanda septisemi ve
gastroenterit tablosu sekillenmistir. Etken ile
kontamine olan kurutulmus ahtapottan yapilan
bakteriyolojik kiiltiirlerde herhangi bir bakteri
izole edilememis ve olaydan sorumlu bakteri-

lerin VBNC formda oldugu bildirilmistir (4).

Bu bilgiler 1s1831nda, gidalarda bulunan
bakteriler, gidalara uygulanan 1sitma, kurutma,
dondurma, tuzlama vb. islemler sonucunda
VBNC forma gecebilmekte ve bu formdaki
bakterilerde klasik kiiltiir yontemleriyle tesbit
edilemediginden halk sagligi i¢cin potansiyel
bir tehlike olusturmaktadir (36).

VBNC Formundaki Bakterileri Sap-
tama Teknikleri

VBNC bakteriler, hiicre iiremesine bagl
standart tekniklerle tesbit edilemezken bazi
canlilik belirtilerini géstermektedirler (50). Bu
durum klasik kiiltiir teknigiyle yapilan galis-
malarin yanlis negatif sonucglar verme riskini
arttirmaktadir (66).

68

VBNC hiicrelerin tesbiti i¢in uygulanan
metotlar genellikle hiicresel aktiviteye veya
substrat eldesine dayali metotlardir. Fakat bun-
lardan da kesin, dogru, giivenilir sonuglar ali-
namamaktadir. VBNC formdaki S. Typhimu-
rium ile enterohemorajik E. coli ancak 23S
rRNA veya 16S’e dayali problarla mRNA’nin
tesbitine dayali molekiiler teknikler kullanila-
rak, PCR ile floresan teknigiyle, mikroradyo-
grafi, epifloresan mikroskopi (65) yontemle-
riyle tespit edilebilmektedir. Ayrica VBNC
haldeki bakterilerin floresan vermesi esasina
dayanan direkt canli sayim (GFP; green
flourescent protein based DVC) metoduyla
tespit edilebildigi bildirilmektedir (13).

VBNC bakterilerin tespitinde en ¢ok di-
rekt canli sayim teknigi (DVC) kullanilmakta-
dir. Bu teknik DNA bulunan hiicrelerin sap-
tanmasi esasina dayanmaktadir. Bu teknik ilk
olarak Kogure ve ark. (1979) tarafindan bildi-
rilmistir. VBNC bakterilerin saptanmasinda
diger bir metot ise hiicrelerdeki depolanmis
Olgmek icin gesitli
[ 2-(p-iodophenyl)-3-
(p-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium

metabolik aktiviteyi
tetrazolium  tuzlari
chloride
ve 5-cyono-2,3-ditalyl tetrazolium chloride
(CTC) en sik kullanilan tuzlardir]

coziinmeyen formazan kristallerinin hiicresel

icerisinde

akiimiilasyonunu 6l¢me teknigidir. Formaza-
nin dogal yapisindaki floresandan dolay1 canli
hiicrelerin tespitinde CTC bilesikleri de kulla-
nilmaktadir (60).

SONUGC

Cevresel faktorler ve gida muhafaza tek-
niklerinin kontamine su ve gidalarda bulunan
bakteriler iizerine olusturdugu stres etkisi,
ozellikle spor olusturmayan bakterilerin klasik
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kiiltiir teknikleriyle saptanamadiklar1 bir du-
ruma girmelerine neden olmaktadir. VBNC

bu halde bakteriler,
metabolik aktivite gdstermekte ve patojenite-

olarak tanimlanan
lerini koruyabilmektedir. Dolayisiyla bu du-
rum potansiyel halk sagligi tehlikesi olarak al-
gilanmaktadir. Bu sebepten dolay1 son yillarda
VBNC bakteriler ile ilgili yapilan g¢aligmalar
etkili, pratik ve duyarlihi@ yiiksek saptama
metotlariin gelistirilmesi iizerine yogunlagmis
ve bunlarin neticesinde PCR, DVC gibi mole-
kiiler tekniklerin giivenilir metotlar olduklari
vurgulanmistir.

VBNC formdaki bakteriler tizerine daha
detayli caligmalar yapilarak tartismali konula-
rin agikliga kavusturulmasi ve VBNC formda-
ki mikroorganizmalarin varliginin uygun me-
totlar kullanilarak su ve gidalardan saptanma-
lar1 halk saglig1 agisindan biiyiik 6nem tasi-
maktadir.
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