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OZET

TEZIN BASLIGI: Geobacillus kaustophilus’ta BIiYOFILM OLUSUMUNA
CEVRESEL KOSULLARIN ETKIiSi
YAZAR ADI: TUBA KORKMAZ

Bacilluslar pek ¢ok g¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunan ve spor olusturan
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalarin gida endiistrisi, 1sitma sistemleri,
aritma sistemleri gibi pek ¢ok sistemin Onemli kontaminantlari olduklari ve bu
sistemler i¢inde biyofilm tabakalar1 olusturduklar1 bilinmektedir. Bu bakterilerin
biiyiikk ¢ogunlugu hem gida sektoriinde 6nemli indikatorler olduklarindan, hem de
pek cok endiistriyel sistemde enerji kaybina sebep olduklarimdan olusturduklar

biyofilm yapilariyla miicadele son derece 6nem tagimaktadir.

Bu tez c¢alismasinda termofilik bir mikroorganizma olan Geobacillus
kaustophilus’un polistiren yiizey tiizerinde biyofilm olusumuna c¢esitli gevresel
faktorlerin etkisi arastirilmistir. Geobacillus kaustophilus polistiren yiizey tizerinde
biyofilm olusturmus ve en iyi tutunmay1 168. saatte gergeklestirmistir. Geobacillus
kaustophilus biyofilm olusumu i¢in optimum sicakligin optimum biiyiime sicakligi
olan 55°C oldugu tespit edilmistir. Tutunma ortamma %5 glukoz ya da %3 tuz
eklendiginde biyofilm olusumunda artis meydana gelmistir. Glukoz ve NaCl’nin
birlikte en etkin oldugu konsantrasyonlar ise sirasiyla %3 ve %1.5ur. Is1 soku ve
UV uygulanan hiicrelerde tutunma gozlenmemistir. SDS ve lizozim gibi hiicre
duvarmi denatiire edici ajanlarin varhigi vejetatif hiicrelerde biyofilm olusumunu
azaltmis/engellemistir ve lizozim muamelesinin SDS’ye oranla biyofilm olusumunda
daha etkili oldugu saptanmstir. Vejetatif hiicrelerle karsilastirildiginda Geobacillus
kaustophilus spor yapilar1 polistiren yiizeylere daha giiglii tutunma gostermistir. Spor
yapilar1 lizozim muamelesine direng gosterirken SDS muamelesi sonucu polistiren

ylizeye tutunmada azalma meydana gelmistir.
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SUMMARY

TITLE OF THESIS: BIOFILM FORMATION BY Geobacillus kaustophilus
UNDER DIFFERENT ENVIRONMENTAL CONDITIONS
AUTHOR: TUBA KORKMAZ

The bacilli are a group of spore forming bacteria that are a common flora of
multitude of area. These bacteria are important contaminants of the food industry,
heating and waste treatment systems and they have found to form biofilm structures
in these systems. Because most of these bacteria are both indicators of poor hygiene
in food industry and the reason of loss of energy in many industrial systems it is

essential to cope with biofilm structures that these bacteria form.

In this thesis, biofilm formation by Geobacillus kaustophilus on polystyrene
surface under some environmental conditions was studied. Geobacillus kaustophilus
vegetative cells were found to adhere to polystyrene surface and biyofilm formation
after 168- hour- incubation was considerably greater when compared to each tested
incubation periods. The optimum temperature for biofilm formation by Geobacillus
kaustophilus was 55°C which is the optimum growth temperature of this bacterium.
Addition of 5% of glucose or 3% of NaCl increased biofilm formation. The
combined presence of NaCl and glucose enhanced biofilm formation and the
optimum concentrations of NaCl and glucose for biofilm formation were 3% and 1%
respectively. Heat shock and UV treatments inhibited biofilm formation formed by
vegetative cells. Destroying surface layer of vegetative cells by using SDS or
lysozyme applied significant reduction/complete inhibition on biofilm formation and
the effect of lysozyme on attachment of vegetative cells was greater than effect of
SDS. When compared to vegetative cells, Geobacillus kaustophilus spores were
found to attach polystyrene surfaces more efficiently. Treatment with SDS appeared
to be more effective for reducing spore attachment compared with lysozyme

treatment.
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1. GIRIS

1.1. Biyofilm Nedir?

Biyofilmler bir yiizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelimsi bir
matriks i¢inde yasayan, substrata kaynagsmis ve yiilksek oranda fonksiyonlagmis
mikroorganizmalarin olusturdugu mikrobiyal komiinitelerdir (Cooksey, 1992). Baska
bir deyisle biyofilmler, bakteri, alg, fungus ve protozoalarin hiicre dis1 polimerik
yapilar olarak bilinen ve polisakkarit agirlikli bir yapiya sahip olan EPS tabakasi
icinde yasamini siirdiirebildigi ve yasamlarmi tehdit eden pek ¢ok kosula karsi direng
saglayabildigi dinamik yapilardir (Vu ve ark., 2009). Olusturulan biyofilm yapilar
sayesinde bakteriler yiiksek/diisiik sicaklik, yiiksek ozmotik basing, antimikrobiyal
maddeler ve toksik bilesikler gibi pek ¢ok ¢evresel kosul varliginda yasamini
stirdiirebilmektedir. Bu 6zellikleriyle biyofilmler pek ¢ok endiistriyel sistemde ciddi
sorunlar meydana getirmekte, antimikrobiyal hastaliklarin tedavisini geciktirmekte

ya da engellemektedir.

Biyofilm olusumunu tetikleyen bir takim ¢evresel kosullara ihtiya¢ duyuldugu
disiiniilmekle birlikte bu c¢evresel kosullar mikroorganizmadan mikroorganizmaya
degisiklik gostermektedir. Ornegin Pseudomonas aeruginosa ve P. fluorescens
biiyiiyebildigi tiim ¢evresel kosullarda biyofilm olusturma yetenegine sahipken
Escherichia coli’nin bazi suslar1 ve Vibrio cholerae 6zgiil bazi aminoasitlerden
yoksun biiyiime ortaminda biyofilm olusumu goéstermemektedir. Besin igeriginin
yaninda sicaklik, ozmotik basing, pH, oksijen miktar1 da biyofilm olusumunu

etkileyen ¢evresel faktorlerin baginda gelmektedir (O’Toole ve ark., 2000).

Biyofilm yapilarmin bilesenleri incelendiginde mikroorganizmalarin yaninda
cesitli organik ve inorganik maddelerin varligi gbéze carpmaktadir. Biyofilm
yapilarinin en Onemli inorganik bileseni, toplam biyofilm igeriginin yaklagik
%97’sini olusturan su olup en dnemli organik bilesen ise karbohidratlar basta olmak
iizere yaglar, proteinler ve niikleik asitler gibi pek ¢ok organik maddeyi yapisinda

bulunduran EPS’dir (Vu ve ark., 2009).



1.2. Biyofilmin Yapisi

1.2.1. EPS

Mikrobiyal biyofilmlerin temel yapisal organik bileseni EPS (hiicre dis1
polisakkarit)’dir. Biyofilm yapist i¢indeki mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve
hiicre digma saliman EPS, polisakkarit agirliklt olmak {iizere proteinler, niikleik
asitler, lipitler ve daha pek ¢ok organik maddenin katilimiyla olusan polimerik bir
yapidir. EPS, biyofilm yapilarinin toplam organik madde iceriginin yaklasik %50-
90°m1 olusturmaktadir (Cooksey, 1992).

EPS’nin  miktar1 ve icerigi farkli mikroorganizmalarda, farkli c¢evre
kosullarinda hatta biyofilm olusumunun farkli evrelerinde bile farkliliklar
gostermektedir. EPS’nin kimyasal kompozisyonunu etkileyen en 6nemli faktor
bakterinin tutunma yiizeyinin dogasidir. Ornegin, iironik asit gibi polianyonik
polisakkaritlerin varligi, bu grup canlilardaki EPS’nin anyonik 6zelligini arttirarak
kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 gibi divalent katyonlarla etkilesim saglamay1 ve
boylece katyonik yiizeylerde biyofilm yapilarinda baglanma giiclinii arttirmayi
saglamaktadir (Sutherland, 2001). Asidik polisakkaritlerin yaninda proteinler,

niikleik asitler ve lipitler de katyonik yiizeylere tutunmada 6nem teskil etmektedir.

Bakterinin tutundugu yiizeyin iyon yiikiinlin yaninda mikroorganizmanin
tipinin, biyofilmin olustugu ¢evredeki nitrojen, oksijen, besin miktari, pH ve sicaklik
gibi ¢evresel kosullarmm ve biyofilm evresinin de EPS’nin miktar ve igerigini
etkiledigi bilinmektedir. Bu durum biyofilm yapilarinin degisken ve dinamik

olduklarina kanit olusturmaktadir (Mayer ve ark., 1999).

Diisiik ve yiiksek sicaklik, yliksek miktarda tuz varligi gibi pek cok kosulda
EPS’nin  belli 06zel konfiglirasyonlarda bulundugu saptanmistir. Bu  6zel

konfigilirasyonlarin yapisina bakildiginda ise birbirine kaynasmis heliks yapilarinin



varligma siklikla rastlanmistir. Bu heliks yapilarint olusturan baglarin ¢esidinin
biyofilm yapilarmin esnekligi ya da kararliliginda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir
(Sutherland, 2001). Bunun yaninda birden fazla tiiriin birlikte olusturdugu biyofilm
yapilariin gevresel stres kosullarina tek bir tiir tarafindan olusturulan biyofilm
yapilarina gore daha dayanikli oldugu Lactobacillus plantarum ve Listeria
monocytogenes tizerinde yapilan ¢alismada ortaya konmustur (Van der Veen ve ark.,
2010).

Diinya iizerinde bilinen mikroorganizmalarin %99’undan fazlasmin EPS
iirettigi bilinmektedir. EPS’nin en 6nemli rolii hiicrelerin farkli substratlara baslangic

tutunmasina aracilik etmektir. EPS bundan baska:

e Hiicre icin gerekli besin maddelerini, iz miktardaki organik molekiilleri, iyonlar1
baglama ve asir1 besinsizlik durumunda bakterilerin kendilerinin ya da biyofilm
yapilarindaki diger tiirlerin iirettigi EPS tabakasin1 yikarak beslenme amaciyla

tiikketmelerini saglama (Christensen, 1989),

e Jelimsi fakat yiiksek oranda hidratlanmis polisakkarit varligindan dolay1
kurakliga, pargalanmaya, pH dalgalanmalarma, antibiyotikler, biositler, agir

metaller gibi toksik bilesiklerin penetrasyonuna karsi hiicreleri fiziksel olarak

koruma (Ophir ve Gutnick, 1994),

e Patojenik bazi durumlarda konak canlinin makrofajlarinin baglanmasi ve

antikorlarm penetrasyonuna kars1 hiicreleri koruma (Douglas, 2003),

e Biyofilm yapisinda bulunan hiicrelerin hiicrelerarasi bosluklarini doldurarak

hiicreleri bir arada tutma gibi gorevlere sahiptir (Vu ve ark., 2009).



1.2.2. Biyofilm Yapisimin Diger Bilesenleri

Biyofilmler, hiicre dist DNA (eDNA), hiicre dis1 polisakkaritler, amiloid
fiberler, biyofilm iligkili proteinler (BAP), ¢esitli enzimler (DNAazlar, proteazlar,
hiicre dis1 polisakkaritleri yikan enzimler vb.) gibi pek ¢ok biyopolimer
icermektedirler. Biyofilm yapisinda bulunan bu sindirim enzimlerinin biyofilmlerin

yayilmasinda 6nemli rollerinin oldugu diistiniilmektedir.

Biyofilm olusumu ve dagilimi esnasinda hiicreler arasindaki iletisim quorum
sensing sistemi ve otoindiikleyici molekiil 2 (Al-2), D- amino asitleri gibi molekiiller

vasitastyla ile saglanmaktadir.

Sekil 1.1. Biyofilm olusumunda gerekli bilesenler ve dagilimi (Singh ve ark., 2006).

Yapilan ¢aligmalar biyofilm yapilarmda bulunan bu polisakkarit ve proteinlerin
farkli mikroorganizmalarda nemli farklar tagidigin gstermistir. Ornegin; hiicre dig
polisakkaritlerin ve Tas A adi verilen bir proteinin kodlanmasindan sorumlu

genlerden yoksun olan Bacillus subtilis’te biyofilm olusumunun gerceklesmedigi



gozlenmistir. Sadece tas A geninden yoksun Bacillus subtilis’te de biyofilm
olusumuna rastlanmamistir. Bu durum Bacillus subtilis’te biyofilm olusumunda Tas
A proteinin anahtar bir role sahip oldugunu gostermektedir. Biyofilm olusturma
yetenegi yliksek bir baska bakteri olan Listeria monocytogenes’te ise biyofilm
yapisinin temel protein bileseninin Bap L oldugu bulunmustur. Bu ornekler farkli
bakterilerde pek ¢ok farkli proteinin var oldugu ve biyofilm olusumunda esansiyel

oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (Branda ve ark., 2006).

Sekil 1.2. Bacillus subtilis 'te EPS ve Tas A varliginda biyofilm olusumu. Bacillus
subtilis’te sirasiyla EPS ve Tas A sentezinden sorumlu genlerin varliginda,
sadece Tas A sentezinden sorumlu genlerin varliginda ve sadece EPS

olusumundan sorumlu genlerin varliginda biyofilm olusumu (Branda ve
ark, 2006).



1.3. Biyofilm Olusum Basamaklari

Biyofilm olusumu birbirini izleyen fiziksel, kimyasal ve biyolojik siireclerin bir
sonucu olarak meydana gelmektedir. Biyofilm tabakasinin olusumundaki ilk
basamak mikroorganizmanin yiizeye yaklasmasidir (Van Loosdrecth ve ark., 1990).
Ancak bunun Oncesinde ylizeyin yapismaya uygun bir yapisimnin olmasi
gerekmektedir. Bu asamada sudaki cansiz partikiiller, elementler, organik ve/veya
inorganik molekiiller yiizeye yapismakta ve ince bir film tabakasi olusturarak
mikrobiyal biyofilm olusumu i¢in yiizeyi hazir hale getirmektedir. Bu film tabakasi
tutunma  yilizeyinin  Ozelliklerini  degistirerek ~ mikrobiyal  tutunmayi
kolaylastirmaktadir (Simoes ve ark., 2010). Tutunma igin yiizeyle yeterli mesafe
saglandiginda (yaklasik 1 nm) mikroorganizmalar; elektrostatik ve hidrofobik
etkilesimler, hidrojen ve Van der waals baglarinin kuvveti, asit-baz etkilesimi ve
sterik etkilesimler yardimiyla ylizeye temas etmeden 6zgiil olmayan bir sekilde
baglanmaktadirlar. Primer tutunmanin ger¢eklesmesinde hidrofobik etkilesimler
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bunun yani sira yiizeyin ¢esidi, pH, besin miktari, su akis

hizi, sicaklik da yiizeye tutunmasinda etkili role sahiptir.

Biyofilme
bakteri girisi

\

Hucresel
matriks

Sekil 1.3. Biyofilmin biiyiimesi (Costerton ve Stewart, 2001)



Primer tutunma doniistimlii ve doniisiimsiiz olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
Primer tutunmanin ardindan bazi bakteriler tekrardan planktonik durumlarmna geri
donerken bazilar1 ylizeylere doniisiimsiiz olarak tutunmaktadir. Yiizeye doniistimsiiz
tutunmada EPS olusumu o6nemli bir yer tutmakta ve EPS olusumuyla primer
kolonizasyon tamamlanmaktadir. Sonugta olusan yapt mikrokoloni olarak
adlandirilmaktadir ve mikrokoloniler biyofilmin en kii¢iik yap1 birimidir. Yiizeye
doniisiimsiiz olarak tutunmus hiicreleri bu ylizeylerden uzaklastirabilmek igin kazima

ve fircalama gibi islemler gerekmektedir.

Primer kolonilerin salgilamis oldugu EPS tabakasi yeni mikroorganizmalar i¢in
tutunma yiizeyi olusturmakta ve sekonder kolonizasyon ger¢eklesmektedir. Boylece
biyofilm kuleleri olusmaktadir. Sekonder koloniler, primer kolonilerin metabolik
artiklariyla beslenmektedirler. Sonugta farkli tiirleri barindiran, metabolik olarak
birarada yasamaya uyum saglamis olgun biyofilm yapis1 olugmaktadir.
Mikrokolonilerin  aralarinda, besinlerin ulastirilmast  ve atik maddelerin
uzaklastirilmasindan sorumlu su kanallar1 bulunmaktadir. Olgun biyofilmlerin
yapisindan zamanla kopan mikrokoloniler gesitli faktorlerin  yardimiyla farkl
tutunma yiizeylerine tasinmakta ve bdylece yeni biyofilm kulelerinin olusumunu

saglamaktadirlar (Schachter, 2003).

1.4. Biyofilm Olusumunda Hareketliligin Onemi

Pek ¢ok bakteri i¢in biyofilm olusumu ve hiicrelerin yiizeye tutunmasinda
mikroorganizmalarm hareketinin 6nemli bir faktér oldugu bilinmektedir; ancak
flajelden yoksun bakterilerde de biyofilm olusumunun gerceklestigi yapilan

calismalarla gosterilmistir (Lemon ve ark., 2007).

Biyofilm  olusumunda  hareketlilik, = mikroorganizmalarin  baslangi¢
tutunmasinda ve biyofilm yapilarindaki mikroorganizmalarin yeni yiizeylere
tasinmasinda onemlidir. Ozellikle statik kosullarda biyofilm olusumunda flajel cok

biiyliik 6nem teskil etmekte ve biyofilm olusumunu 6nemli 6lglide etkilemektedir.



Statik olmayan ortamlarda biyofilm olusumunda ise ortamin akiskan dogasindan

dolay1 flajelin 6nemini biiyiik olgiide yitirdigi gézlenmistir (Todhanakasem ve ark.,
2008).

1.5. Hareketlilik, Spor Olusumu ve Biyofilm Iliskisi

Hareketlilik, biyofilm olusumu ve sporulasyon birbirileriyle sikica baglantili
yolaklar olup global diizenleyicilerle kontrol edilmektedirler. Bu yolaklar ayni
zamanda spatio-temporal (zaman-uzamsal) olup ilk olarak hareketlilikten sorumlu
genler ardindan hiicre dis1 polimer sentezinden sorumlu genler ve en son olarak da

spor olusumundan sorumlu genler aktiflestirilmektedir (Vlamakis ve ark., 2008).

Hareketli, matriks olusturan ve sporulasyon gergeklestiren hiicreler biyofilm
icinde farkli yerlerde konumlanmakta ve bu konumlanmada her hiicre grubunun
yiizdesibiyofilm olusumunun farkli evrelerinde degismektedir. Hiicre dis1 matriks
iretemeyen mutant hiicrelerin olusturdugu biyofilmlerde bu yapilasmanin
goriilmedigi  ve sporulasyonun gergeklesmedigi  gozlenmistir. Bu  durum
sporulasyonun biyofilm olusumunun bir pargasi oldugu ve mikrobiyal komiinite

olusumuna katkida bulundugunu gostermektedir ( Van der Veen ve ark., 2010).

1.6. Biyofilm Yapilarimin Onemi

1.6.1. Biyofilm Yapilarinin Mikroorganizmalara Sagladigi

Avantajlar

1.6.1.1. Cevresel Faktorlere Direng

Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi gevresel kosullardaki

degisimlerden ve ultraviole 1513a maruz kalmanin doguracagi zararlardan



korumaktadir. Ayrica, sicaklik, osmolarite, demir ve oksijen varligi gibi diger
cevresel faktorler de biyofilm olusumu iizerinde rol oynamaktadirlar (Post ve ark.,
2007).

1.6.1.2. Besinlerin Depolanmasi ve Atiklarin Uzaklastirilmasi

Biyofilm igerisindeki mikrokolonileri ¢evreleyen alanlardan gecen, yiiksek
gecirgenlige sahip ve dolasim sistemine benzeyen su kanallar1 bulunmaktadir. Bu
sistem hem besinlerin biyofilm icerisinde esit bir sekilde dagitilmasi, hem de
potansiyel olarak toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gorevini tistlenmektedir (Post

ve ark., 2007).

1.6.1.3. Fagositozdan ve Antibiyotiklerden Korunma

Bakterilerin kiimeler halinde ve hiicre dis1i matriks icerisinde bulunmalari
sonucu fagosite edilmeleri giiclesmekte ve hiimoral immiin sistem bilesenlerinin
bakterilere ulasmalar1 engellenmektedir. Biyofilmin biiyiik bir boliimiinii olusturan
ekzopolisakkaritler savunmada Onemli rol oynayan molekiiller olup biyofilm
yapilarindaki hiicreleri  bagisiklik sistemine ait hiicrelerin  fagositozundan
korumaktadirlar.  Biyofilm olusturmus organizmalar  oksijen  radikalleri,
dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere karsi planktonik hiicrelerden daha
diren¢li olup biyofilmlerin bakteriyal enfeksiyonlara kronik 6zellik kazandiran

onemli bir faktor oldugu bilinmektedir (Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilm yapilarma katilan mikroorganizmalar yasadiklar1 ¢evrelerde bulunan
antimikrobiyal maddelerin etkisinden planktonik mikroorganizmalara gore daha fazla
korunabilmektedirler. Bu durum biyofilm matriksi igerisindeki polimerik maddelerin
antibiyotik diflizyonunu gii¢lestirmesi ve antimikrobiyal maddelerin biyofilmin tiim
tabakalar1 boyunca penetre olamamasi sonucu mikroorganizmalara ulagamamasindan

kaynaklanmaktadir.
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EPS’nin antimikrobiyal maddelere karst koruyucu etkisinin yanmda biyofilm
icerisindeki bakteriler arasinda direng genlerinin aktarilma frekansinmn yiiksek olmasi
da biyofilm yapilarmin antimikrobiyal maddelere karsi koruyucu etkisini
arttirmaktadir. Ayrica biyofilm yapisi i¢indeki mikroorganizmalar planktonik
mikroorganizmalara oranla daha yavas bir biiyiime gostermekte ve bu nedenle

antimikrobiyal maddelerden daha az etkilenmektedirler (Donlan ve Costerton, 2002).

1.6.1.4. Metabolik isbirligi ve Yeni Genetik Ozelliklerin Kazanilmasi

Bakteriler bulunduklar1 ortamin dogasmna gore fenotipik 0Ozelliklerini
degistirebilmekte, uygun kosullar saglandiginda biyofilm olusturduklar1 gibi degisen
ortam kosullarina bagli olarak hizla planktonik hale de ge¢ebilmektedirler. Bu durum
ortama uygun olarak ifade ettikleri genler aracihigi ile saglanmaktadir. Tim
bakterilerin cevre faktorlerine ayni yaniti vermis olmalar1 ve ortak fenotipik
degisiklikler sergilemeleri metabolik isbirliginin en 6nemli gostergesi olup biyofilm
icindeki  hiicreler arasindaki bu metabolik etkilesim Quorum = Sensing

mekanizmasiyla saglanmaktadir (Davey ve Otoole, 2000).

Yatay gen transferi mikroorganizmalarin evrimi ve genetik c¢esitliliginin
saglanmasinda gerekli olup 0Ozellikle coklu ilag direngli bakterilerin ortaya
¢ikmasinda biiyilk 6nem tasimaktadir. Biyofilm yapisi, mikroorganizmalara “izole”
bir ortam sagladigindan konjugasyonun kolaylikla yapilabilmesine imkan vermekte

ve genetik materyalin hiicrelerarasi transferini gerceklestirmeyi kolaylastirmaktadir

(Roberts ve ark., 1999).
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1.6.2. Biyofilmlerin Endiistriyel Onemi

1.6.2.1. Yararh biyofilm faaliyetleri

Mikroorganizmalarca olusturulan biyofilm yapilarinin endiistride ve tipta pek
cok yararli faaliyeti bulunmaktadir. Bu amagla biyoteknolojik bazi reaktorler
biyofilm iiretimini arttirict bir bicimde tasarlanmakta ve endiistriyel atiklar,
kontamineli yeralt1 sular1 gibi ¢evresel atiklarin kontrolii basta olmak tizere pek ¢ok

alanda mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yeteneklerinden faydalanilmaktadir.

¢ Biyofilm matriksi olusturan mikrobiyal EPS’ler saflastirildiktan sonra ilaglar,
gida katkilari, kozmetikler veya temizlik dirlinleri icin kimyasal katki
maddeleri olarak kullanilabilmektedirler. Ozellikle patojenik biyofilmlerin
EPS igerigi antijenik Ozellige sahiptir ve saflastirilarak neden olduklar:

enfeksiyonlara karsi as1 olarak faydalanilabilmektedirler.

e Biyolicing, mikroorganizmalar yardimiyla maden cevherlerinden metallerin
geri kazanilmasi islemidir. Biyolicing olayinda metallerin geri kazanimi

amaciyla biyofilmlerden yararlanilmaktadir.

e Bazi tarmmsal bitkilerin koklerine tutunmus biyofilmler bitkilere besin
saglama yoluyla zirai lretimin artmasina yardimeci olmaktadirlar (Hall

Stoodley ve ark., 2004).
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1.6.2.2. Zararh biyofilm faaliyetleri

Biyofilmlerin yararli faaliyetlerinin yaninda pek cok zararli faaliyeti de

bilinmektedir:

1.7.

EPS iireten mikroorganizmalar; bir¢ok su temasl yiizey, insan dokusuna
yerlestirilen medikal arag-gere¢, ekipman ve protez lizerinde biyofilm
olusturmakta ve  dezenfektanlarm  hedef patojenlere  ulagmasini
gi¢lestirmektedir (Donlan, 2002). Bunun yani sira olusturulan bu
biyofilmlerden kopan parcalar viicudun diger bdlgelerine yayilmada rol
oynayabilmektedir. Biyofilmler konak¢i immun sisteme karsi direnci de
saglamaktadirlar. Biitiin mikrobiyal kaynakli enfeksiyonlarin %60’ mdan

fazlasmnin biyofilm kaynakli olmasi dikkat cekmektedir (Donlan, 2002).

Insanlarda mikrobiyal enfeksiyonlar yanmnda biyofilmler birgok endiistriyel
iiretimde iirliin kontaminasyonu ve bozulmasina, ekipman hasar1 ve iiretimde
diisiislere, artan enerji giderlerinden dolayr maddi kayiplara yol agmaktadirlar

(Elhariry, 2008).

Biyofilm Olusumu ile Quorum Sensing Haberlesme

Sistemi Iliskisi

Bakterilerin izole varliklar olarak yasamadiklari, degisen ortam kosullarina

uyumlarint kolaylastirmak i¢in karmagsik hiicreler arasi haberlesme sistemleri

kullanan topluluklar halinde bulunduklar1 bilinmektedir. Bakteriler arasindaki bu

haberlesme sistemi Quorum Sensing (QS) olarak adlandirilmakta ve degisik bakteri

tiirlerinde biyoluminesens, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon ve hayvan, bitki ve

balik patojenleri tarafindan olusturulan virulens faktorlerinin iretimi gibi ¢esitli

fizyolojik islemler bu haberlesme sistemiyle kontrol edilmektedir. Bu sistemle

kontrol edilen biyolojik siire¢lerden biri de biyofilm olusumudur (Christopher ve
Bonnie, 2005).
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Quorum Sensing mekanizmast genel olarak hiicre dis1 isaretlesmeler yolu ile
calismaktadir (Morikawa, 2006). Bakteriler bu isaretleri yerel yogunluklarini
degerlendirmek amaci ile kullanmakta ve bu isaretler yeterli yogunluga ulastiginda
diizenleyici bir geri bildirim mekanizmas1 kullanilarak hiicre niifusundaki
fenotiplerin ifadesinde hizli bir artis meydana gelmektedir (Labbate ve ark., 2004).
Quorum Sensing haberlesme sisteminde bakteriler hiicre yogunluguna bagli olarak
otoindiikleyici veya feromon olarak adlandirilan kii¢iik sinyal molekiilleri ile
bulunduklar1 mikrogevreyi taramakta, bu molekiillerden gelen yanitlara gére cevap
olusturmakta ve bu tiir etkilesimlerin sonucunda da bir grup hedef genin
diizenlenmesini saglamaktadirlar (Christopher ve Bonnie, 2005). Otoindiikleyicilerin
ortamdaki konsantrasyonlar1 yeterli seviyeye ulastiginda bakteriler bu sinyalleri
algilayarak bunlar1 belirli hedef genlerin aktivasyonunda ya da baskilanmasinda
kullanmaktadirlar. Tiire 6zgii olan bu sinyaller ile bakterinin diger bakteri hiicreleri
tarafindan taninabildigi gosterilmistir. Hiicre dis1 sinyallerin EPS {iretimi ile biyofilm
olusumu ve devamlili1 i¢in 6nemli oldugu kabul gormektedir (Labbate ve ark.,
2004). EPS’nin lifli ve gozenekli yapisi, diisik molekiil agirlikli hiicre sinyal
molekiillerinin hiicreler arasi gegisine izin vermekte ve hiicreler arasi etkilesimleri
arttirarak hiicreleri birarada tutma 6zelliginden dolay1 hiicre sinyal molekiillerinin

etki derecesini arttirabilmektedir.

Biyofilm olusumunda go6rev aldigi bilinen o©6nemli Quorum Sensing
mekanizmasi Ornekleri mevcut olup bunlardan en bilineni otoindiikleyici 2 (Al 2)
sentezinde gorev alan ve luxS geni tarafindan kodlanan Lux S enzimine ihtiyag
duymaktadir (Hardie ve Heurlier, 2008). In vivo ortamda sentezlenen Lux S
enziminin biyofilm olusumunu olumlu ydnde etkiledigi; ancak in vitro sentezlenen
Al 2’nin bulundugu ortamda olusturulan biyofilmin yaban tiple ayni seviyeye
ulagamadig1 gozlenmistir (Challan ve ark., 2006). Bununla birlikte ortama Al 2 yol
izinin 6nciil maddelerinden biri olan SRH (S-ribozil homosistein)’nin eklenmesinin
biyofilm olusumunu arttirdigi gézlenmistir. Bacillus cereus’ta in vitro sentezlenen Al
2’nin eklenmesinin biyofilm olusumunu engelledigi ve olgun biyofilm yapilarindaki
hiicrelerin planktonik duruma gegtikleri gozlenmistir (Auger ve ark., 2006). Bacillus
subtilis’te Al 2 iretiminin Lux S enziminin aktivitesinin yaninda biyofilm

diizenleyicilerinden SpoOA ve SinR tarafindan da diizenlendigi bilinmektedir.
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Biyofilm olusumunda rolii olan bir diger iletisim molekiili de Bacillus
subtilis’te tanimlanan D- aminoasitlerdir. D- aminoasit komplekslerinin (D-16sin, D-
metionin, D-tirozin, D-triptofan) biyofilm olusumundan 6nce ortama eklenmesinin
islevsel matriks olusumunu engelledigi gosterilmistir. D- aminoasitlerin bu islevi Tas
A proteini ile hiicre duvar1 arasindaki baglantiy1 yqgxM proteini vasitasiyla degistirme
yoluyla gerceklestirdigi bulunmustur. YqxM proteininin C terminali yakinlarinda bir
domainin hiicre duvarmdaki D- aminoasitlerin varligma cevap olarak Tas A
proteininin salinimmi tetikledigi disiiniilmektedir. D- aminoasitlerin S. aureus’ta
biyofilm olusumunu benzer bicimde etkilemesi, D- aminoasitlerinin iiretiminin
biyofilm yapilarmin olusumunu engelleyen veya olusan yapilar1 bozan genel bir
sinyal mekanizmas1 oldugu diisiincesini giiglendirmektedir (Van der Veen ve ark.,
2010).

Bunun yaninda mikroorganizmalarda biyofilm olusum mekanizmasinda birden
fazla Quorum Sensing mekanizmasinin rol aldigi bulunmustur. V. cholerae’da
biyofilm olusumunun genetik diizenlemesine bakildiginda en az ii¢ farkli metabolik
yolagin varligi kesfedilmistir. Metabolik yolaklara, organizmanin tutunma yiizeyinin

¢esidine gore karar verildigi diisiiniilmektedir (O’Toole ve ark., 2000).

1.8. Termofilik Bacilluslar ve Onemi

1.8.1. Termofilik Bacilluslar

Termofilik bacilluslarin siit ve siit tirtinleri endiistrisi, seker endiistrisi, icecek
pastorizasyonu, jelatin iiretimi gibi pek ¢ok endiistriyel sistemin Onemli
kontaminantlar1 oldugu bilinmektedir (Chen ve ark., 2006, Scott ve ark., 2007). Siit
ve siit Uriinlerinden izole edilen termofilik bakteriler incelendiginde izolatlarin
sicaklik isteklerine gore zorunlu termofiller ve fakiiltatif termofiller olmak tizere iki
gruba ayrildiklart gozlenmistir. Zorunlu termofiller sadece 37-75°C sicaklik
araliginda biiyiiyebilmektedirler ve Anoxybacillus flavithermus ve Geobacillus spp.

bu gruba oOrnektir (Ronimus ve ark., 2003). Fakiiltatif termofiller ise Bacillus
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genusuna ait olup suslara bagli olarak mezofilik ya da termofilik olarak
biiyliyebilmektedirler. Bu grubun siit ve siit iirlinlerinden izole edilen bazi 6rnekleri
Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus pumilus, Bacillus
sporothermodurans ve Bacillus subtilis’tir (Scheldeman ve ark., 2005).

Termofilik bacilluslar 6zel beslenme istekleri (6zgiil aminoasitler) olmaksizin
Triptik soy agar gibi temel biiylime ortamlarinda biiylime yetenegine sahip
bakterilerdir (Nazina ve ark., 2001, Scheldeman ve ark., 2005).

1.8.2. Termofilik Bacilluslarin Siit ve Siit Uriinleri Proseslerindeki

Onemi

Siit ve siit tiriinleri isletmeciliginde termofilik bacilluslar hijyen belirteci olarak
kullanilmaktadirlar. Bu suslar, hem sicakliga dayanikli endosporlara sahip olmalar1
hem de biyofilm olusturma yetenekleri nedeniyle 6zellikle gida endiistrisinde biiyiik
onem teskil etmektedirler. Bunun yaninda trettikleri enzimler ve asitler nedeniyle
gida bozulmalarma ve son {riinde istenmeyen tatlarin olusumuna neden

olmaktadirlar.

1.8.2.1. Termofilik Bacilluslar ve Gida Bozulmalari

Termofilik bacilluslar proteinazlar ve lipazlar gibi 1siya dayanikli enzimleri
sayesinde asitler basta olmak tlizere pek ¢ok iirlin olusturma yetenegine sahiptirler.
Olusturmus olduklar1 bu irlinler gida bozulmalar1 ve gidalarda istenmeyen tat
olusumlarina neden olmaktadir (Chen ve ark., 2004). Zorunlu termofillerin biiyiime
sicakliklarindan dolayr gida sistemlerini tehdit edecek Onemli kontaminantlar
olmadiklar1 diisiiniilse de Geobacillus tiirlerinin 6zellikle metal ambalajlarla
paketlenmis gidalarda flat sour bozunma (diiz eksime) ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Kalogridou-Vassiliadou, 1992).
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1.8.2.2. Termofilik Bacilluslarin Istya Dayanikh Sporlarn

Sporulasyon, termofilik bacilluslar gibi belli grup bakterilerin biiyiime
dongiilerinin 6nemli bir pargasidir. Spor olusum mekanizmasinin ¢esitli stres
kosullar1 tarafindan uyarildig1 bilinmektedir. Gida sistemlerinin kontaminantlar1 olan
bakterilerce olusturulan bu sporlar da vejetatif hiicreler gibi iiriin kalitesini

etkilemektedir (Burgess ve ark., 2010).

Sporlar, protoplazma olarak da adlandirilan, niiklear materyali barindiran ve
etrafi bir membranla ¢evrili bir kor bdlgesi ile kor bdlgesinin etrafin1 saran
peptidoglikan yapili korteks tabakasindan olusmaktadir. Korteks yapisi ise farkli
tirlerde farkli say1 ve yapilarda bulunan spora 6zgii proteinlerden olusan spor
kilifiyla ¢evrilmektedir. Sporlarin ¢cogunlugu bir i¢ ve bir dis olmak iizere iki spor
kilift bulundurmaktadir. Geobacillus tiirleri ve bazi Bacillus tiirleri, spor kilifinin
iistiinde “ekzospor ““ ad1 verilen bir tabaka daha tasimaktadir (Ellar, 1966). Ekzospor
tabakas1 kalin, protein yapili bir tabakadir. Tiirler arasindaki spor farkliliklarmin
temelini spor kiliflarinin yapis1 ve sayisi belirlerken korteks ve kor yapisi tiim

tiirlerde ¢ok benzemektedir (Ankolekar ve ark., 2010).

Endiistriyel sistemlerde termofilik bakterilerin spor olusumunu indiikleyen
faktorlerlerle ilgili bilinenler smirli olmakla birlikte magnezyum, kalsiyum,
potasyum gibi minerallerin spor olusumuna katki sagladig1 diisiintilmektedir. Spor
protoplazmasinda kalsiyum iyonlar1 basta olmak Tlizere pek c¢ok iyon depo
edilmektedir ve bu iyonlar olgun biyofilm olusumunda 6nem tagimaktadir. Ayrica bu
iyonlarin spor olusum siirecinin aktivasyonunda gerekli oldugu bilinmektedir (Ellar,
1966). Kalsiyumun ayrica sporulasyon siirecinde gorev alan genlerin ifadesini

arttirdig1 gosterilmistir (Burgess ve ark., 2010).

Mineral tuzlar siit ve siit liriinleri isletmeciligi basta olmak iizere pek cok
sistemde yiiksek miktarlarda bulundugundan bu sistemlerde termofilik bakterilerin
spor olusumu uyarilabilmektedir. Bu durum Geobacillus’ta spor olusumunun

laboratuvar ortaminda ve mineral tuzlarmin varliginda ¢aligilmasiyla gézlenmistir.
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Geobacillus izolatlarmin TSB temelli bir biiyiime ortaminda ve CaCl,, MnSOy,
FeSO4, MQCl, gibi mineral tuzlarinin varhiginda 12-18 saat iginde sporulasyon
gerceklestirebildigi gosterilmistir. Ozellikle mangan tuzlar1 sporulasyondan sorumlu
enzimlerin kofaktorii oldugundan, kalsiyum iyonlar1 ise 1stya karst koruma

sagladigindan sporulasyonda 6nem tasimaktadir (Seale ve ark., 2008).

1.8.2.3. Termofilik Bacilluslarda Vejetatif Hiicrelerin ve Sporlarin Olusturdugu
Biyofilmler

Geobacillus, Anoxybacillus, B. licheniformis, B. coagulans ve B. pumilus gibi
pek c¢ok termofilik Bacillus tirii ¢esitli endistriyel sistem yiizeylerine
tutunabilmektedir. Termofilik bacilluslarda biyofilm olusumunun hem vejetatif
hiicreler hem de sporlarca yiizeylere tutunmayla baslatildigi bilinmektedir. Parkar ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismalarda bacilluslarda sporlarin vejetatif hiicrelere oranla

daha fazla tutunma egilimine sahip oldugunu gostermistir (Parkar ve ark., 2001).

Geobacillus spor yapilar1 ekzospor yapilarina sahiptirler. Ekzospordan yoksun
Geobacillus spor yapilarinin tutunma miktarmin azaldigi; ancak dis kilif yapisindan
yoksun sporlarmin tutunmasida bir degisiklik gozlenmedigi yapilan calismalarla
gosterilmistir (Parkar ve ark., 2003). Termofilik bacilluslarda tutunmay1 etkileyen bir
diger faktor de sporun hidrofobisitesidir. Protein yapili kilif tabakalar1 sporlara
yiiksek bir hidrofobisite kazandirmakta ve sporlarin 6zellikle hidrofilik ylizeylerle

etkilesime girerek bu yiizeylere tutunmasini saglamaktadir (Seale ve ark.,2008).
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1.8.3. Geobacillus Cinsinin Ozellikleri

Geobacillus cinsi bakteriler; Gram (+), ¢ubuk sekilli, tek ya da zincirler halinde
bulunabilen hareketli ve spor olusturabilen bakterilerdir. Sporlar1 terminal ya da
subterminal olarak konumlanmaktadir. Peritrik flajellere sahiptirler. Obligat
termofilik olup sicaklik gereksinimleri 37-75°C arasinda degismektedir. Optimum
biiylime sicakliklar1 55-65°C, biiyiiyebildikleri optimum pH araligi 6.2-7.5°tir.
Kemoorganotrofik mikroorganizmalar olup aerobik ya da fakiiltatif anaerobik olarak
biiylimektedirler. G-C igerikleri 48.2-58 mol%’diir. TSB ve NA ortamlarinda iyi
biiyliyebildikleri gozlenmistir (Zeigler, 2001).

1.8.3.1. Geobacillus kaustophilus

Geobacillus kaustophilus (HTA426) tiir ad1 kausto (sicaklik) + philus (seven)
sOzcliklerinden olusmaktadir. Genel olarak pastorize siitlerden izole edilmis olan,
zorunlu termofilik, aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, endospor olusturan, flagellals,
cubuk seklinde gram pozitif bir bakteridir (Takami ve ark., 2004). Bakterinin genel
yasam alanmi sulu ortamlardir fakat petrol rezervlerinde ya da toprakta yasayabilen
soylarinin da oldugu bilinmektedir. Fenotipik benzerliklerinden dolayi, daha dnceleri
Bacillus stearothermophilus olarak tanimlanmis, 16S rRNA ¢alismalar1 sonucu
sistematikteki yeni yerini almistir. Optimal biiyiime sicaklign 55-60°C olan
Geobacillus kaustophilus'un genel biiyiime araligi 37-74°C tir. G. kaustophilus pH
2-12 araliginda yasayabilmektedir; ancak biiyiliyebildigi en uygun pH araligi 6-
7.5°tur. Bakteri ayn1i zamanda %0-2 tuzluluktaki yasam kosullarina
dayanabilmektedir (Priest ve ark., 1993). Kolonileri konveks ve seffaftir. Hiicreleri
hareketsiz, 1.5 pm X 3.5 pum boyutlarinda, ovalden silindire sporlar olusturan
bakterilerdir. GC igerigi %51-55’tir. G. kaustophilus'ta protamin, spermin sentetaz ve
tRNA metiltransferaz proteinleri kodlanmaktadir ve bu proteinlerin DNA'nin daha
sik1 ve kararli olmasinda ve bakterinin yiiksek sicakliklara dayanikli olmasinda gérev

yaptiklar1 diigiiniilmektedir (Takami ve ark., 2004).
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1.9. Tez Calismasinin Amaci

Termofilik bacilluslar, gida iiretim tesislerinden su dagitim sebekelerine, 1sitma
sistemlerine kadar pek ¢ok ortamda yasamini siirdiirebilen ve olusturduklari biyofilm
yapilar1 sayesinde dezenfektan, antimikrobiyal maddeler, sicaklik, pH gibi
varliklarini tehdit eden pek ¢ok kosulla basa ¢ikabilen mikroorganizmalardir. Gerek
gida iiretim sistemleri ve su aritim sistemlerine karigarak insan saghgmi tehdit
etmeleri, gerekse 1sitma sistemlerinde oldugu gibi enerji kaybina neden olmalar1 bu
biyolojik  yapilarla miicadeleyi gerektirmektedir. Termofilik bacilluslarin
olusturduklar1 spor yapilar1 sayesinde dezenfeksiyon islemlerine direncli hale
gelmeleri bu yapilarla miicadeleyi daha da gerekli kilmaktadwr. Bu amagcla,
Geobacillus kaustophilus vejetatif ve spor yapilarinda biyofilm olusumunu etkileyen
cesitli cevresel faktorlerin biyofilm olusumu {izerindeki rollerinin anlasilmasi

biyofilm yapilarmin kontroliine dair yarar saglayacaktir.

Tez c¢alismasinda termofilik bir bacillus olan Geobacillus kaustophilus
kullanilmistir. Geobacillus kaustophilus termofilik bir bakteri oldugundan ve gerek
hiicre ylizey proteinleri gerekse hiicre yiizey polisakkaritleri mezofilik bakterilere
gore farkliliklar gosterdiginden farkli g¢evresel kosullara verecegi cevaplarin
mezofilik bakterilere gore farkli olmasi beklenmektedir. Bu nedenle bu ¢aligmada
Geobacillus kaustophilus‘un kullanilmas1 farkli bulgulara ulagilmasma imkan
vermesi agisindan Onem teskil etmektedir. Bunun yaninda, patojen
mikroorganizmalarla c¢alisma birtakim sorunlar1 ve riskleri de beraberinde
getirdiginden, patojen olmayan bu mikroorganizmada biyofilmle miicadelenin
calisilmas1 ve patojen mikroorganizmalar i¢in bu hiicrenin 6nemli bir model

olusturmasi amaclanmistir.



2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Asetik Asit . Merck
Metanol . Merck
Sodyum Hidroksit . Merck
Hidroklorik Asit . Merck
Bakto Tripton : BD
Bakto Maya Oziitii : BD
Agar . Fluka
Sodyum Fosfat . Riedel de Haen
Mangan Siilfat . Merck
Glukoz . Sigma
Sodyum Dodesil Siilfat . Merck
Kristal Viole : Merck
Triptic Soy Broth (TSB) . Merck

2.1.2. Kullanilan Enzimler

Lizozim (Roche)

2.1.3. Kullanilan Cam ve Plastik Gerecler

96 Kuyucuklu Polistiren Plateler (TPP)
24 Kuyucuklu Polistiren Plateler (TPP)

2 mm ¢apli cam boncuklar (RitterChemie)

20
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2.1.4. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

Kullanilan tiim soliisyon, besiyeri ve ¢ozeltiler 121°C’de 20 dakika siireyle

otoklavlanarak steril edilmek suretiyle hazirlanmistir.

Luria Broth (1L, pH 7.5)

50170 P 10g
Maya OZU. .. ... 5¢
NAC L . e 109

Triptic Soy Broth (1L, pH7.3)

Kazeinden elde edilmis pepton..........oovviriiiiiiiiiiii e, 17¢g
Soyadan elde edilmis pepton............ooviiiiii e, 3g
GIUKOZ ...t e 25¢g
N e e 5¢
KIH2P O 4. ettt 2590

Beef EKStrati. ... 3g
PP ON .o e 59
DISTILE SU. ..ttt ittt e 1000ml

Asetik Asit Cozeltisi (1 L)

Q0100 TIK ASELIK ASTt. ..ttt et ittt ettt e e e 330 mi
DIStIlE SUL oottt 670 ml
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Kristal Viole Cozeltisi

%100’ Lik Kkristal viole ¢OZEItiSI........coveiiiie i 10 ml
DISHILE SU ...ttt e 990 ml

PBS Tamponu (pH 7.2, 1 L 1X)

N e e 8¢
KL e e 029
NAZHPO . ... 144 ¢
KHoPO ..o 024¢g

MnSO, Cozeltisi ( 1L)

VIS 0 A e e e e e 001g
ST SUL. ettt 1000 ml

Lizozim (1 mL, %1)

LAZOZIM. ..o e e lg

DISTIIE SU ..o, 1 ml

SDS Cézeltisi ( 1L, %10)
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Glukoz Cozeltisi (1L, %10)

2.1.5. Kullanilan Cihazlar

+4°C ve -20 °C Buzdolabi

-80 °C derin dondurucu
Steril Kabin

Masa Ustii Santrifiij
Masa Ustii Santrifiij
Spektrofotometre
Otoklav

pH metre

Su Banyosu

Buz Makinesi

UV Spektrofotometre
Mikrodalga Firin
Inkiibator

Floresans Mikroskobu

Arcelik

Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer
Heraeus, HP48

Heraeus, Labofuge 400R

Beckman Coulter, Microfuge 22R
Bio-Rad, Smartspec 3000
HIRAYAMA, HICLA HVE-50
Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH
Meter

TECHNE, TE-10A Tempette
BAR-LINE BF85

Beckman Coulter DU 530

Kumtel

Hereus TipB6

Nikon Eclipse Ti-S



24

2.1.6. Kullanilan Bakteri Soylar1

Genom projesi yakin bir zamanda tamamlanan G. kaustophilus tiirli, The
Bacillus Genetic Stock Center, Department of Biochemistry, The Ohio State
University’den temin edilmistir. G. kaustophilus hiicreleri, nutrient agar besiyerine
ekilerek 55°C’ta gece boyu biiyiitiilmiis ve hiicrelerin bulundugu plateler ayda bir
pasajlanarak +4°C’ta saklanmustir. Ayrica hiicre stoklari, %20 gliserol iceren
Nutrient Broth besiyerinde -80°C’ta saklanmistr.

2.2. Yontemler

2.2.1. Biyofilm Olusumunun Derecelendirilmesi

Spektrofotometrik dlgimler sonucunda biyofilm olusumu ve biyofilm olusum
derecesi Bose ve arkadaglarmmin ¢aligmasi referans alinarak belirlenmistir (Bose ve
ark., 2009). Buna gore 570 nm’de yapilan absorbans 6l¢timleri sonucunda 0.120°nin
altinda deger alinan kuyucuklar, tutunmanin olmadigi kuyucuklar olarak
belirlenmistir. 0.120-0.240 arasinda degere sahip olan kuyucuklar orta dereceli
biyofilm olusumunun, 0.240’mn iizerinde degere sahip olan kuyucuklar ise giiglii

biyofilm olusumunun goriildigi kuyucuklar olarak kabul edilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Kristal viole ile boyama ydnteminden elde edilen OD degerlerine

dayanarak olusan tutunmalar hesaplanmasi

OD (570) Biyofilm Olusumu Gosterimi

<0.120 Tutunma yok -

0.120-0.240 Orta Dereceli .
Tutunma

>0.240 Gugld Tutunma ++
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Sekil 2.1. 96 kuyucuklu doku kiiltiir platelerinde kristal viole boyama yontemi ile
biyofilm olusumunun belirlenmesi. A1 kuyucugu gii¢lii biyofilm olusumu.
B2 kuyucugu orta dereceli biyofilm olusumu. C3 kuyucugu biyofilmin
olugsmadig1 kuyucuk

2.2.2. Hiicre Siispansiyonunun Yogunluk Tayini

Kullanilacak hiicre silispansiyon yogunlugunu tayin edebilmek amaciyla
Geobacillus kaustophilus biiyiime egrisi olusturulmustur. Bu amagla, gece boyu
biiyiitiilen kiiltlirlerden 1/100 oraninda inokiilasyon yapilarak 55° C’da 175 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. 0. saatten baslayarak iki saat araliklarla 6rnekler almarak
600 nm‘de spektrofotometrede optik yogunluk degerleri 6l¢lilmiistiir. Ayrica alman
bu 6rneklerin 10, 10°, 10, 107 ve 10°® oranlarinda seyreltmeleri yapilmis, yayma
plaka tekniginden yararlanilarak nutrient agar {izerinde koloni sayimlari
gerceklestirilmistir. Koloni sayimlar1 sonucunda 1x10° CFU/mI hiicre saylisina
karsilik gelen OD degeri 0.1 olarak belirlenmis ve devaminda yapilan tiim

deneylerde hiicreler 0.1 degerine kadar biiylitiilmiistiir.
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2.2.3. Vejetatif Hiicrelerde Biyofilm Olusumuna Hiicre Miktarimin
Etkisi

Hiicrelerin biyofilm olusturma yetenegi polistiren 96 kuyucuklu doku kiiltiir
plate kuyucuklarina tutunma miktarinin belirlenmesiyle 6lgiilmiistiir. Genel olarak
kullanilan bu metot daha oOnce yapilan c¢aligmalarin kismi modifikasyonu ile
yapilmustir (Elhariry, 2008, Wang ve ark., 2007). Geobacillus kaustophilus hiicreleri
Tryptic Soy Broth (TSB)’da 55°Cda, 100 rpm‘de gece boyunca 6n inkubasyona tabi
tutulduktan sonra 1/10 oraninda taze TSB’ye inokiile edilmis ve hiicre yogunlugu 10°
CFU/mI (ODggo 0.1) hiicre sayisina ulasincaya kadar biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler +4°C’da 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek toplanmis ve 3 kez
PBS (pH 7,2) ile yikanmistir.

Biyofilm olusumu i¢in 240, 235, 230, 225 veya 220 ul TSB paylastirilan 96
kuyucuklu doku kiiltiirii plate kuyucuklari, toplam hacim 250 pl olacak sekilde
sirastyla 10,15, 20, 25, 30 ul seyreltilmis kiiltiir (106 CFU) ile inokule edilmistir ve
55°C’da inkiibasyona birakilmistir. Bu deney diizenegi 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve

168. saatler i¢in ayr1 ayr1 kurulmustur.

Biyofilm olusturan hiicreler kristal viole boyama metodu kullanilarak
belirlenmistir (Wang ve ark., 2007). 24-148 saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan
kuyucuklarm igerigi pipet yardimiyla dikkatlice bosaltilmis ve kuyucuklar
tutunmamis hiicrelerden ve besiyeri kalintilarindan uzaklastirilmak amaciyla 300 pl
PBS (pH 7.2 ) ile ii¢ kez yikanmistir. Kuyularin tabanlarinda kalan tutunmus
bakterileri sabitlemek amaciyla her bir kuyucuga 250 pl %99.5 metanol ile 15 dk
muamele edilmistir. Kuyucuklar kurumaya birakildiktan sonra her bir kuyucukta
tutunan bakteriler 5 dk boyunca 250 pl %1°lik kristal viole ile boyanmis ve fazla
boya uzaklastirildiktan sonra plate su ile yikanmistir. Kuyucuklar tekrar
kurutulduktan sonra %33’lik asetik asit yardimiyla kuyucuklarm igeriginin
¢coziilmesi saglanmis ve her bir kuyucuktaki biyofilm olusumu spektrofotometrik

olarak 570 nm’deKi absorbans 6l¢iimleri ile belirlenmistir.
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2.2.4. Inkiibasyon Siiresinin Biyofilm Olusumuna Etkisi

2.2.4.1. Biyofilm Olusumuna Inkiibasyon Siiresinin Etkisinin Kristal Viole

Yontemiyle Belirlenmesi

Hiicre siispansiyonu daha 6nce belirtildigi gibi 1x10° CFU/ml hiicre
yogunluguna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Bundan sonraki c¢aligmalar ic¢in
deney diizenegi en iyi biyofilm olusumunun goézlendigi toplam hacim 250 ul olacak
sekilde 230 pl TSB ve 20 pl hiicre siispansiyonu kullanilarak kurulmustur. Hiicreler,
en 1yl biyofilm olusumu i¢in gerekli inkiibasyon siiresini belirlemek amaciyla
55°C’da farkl siirelerde (24, 48, 72, 96, 120 ve 148 saat) inkiibe edilmistir. Hiicreler,
yukarida belirtilen yontem kullanilarak spektrofotometrik 6lgiime hazirlanmis ve

biyofilm olusturma miktar1 570 nm’deki absorbans degerleri okunarak belirlenmistir.

2.2.4.2. Biyofilm Olusumuna Inkiibasyon Siiresinin Etkisinin Yayma Plaka

Yontemiyle Belirlenmesi

Biyofilm yapilarindaki koloni saymm tayininde 24 kuyucuklu plateler
kullamlmustir. Bu amacla 920 pl TSB eklenmis her bir kuyucuk 80 ul 10° CFU/m
hiicre siispansiyonu ilave edilerek 55°C’da farkli siirelerde (24, 48, 72, 96, 120, 144
ve 168 saatlik) inkiibe edilmistir. Daha sonra siipernatant mikropipet yardimiyla
uzaklastirilmis ve kuyucuklar PBS (pH 7.2) ile iic kez yikanmistir. Biyofilm
olugturan bakteriler steril kiirdan yardimiyla kuyulardan toplanmig ve PBS‘de

¢Oziilmiistiir.

Kuyucuklardan toplanan bakteri kiimelerini ayirmak igin bakteri siispansiyonu
2 mm g¢apli cam boncuklarin bulundugu kapakli steril tiiplere alnarak 5 dk
kuvvetlice karistirildiktan sonra 107-10"? arasi seyreltmeler yapilarak nutrient
agarda 24 saat 55°C‘da inkiibe edilmis ve gelisen kolonilerin sayimi
gerceklestirilmistir (Wang ve ark., 2007). Sayimlarda 30-300 koloni olusumunun

gbzlendigi seyreltmeler dikkate alinmistir.
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2.2.5. Sicakligin Biyofilm Olusumuna EtKkisi

Bakterilerin en iyi biyofilm olusumunu optimum biiyiiyebildikleri sicaklikta
gerceklestirdikleri bilinmektedir; ancak bazi bakteriler biiyiime sicakliklarinin altinda
veya lstlinde biyofilm olusturabilmektedirler. Geobacillus kaustophilus‘ta biyofilm
olusumunun inkiibasyon sicakligi ile iliskisini belirlemek amaciyla en iyi tutunmanin
gozlendigi 144. ve 168. saatlerde okunmak iizere 45, 50, 55, 60, 65 ve 70°C
inkiibasyon sicakliklarinda deney diizenekleri kurulmus ve inkiibasyon siirelerinin
sonunda biyofilm olusumu 570 nm absorbans degerinde Ol¢iilmiistiir (Wang ve ark.,

2007).

2.2.6. Glukozun Biyofilm Olusumuna Etkisi

Besin miktarinin mikroorganizmalarda biyofilm olusumunda ¢ok Onemli
etkisinin oldugu bilinmektedir. Glukoz bir¢ok yiyecek ve igecek iginde bulunan
temel gida maddesi oldugundan Geobacillus kaustophilus’ta biyofilm olusumunun
glukoz ile iliskisini saptayabilmek amaciyla, deney diizenekleri farkli glukoz
konsantrasyonlar1 iceren TSB besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Bu amagla %1,
%3, %5 ve %7°lik glukoz konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Hiicreler, daha once
belirtilen sartlarda Kristal Viole Yontemi kullanilarak 55°C°da farkli siirelerde (72,
96, 120 ve 144 ve 168. saatlerde) inkiibe edilmis ve biyofilm olusturma miktar1 570
nm’deki absorbans degerleri okunarak belirlenmistir (Elhariry ve ark., 2008). Ayrica
hiicrelerin farkli glukoz konsantrasyonlar1 varliginda ve calkalamasiz ortamda 81

saatlik bliylime egrileri daha dnce belirtildigi gibi olusturulmustur.

2.2.7. NaCl’nin Biyofilm Olusumuna EtKisi

Mikroorganizmalarin biiylime davraniglartyla dogrudan iliskili olan bir diger
besin maddesi NaCl’dir. NaCl’nin biyofilm olusumuna etkisini inceleyebilmek
amaciyla %1, %3, %5 ve %7’lik tuz konsantrasyonlari igeren TSB besiyeri
kullanilarak hazirlanan deney diizeneklerinin 55°C’da 96, 120, 144 ve 168 saat siiren

inkiibasyon siirelerinin sonundaki tutunma miktarlart 570 nm’deki absorbans
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degerleri okunarak belirlenmistir (Elhariry ve ark., 2008). Ayrica hiicrelerin farkl
NaCl konsantrasyonlar1 varliginda ve c¢alkalamasiz ortamda 81 saatlik biiyiime

egrileri daha 6nce belirtildigi gibi olusturulmustur.

2.2.8. Glukoz ve NaCl’nin Biyofilm Olusumuna Ortak EtKkisi

Glukoz ve NaCl’nin biyofilm olusumu iizerine ortak etkisini incelemek
amaciyla %1 glukoz-%0,5 NaCl, %2 glukoz-%1 NaCl, %3 glukoz-%1,5 NaCl, %4
glukoz-%2 NaCl ve %5 glukoz-%3 NaCl konsantrasyonlarinda glukoz ve NaCl
iceren besiyerleri kullanilarak hazirlanan deney diizeneklerinin 55°C’da 96, 120, 144
ve 168 saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan tutunma miktarmi belirlemek

amaciyla 570 nm’deki absorbans degerleri okunmustur.

2.2.9. Is1 Soku Uygulamasinin Biyofilm Olusumuna EtKisi

Hiicre canliigmin Geobacillus kaustophilus vejetatif hiicrelerinde biyofilm
olusumuna etkisini belirlemek amaciyla hiicreler 1s1 sokuna maruz brrakilmistir. Bu
amacla hiicre siispansiyonu 1x10° CFU/ml hiicre yogunluguna sahip olacak sekilde
hazirlanmig ve her bir kuyucuga 230 ul TSB eklenerek 20 pl hiicre siispansiyonu ile
inokule edilmistir. Hiicreler 6nce 100°C’da 20 dakika 1s1 sokuna maruz birakilmis ve
daha sonra 55°C’da en iyi biyofilm olusturduklar1 144. ve 168. saatlerde inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin biyofilm olusumu 570 nm’deKi
absorbanslar1 dlgiilerek 1s1 soku uygulanmamis olan kontrol grubuyla karsilastirmali

olarak degerlendirilmistir (Elhariry ve ark., 2008).

2.2.10. UV Uygulamasinin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Biyofilm yapisinin en 6nemli bilesenleri, biyofilm yapisina katilan hiicrelerin
sentezlemis oldugu polimerlerdir. Polimer sentezinin ancak canli hiicreler tarafindan

gerceklestirildigi bilinmektedir. Hiicre canliliginin biyofilm olusumu ve tutunma
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iizerine etkisini gozlemlemek amaciyla canlilar {izerinde olumsuz etkiler yarattigi
bilinen ultraviole uygulamasi kullanilmigtir. Calismada, 230 pl TSB bulunan
kuyucuklar 20 pl, 10® CFU/ml hiicre siispansiyonuyla inokule edilmis ve plateler
kapaklar1 agik bir bigimde steril kabinde 15 dk ultraviole 1ginlara maruz brrakilmistir.
UV uygulamasmin ardindan 55°C’da 144 ve 168 saat inkiibe edilen plateler,
inkiibasyon siirelerinin sonunda daha Once belirtilen yontemler kullanilarak

spektrofotometrik olarak 570 nm’de okunmustur (Elhariry ve ark., 2008).

2.2.11. Denatiire Edici Ajanlarin Biyofilm Olusumuna Etkisi

2.2.11.1. Lizozimin Biyofilm Olusumuna EtKkisi

Biyofilm olusumunda hiicre ¢eper yapisini olusturan polisakkaritlerin 6nemli
bir roliiniin oldugu bilinmektedir. Bu amagla hiicrelere polisakkaritlerin yapisinda
bulunan B-1,4 glikozidik baglarin yikimindan sorumlu olan lizozim enzimi ile
muamele edilmistir. Daha Once belirtilen sartlarda hazirlanan ve farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan lizozim (%0.02, %0.05, %0.1, %0.2, %0.5 ve % 1)
ilave edilen hiicre siispansiyonu, 37°C*da 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler 4000 rpm‘de 20 dk santrifiij edilerek toplanmistir. Elde edilen
hiicre pelleti 1 ml TSB i¢inde ¢6ziildiikten sonra 230 pl TSB ig¢eren her bir kuyucuga
20 ul olacak sekilde dagitilmistir. 55°C‘da 72, 96, 120, 144 ve 168°‘er saat
inkiibasyonun ardindan biyofilm olusumu daha 6nce belirtilen sartlarda hazirlanarak
570 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Ayrica hiicrelerin farkli lizozim
konsantrasyonlar1 varliginda ve calkalamasiz ortamda 81 saatlik biiyiime egrileri

daha 6nce belirtildigi gibi olusturulmustur.

2.2.11.2. SDS’nin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Biyofilm olusumu hiicre ¢eperini olusturan polisakkaritlerinin yaninda hiicre
ceper proteinleri ile de iligkilidir. Bu amagla daha 6nce belirtilen sartlarda hazirlanan

hiicre siispansiyonuna, hiicrelerin ¢eper proteinlerini yikici bir ajan olan SDS’nin
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farkli konsantrasyonlari ile (%0.1, %0.2, %0.3, %0.4, %0.5, %1 ve %2) muamele
edilmis ve ardindan 37°C‘da 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler 4000 rpm‘de 20 dk santrifiij edilerek toplanmis ve TSB’de
¢oziildiikten sonra 230 pul TSB igeren her bir kuyucuga 20 ul olacak sekilde
paylastirilmigtir. 55°C*da 72, 96, 120, 144 ve 168‘er saat inkiibasyonun ardindan
deney diizenegi daha once belirtildigi sekilde hazirlanmis ve biyofilm olusumu 570
nm’de spektrofotometrik olarak Olglilmiistiir. Ayrica hiicrelerin farkli SDS
konsantrasyonlar1 varhiginda ve calkalamasiz ortamda 81 saatlik biiyiime egrileri

daha once belirtildigi gibi olusturulmustur.

2.2.12. Geobacillus kaustophilus Sporlarinda Biyofilm Olusumu

2.2.12.1. Geobacillus kaustophilus Sporlarinin Hazirlanmasi ve Polistiren

Yiizeye Tutunmasi

Vejetatif hiicrelerin yaninda bakteriyal sporlarin da ¢esitli yiizeylere tutunarak
endiistriyel sistemlerde sorun teskil ettigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, Geobacillus
kaustophilus sporlarin polistiren yiizeye tutunma miktarlar1 ve tutunmaya etki eden
cevresel faktorler arastirilmistir. Bu amacla, Geobacillus kaustophilus hiicreleri
sporlanmay1 indiikledigi bilinen MnSQO,4 (10 mg/L) igeren TSB’de 5 giin boyunca
55°C‘da 175 rpm’de biiyiitiildiikten sonra sporlar 4000 rpm’de 20 dk santrifiij ile
toplanmustir. Pelletler steril distile suda ¢oziildiikten sonra spor slispansiyonundaki
vejetatif hiicreleri 6ldiirmek amaciyla %50’lik etanolde 1 saat bekletilmistir. Daha
sonra 4000 rpm’de 20 dk santrifiij ile toplanan sporlar ii¢ kez PBS (pH 7.2) ile
yikanmustir. 10° CFU/ml olacak sekilde hazilanan spor siispansiyonu 230 pl TSB
iceren her bir kuyucuga 20 pl ilave edilerek 55°C*da farkh siirelerde (2, 4, 6 saat)
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin igerikleri mikropipet
yardimiyla uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar steril distile su ile {i¢ kez yikanmuistir.
Devaminda, kuyucuklara 100 pl %2’lik tween 80 ile muamele edilmis, tutunmus
sporlar kuyucuk c¢eperlerinden steril kiirdan yardimiyla toplanarak PBS’de
¢Ozillmistiir. Uygun seyreltmeler yapilarak hazirlananan sporlar nutrient agar

lizerinde 55°C*‘da 48 saat biiyiitiilmiis ve olusan kolonilerin sayim1 yapilmigtir.
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2.2.12.2. Denatiire Edici Ajanlarin Geobacillus kaustophilus Sporlariin

Polistiren Yiizeye Tutunmasina Etkisi

Vejetatif hiicrelerde oldugu gibi spor yapilarinin tutunmasinda da yiizey
etkilesimleri Onemlidir. SDS ve lizozim gibi denatiire edici ajanlarin yiizey
etkilesimlerini olumsuz yonde etkileyerek sporlarin gesitli yiizeylere tutunmasini
engelledigi/azalttig1 diisiiniilmektedir. Bu amagla, 10° CFU/ml spor igeren hiicre
stispansiyonlarina %0.2, %0.5 ve %1°lik lizozim ve %0.5, %1 ve %2°lik SDS
¢ozeltileri ile 37°C’da 1 saat muamele edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin ardindan
4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek toplanan spor pelletleri PBS’de ¢6ziildiikten
sonra 230 ul TSB igeren kuyucuklara 20 pl paylastirilmistir. Plateler 55°C“da 2 saat
inkiibe edildikten sonra sporlar yukarida belirtilen yontemle sayima hazirlanmis ve
gerekli seyreltmelerin  ardindan nutrient agar flzerinde koloni sayimlari

gergeklestirilmistir.

2.2.13. Istatistiksel Analizler (Verilerin Degerlendirilmesi)

Biitiin ¢alismalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir.
Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gormek i¢in biitliin ¢alisma sonuglarmin
tanmimlayic1 analizleri SPSS 18.0 paket programui kullanilarak yapilmistir. Test edilen
islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in veriler ANOVA’ya tabi
tutulmustur. Istatistiki énem goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler
arasindaki farkliliklar P < 0.05 seviyesinde LSD ¢oklu karsilastirma testine tabi

tutulmustur. Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmistir:

P >0.05 = Onemli degil

P <0.05 = Onemli
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Stuispansiyonu Yogunluk Tayini

Deney diizeneklerinde kullanilacak hiicre siispansiyonunun yogunlugu 1x10°
CFU/ml olarak hesaplanmig ve Geobacillus kaustophilus’un biiyiime egrisi
olusturularak (Sekil 3.1) 1x10° CFU/ml hiicre yogunluguna karsilik gelen OD degeri
0.1 olarak belirlenmistir. Yapilan tim deneyler icin kiiltiirler 0.1 degerine kadar

biiyiitiilmiis ve ardindan santrifiijle toplanarak kullanima hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.1. Geobacillus kaustophilus biiylime egrisi
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3.2. Vejetatif Hiicrelerde Hiicre Miktarimin Biyofilm
Olusumuna EtKkisi

Geobacillus kaustophilus biyofilm olusumuna gevresel faktorlerin etkisinin
aragtirilabilmesi i¢in Oncelikle deneylerde kullanilacak optimum hiicre miktari
belirlenmistir. Bu amagla farkli besiyeri oranlar1 ve hiicre siispansiyonu miktarlar1
kullanilarak 24 saatten 168 saate kadar farkli siirelerde inkiibe edilen hiicrelerin
biyofilm olusumu kristal viole boyama yontemi kullanilarak 570 nm’deki

absorbanslarmin dl¢iilmesi sonucu belirlenmistir.

Olciimlerden elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farkliliklar Post Hoc
coklu karsilastrmali test yardimiyla hesaplanmug (Tablo 3.1) ve bu sonuglardan
yararlanilarak kuyucuklarda meydana gelen biyofilm olusumunun derecesi Tablo
3.2’de gosterilmistir. Ayrica hiicre miktar1 ve inkiibasyon siiresine bagli olarak
biyofilm olusumunda meydana gelen degisim Sekil 3.2°de grafiksel olarak
gosterilmistir. Elde edilen verilere gore en iyi biyofilm olusumunun 20 pl hiicre

stispansiyonu varliginda gerceklestirildigi belirlenmistir.



Tablo 3.1. Hiicre miktarma bagl olarak biyofilm olusumunun istatistiksel verileri

HUCRE TUTUNMA MIKTARI
(Ort+SH)"
(0D 570)
inkiibasyon
Zamani
(Saat) 24 48 72 96 120 144 168
Hiicre
Miktar (ul)
10 0.0133+0.0077 a 0.0154+0.0010b | 0.2979+0.1941b | 0.5765+0.3291b | 1.4430+0.5951 b 1.3255+0.5094 b 2.5101+0.1831a
15 0.0035+0.0022 a 0.0351+0.0240b | 0.4151+0.2650b | 0.6485+0.2474b | 1.0898+0.5401b | 2.0430+0.5160ab | 1.5636+0.4853b
20 0.0120+0.0025 a 0.1383+0.0577 a 1.4496+0.3381 a 2.796610.0857 a 2.691210.1692 a 3.0629+0.1707 a 1.8641+0.1490b
25 0.0080+0.0071 a 0.0233+0.0181b | 0.2046+0.1429b | 0.5780+0.3861b | 0.8665+0.5614b | 0.7964+0.4672 b 1.365310.5326b
30 0.0020+0.0011a 0.0095+0.0066 b | 0.3314+0.2365b | 0.4980+0.3277b | 1.1111+0.5298 b | 1.1324+0.5258 b 1.6359+0.6085b
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V/eriler kiiltiir baslatilmasindan 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en az 8 kuyucukta yapilms ve denemeler 2 kez tekrar

edilmistir.
®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc c¢oklu karsilastirilmali (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkhliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
°SH: Standart hata.



Tablo 3.2. Hiicre miktarma bagli olarak biyofilm olusumunun derecelendirilmesi

36

HUCRE TUTUNMA MIKTARI

(OrtsH)’
(oD 570)
inkiibasyon
Suresi
(saat 24 48 72 96 120 144 168
Hiicre
Miktari(pl)
10 ++ ++ ++ ++ ++
15 ++ ++ ++ ++ ++
20 ++ ++ ++ ++ ++
25 ++ ++ ++ ++ ++
30 ++ ++ ++ ++ ++
3,5 -
H 24, saat
g H 48. saat
= H 72. saat
)
=
S H 96. saat
©
g M 120. saat
=
= i 144, saat
[
k4 168. saat

10

15

Hiicre Miktari (ul)

20

25

30

Sekil. 3.2. Inkiibasyon siiresi ve hiicre miktarma bagli olarak biyofilm olusumu
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3.3. Inkiibasyon Siiresinin Biyofilm Olusumuna EtKkisi

3.3.1. inkiibasyon Siiresinin Biyofilm Olusumuna Etkisinin Kristal

Viole Yontemiyle Belirlenmesi

Geobacillus kaustophilus tiiriiniin en iyi biyofilm olusturdugu inkiibasyon
stiresini belirleyebilmek amaciyla, 20 pl hiicre siispansiyonu iceren mikroplateler
farkli siirelerde inkiibe edilmis ve kristal viole boyama ydntemi kullanilarak
hiicrelerin tutunma miktarlar1 belirlenmistir. Boyama sonucunda okunan absorbans
degerlerinin karsilastirmali istatistiksel Olgiimleri Post Hoc c¢oklu karsilastirmali

analiz yontemi kullanilarak belirlenmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Inkiibasyon siiresinin biyofilm olusumuna etkisinin istatistiksel verileri ve

biyofilm olusumunun derecelendirilmesi

HUCRE TUTUNMA MIKTARI

b
(Ort+SH")
Inkiibasyon Suresi OD Degerleri
Tutunma Miktarinin Derecesi
(saat) (570)
24 0.0366+0.0031 e
48 0.0745+0.0207 e
72 0.2977+0.0528 d +
96 0.4435+0.0507 ¢ +
120 0.690110.0658 b +
144 1.1311+0.0838 a +
168 1.2513+0.0808 a +

®Veriler Kiiltiir baslatilmasindan 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmstir. Her
deneme en az 144 kuyucukta yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc ¢oklu
karsilastirilmali (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey
olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.
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Bu verilerden yararlanilarak inkiibasyon siiresine bagli olarak biyofilm
olusumundaki degisim Sekil 3.3’te grafiksel olarak gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore en iyi biyofilm olusumunun gerceklestigi inkiibasyon siiresinin 168.
saat oldugu belirlenmis ve inkiibasyon siiresindeki artiginin biyofilm olusum
miktarmi olumlu yonde etkiledigi gozlenmistir. 168 saat sonucu olusan biyofilm
miktari ile 144. saat sonucu olusan biyofilm miktar1 arasinda istatistiksel bir farklilik
gozlenmemekle birlikte 168 saat sonunda, 120. saate gore iki, 96 saate gore 3 ve 72.
saate gore dort kat fazla biyofilm olusumu gozlenmistir. 48. ve 24. saatlerin sonunda

ise biyofilm olusumu gézlenmemistir.

1,4 -
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E
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~
n
= 038 -
X
S 0,6 -
©
£
3 0,4 -
e
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24 48 72 96 120 144 168

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 3.3. Inkiibasyon siiresinin biyofilm olusumuna etKisi

3.3.2. inkiibasyon Siiresinin Biyofilm Olusumuna Etkisinin Yayma

Plaka Yontemiyle Belirlenmesi

Kristal viole ile boyama yontemi ile gosterilen biyofilm olusumunu
desteklemek amaciyla kuyucuklara tutunan hiicrelerin  koloni  sayimlari
gergeklestirilmistir. Daha Once belirtildigi gibi uygun siirelerde inkiibe edildikten
sonra, biyofilm olusturan hiicreler kuyucuklardan toplanip 10°-10" oranlarinda
seyreltilmis ve nutrient agar iizerinde koloni saymmlar1 gergeklestirilmistir. Iki kez

tekrarlanan koloni sayim sonuglari1 Tablo 3.4’te gosterilmistir.



Tablo 3.4. Biyofilm olusumuna inkiibasyon siiresinin etkisinin yayma plaka yontemiyle belirlenmesi

a.
inkiibasyon
Siiresi
(saat)
24 48 72 9% 120 144 168
oloni Sayisi(CFU/ml)
. Sayim 6x10° 2.4x10’ 1.8x10° 9x10° 1.8x10" 1.1x10" 7x10"
Il. Sayim 1.2x10° 8x10° 1x10° 1.1x10° 3.3x10"° 1.2x10" 1.4x10"
Ortalama 9x10° 1.6x10’ 1.4x10° 2x10° 2.6x10"° 1.2x10" 1.1x10"
b.
20000000000000 -
& ~15000000000000 -
=< E
E 510000000000000 L
i T .
SO =¢=Seri 1
2 5000000000000 A
'_‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
24 48 72 120 144 168

Zaman (saat)
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Elde edilen sonucglara gore 24 saat araliklarla yapilan hiicre koloni sayimlar1
arasinda en az 10 kat artis gbzlenmis ve en yiiksek koloni sayisina en iyi biyofilm
olusumunun gozlendigi 168 saat inkiibasyon siiresi sonunda ulagilmistir. Bu sonuglar
kristal viole boyama yOntemi ile yapilan deney sonuglari ile de paralellik

gostermektedir.

Ayrica 168. saat sonunda hiicreler 96 kuyucuklu doku kiiltiir platelerinin bir
kuyucugunda vejetatif hiicreler tarafindan olusturulan biyofilm yapilar1 floresans

mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Sekil 3.4. 168. saat inkiibasyonun ardindan olusan biyofilm yapismin floresans

mikroskobunda 4x objektif biiyiitme ile gériintiilenmesi
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Sekil 3.5. 168. saat inkiibasyonun ardindan olusan biyofilm yapismin floresans
mikroskobunda 10x objektif biiyiitme ile goriintiilenmesi

3.4. Sicakhigin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Sicakligin Geobacillus kaustophilus biyofilm olusumu tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla hiicreler farkli sicakliklarda ve en iyi tutunmanin gézlendigi 144.
ve 168. saatlerde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda kristal viole
boyama yontemi kullanilarak hazirlanan kuyucuklarin 570 nm’deki absorbanslar1
okunmus ve istatistiksel analizleri yapilmistir (Tablo 3.5). Elde edilen istatistiksel
verilere gore biyofilm olusumuna farkli inkiibasyon sicakliklarinin etkisi grafiksel
olarak  Sekil 3.6’da ve hiicreler tarafindan olusturulan  biyofilmlerin
derecelendirilmesi Tablo 3.6’da gosterilmistir. Bu sonuglara gore Geobacillus
kaustophilus en iyi biiyliyebildigi sicaklik olan 55°C’da en iyi biyofilm olusumunu
gostermistir. Ayrica hiicreler diisiik sicakliklara oranla optimum biiyiime
sicakliklarindan yiiksek sicakliklarda daha fazla biyofilm olusumu goézlenmistir.
50°C’nin altinda ve 65°C’nin {istiindeki sicakliklarda biyofilm olusumu

gdzlenmemistir.
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Tablo 3.5. Farkli inkiibasyon sicakliklarma bagli olarak biyofilm olusumu

HUCRE TUTUNMA MiKTARI
(OrttSHY)®
0D 570
inkiibasyon
Zamani
(Saat)
inkiibasyon 144 168
Sicakhgi
(2€)
45 0.0257+0.0015 ¢ 0.0316+0.0026 ¢
50 0.2473+0.0357 ¢ 0.084+0.0154 ¢
55 1.1311+0.0838 a 1.2513+0.0808 a
60 0.5700+0.0895 b 0.7095+0.1066 b
65 0.4596+0.0671 b 0.2320+0.0285 ¢
70 0.0419+0.0062 d 0.0465+0.0225 ¢

®Veriler Kiiltiir baslatilmasindan 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her

deneme en az 72 kuucukta yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

°Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post
Hoc coklu Kkarsilasgtirilmah (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05)
olusturmaktadir. Farkhhklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.

Tablo 3.6. Sicaklik degisimine bagli olarak biyofilm olusumunun derecelendirilmesi

inkiibasyon

Sresi 144 168

(saa
Sicaklik(°C)
45 - -
50 ++ -
55 ++ ++
60 ++ ++
65 ++ +
70 - -
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Sekil 3.6. Sicakliga bagli olarak biyofilm olusumu

3.5. Glukozun Biyofilm Olusumuna Etkisi

Glukoz miktarmin biyofilm olusumuna etkisini arastirmak amaciyla, %1, %3,
%35 ve %7 konsantrasyonlarinda glukoz kullanilarak kurulan deney diizenekleri
uygun inkiibasyon siirelerinin sonunda kristal viole boyama yonteminden
yararlanilarak hazirlanmistir. Kuyucuklarin 570 nm’de absorbanslari okunmus,
istatistiksel analizleri yapilmistir (Tablo 3.7) ve elde edilen sonuglar Sekil 3.7’de
grafiksel olarak gosterilmistir. Glukoz miktarma bagl olarak olusan tutunmanin
derecelendirilmesi ise Tablo 3.8’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore kontrol
grubuyla kargilastirildiginda, glukoz varliginda 24 saat aralikla 72 ile 144 saat siiren
inkiibasyon sonundaki biyofilm olusumunda azalma gozlenmistir. 168. saatin

sonunda ise %1-%5 oraninda glukoz bulunan ortamda biyofilm olusumu kontrol
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grubuna gore artis gostermektedir. Glukoz orami %7 tlizerine ¢ikarildiginda ise

biyofilm olusumunda belirgin olarak azalma gézlenmistir

Tablo 3.7. Glukoz miktarina bagl olarak biyofilm olusumunun istatistiksel degisimi

HUCRE TUTUNMA MIKTARI (570 nm)

ch
(Ort+SH )
inkiibasyon
Siiresii
(Saat) 72 96 120 144 168
Glukoz (%)

TSB 0.297740.0528 a 0.685+0.0187 d 0.7134+0.0925 a 0.5716+0.1082 a 0.7697+0.1535 a
TSB+%1 0.0641+0.0060 b 0.1427+0.0121 b 0.1757+0.0231 ¢ 0.3588+0.0297 b 0.8233+0.0450b
TSB+%3 0.1133+0.0119 b 0.1660+0.0088 b 0.1711+0.0373 ¢ 0.3970+0.0361 b 0.8184+0.1112 a
TSB+%5 0.1373+0.0215b 0.2612+0.0336 a 0.3614+0.0366 b 0.3317+0.0465 b 0.9597+0.0899 a
TSB+%7 0.1303+0.0066 b 0.1041+0.0057 ¢ 0.2309+0.0151 b 0.3026+0.0147 b 0.4272+0.0318b

#Veriler kiiltiir baslatilmasindan 72, 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en
az 72 kuyucukta yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc c¢oklu
karsilastiriimal (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey
olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.

Tablo 3.8. Glukoz miktarina bagli olarak olusan tutunmanin derecelendirilmesi

inkiibasyo

Siiresi

(saat 72 96 120 144 168
Glukoz (%)

TSB ++ ++ ++ ++ ++
TSB+%1 - + + ++ ++
TSB+%3 - + + ++ ++
TSB+%5 + ++ ++ ++ ++
TSB+%7 + + + ++ ++
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Sekil 3.7. Glukozun biyofilm olusumuna etkisi

Glukozun biyofilm olusumundaki olumlu etkisinin hiicre yogunlugundan
bagimsiz olarak gergeklestigini dogrulamak amaciyla G. kaustophilus’un biiyiime
ortamima (Tryptic Soy Broth) farkli glukoz konsantrasyonlari (TSB, TSB+%1,
TSB+%5, TSB+%7) ilave edilerek biiylime egrisi olusturulmustur. Kontrole gore %1
ve %5’lik glukoz varliginda hiicre biiylimesinde onemli bir farklilik gézlenmezken

TSB+%?7 glukoz varliginda hiicre biiytimesi 6nemli derecede inhibe olmustur.

2,5
_— A
5 \
]
O
= 157 e TSB+%1 glukoz
£ ——TSB+%5 glukoz
5 17 ——TSB+%7 glukoz
5 TSB
2 05
0 - Jl L} L} L B L} L} L} L} L} L] L} L} lTlM

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Zaman (saat)

Sekil 3.8. Glukozun Geobacillus kaustophilus hiicre biiylimesine etkisi
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3.6. NaCl’nin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Farkli NaCl miktarlarmin biyofilm olusumuna etkisini aragtirmak amaciyla
%1, %3, %5 ve %7 konsantrasyonlarinda NaCl miktarlar1 kullanilarak kurulan deney
diizenekleri inkiibasyon siirelerinin sonunda kristal viole boyama yonteminden
yararlanilarak hazirlanmig, kuyucuklarin 570 nm’de absorbanslar1 okunmus ve
istatistiksel analizleri (Tablo 3.9) yapilmistir. Bu verilerden yararlanilarak farkli
NaCl miktarlarma bagli olarak biyofilm olusumunun derecelendirilmesi Tablo 3.10°
da ve grafiksel olarak degerlendirilmesi Sekil 3.9°da gosterilmistir. Alinan sonuglara
gore en iyi biyofilm olusumu %3 NaCl konsantrasyonu varhiginda ve 168 saatlik
%3’ten  daha NaCl

konsantrasyonlarinda tutunma gézlenmemistir. 96. saatte kontrol grubunda biyofilm

inkiibasyon = sonrasinda  gerc¢eklesmistir. bliytik
olusumu gerceklesmezken %1 ve %3 NaCl konsantrasyonlarinin bulundugu

kuyucuklarda 96. saatten itibaren biyofilm olusumu gozlenmistir.

Tablo 3.9. NaCl’nin biyofilm olusumuna etkisinin istatistiksel verileri

HUCRE TUTUNMA MIKTARI (570 nm)

(Ort+SH')
inkiibasyon
Siiresi
(Saat) 9% 120 144 168
Nacl (%)
TsB 0.0685+0.0187 d 0.7134+0.0925 a 0.5716+0.1082a | 0.7697+0.1535 a
TSB+%1 0.2448+0.0449 b 0.8719+0.1462 b 0.7945+0.1227a | 0.5790+0.1391 a
TSB+%3 0.4268+0.0751 a 1.0340+0.1628 a 0.8837+0.1423a | 1.0581+0.1323a
TSB+%5 0.0261+0.0028 ¢ 1.0340+0.1628 a 0.0978+0.0153b | 0.0667+0.0061 b
TSB+%7 0.0087+0.0032 ¢ 0.0512+0.0032 ¢ 0.0462+0.0036 ¢ | 0.0311+0.0028 ¢

Veriler Kkiiltiir baslatilmasindan 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en az
72 kuyucukta yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc c¢oklu
karsilastirilmali (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey
olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.



Tablo 3.10. NaCl miktarmnin degisimine bagli olarak olusan biyofilm miktarlarmin
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Sekil 3.9. NaCl’nin biyofilm olusumuna etkisi

inkiibasyg
Sures| 96 120 144 168
(sa

NaCl (%)

TSB - ++ ++ ++
TSB+%1 + ++ ++ ++
TSB+%3 + ++ ++ ++
TSB+%5 - - - -
TSB+%7 - - - -

H 96. saat
[ M 120. saat

M 144 saat

L1 168. saat

TSB+%7
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NaCl’nin biyofilm olusumundaki olumlu etkisinin hiicre yogunlugundan

bagimsiz olarak gerceklestigini dogrulamak amaciyla G. kaustophilus’un biiyiime
ortamina (TSB) farkli NaCl konsantrasyonlar1 (TSB, TSB+%]1, TSB+%3, TSB+%5)

ilave edilerek biiyiime egrisi olusturulmustur. Kontrole gore %1 ve %3’lik NaCl’nin
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varliginda hiicre biiyiimesinde 6nemli bir farklilik gozlenmezken TSB+%5 NaCl

varliginda hiicre biiylimesi 6nemli derecede inhibe olmustur.

3 -
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L
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Sekil 3.10. NaCl’nin G. kaustophilus hiicre biiyiimesine etkisi

3.7. Glukoz ve NaCl’nin Biyofilm Olusumuna Ortak EtKkisi

Biyofilm olusumuna glukoz ve NaCl’nin ortak etkisini inceleyebilmek
amaciyla farkli konsantrasyonlarda glukoz ve NaCl iceren besiyeri kullanilarak
hazirlanmistir. Kristal viole boyama yontemi ile hiicrelerin boyanmasinin ardindan
biyofilm olusumu 570 nm’de absorbanslari okunarak belirlenmis ve istatistiksel
analizleri yapilmistir (Tablo 3.11). Bu sonuglara bagli olarak farkli glukoz ve NaCl
konsantrasyonlar1 varliginda biyofilm olusumunun grafiksel degisimi Sekil 3.11°de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore en iyi tutunma %3 glukoz ve %1.5 NaCl
varliginda gergeklesirken inkiibasyon stiresi ve glukoz ile NaCl derisimi arttik¢a (%4
glukoz - %2 NaCl konsantrasyonuna kadar) biyofilm olusum miktart artmigtir. %4
glukoz - %2 NaCl konsantrasyonunun kullanildigi kuyucuklarda biyofilm olusumu
yaklasik 2 kat azalmis ve %5 glukoz - %3 NaCl konsantrasyonunun kullanildig:

kuyucuklarda ise tutunma gozlenmemistir.



Tablo 3.11. Farkli glukoz ve NaCl kombinasyonu derisimlerine bagli olarak biyofilm olusumunun istatistiksel degisimi

HUCRE TUTUNMA MIKTARI (570 nm)
b
(Ort£SH))
inkiibasyon
Siiresi
(Saat)
72 96 120 144 168
Glukoz+NaCl
(%)
TSB
0.1343+0.0150 ¢ 0.2428+0.0223 ¢ 0.512140.0580 a 0.51534+0.0514 a 0.478040.0450 b
TSB+%1+%0.5 0.27530.0280 b 0.3497+0.0258 b 0.3854+0.0394 b 0.2602+0.0533 b 0.555210.0385 a
TSB+%2+%1 0.3182+0.0650 a 0.3880+0.0371 b 0.3928+0.0534 b 0.524040.0467 a 0.570040.0478 a
TSB+%3+%1.5 0.3860+0.0510 a 0.4956+0.0353 a 0.582910.0554 a 0.6184+0.0520 a 0.647510.0845 a
TSB+%4+%2 0.1204+0.0282 ¢ 0.3854+0.0394 b 0.2247+0.0383 ¢ 0.233840.0202 b 0.239010.0270 ¢
TSB+%5+%3 0.0262+0.0009 d 0.0551+0.0015d 0.0808+0.0050d 0.1128+0.0090 ¢ 0.1016%0.0065d
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®Veriler kiiltiir baslatilmasindan 72, 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmistir. Her deneme en az 40 kuyucukta yapilmus ve denemeler 2 kez tekrar
edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc coklu karsilastirilmal (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05)
olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.
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Sekil 3.11. Glukoz ve NaCl’nin ortak etkisine bagli olarak biyofilm olusumu

3.8. Is1 Soku Uygulamasinin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Is1 soku uygulamasinin biyofilm olusumu {izerindeki etkisini incelemek
amaciyla hiicreler 230 pl TSB iceren kuyucuklara her kuyucuga 20 ul olacak sekilde
paylastirilmis ve ardindan 100°C’da 20 dk 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Is1
sokunun ardindan sirasiyla 144 ve 168 saat inkiibe edilen hiicreler, inkiibasyon
siresinin sonunda kristal viole boyama yontemi kullanilarak hazirlanmis ve
kuyucuklarm 570 nm’de absorbanslari okunmustur. Istatistiksel analizler Tablo
3.12°de gosterilmis ve 1s1 soku uygulamasina bagli olarak biyofilm olusumunda
meydana gelen degisim Sekil 3.12°de grafiksel olarak ifade edilmistir. Bu sonuglara
gére 1s1 soku uygulamasmnma maruz birakilan hiicrelerde biyofilm olusumu

gozlenmezken kontrol deneyindeki hiicreler biyofilm olusturmustur.



o1

Tablo 3.12. Is1t muamelesine bagli olarak biyofilm olusumunun istatistiksel degisimi

HUCRE TUTUNMA MIKTARI (570 nm)
(Ort£SHY)"
inkiibasyon
Zamani
(Saat)
144 168
Is1 Soku
(1002C-20 dk.)
0.6046+0.1000 a 0.7393#0.1150 a
Kontrol
Is1 Soku 0.0446%0.0058 b 0.0491+0.0059 b

*Veriler kiiltir baglatilmasindan 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en az 72
kuyucukta yapilmus ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc c¢oklu
karsilastiriimali (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkhliklar dikey
olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 A
0,2 -
0,1 -

M 144. saat

kd 168. saat

Tutunma Miktari (570 nm)

Kontrol Isi Soku

Isi Soku (100°C)

Sekil 3.12. Biyofilm olusumunun 1s1 sokuna bagli olarak degisimi
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3.9. UV Uygulamasinin Biyofilm Olusumuna Etkisi

UV uygulamasiin biyofilm olusumu tizerindeki etkisini incelemek amaciyla
hiicreler 230 pl TSB iceren kuyucuklara her kuyucuga 20 pl olacak sekilde
paylastirilmis ve ardindan hiicrelere platelerin kapaklar1 agik olacak sekilde 15 dk
UV uygulanmistir. Uygulamanin ardindan 144 ve 168. saatlerde inkiibe edilen
kuyucuklar kristal viole boyama yontemi kullanilarak hazirlanmis ve kuyucuklardaki
tutunmus hiicrelerin 570 nm’deki absorbanslar1 okunmustur. Tablo 3.13‘te gosterilen
istatistiksel analiz sonuglarina gére UV uygulamasina bagh olarak meydana gelen
degisim Sekil 3.13’te grafiksel olarak gosterilmistir. Bu sonuglara gére UV
uygulamasina maruz birakilan hiicrelerde tutunma gézlenmezken kontrol hiicrelerde

biyofilm olusumu gézlenmistir.

Tablo 3.13. UV muamelesine bagli olarak biyofilm olusumunun istatistiksel

degisimi
HUCRE TUTUNMA MiKTARI (570 nm)
(OrttSHY)®
inkiibasyon
Zamani
(Saat) 144 168
UV (15 dk)
Kontrol 1.0250+0.1564 a 0.6069+0.0688 b
uv
0.0098+0.0024 ¢ 0.0643+0.0125 ¢

®Veriler kiiltiir baglatilmasindan 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en az 72
kuyucukta yapilmis ve denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc c¢oklu
karsilastirilmali (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05) olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey
olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.
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Sekil 3.13. UV’nin biyofilm olusumuna etkisi

3.10. Denatiire Edici Ajanlarin Biyofilm Olusumuna Etkisi

3.10.1. Lizozimin Biyofilm Olusumuna EtKisi

Farkli lizozim konsantrasyonlarmin biyofilm olusumu ftizerindeki etkisini
incelemek amaciyla 37°C’da 1 saat farkli lizozim derigimlerine maruz birakilan
hiicreler santrifiij ile toplanmis ve deney diizenckleri daha once belirtilen sartlarda
hazirlanmistir. Hiicreler 144 ve 168 saat inkiibasyon siiresinin sonunda kristal viole
ile boyama yontemi kullanilarak hazirlanmis ve kuyucuklardaki tutunmus hiicrelerin
570 nm’deki absorbanslar1 okunarak istatistiksel analizleri yapilmistir (Tablo 3.14).
Farkli lizozim konsantrasyonlarina bagli olarak biyofilm miktarindaki degisim
grafiksel olarak da Sekil 3.14‘te gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore biyofilm
olusumu sadece kontrol grubu hiicrelerde go6zlenirken lizozimin uygulandigi

hiicrelerin bulundugu kuyucuklarin hi¢cbirinde tutunma gézlenmemistir.



Tablo 3.14. Farkli lizozim konsantrasyonlarina bagli olarak biyofilm olusumunun istatistiksel degisimi

HUCRE TUTUNMA MIKTARI (570 nm)
b
(Ort +SH))
inkiibasyon
Zamani
(Saat) 96 120 144 168
Lizozim
(%)

TSB 0.6960+0.0770 a 0.6975+0.0806 a 0.642940.0543 a 0.630710.0769 a
TSB+%0.002 0.100040.0022 b 0.0158+0.0041 b 0.017140.0032 b 0.0145+0.0034 b
TSB+%0.005 0.014040.0037 b 0.0175+0.0023 b 0.0173+0.0022 b 0.023310.0023 b
TSB+%0.01 0.0220+0.0020 b 0.0175+0.0023 b 0.0171+0.0023 b 0.0186+0.0020 b

TSB+%0.2 0.019940.0029 b 0.0380+0.0071 b 0.0697+0.0082 b 0.0708+0.0075 b
TSB+%0.5 0.0181+0.0024 b 0.0315+0.0039 b 0.0535+0.0027 b 0.0635+0.0072 b
TSB+%1 0.0199+0.0025 b 0.0229+0.0050 b 0.0299+0.0033 b 0.034910.0026 b
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®Veriler Kiiltiir baglatilmasindan 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en az 64 kuyucukta yapilms ve denemeler 2 kez tekrar

edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc coklu karsilastirilmali (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.
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Sekil 3.14. Lizozimin biyofilm olusumuna etkisi

Lizozimin biyofilm olusumundaki olumsuz etkisinin hiicre biiyiimesinden
bagimsiz olarak gergeklestirdigini belirlemek amaciyla G. kaustophilus’un biiyiime
ortaminda (TSB) biyofilm olusumunu engelleyen en diisiik lizozim konsantrasyonu
(TSB+%0.02) ilave edilerek biiylime egrisi olusturulmustur. Elde ettigimiz sonuglara
gore biyofilm olusumunun gézlenmedigi bu konsantrasyonda kontrole yakin oranda

hiicre biiylimesi ger¢eklesmistir.
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Sekil 3.15. Lizozimin Geobacillus kaustophilus hiicre biiyiimesine etkisi
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3.10.2. SDS’nin Biyofilm Olusumuna Etkisi

SDS’nin biyofilm olusumu tizerindeki etkisini incelemek amaciyla 37°C’da 1
saat farkli SDS konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicreler kullanilarak deney
diizenekleri hazirlanmis ve diizenekler 144 ve 168 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kristal viole boyama yontemi kullanilarak
kuyucuklara tutunmus hiicrelerin boyanmasi saglanmis ve 570 nm’de absorbanslar1
okunarak biyofilm olusturma miktar1 belirlenmistir. Istatistiksel analizlerden elde
edilen veriler Tablo 3.15’te sayisal, Sekil 3.16’da grafiksel olarak ifade edilmistir.
Farkli SDS konsantrasyonlarma bagli olarak biyofilm olusumunda meydana gelen
degisimin derecelendirilmesi ise Tablo 3.16’da gosterilmistir. Bu sonuglara gore
kontrol grubu hiicrelerde giiclii tutunma gozlenirken, SDS uygulamasmin yapildig:
hiicrelerde SDS konsantrasyonunun artisina bagl olarak biyofilm olusumunda
azalma meydana gelmistir. Bu azalma kontrol grubuyla karsilastirildiginda %0.1
SDS konsantrasyonunun uygulandigi hiicrelerde en az iki kat, %0.2 SDS ve %0.3
SDS konsantrasyonunun uygulandig hiicrelerde ise en az {i¢ kat olarak bulunmustur.
%0.3 degerinin iizerinde SDS konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde ise biyofilm

olusumuna rastlanmamuistir.



Tablo 3.15. Farkli SDS konsantrasyonlarina bagli olarak biyofilm olusumunun istatistiksel degisimi

HUCRE TUTUNMA MIKTARI (570 nm)
b
(Ort£SH))
inkiibasyon
Zamani
(saat) 96 120 144 168
SDS (%)
rsB 0.6915+0.0601 a 0.6042£0.0736 a 0.6807+0.0683 a 0.8168+0.0849 a

TSB+%0.1 0.1185:0.0217 b 0.314740.0390 b 0.2209+0.0450 b 0.3083£0.0509 b
TSB+%0.2 0.1254+0.0238 b 0.2320£0.0456 b 0.191610.0334 b 0.2123%0.0345 b
TSB+%0.3 0.1208+0.0259 b 0.167240.0315 ¢ 0.2419+0.0481 b 0.1745%0.0286 b
TSB+%0.4 0.0940£0.0194 b 0.0509+0.0142 ¢ 0.0389+0.0315 b 0.071940.0182 ¢
TSB+%0.5 0.0408+0.0140 b 0.0603+0.0962 b 0.0199+0.0030 b 0.018240.0213 ¢
TSB+%1 0.0408+0.0140 b 0.0628+0.0101 b 0.0199+0.0030 b 0.0150%0.0214 ¢
TSB+%2 0.03670.1073 b 0.0136£0.0157 b 0.0182+0.0024 b 0.033940.0057 ¢
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®Veriler Kiiltiir baglatilmasindan 96, 120, 144 ve 168 saat sonra toplanmustir. Her deneme en az 64 kuyucukta yapilms ve denemeler 2 kez tekrar

edilmistir.

®Her bir siitunda yer alan birbirinden farkh harfler, istatistiksel analizler Post Hoc coklu karsilastirilmal (LSD) teste gore belirgin bir fark (P<0.05)

olusturmaktadir. Farkhiliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

°SH: Standart hata.
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Tablo 3.16. Farkli SDS konsantrasyonlarina bagli olarak biyofilm olusumunda

meydana gelen degisimin derecelendirilmesi

inkiibasyon
Siiresi

(saat) 96 120 144
SDS
(%)

168

TSB ++ ++ ++

++

TSB+%0.1 - ++ +

++

TSB+%0.2 + ++ +

TSB+%0.3 + + ++

TSB+%0.4 - - -

TSB+%0.5 - - -

TSB+%1 - - -

TSB+%2 - - -

0,9 -
0,8 A1 {

Tutunma Miktari (570 nm)

0,7
0,6
0,5

0,4

H 96. saat

M 120. saat
M 144. saat
k4 168. saat

<> ™ YV
&(‘) o\OQ \ 0\00 \ 0\00 ) o\oQ \ 0\9 \ 3 ><°\° 3 xo\o
> o) o) ¢ o) ) <5
' ) ' ' )
SDS (%)

Sekil 3.16. SDS’nin biyofilm olugumuna etkisi



59

SDS’nin biyofilm olusumundaki olumsuz etkisinin hiicre yiizeyini g¢evreleyen
proteinlerin denatlirasyonu yoluyla ve hiicre biiylimesinden bagimsiz olrak
gerceklestirdigini belirlemek amaciyla G. kaustophilusun biiylime ortamma (TSB)
farkli konsantrasyonlarda SDS (TSB, TSB+%0.1, TSB+%0.4) ilave edilerek biiyiime

egrisi olusturulmustur. bu sonuglara goére her li¢ ortamda da hiicre biiyiimesi

gerceklesmistir.
2,5 1
T 2
c
o
S 1,5+
S ——TSB
— 1 4
g e TSB+%0, 1
=< SDS
s 03 e TSB+9%0, 4
E SDS
2 0
@ 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78

Zaman (saat)

Sekil.17. SDS’nin Geobacillus kaustophilus hiicre biiyiimesine etkisi

3.11. Geobacillus kaustophilus Sporlarimn Polistiren Yiizeye

Tutunmasi

Geobacillus kaustophilus vejetatif hiicrelerinin yaninda, olusturduklar1 spor
yapilarmin da ¢esitli ylizeylere tutunduklar1 bilinmektedir. Bu amagcla, hiicreler
sporlanma icin gerekli sartlarin saglandig1 bir ortamda 5 giin boyunca biiyiitiilmiis ve
spor siispansiyonu yogunlugu 10° CFU/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
spor stispansiyonu kullanilarak deney diizenekleri hazirlanmis ve 55°C‘da farkli
stirelerde (2, 4, 6 saat) inkiibasyonun ardindan tutunmus sporlar kuyucuklardan
toplanmigtir. Uygun seyreltmeler yapilarak hazirlananan sporlar nutrient agar
iizerinde 55°C“da 48 saat biiyiitiilmiis ve olugan kolonilerin sayimi yapilmistir. Sayim
deneyleri iki kez tekrarlanmis ve sonuglar Tablo 17‘de gosterilmistir. Bu sonuglar

Geobacillus kaustophilus sporlarmin da vejetatif hiicreler gibi polistiren yiizeye
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tutundugunu gostermistir. Ayrica inkiibasyon siiresi arttikca sporlarin tutunma

miktarlar1 da yaklasik iki kat artis gostermistir.

Tablo 3.17. Geobacillus kaustophilus sporlarinin polistiren yiizeye tutunmasi

a.
inkiibasyon
Siiresi
(saat) 2 4 6
Hiicre Sayisi
(CFU/ml)
I. Sayim 1.1x10° 4.7x10° 1.5x10°
Il. Sayim 1.8x10° 4x10° 9x10°
1I. Sayim 2.3x10° 3.3x10° 4x10°
Ortalama 1.7x10° 4x10° 9x10°
b.
1600000 -
g 1400000 -
é 1200000 -
O 1000000 -
g 800000 -
& 600000 - =4=Seri 1
S 400000 -
2 200000 -
0 L} L} L}
2 4 6

Zaman (saat)

3.12. Denatiire Edici Ajanlarim Geobacillus kaustophilus

Sporlarinin Polistiren Yiizeye Tutunmasina Etkisi

Vejetatif hiicrelerde oldugu gibi spor yapilarmin tutunmasinda da yiizey
etkilesimleri 6nem tasimaktadir. SDS ve lizozim gibi denatiire edici ajanlarm yiizey
etkilesimlerini olumsuz yonde etkileyerek sporlarm cesitli ylizeylere tutunmasini
engelledigi/azalttigr diisiiniilmektedir. Bu amagla, 10° CFU/ml spor iceren

slispansiyonlarina farkli konsantrasyonlarda SDS veya lizozim ¢ozeltileri ile 37°C’da
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1 saat muamele edilmis ve inkiibasyon siirelerinin ardindan spor pelletleri daha dnce
belirtildigi gibi santrifiij yontemiyle toplanmistir. Toplanan bu sporlar kullanilarak
deney diizenekleri kurulmus ve sporlar 55°C“da 2 saat inkiibe edildikten sonra uygun
seyreltmelerin ardindan nutrient agar tizerinde koloni sayimlar1 gergeklestirilmistir.
Farkli lizozim konsantrasyonlarinin uygulandigi sporlarin nutrient agar iizerindeki
sayim sonuglar1 Tablo 3.18°de verilmistir. Bu sonuglara gore kontrol grubu ile
karsilastirildiginda lizozim ile muamele edilen sporlarin yiizeye tutunmasinda ~10
kat azalma gozlenmistir. Farkli SDS konsantrasyonlarinin spor tutunmasina etkisine
bakildiginda (Tablo 3.19) ise SDS konsantrasyonu arttik¢ca tutunmada azalma
meydana geldigi goriilmiistiir. %0,5’lik SDS konsantrasyonunda bu azalma ~20 kat ,

%1 ve %2 SDS konsantrasyonlarinda ise ~100 kat olarak gézlenmistir.

Tablo 3.18. Geobacillus kaustophilus sporlarmin polistiren yiizeye tutunmasina

lizozim uygulamasimin etkisi

a.
Lizozim 0.2 0.5 1
(%)
Hiicre Sayisi(CFU/ml)
Kontrol 1x10° 4x10° 3x10°
l. Sayim
Kontrol 8x10° 9x10° 1.1x10°
Il. Sayim
Kontrol Ortalama 9x10° 6.5x10° 7x10°
Lizozim Muamele 6x10" 1x10° 4x10*
l. Sayim
Lizozim Muamele 8x10" 6x10" 6x10"
1. Sayim
Lizozim Muamele 7x10* 8x10" 5x10"
Ortalama
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b.
1400000 -
T\E‘ 1200000 A
> 1000000 -
< 800000 -
[%2]
> 600000 -
Lé 400000 - e Seri 1
(@]
2 200000 -
0 ¢
TSB TSB+%0,2 TSB+%0,5 TSB+%
Lizozim Lizozim
Tablo 3.19. Geobacillus kaustophilus sporlarinin polistiren yilizeye tutunmasina SDS
uygulamasinin etkisi
a.
sDS
(%) 05 1 2
Hiicre Sayisi(CFU/ml)
Kontrol 1x10° 6x10° 4x10°
l. Sayim
Kontrol 7x10° 1.3x10° 5x10°
Il. Sayim
Kontrol Ortalama 8.5x10° 9.5x10° 4.5x10°
SDS Muamele 4 3 3
1. Sayim 1.4x10 5x10 3x10
SDS Muamele 4 3 3
1. Sayim 1.9x10 7x10 3x10
SDS Muamele 3.3x10" 6x10° 3x10°
Ortalama
b.
1600000 A
:.E‘ 1400000 A
=~ 1200000 A
S 1000000 -
@ 800000 A
>
&8 600000 A
& 400000 -
£ 200000 -
0 L} L} L} L} ‘ L}

TSB TSB

TSB

TSB+%0,5 SDS TSB+%1 SDS TSB+% 2SDS
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4. TARTISMA

Termofilik, spor olusturan bacilluslar pek ¢ok endiistriyel sistemin potansiyel
kontaminantlar1 olup olusturmus olduklar1 biyofilm yapilarindan dolayr pek cok
isletmede Onemli sorunlar meydana getirmektedirler. Hiicreler olusturmus olduklari
polisakkarit temelli bu biyofilm yapilar1 sayesinde ¢esitli ¢cevresel stres kosullarina,
dezenfeksiyon gibi islemlere karsi planktonik mikroorganizmalara gére daha direncli
hale gelmekte ve yiiksek sicaklik, osmotik basing, denatiire edici ajanlar gibi
yasamlar1  tehdit eden pek c¢ok maddenin varliinda yasamlarini

stirdiirebilmektedirler (Vu ve ark., 2009).

Mikroorganizmalarca olusturulan biyofilm yapilar1 incelendiginde farkh
mikroorganizmalarda, hatta ayn tiirlin farkli soylar1 arasinda bile farkliliklarin
oldugu gozlenmistir (Sutherland, 2001). Biyofilm olusumu i¢in mikroorganizmalarin
oncelikle bir ylizeye tutunmasi gerektiginden ve yiizey ile etkilesimde hiicre ¢eper
yapist biiylik 6nem tasidigindan biyofilm olusumunda gozlenen bu farkliliklarin
mikroorganizmalarin  hiicre ¢eper yapilarindaki farkliliktan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Termofilik mikroorganizmalarin yiikksek sicakliklarda yasamaya
uyum saglamasi ve bu uyumun bir sonucu olarak hiicre ¢eperlerinin mezofilik
mikroorganizmalara gore farkliliklar gostermesi termofilik mikroorganizmalarca

olusturulan biyofilm yapilarini1 daha da dikkat ¢ekici kilmaktadir.

Bu tez calismasi termofilik bir bakteri olan Geobacillus kaustophilus ‘un
vejetatif ve spor yapilarimin 96 kuyucuklu polistiren doku kiiltiir plateleri {izerinde
tutunmasina farkli besin konsantrasyonlarmin, farkli sicakliklarin ve hiicre duvar
yiizeyini denatiire edici ajanlarm etkisinin ¢alisilmasini kapsamaktadir. Daha 6nce
celik yapilar iizerinde yapilmis olan biyofilm calismalar1 son zamanlarda hem
sterilizasyon kolaylig1 saglamasi hem de daha kolay calijmaya imkan vermesi
nedeniyle polistiren yapili plateler iizerinde calisilmaktadir. Bu amagla bu tez
caligmasinda da polistiren yapil1 96 kuyucuklu doku kiiltiir plateleri tercih edilmistir.
Ayrica bu plateler hidrofobik yiizey 6zellikleri nedeniyle biyofilm olusumuna olumlu

yonde etki etmelerinden dolay1 da ¢aligmalarda tercih edilmektedir.
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Tez calismasinda ilk olarak biyofilm olusumu igin kullanilacak hiicre
slispansiyon yogunluguna karar verilmistir ve literatiirde biyofilm g¢aligmalarinda
genel olarak kullamlan 10° CFU/mI hiicre yogunlugu burada da esas alinmustir. Buna
gore bu hiicre yogunluguna karsilik gelecek optik densidite degeri (ODgoo) 0,1 olacak
sekilde hazirlanmig ve tutunma ylizeyi olarak kullanilan 96 kuyucuklu polistiren

doku kiiltiir platelerinin her bir kuyucugunda 20 pl olacak sekilde kullanilmistir.

Biyofilm olusumu, birbirini izleyen cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
stireglerin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Farkli mikroorganizmalarin
metabolik farkliliklarina bagl olarak biyofilm olusturabilmeleri i¢in gerekli siire ve
biyofilm olusturma yetenekleri farkliliklar gostermektedir. Elhariry ve arkadaslarinin
2008 yilinda Bacillus tiirleri (Bacillus subtilis ve Bacillus cereus) ile yaptigi
calismada, bu mezofilik bakterilerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda orta
dereceli biyofilm olusturduklar1 belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise Geobacillus
kaustophilus vejetatif hiicreleri 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168. saatlik siirelerde
inkiibe edilmis ve en iyi tutunma 144 ve 168. saatlarde gozlenirken 24 ve 48.

saatlerde biyofilm olusumu gézlenmemistir.

Biyofilm olusumunun mikroorganizmalarin metabolik olaylar1 ile dogrudan
iligkili oldugu ve bu nedenle mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalar1 i¢in gerekli
en uygun sicakligin en iyi biiyliyebildikleri sicaklik oldugu diisiiniilmektedir (Wang
ve ark., 2007). Bu amagla ¢alismamizda farkli sicakliklarin biyofilm olusumuna
etkisi incelenmis ve biyofilm olusumu i¢in en uygun sicakligin Geobacillus
kaustophilus™un en iyi biiyiiyebildigi sicaklik olan 55°C oldugu belirlenmistir. Ayrica
farkli inkiibasyon sicakliklarinda biyofilm olusumunda Onemli degisimler
gozlenmistir. 55°C’nin altindaki sicakliklarda biyofilm olusumu Onemli derecede
azalirken Geobacillus kaustophilus’ta biyofilm olusumunun yiiksek sicakliklarda
daha kararli oldugu tespit edilmistir. Geobacillus kaustophilus’un sicakliga bagli
olarak biiylime aralig1 37-74°C olmakla birlikte biyofilm olusumu 50°C’nin altinda
ve 70°C’nin istiinde godzlenmemistir. Bu sonucun hiicreler tarafindan yliksek
sicakliklarda iiretilen 1s1 soku proteinleri ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
50°C’nin altinda ve 70°C’nin {istiinde ise biyofilm olusumu gdzlenmemistir. Daha

yiiksek sicakliklarda biyofilm olusumunun inhibe olmasinin nedeninin tutunmada
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gorevli ylizey proteinlerinin denatiirasyonu ile ilgili oldugu, diisiik sicakliklarda
biyofilm olusumunun inhibisyonunun ise hiicre yiizey hidrofobisitesinin azalmasi ile

iligkili oldugu diistiniilmektedir ( Elhariry ve ark., 2008).

Besin miktarinin mikroorganizmalarda biyofilm olusumunda ¢ok Onemli
etkisinin oldugu bilinmektedir. Glukoz bir¢ok yiyecek ve igecek i¢inde bulunan
temel gida maddesi olup biyofilm olusum miktarinda artiy meydana getirdigi yapilan
calismalarla gosterilmistir. Elhariry ve arkadaslar1 Bacillus tiirleriyle yaptiklari
calismada tutunma ortamma eklenen glukozun biyofilm olusumunu olumlu yonde
etkiledigini ve biyofilm olusumu i¢in en uygun glukoz konsantrasyonunun farkli
suslarda degisim gosterdigini belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise glukozun
biyofilm olusumunu farkli inkiibasyon siirelerinde farkli sekilde etkiledigi
gozlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 168. saate kadar glukozun farkl
oranlarmin biyofilm olusumuna olumsuz etki ettigi tespit edilmistir. 168. saatlik
inkiibasyonda ise glukozun biyofilm olusumunu arttirdigi ve en iyi tutunmanin
%S5°1ik glukoz varhiginda gergeklestigi ancak glukoz konsantrasyonu %7 oldugunda
bu inkiibasyon siiresinde ~%350 oraninda bir inhibisyon goézlenmistir. Glukozun
biyofilm olusumunun ilk asamalarmi olumsuz etkilemesinin ortamin azalan su
aktivitesinden kaynaklandig1 diistiniiliirken ilerleyen asamalarindaki olumlu etkisi ise
glukozun biyofilm olusumunun sekonder kolonizasyon asamasinda rol almasi ile
iliskilendirilmektedir. Biyofilm olusumunda sekonder kolonizasyon basamagi EPS
varliginda gerceklestiginden ve EPS’nin polisakkarit agirlikli  polimerler
icerdiginden ortamdaki glukoz varhiginin biyofilm olusturma yetenegini bu evrede
arttirdigr  dastiniilmektedir  (Lim ve ark.,, 2003). Ayrica farkli glukoz
konsantrasyonlar1 ile hiicre biiylime miktar1 arasindaki iliskiyi belirleyebilmek
amactyla hiicreler TSB’ye farkli glukoz konsantrasyonlarmin eklenmesiyle
olusturulan ortamlarda 81 saat calkalamasiz olarak biiyiitiilmiistiir. Elde edilen
biiytime grafiklerinde TSB, TSB’ye %1 ve %S5 glukoz konsantrasyonlarinin
eklendigi ortamlarda hiicre bliylime miktarinda onemli bir degisim gdézlenmezken
hiicrelerin biyofilm olusturma miktarinda degisimlerin gdzlenmesi hiicrelerin
biiylime miktar1 ile biyofilm olusturma miktarinda dogrudan bir iligkinin olmadigmi
gostermektedir. %7 glukoz varliginda ise hem hiicre biiyiimesi hem de biyofilm

olusumu carpict bir bigimde azalmaktadir.
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NaCl hiicreler i¢in 6nemli olan diger bir besinsel ihtiya¢ olup NaCl’nin
bulunmadig1 ortamlarda bakteriyal bliylimenin gergeklesmedigi bilinmektedir. NaCl
bakteriyal biiylimenin yaninda biyofilm olusumu {izerinde de olumlu etki
yaratmaktadir ( Lim ve ark., 2003, Elhariry ve ark., 2008). Bu tez ¢alismasinda da
biyofilm olusum ortamina eklenen NaCl biyofilm olusumunda belirgin bir artisa
neden olmustur. En iyi tutunma %3 NaCl derisiminde meydana gelmis ancak %3
tizerindeki tuz konsantrasyonlari biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Elde edilen
sonuglara gore tuz varligi biyofilm olusumu igin gerekli siireyi de kisaltmistir. Buna
gore 96. saatin sonunda kontrol grubunda biyofilm olusumu gézlenmezken, %1 ve
%3 NaCl varliginda biyofilm olusumu gergeklesmistir. NaCl bu olumlu etkiyi
katyonik ylizeylerde baslangi¢ tutunmasina etki etme yoluyla gergeklestirmektedir.
Daha 6nce yapilan bir calismada NaCl’nin iyonlagmasi sonucu olusan CI” iyonlarinin
yiizey yapisinda bulunan Kkatyonlarla etkilesime gegerek biyofilm olusumunu
destekledigi belirtilmistir (Sutherland ve ark., 2001). Bununla birlikte %3’iin
tizerindeki tuz konsantrasyonunun biyofilm olusumundaki olumsuz etkisinin yiiksek
miktardaki tuzun hiicreler lizerinde yarattigi osmotik sok etkisinden kaynaklandigi
digiiniilmektedir. Lim ve arkadaslarma (2003) gore ortamdaki fazla tuz varligi
nedeniyle hiicrenin su aktivitesi azalmakta ve metabolik islevler aksamaya
ugramaktadir. Ayrica NaCl’nin biyofilm olusumu {izerindeki olumlu etkisinin hiicre
bliylimesinden bagimsiz olarak ger¢eklestigini belirleyebilmek amaciyla biiylime
ortamina farkli NaCl konsantrasyonlar1 eklenen hiicreler 81 saat calkalamasiz olarak
biiyiitiilmiistiir. Elde ettigimiz sonuclara %1 ve %3 NaCl konsantrasyonlarinin
eklendigi ortamlarda hiicre biliyiime miktarinda 6nemli bir degisim gdézlenmezken
hiicrelerin biyofilm olusturma miktarinda degisimlerin gbézlenmesi hiicrelerin
biiyiime miktari ile biyofilm olusturma miktarinda dogrudan bir iliskinin olmadigin1
gostermektedir. %5 NaCl varliginda ise osmotik basmncimn artisina baglh olarak hem

hiicre biiyiimesi hem de biyofilm olusumu gézlenmemistir.

Glukozun veya NaCl‘nin Geobacillus kaustophilus biyofilm olusturma
yetenegini arttirmasi iizerine bu iki besin maddesinin biyofilm olusumu {izerine ortak
etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda, en iyi biyofilm olusumunun %3 glukoz ve

%1.5 NaCl derisimine sahip olan deney ortaminda gergeklestigi, konsantrasyonlar
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arttirildiginda ise biyofilm olusumunun inhibe oldugu gézlenmistir. En iyi biyofilm
olusumunun  gerceklestigi %5  glukoz  konsantrasyonu ve %3  NaCl
konsantrasyonunun birarada kullanilmasmin biyofilm olusumunu inhibe etmesinin
ise yiiksek osmotik basing ve azalan su aktivitesi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.
Ayrica elde ettigimiz sonuglar Rode ve arkadaslarmin 2006 yilinda farkli glukoz ve
tuz konsantrasyonlarmi birarada kullanarak yaptigi biyofilm ¢aligmalar1 ile uyum
gostermektedir. Bu c¢alismada Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis’in farkli suslarinin farkli glukoz ve tuz konsantrasyonlarindan olumlu

etkilendigi gosterilmistir.

Biyofilm yapismnin en Onemli bilesenlerinin biyofilm yapisma katilan
hiicrelerin sentezlemis oldugu polimerler oldugu bilinmektedir. Polimer sentezi
ancak canli hiicreler tarafindan gergeklestirildiginden biyofilm olusumunda hiicre
canliligi son derece onemlidir. Bu amacgla bu tez ¢alismasinda hiicre canliliginin
biyofilm olusumu ve tutunma iizerine etkisini gdézlemlemek amaciyla canlilar
iizerinde olumsuz etkiler yarattig1 bilinen 1s1 soku ve UV uygulamalar1 kullanilmistir.
Hiicrelerin 100°C’da 20 dk 1s1 sokuna maruz birakilmasmin ardmdan tutunma
gerceklestirmedigi  goézlenmistir. Bu  durum  cansiz  hiicrelerin  tutunma
gerceklestiremedigi  sonucunu ortaya koymaktadir. Hiicrelerin - doniisiimsiiz
tutunmasinda gerekli olan EPS, cansiz hiicrelerde sentezlenememektedir ve cansiz
hiicreler hidrostatik etkilesimler yoluyla yiizeylere doniisiimlii olarak tutunsa bile
devaminda doniisiimsiiz tutunma gercgeklestiremediklerinden tutunma ortamindan
kolaylikla uzaklastirilabilmektedirler. Ayrica cansiz hiicreler quorum sensing
mekanizmas1 i¢in gerekli feromonlar1 {iretemediklerinden biyofilm olusumunu
gerceklestirememektedirler. Ayni sekilde, UV ile 15 dk muamele edilen hiicrelerde
de tutunmanin gergeklesmedigi gézlenmistir. Bu durum 1s1 soku uygulamasiyla
paralellik gosterecek sekilde hiicrenin polisakkarit, yiizey proteinleri ve feromon

sentezleyememesi ile yakindan iligkilidir.

Biyofilm olusumunda hiicre ylizey polisakkaritleri ve proteinleri biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Hiicre yiizeylerinde meydana getirilecek degisiklikler hiicrelerin
ylizeylere tutunmasinda 6nemli degisimlere neden olabilmektedir. Bu nedenle bu tez

calismasinda hiicre yiizey polisakkaritlerine etki ettigi bilinen 1izozim ve hiicre yiizey
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proteinlerine etki ettigi bilinen SDS gibi ajanlarin Geobacillus kaustophilus’un
polistiren yiizeye tutunmasimdaki etkisi arastirilmigtir. Lizozim ile muamele edilen
hiicrelerde biyofilm olusumu gézlenmemistir. Lizozim hiicre duvarindaki N-asetil
muramik asit ile N-asetil glukozamin arasindaki B-1,4 glikozitik baglarin1 yikarak
peptidoglikan  sentezini inhibe etmektedir. Gram(+) mikroorganizmalarda
peptidoglikan tabakasi bulunmaktadir bu yapidaki polisakkaritler tutunma yiizeyi ile
etkilesimde onemli bir rol oynamaktadir Yaptigimiz calismalarda kullanilan tiim
lizozim konsantrasyonlari, kalin peptidoglikan tabakasina sahip Gram(+) bir bakteri
olan Geobacillus kaustophilus’ta biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Ayrica
lizozimin biyofilm olusumundaki olumsuz etkisinin hiicre yiizeyini cevreleyen
polisakkaritler arasindaki baglar1 kirma yoluyla ve hiicre biiylimesinden bagimsiz
olarak gergeklestirdigini belirlemek amaciyla G. kaustophilusun biiyiime ortamina
biyofilm olusumunu engelleyen en diisiik lizozim konsantrasyonu (TSB+%0.02)
ilave edilerek 81 saat calkalamasiz olarak biiyiitlilmiistiir. Elde ettigimiz biiylime
egrisi grafiklerine gore biyofilm olusumunun goézlenmedigi bu konsantrasyonda
kontrole yakin oranda hiicre biliylimesinin ger¢eklesmesi, biiyiime miktar1 ile

biyofilm olusturma miktar1 arasinda dogrudan bir iliskinin olmadigimni géstermistir.

Bir diger hiicre duvarini tahrip edici ajan olan SDS de lizozime benzer sekilde
biyofilm olusumda azalmalar meydana getirmistir. Lizozimin etkisiyle
karsilastirildiginda, SDS’nin tutunma {izerindeki inhibisyon etkisinin daha az oldugu
belirlenmistir. SDS, lizozimin tersine hiicre ylizey polisakkaritleri tizerinde etki
gostermezken hiicre ylizey proteinlerinin denatiirasyonuyla iligkilidir ve SDS
uygulamasiyla birlikte biyofilm olusumunda azalmanin meydana gelmesi hiicre
yiizey proteinlerinin biyofilm olusumunda roliiniin oldugunu gostermektedir. Ayrica
hiicreler SDS varliginda ve SDS’den yoksun ortamda biiyiime miktar1 arasindaki
iliskiyi belirleyebilmek amaciyla TSB ve TSB’ya farkli SDS konsantrasyonlarinin
ilave edilmesiyle hazirlanan ortamlarda 81 saat calkalamasiz olarak biiyiitiilmiistiir.
Biiyiime grafiklerinden elde edilen sonuglarda SDS ilave edilen ortamlardaki hiicre
biiyiime miktarinda kontrole goére onemli bir degisim gozlenmezken hiicrelerin
biyofilm olusum miktarlarinda 6nemli degigimlerin gozlenmesi hiicrelerin biiyiime
miktar1 ile biyofilm olusturma miktarinda dogrudan bir iligkinin olmadigini
gostermektedir. Bununla birlikte lizozim uygulamasmm biyofilm olusumunu

tizerindeki inhibisyon etkisinin SDS uygulamasi ile karsilastirildiginda daha giiglii
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olmasi, hiicre ylizey polisakkaritlerinin tutunmadaki etkisinin hiicre yiizey

proteinlerine oranla daha fazla oldugu sonucunu gostermektedir.

Vejetatif hiicrelerin yaninda spor yapilart da cesitli ylizeylere tutunma
gostermektedirler. Vejetatif yapilarin aksine sporlarm yiizeylere tutunmasinda spor
kilif proteinlerinin rolii biiyiiktiir (Parkar ve ark., 2001). Kilif proteinleri spor
yapilarina hidrofobisite 0Ozelligi kazandirmaktadir ve bdylece sporlar hidrofobik
yiizeylere vejetatif hiicrelere gore daha gilighii tutunma gergeklestirebilmektedirler
(Elhariry ve ark., 2008). Bu tez ¢alismasinda Geobacillus kaustophilus sporlarinin 24
kuyucuklu plateler iizerinde tutunma miktar1 ¢alisilmig ve vejetatif hiicreler ile
karsilastirildiginda spor yapilarinin daha fazla tutunma gosterdigi bulunmustur.
Geobacillus kaustophilus vejetatif hiicreleri 24 saat sonunda 9x10°> CFU/ml hiicre
yogunluguna ulasirken spor yapilar1 ayni yogunluga 6 saatte ulagsmiglardir. Bu durum
kilif yapisinin varligindan dolay: hidrofobik bir yiizey 6zelligine sahip olan sporlarin
hidrofobik yiizeyler ile vejetatif hiicrelere gore daha giigli iliski kurabildigini

gostermektedir.

Spor yapilar1 da vejetatif hiicreler gibi ylizey denatiire edici ajanlar ile
muameleden etkilenmektedirler. Ancak vejetatif hiicreler ile spor yapilarmin
yiizeyleri farkliliklar gostermektedir. Vejetatif hiicrelerde hiicre duvarmnin yapisi
polisakkarit agirlikli olmakla birlikte spor yapilarinin dis ylizeyleri protein bir kilif
ile ortiliidiir. Ayrica Geobacillus spor yapilarinin kilif yapisinin tizerinde ekzospor
yapilarina sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda da SDS ve lizozimin
Geobacillus kaustophilus spor yapilarmin tutunmasina olan etkisinin arastirilmasi
sonucu hem lizozim hem de SDS uygulamasinin sporlarin tutunmasinda azalma
meydana getirdigi; ancak bu azalmanm SDS ile muamele sonucu daha fazla oldugu
gozlenmistir. Yiiksek SDS derisimleri spor yiizey protein yapilarinda defektlere
neden olmakta ve spor yapilarinin hidrofobisitesinde meydana gelen azalmadan
dolay1 tutunma miktarinda dnemli azalmaya neden oldugu disiinilmektedir (Parkar

ve ark., 2001).
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. SONUCLAR

Geobacillus kaustophilus polistiren yiizey tizerinde biyofilm olusturmus ve en iyi

tutunmay1 168. saatte (7. giin) gerceklestirmistir.

Geobacillus kaustophilus biyofilm olusumu i¢in optimum sicaklik derecesinin

55°C oldugu tespit edilmistir.

Geobacillus kaustophilus‘un en iyi biyofilm olusturdugu glukoz konsantrasyonu
%5, en tuz konsantrasyonu ise %3 olarak belirlenmistir. Glukoz ve NaCl’nin
birlikte en etkin oldugu konsantrasyonlar ise sirasiyla %3 ve %]1.5tur. %5 glukoz

ve %3 NaCl oraninda ise biyofilm olusumu inhibe olmustur.

Is1 soku ve UV uygulanan Geobacillus kaustophilus hiicrelerinde tutunma

gbzlenmemistir.

Hiicre yiizey polisakkaritlerine etki ettigi bilinen lizozim ile muamele sonucu
biyofilm olusumu goézlenmezken hiicre yiizey proteinlerine etki ettigi bilinen

SDS ile muamele sonucunda biyofilm olusumunda azalma gézlenmistir.
. Vejetatif hiicrelerle karsilastirildiginda Geobacillus kaustophilus spor yapilari

polistiren yiizeylere daha gii¢lii tutunma gostermistir.

Spor yapilar1 lizozim muamelesine direng gosterirken SDS muamelesi sonucu

polistiren yiizeye tutunmada 6nemli azalmalar meydana gelmistir.
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