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Cevresel Kosullarin Termofilik Geobacillus kaustophilus’da Biyofilm Olusumu Uzerinde Etkisi
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OZET:

Bacilluslar farkli ¢evrelerde yaygin olarak bulunan ve spor olusturan mikroorganizmalardir. Bu
mikroorganizmalarin gida endiistrisi, 1sitma ve aritma sistemleri gibi pek c¢ok alanda Onemli
kontaminant olduklart ve bu sistemler i¢inde biyofilm tabakalar1 olugturduklari bilinmektedir. Bu
bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu hem gida sektoriinde 6nemli indikatorler olmalari, hem de pek ¢ok
endiistriyel sistemde enerji kaybina sebep olduklarindan dolay: olusturduklar1 biyofilm yapilariyla
miicadele son derece 6nem tasimaktadir. Bu caligmada termofilik bir mikroorganizma olan
Geobacillus kaustophilus’un polistiren yiizey ftizerinde biyofilm olusumuna g¢esitli cevresel
faktorlerin etkisi arastirilmistir. Bu bakteri polistiren ylizey {lizerinde biyofilm olusturarak en iyi
tutunmayr 168. saatte gerceklestirmistir. Optimum biyofilm olusumu ig¢in gerekli sicaklik
maksimum biiyiimenin gerceklestigi 55 °C olarak tespit edilmistir. En yiiksek biyofilm olusumu
%5 glikoz ve %3 NaCl’in ayr1 ayri varliginda gozlenirken, seker ve tuzun birlikte en etkili
konsantrasyonlari sirasiyla %3 ve %1.5 olarak belirlenmistir. %5 glukoz ve %3 NaCl oraninda ise
biyofilm olusumu inhibe olmustur. Is1 soku ve UV uygulanan hiicrelerde ise tutunma
gozlenmemistir. SDS ve lizozim gibi hiicre duvarini denatiire edici ajanlarin varlifi vejetatif
hiicrelerde biyofilm olusumunu azaltmis/engellerken lizozim muamelesinin SDS’e oranla biyofilm
olusumunda daha etkili oldugu saptanmustir.

Effect of Environmental Conditions on Biofilm Formation in Thermophilic Geobacillus kaustophilus
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ABSTRACT:

Bacillus are spore-forming microorganisms that are broadly found in many environments. It is
known that these microorganisms are important contaminants of many systems such as the food
industry, heating systems, treatment systems and they form biofilm layers in these areas. Since
most of these bacteria are important indicators in the food industry and cause energy loss in many
industrial systems, it is extremely important to combat the biofilm structures they form. In this
study, the effect of various environmental factors on the biofilm formation of Geobacillus
kaustophilus (Gk) a thermophilic microorganism, on the polystyrene surface was investigated. Gk
formed a biofilm on the polystyrene surface and the best adhesion was obtained at 168 hours. The
temperature required for optimum biofilm formation was determined as 55 °C, where optimum
growth occurred. While the highest biofilm formation was observed in the presence of 5% glucose
and 3% NaCl separately, the most effective concentrations of sugar and salt together were
determined as 3% and 1,5%, respectively. Biofilm formation was inhibited in the combination of
5% glucose and 3% NaCl. Presence of cell wall denaturing agents such as SDS and lysozyme
reduced/prevented biofilm formation in vegetative cells and lysozyme treatment was found to be
more effective than SDS in biofilm formation.
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GIRIS

Biyofilmler biyotik ve abiyotik yiizeylere yapisarak kendi tirettikleri polimerik yapida jelimsi bir
matriks i¢inde yasayan ve yiliksek oranda fonksiyonlasmis mikroorganizmalarin olusturdugu
mikrobiyal komiinitelerdir (Satpathy ve ark., 2016; Sauer ve ark., 2022). Biyofilm tabakasinin
olusumundaki ilk basamak mikroorganizmanin yiizeye tutunmasidir (Garrettve ark., 2008). Yiizeye
doniisiimsiliz tutunmada mikrobiyal biyofilmlerin temel yapisal organik bileseni olan EPS (hiicre dis1
polisakkarit) olduk¢a 6nemlidir. EPS’nin miktar1 ve icerigi farkli mikroorganizmalarda, farkli gevre
kosullarinda hatta biyofilm olugsumunun evrelerinde bile farkliliklar gostermektedir. EPS’nin kimyasal
kompozisyonunu etkileyen en énemli faktor bakterinin tutunma yiizeyinin dogasidir. Ornegin, iironik
asit gibi polianyonik polisakkaritlerin varligi, bu grup canlilardaki EPS’nin anyonik &zelligini
arttirarak kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 gibi divalent katyonlarla etkilesim saglamay1 ve bdylece
katyonik yiizeylerde biyofilm yapilarinda baglanma giiclinii arttirmay1 saglamaktadir (Maunders ve
Welch, 2017). Asidik polisakkaritlerin yaninda proteinler, niikleik asitler ve lipitler de katyonik
yiizeylere tutunmada 6nem teskil etmektedir. Bakterinin tutundugu yiizeyin iyon yiikiiniin yaninda
mikroorganizmanin tipinin, biyofilmin olustugu g¢evredeki nitrojen, oksijen, besin miktari, pH ve
sicaklik gibi c¢evresel kosullarin ve biyofilm evresinin de EPS’nin miktar ve igerigini etkiledigi
bilinmektedir. Bu durum biyofilm yapilarinin degisken ve dinamik olduklarina kanit olusturmaktadir
(Muhammad ve ark., 2020).

EPS iireten mikroorganizmalar; bir¢ok su temasl yiizey, insan dokusuna yerlestirilen medikal
arag-gereg, ekipman ve protez lizerinde biyofilm olusturmakta ve dezenfektanlarin hedef patojenlere
ulasmasini gii¢lestirmektedir (Maunders ve Welch, 2017; Muhammad ve ark., 2020). Bunun yani1 sira
olusturulan bu biyofilmlerden kopan parcalar viicudun diger bolgelerine yayilmada rol
oynayabilmektedir. Biyofilmler konak¢i immiin sisteme karsi direnci de saglamaktadirlar. Biitiin
mikrobiyal kaynakli enfeksiyonlarin %60’indan fazlasinin biyofilm kaynakli olmast dikkat
cekmektedir (Donlan, 2002). Insanlarda mikrobiyal enfeksiyonlarin yami sira biyofilmler; birgok
endiistriyel liretimde {iriin kontaminasyonuna ve bozulmasina, ekipman hasari ve iiretimde diisiislere,
artan enerji giderlerinden dolayr maddi kayiplara yol agmaktadirlar (Carrascosa ve ark., 2021; Satpathy
ve ark., 2016).

Termofilik, spor olusturan Bacillus tiirleri pek c¢ok endiistriyel sistemin potansiyel
kontaminantlart olup, olusturmus olduklar1 biyofilm yapilarindan dolay1 pek ¢ok isletmede Snemli
sorunlar meydana getirmektedir (Kumar ve ark., 2021). Hiicreler olusturmus olduklar1 polisakkarit
temelli bu biyofilm yapilar1 sayesinde gesitli gevresel stres kosullarina, dezenfeksiyon gibi islemlere
kars1 planktonik mikroorganizmalara gore daha direngli hale gelmekte ve yiiksek sicaklik, osmotik
basing, denatiire edici ajanlar gibi yasamlarini tehdit eden pek ¢ok maddenin varliginda yasamlarini
siirdiirebilmektedirler (Vu ve ark., 2009).

Biyofilm olusumu sicaklik, pH, glikoz ve su aktivitesi gibi cesitli ¢evresel kosullardan
etkilenmektedir (Bezek ve ark., 2019; Moraes ve ark., 2018). Mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan biyofilm yapilari incelendiginde farkli mikroorganizmalarda, hatta ayni tiiriin farkli soylar1
arasinda bile farkliliklarin oldugu goézlemlenmistir (Lopez ve ark., 2010). Biyofilm olusumu i¢in
mikroorganizmalarin Oncelikle bir ylizeye tutunmasi gerektiginden ve yiizey ile etkilesimde hiicre
ceper yapist biiyiik O6nem tasidigindan biyofilm olusumunda goézlenen bu farkliliklarin
mikroorganizmalarin hiicre ¢eper yapilarindaki farkliliktan kaynaklandigr diisiiniilmektedir (Satpathy
ve ark., 2016). Termofilik mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda yasamaya uyum saglamasi ve bu
uyumun bir sonucu olarak hiicre c¢eperlerinin mezofilik mikroorganizmalara gore farkliliklar
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gostermesi termofilik mikroorganizmalarca olusturulan biyofilm yapilarini ¢ok daha dikkat ¢ekici hale
getirmistir.

Termofilik Bacillus tiirleri gida {iretim tesislerinden su dagitim sebekelerine ve 1sitma
sistemlerine kadar pek cok ortamda yasamini siirdiirebilen ve olusturduklart biyofilm yapilar
sayesinde dezenfektan, antimikrobiyal maddeler, sicaklik, pH gibi varliklarim1 tehdit eden pek g¢ok
kosul ile basa ¢ikabilen mikroorganizmalardir (Wang ve ark, 2021). Gerek gida tiretim sistemleri ve su
aritim sistemlerine karigsarak insan sagligini tehdit etmeleri, gerekse 1sitma sistemlerinde oldugu gibi
enerji kaybina neden olmalar1 bu biyolojik yapilarla miicadeleyi gerektirmektedir. Termofilik Bacillus
tiirlerinin, olusturduklart biyofilm yapilar1 sayesinde dezenfeksiyon islemlerine karsi direngli hale
gelmeleri bu yapilarla miicadeleyi daha da gerekli kilmaktadir. Literatirde bu ekstremofil
organizmanin biyofilm olusturma 6zelligi ve karakterizasyonu ile ilgili ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
amagla, biyofilm olusumunu etkileyen cesitli ¢evresel faktorlerin biyofilm olusumu iizerindeki
rollerinin anlagilmas1 Geobacillus kaustophilus (Gk) biyofilm yapilarinin kontroliine dair yarar
saglayacaktir.

MATERYAL VE METOT

Geobacillus kaustophilus DSM 72637, Ohio State Universitesi'ndeki Bacillus Genetic Stock
Center'dan temin edilmistir. Belirtilmedigi siirece tiim kimyasallar ve tamponlar Merck (Darmstadt,
Almanya) ve Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir.

Biyofilm Olusumunun Derecelendirilmesi

Spektrofotometrik dlgiimler sonucunda biyofilm olusumu ve biyofilm olusum derecesi Bose ve
ark. (2009) calismasi referans alinarak belirlenmistir (Bose ve ark., 2009). Buna gére 570 nm’de
yapilan absorbans 6l¢limleri sonucunda 0.12’nin altinda deger alinan kuyucuklar, tutunmanin olmadig:
kuyucuklar (-), 0.12-0.24 arasinda degere sahip olan kuyucuklar orta dereceli biyofilm olusumunun
(), 0.24’nin iizerinde degere sahip olan kuyucuklar ise gii¢lii biyofilm olusumunun goriildigi
kuyucuklar olarak kabul edilmistir (++).

Vejetatif Hiicrelerde Biyofilm Olusumuna Hiicre Miktarinin Etkisi

Hiicrelerin biyofilm olusturma yetenegi, hiicrelerin 96 kuyucuklu polistiren (diiz tabanli) doku
kiiltiir plakalarina tutunma miktar1 belirlenerek Slgtilmiistiir. Kullanilan metot daha dnce rapor edilen
iki ¢aligmanin kismi modifikasyonudur (Wang ve ark., 2007; Elhariry, 2008). Gk hiicreleri TSB
(Tryptic Soy Broth) besiyerinde 55 °C’de 100 rpm‘de gece boyunca inkiibe edilmis ve daha sonra taze
TSB besiyerine 1/10 oraninda inokiile edilmistir. Hiicre sayis1 106 CFU/mL (OD600 0.1) olana kadar
biiyiitiilen hiicreler +4 °C’de 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek toplanmis ve 3 kez PBS (Phosphate-
Buffered Saline, pH 7.2) ile yikanmistir. Optimum biyofilm olusturma kosullari 96 kuyucuklu
polistiren mikrolitre plakalarinda toplam hacim 250 pL olacak sekilde farkli yogunluktaki hiicreler ile
inokiile edilerek belirlenmistir. Her bir deney diizenegi 55 °C’de farkli zaman araliklarinda (24-168
saat) inkiibe edilmistir.

Biyofilm olusturan hiicreler kristal violet boyama metodu kullanilarak belirlenmistir (Wang ve
ark., 2007). Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin igerigi pipet yardimiyla dikkatlice bosaltilmis ve
kuyucuklar tutunmamais hiicrelerden ve besiyeri kalintilarindan uzaklastirilmak amaciyla 300 uL PBS
(pH 7.2) ile ii¢ kez yikanmistir. Kuyularin tabanlarinda kalan tutunmus bakterileri sabitlemek amaciyla
her bir kuyucuk 250 pL 9%99.5 metanol ile 15 dk muamele edilmistir. Kurutma isleminin ardindan her
bir kuyucukta tutunan bakteriler 5 dk boyunca 250 pL %1 °lik kristal violet ile boyanmis ve fazla boya
uzaklastirildiktan sonra mikro-plate su ile yikanmistir. Kuyucuklar tekrar kurutulduktan sonra %33’ liik
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asetik asit yardimiyla igeriginin ¢oziilmesi saglanmis ve her bir kuyucuktaki biyofilm olusumu
spektrofotometrik olarak 570 nm’deki absorbans 6l¢timleri ile belirlenmistir.

Glukozun ve NaCl’nin Biyofilm Olusumuna EtKkisi

Yukarida belirtilen sartlarda, farkli glukoz ve NaCl konsantrasyonlart (%1, %3, %5 ve %7)
iceren TSB besiyeri kullanilarak hazirlanan deney diizenekleri 55 °C’de 96, 120, 144 ve 168 saat
inkiibe edilmis ve hiicrelerin tutunma miktarlar1 kristal violet boyama metodu kullanilarak
belirlenmistir.

Denatiire Edici Ajanlarin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda lizozim (%0.02, %0.05, %0.1, %0.2, %0.5 ve % 1) ve SDS (%0.1,
%0.2, 9%0.3, %0.4, %0.5, %1 ve %2) ilave edilen hiicre slispansiyonu, 55 °C‘de 1 saat inkiibe edilmis
ve ardindan hiicreler 4000 rpm‘de 20 dk santrifiij edilerek toplanmistir. Elde edilen hiicre pelleti 1 ml
TSB icinde ¢oziildiikten sonra 230 ul TSB igeren her bir kuyucuga 20 pl olacak sekilde dagitilmistir.
55 °Cde 72, 96, 120, 144 ve 168‘er saat inkiibasyonun ardindan biyofilm olusumu daha 6nce belirtilen
sartlarda hazirlanarak 570 nm’de spektrofotometrik olarak Olclilmiistiir. Ayrica hiicrelerin farkl
lizozim ve SDS konsantrasyonlar1 varliginda ve ¢alkalamasiz ortamda 81 saatlik biiylime egrileri daha
once belirtildigi sekilde olusturulmustur. 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, %4glukoz-
%2 NaCl ve %5 glukoz-%3 NaCl konsantrasyonlardaki karisimlari igeren besiyerleri kullanilarak
hazirlanan deney diizenekleri 55 °C’da 96, 120, 144 ve 168 saat inkiibe edilmis ve hiicrelerin tutunma
miktarlari kristal violet boyama metodu kullanilarak belirlenmistir.

Istatistiksel Analizler

Biitlin ¢aligmalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir. Verilerdeki degiskenligi
hizli bir sekilde gorebilmek i¢in tiim calisma sonuglarinin tanimlayict analizleri SPSS 18.0 paket
programi kullanilarak yapilmistir. Test edilen islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in
veriler ANOVA testine tabi tutulmustur. Istatistiki dnem goriilen islemler belirlendiginde ortalama
veriler arasindaki farkliliklar P < 0.05 seviyesinde LSD coklu karsilastirma testine tabi tutulmustur

BULGULAR VE TARTISMA

Gk biyofilm olusumuna gevresel faktorlerin etkisinin arastirilabilmesi igin ilk olarak biyofilm
olusumunda kullanilacak hiicre siispansiyon yogunlugu belirlenmistir. Literatiirde biyofilm
calismalarinda genel olarak kullanilan 10° CFU/mL hiicre yogunlugu esas almmustir (Harrison ve ark.,
2005; Richter ve ark., 2023). Buna gore, bu hiicre yogunluguna karsilik gelecek optik densidite degeri
(ODeoo) 0.1 olacak sekilde hazirlanmis ve 55 °C’de 96 kuyucuklu polistiren doku kiiltiir platelerinde
her bir kuyucuk i¢in hiicre siispansiyonu 20 pL olarak belirlenmistir. Bu kosullarda, hiicrelerin
tutunma dereceleri istatistiksel (Cizelge S1) olarak belirlenmis ve derecelendirilmistir (Cizelge S2).
Buna gore en iyi tutunma stiresi 144 ve 168. saatler olarak gézlemlenmistir (Sekil 1).

Kristal violet boyama yontemi ile gosterilen biyofilm olusumunu desteklemek amaciyla
kuyucuklara tutunan hiicrelerin koloni sayimlar1 gerceklestirilmistir. Biyofilm olusturan hiicreler
kuyucuklardan toplanip 10°-10*2 oranlarinda seyreltilmis ve nutrient agar iizerinde koloni sayimlar
gerceklestirilmistir. 24 saat araliklarla yapilan hiicre koloni sayimlar1 arasinda en az 10 kat artis
gozlenmis ve en yliksek koloni sayisina en iyi biyofilm olusumunun gézlendigi 168 saat inkiibasyon
stiresi sonunda ulasilmistir.
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Sekil 1. Inkiibasyon siiresi ve hiicre miktarina bagl olarak biyofilm olusumu
168. saat sonunda 96 kuyucuklu doku kiiltiir platelerinin bir kuyucugunda vejetatif hiicreler
tarafindan olusturulan biyofilm yapilari mikroskop ile goriintiilenmistir (Sekil 2).
a b

Sekil 2. 168 saatlik inkiibasyonun ardindan olusan biyofilm yapisinin 4x (a) vel0x (b) objektif biiyiitme ile mikroskopta
gorintiilenmesi
Cevresel Faktorlerin Gk Biyofilm Olusumuna EtKisi
Biyofilm olusumunun mikroorganizmalarin metabolik olaylari ile dogrudan iliskisi oldugu ve bu
nedenle mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalar1 i¢in gerekli en uygun sicakligin en iyi biiylime
sicakligi oldugu bilinmektedir. (Wang ve ark., 2007). Bu nedenle hiicreler farkli sicakliklarda en iyi
tutunmanin gozlemlendigi 144. ve 168. saatlerde inkiibe edilmis ve en iyi biyofilm olusumunun Gk’ nin
optimum biiylime sicakligi olan, 55°C oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, 55°C’nin altindaki
sicakliklarda biyofilm olusumu Onemli derecede azalirken Gk biyofilm olusumunun yiiksek
sicakliklarda daha kararli oldugu tespit edilmistir (Sekil 3).

A8

1,2 4 L H 144 saat

M 168. saat

Tutunma Miktari (570 nm)

45 50 55 60 65 70
Sicakhk (‘C)

Sekil 3. Sicakliga bagli olarak biyofilm olusumu
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Gk’nin sicakliga bagh olarak biiyiime araligi 37-74 °C olmakla birlikte biyofilm olusumu 50
°C’nin altinda ve 70 °C’nin Ustlinde gozlenmemistir. Yiiksek sicakliklarda biyofilm olusumunun
inhibe olmasiin nedeninin tutunmada gorevli yiizey proteinlerinin denatiirasyonu ile ilgili oldugu,
diisiik sicakliklarda biyofilm olusumunun inhibisyonunun ise hiicre yiizey hidrofobisitesinin azalmasi
ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Elhariry, 2008).

Besin miktarinin mikroorganizmalarda biyofilm olusumundaki etkisinin ¢ok 6nemli oldugu
bilinmektedir (Salgar-Chaparro ve ark., 2020). Glukoz bir¢ok yiyecek ve i¢ecek i¢inde bulunan temel
gida maddesi olup biyofilm olusum miktarinda artis meydana getirdigi yapilan c¢aligmalarla
gosterilmistir. Elhariry (2008) Bacillus tiirleriyle yaptiklar1 ¢alismada tutunma ortamina eklenen
glukozun biyofilm olusumunu olumlu yonde etkiledigini ve biyofilm olusumu i¢in en uygun glukoz
konsantrasyonunun farkli suslarda degisim gosterdigini belirtmislerdir (Elhariry, 2008). Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda %1 ile %5 arasinda glukoz iceren gruplarda artan glukoz konsantrasyonuna
bagli olarak 168. saatte biyofilm olusumunda artis gozlenirken %7 glukoz varligmnin biyofilm
olusumunu %50 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir (Sekil 4a).

2,5 4
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74

96, saat %

=
=]

._.
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H120.
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jiﬂ
) P e e
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Sekil 4. Glukozun biyofilm olugumuna (a) ve Gk hiicre biiyiimesine (b) etkisi

Glukozun biyofilm olusumunun ilk asamalarini olumsuz etkilemesinin ortamin azalan su
aktivitesinden kaynaklandig1 distniiliirken ilerleyen asamalarindaki olumlu etkisi ise glukozun
biyofilm olusumunun sekonder kolonizasyon asamasinda rol almasi ile iliskilendirilmektedir (Waldrop
ve ark., 2014). Biyofilm olusumunda sekonder kolonizasyon basamagi EPS varliginda
gerceklestiginden ve EPS’nin polisakkarit agirlikli polimerler icerdiginden ortamdaki glukoz varliginin
biyofilm olusturma yetenegini bu evrede arttirdigi diistiniilmektedir (Lim ve ark., 2004). Ayrica
glukozun biyofilm olusumuna olumlu etkisinin hiicre yogunlugundan bagimsiz olarak gergeklestigini
dogrulamak amaciyla Gk farkli konsantrasyonlarda glukoz igeren biiylime ortaminda (Tryptic Soy
Broth) calkalamasiz olarak 81 saat biiyiitiilmiistiir. %1 ve %5 glukoz iceren TSB ortamlarindaki hiicre
biiylimesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli bir degisim gozlenmemesi hiicrelerin biiylime
miktar1 ile biyofilm olusturma miktar1 arasinda dogrudan bir iligkinin olmadigin1 gostermektedir. %7
glukoz varliginda ise osmotik basincin artisina bagli olarak hem hiicre biiylimesinde hem de biyofilm
olusumunda garpici bir bi¢imde azalma gozlenmistir (Sekil 4b).

NaCl hiicreler i¢in 6nemli olan diger bir besinsel ihtiya¢ olup bulunmadigi ortamlarda bakteriyel
biiyiimenin gerceklesmedigi bilinmektedir. NaCl bakteriyel biiyiimenin yaninda biyofilm olusumu
tizerinde de olumlu etki yaratmaktadir (Lim ve ark., 2004; Elhariry, 2008). Bu calismada da biyofilm
olusum ortamina eklenen NaCl biyofilm olusumunda belirgin bir artisa neden olmustur (Sekil 5a).
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Sekil 5. NaCl’nin biyofilm olusumuna (a) ve Gk hiicre biiylimesine (b) etkisi

En iyi tutunma %3 NaCl varliginda meydana gelmis ancak %3 lizerindeki tuz konsantrasyonlari
biyofilm olusumunu inhibe etmistir. Elde edilen sonucglara gore tuz varligi biyofilm olusumu igin
gerekli siireyi de kisaltmistir. Buna gore 96. saatin sonunda kontrol grubunda biyofilm olusumu
gozlenmezken, %1 ve %3 NaCl varliginda biyofilm olusumu gozlemlenmistir. NaCl bu olumlu etkiyi
katyonik yiizeylerde baslangi¢ tutunmasina etki etme yoluyla gerceklestirmektedir. Daha 6nce yapilan
bir c¢alismada NaCl’nin iyonlagmasi sonucu olusan CI™ iyonlarinin yilizey yapisinda bulunan
katyonlarla etkilesime gecerek biyofilm olusumunu destekledigi belirtilmistir (Xu ve ark., 2010; Pan
ve ark., 2010; lliadis ve ark., 2018). Bununla beraber %3’lin {izerindeki tuz konsantrasyonunun
biyofilm olusumundaki olumsuz etkisi yiiksek miktardaki tuzun hiicreler iizerinde yarattigi osmotik
sok etkisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Lim ve ark. (2004) gore ortamdaki fazla tuz varlig
nedeniyle hiicrenin su aktivitesi azalmakta ve metabolik islevler aksamaktadir (Lim ve ark., 2004).
Ayrica NaCl’nin biyofilm olusumu iizerindeki olumlu etkisinin hiicre biiyiimesinden bagimsiz olarak
gerceklestigini belirleyebilmek amaciyla biliylime ortamina farkli NaCl konsantrasyonlar1 eklenen
hiicreler ¢alkalamasiz olarak 55 °C’de 81 saat biiyiitiilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore %1 ve %3
NaCl konsantrasyonlarmin eklendigi ortamlarda hiicre biiyiime miktarinda onemli bir degisim
gozlenmezken hiicrelerin biyofilm olusturma miktarinda degisimlerin gbzlenmesi hiicrelerin biiylime
miktar1 ile biyofilm olusturma miktarinda dogrudan bir iligkinin olmadigin1 gostermektedir. %5 NaCl
varliginda ise osmotik basincin artigina bagl olarak hem hiicre biiylimesi hem de biyofilm olusumu
carpici bir bigimde azalma géstermistir (Sekil 5b). Bu durum 6nceki yayinlarla tutarhdir (Rath ve ark.,
2017; Li ve ark., 2021).

Glukoz+Nacl (%)

Sekil 6. Glukoz ve NaCl’nin ortak etkisine bagli olarak biyofilm olusumu
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En iyi biyofilm olusumunun %3 glukoz ve %1.5 NaCl derisimine sahip olan deney ortaminda
gerceklestigi, konsantrasyonlar arttirildiginda ise biyofilm olusumunun inhibe oldugu goézlenmistir
(Sekil 6).

En iyl biyofilm olusumunun gerceklestigi %5 glukoz konsantrasyonu ve %3 NaCl
konsantrasyonunun bir arada kullanilmasinin biyofilm olusumunu inhibe etme sebebinin ise yiiksek
osmotik basing ve azalan su aktivitesi ile iliskili oldugu disiiniilmektedir. Ayrica elde ettigimiz
sonuglar Rode ve ark. (2007) farkli glukoz ve tuz konsantrasyonlarini bir arada kullanarak yaptigi
biyofilm c¢aligmalar1 ile uyum gostermektedir. Buna gore yiiksek biofilm olusturma kabiliyetine sahip
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’in farkli suslarinin farkli glukoz ve tuz
konsantrasyonlarindan olumlu etkilendigi gosterilmistir (Rode ve ark., 2007).

Denatiire Edici Ajanlarin Biyofilm Olusumuna Etkisi

Lizozim hiicre duvarindaki N-asetil muramik asit ile N-asetil glukozamin arasindaki B-1,4
glikozitik baglarini yikarak peptidoglikan sentezini inhibe etmektedir (Huki¢ ve ark., 2018). Gram (+)
mikroorganizmalarda peptidoglikan tabakasi bulunmazken bu yapidaki polisakkaritler tutunma yiizeyi
ile etkilesimde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu amacla, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan lizozim
ilave edilen hiicre siispansiyonlari, 55 °C‘de 1 saat inkiibe edilmistir. Calismada kullanilan tiim lizozim
konsantrasyonlar1 kalin peptidoglikan tabakasina sahip Gram (+) bir bakteri olan Gk’da biyofilm
olusumunu inhibe etmistir (Sekil 7a).
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Sekil 7. Lizozimin biyofilm olusumuna (a) ve Gk hiicre biiylimesine (b) etkisi

Ayrica lizozimin biyofilm olusumundaki olumsuz etkisinin hiicre ylizeyini c¢evreleyen
polisakkaritler arasindaki baglar1 kirma yoluyla gerceklestirerek ve hiicre biiylimesinden bagimsiz
olarak gerceklestirdigini belirlemek amaciyla Gk’nin biliylime ortamina biyofilm olusumunu
engelleyen en diisiik lizozim konsantrasyonu (TSB+%0.02) ilave edilerek 81 saat ¢alkalamasiz olarak
biiyiitiilmiistiir. Elde edilen biiyiime egrisi grafiklerine gore biyofilm olusumunun goézlenmedigi bu
konsantrasyonda kontrole yakin oranda hiicre biiyiimesinin gergeklesmesi biiyiime miktari ile biyofilm
olusturma miktarinda dogrudan bir iligkinin olmadigini gostermistir (Sekil 7b).

SDS’in biyofilm olusumu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla hiicreler 55 °C’de 1 saat farkl
SDS konsantrasyonlarina maruz birakilarak deney diizenekleri hazirlanmis ve diizenekler inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kristal violet boyama yéntemi kullanilarak kuyucuklara
tutunmus hiicrelerin boyanmasi saglanmis ve 570 nm’de absorbanslari okunarak biyofilm olusturma
miktart belirlenmistir. Bu sonuglara gore kontrol grubu hiicrelerde giiclii tutunma goézlenirken, SDS
uygulamasinin yapildigi hiicrelerde SDS konsantrasyonunun artisina bagl olarak biyofilm olusumunda
azalma meydana gelmistir (Sekil 8a). Bu azalma kontrol grubuyla karsilastirildiginda %0.1 SDS
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konsantrasyonunun uygulandigi hiicrelerde en az iki kat, %0.2 SDS ve %0.3 SDS konsantrasyonunun
uygulandig1 hiicrelerde ise en az ii¢ kat olarak bulunmustur. %0.3 degerinin lizerinde SDS
konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde ise biyofilm olusumuna rastlanmamistir. SDS’in biyofilm
olusumundaki olumsuz etkisinin hiicre yiizeyini g¢evreleyen proteinlerin denatiirasyonu yoluyla ve
hiicre bliylimesinden bagimsiz olarak gergeklestirdigini belirlemek amaciyla Gk biiyiime ortamina
(TSB) farkli konsantrasyonlarda SDS (TSB, TSB+%0.1, TSB+%0.4) ilave edilerek biiylime egrisi
olusturulmustur (Sekil 8b). Bu sonuglara gore her ii¢ ortamda da hiicre biiylimesi ger¢eklesmistir.
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Sekil 8. SDS’nin biyofilm olusumuna (a) ve Gk hiicre biiylimesine (b) etkisi
SONUC

Sicaklik, ozellikle gida {iiretim endiistrisinde mikrobiyal canliligi etkileyen 6nemli kontrol
noktalarindan biridir. Ozellikle termal ortamlarda yaygm olarak bulunan Geobacillus tiirlerinin
kontrolii 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada termofilik bir bakteri olan Gk 'un 96 kuyucuklu polistiren
mikrotitre plakalarda olusturdugu biyofilm miktar1 crystal violet metodu kullanilarak belirlenmis ve
cesitli fiziksel kosullar varliginda (glukoz, NaCl, SDS) biyofilm olusumundaki degisimler zamana
bagl olarak incelenmistir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.
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