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Çevresel Koşulların Termofilik Geobacillus kaustophilus’da Biyofilm Oluşumu Üzerinde Etkisi  
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ÖZET:  

Bacilluslar farklı çevrelerde yaygın olarak bulunan ve spor oluşturan mikroorganizmalardır. Bu 

mikroorganizmaların gıda endüstrisi, ısıtma ve arıtma sistemleri gibi pek çok alanda önemli 

kontaminant oldukları ve bu sistemler içinde biyofilm tabakaları oluşturdukları bilinmektedir. Bu 

bakterilerin büyük çoğunluğu hem gıda sektöründe önemli indikatörler olmaları, hem de pek çok 

endüstriyel sistemde enerji kaybına sebep olduklarından dolayı oluşturdukları biyofilm yapılarıyla 

mücadele son derece önem taşımaktadır. Bu çalışmada termofilik bir mikroorganizma olan 

Geobacillus kaustophilus’un polistiren yüzey üzerinde biyofilm oluşumuna çeşitli çevresel 

faktörlerin etkisi araştırılmıştır. Bu bakteri polistiren yüzey üzerinde biyofilm oluşturarak en iyi 

tutunmayı 168. saatte gerçekleştirmiştir. Optimum biyofilm oluşumu için gerekli sıcaklık 

maksimum büyümenin gerçekleştiği 55 °C olarak tespit edilmiştir. En yüksek biyofilm oluşumu 

%5 glikoz ve %3 NaCl’ün ayrı ayrı varlığında gözlenirken, şeker ve tuzun birlikte en etkili 

konsantrasyonları sırasıyla %3 ve %1.5 olarak belirlenmiştir.  %5 glukoz ve %3 NaCl oranında ise 

biyofilm oluşumu inhibe olmuştur. Isı şoku ve UV uygulanan hücrelerde ise tutunma 

gözlenmemiştir. SDS ve lizozim gibi hücre duvarını denatüre edici ajanların varlığı vejetatif 

hücrelerde biyofilm oluşumunu azaltmış/engellerken lizozim muamelesinin SDS’e oranla biyofilm 

oluşumunda daha etkili olduğu saptanmıştır. 

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. 

 

 

 
1F. İnci ÖZDEMİR (Orcid ID: 0000-0003-0818-103X), Gebze Teknik Üniversitesi, Fen Fakültesi, Moleküler Biyoloji ve 

Genetik, Gebze, Kocaeli, Türkiye 
2Tuba Korkmaz (Orcid ID: 0009-0006-6992-3112), Doğuş Üniversitesi, Meslek Yüksekokulu, Patoloji Laboratuvar Teknikleri, 

İstanbul, Türkiye 

*Sorumlu Yazar/Corresponding Author: F. İnci ÖZDEMİR, e-mail: i.ozdemir@gtu.edu.tr 

Bu çalışma Tuba Korkmaz’ın Yüksek Lisans tezinden üretilmiştir. Makale 3-7 Eylül 2012 tarihlerinde İzmir’de düzenlenen 

“21.Ulusal Biyoloji Kongresinde” sözlü olarak sunulmuştur. 

https://orcid.org/0000-0003-0818-103X
https://orcid.org/0009-0006-6992-3112


F. İnci ÖZDEMİR ve Tuba KORKMAZ 13(3), 1562-1572, 2023 

Çevresel Koşulların Termofilik Geobacillus kaustophilus’da Biyofilm Oluşumu Üzerinde Etkisi 

 

1563 

GİRİŞ 

Biyofilmler biyotik ve abiyotik yüzeylere yapışarak kendi ürettikleri polimerik yapıda jelimsi bir 

matriks içinde yaşayan ve yüksek oranda fonksiyonlaşmış mikroorganizmaların oluşturduğu 

mikrobiyal komünitelerdir (Satpathy ve ark., 2016; Sauer ve ark., 2022). Biyofilm tabakasının 

oluşumundaki ilk basamak mikroorganizmanın yüzeye tutunmasıdır (Garrettve ark., 2008). Yüzeye 

dönüşümsüz tutunmada mikrobiyal biyofilmlerin temel yapısal organik bileşeni olan EPS (hücre dışı 

polisakkarit) oldukça önemlidir. EPS’nin miktarı ve içeriği farklı mikroorganizmalarda, farklı çevre 

koşullarında hatta biyofilm oluşumunun evrelerinde bile farklılıklar göstermektedir. EPS’nin kimyasal 

kompozisyonunu etkileyen en önemli faktör bakterinin tutunma yüzeyinin doğasıdır. Örneğin, üronik 

asit gibi polianyonik polisakkaritlerin varlığı, bu grup canlılardaki EPS’nin anyonik özelliğini 

arttırarak kalsiyum ve magnezyum iyonları gibi divalent katyonlarla etkileşim sağlamayı ve böylece 

katyonik yüzeylerde biyofilm yapılarında bağlanma gücünü arttırmayı sağlamaktadır (Maunders ve 

Welch, 2017). Asidik polisakkaritlerin yanında proteinler, nükleik asitler ve lipitler de katyonik 

yüzeylere tutunmada önem teşkil etmektedir. Bakterinin tutunduğu yüzeyin iyon yükünün yanında 

mikroorganizmanın tipinin, biyofilmin oluştuğu çevredeki nitrojen, oksijen, besin miktarı, pH ve 

sıcaklık gibi çevresel koşulların ve biyofilm evresinin de EPS’nin miktar ve içeriğini etkilediği 

bilinmektedir. Bu durum biyofilm yapılarının değişken ve dinamik olduklarına kanıt oluşturmaktadır 

(Muhammad ve ark., 2020). 

EPS üreten mikroorganizmalar; birçok su temaslı yüzey, insan dokusuna yerleştirilen medikal 

araç-gereç, ekipman ve protez üzerinde biyofilm oluşturmakta ve dezenfektanların hedef patojenlere 

ulaşmasını güçleştirmektedir (Maunders ve Welch, 2017; Muhammad ve ark., 2020). Bunun yanı sıra 

oluşturulan bu biyofilmlerden kopan parçalar vücudun diğer bölgelerine yayılmada rol 

oynayabilmektedir. Biyofilmler konakçı immün sisteme karşı direnci de sağlamaktadırlar. Bütün 

mikrobiyal kaynaklı enfeksiyonların %60’ından fazlasının biyofilm kaynaklı olması dikkat 

çekmektedir (Donlan, 2002). İnsanlarda mikrobiyal enfeksiyonların yanı sıra biyofilmler; birçok 

endüstriyel üretimde ürün kontaminasyonuna ve bozulmasına, ekipman hasarı ve üretimde düşüşlere, 

artan enerji giderlerinden dolayı maddi kayıplara yol açmaktadırlar (Carrascosa ve ark., 2021; Satpathy    

ve ark., 2016). 

Termofilik, spor oluşturan Bacillus türleri pek çok endüstriyel sistemin potansiyel 

kontaminantları olup, oluşturmuş oldukları biyofilm yapılarından dolayı pek çok işletmede önemli 

sorunlar meydana getirmektedir (Kumar ve ark., 2021). Hücreler oluşturmuş oldukları polisakkarit 

temelli bu biyofilm yapıları sayesinde çeşitli çevresel stres koşullarına, dezenfeksiyon gibi işlemlere 

karşı planktonik mikroorganizmalara göre daha dirençli hale gelmekte ve yüksek sıcaklık, osmotik 

basınç, denatüre edici ajanlar gibi yaşamlarını tehdit eden pek çok maddenin varlığında yaşamlarını 

sürdürebilmektedirler (Vu ve ark., 2009). 

Biyofilm oluşumu sıcaklık, pH, glikoz ve su aktivitesi gibi çeşitli çevresel koşullardan 

etkilenmektedir (Bezek ve ark., 2019; Moraes ve ark., 2018). Mikroorganizmalar tarafından 

oluşturulan biyofilm yapıları incelendiğinde farklı mikroorganizmalarda, hatta aynı türün farklı soyları 

arasında bile farklılıkların olduğu gözlemlenmiştir (López ve ark., 2010). Biyofilm oluşumu için 

mikroorganizmaların öncelikle bir yüzeye tutunması gerektiğinden ve yüzey ile etkileşimde hücre 

çeper yapısı büyük önem taşıdığından biyofilm oluşumunda gözlenen bu farklılıkların 

mikroorganizmaların hücre çeper yapılarındaki farklılıktan kaynaklandığı düşünülmektedir (Satpathy 

ve ark., 2016). Termofilik mikroorganizmaların yüksek sıcaklıklarda yaşamaya uyum sağlaması ve bu 

uyumun bir sonucu olarak hücre çeperlerinin mezofilik mikroorganizmalara göre farklılıklar 
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göstermesi termofilik mikroorganizmalarca oluşturulan biyofilm yapılarını çok daha dikkat çekici hale 

getirmiştir. 

Termofilik Bacillus türleri gıda üretim tesislerinden su dağıtım şebekelerine ve ısıtma 

sistemlerine kadar pek çok ortamda yaşamını sürdürebilen ve oluşturdukları biyofilm yapıları 

sayesinde dezenfektan, antimikrobiyal maddeler, sıcaklık, pH gibi varlıklarını tehdit eden pek çok 

koşul ile başa çıkabilen mikroorganizmalardır (Wang ve ark, 2021). Gerek gıda üretim sistemleri ve su 

arıtım sistemlerine karışarak insan sağlığını tehdit etmeleri, gerekse ısıtma sistemlerinde olduğu gibi 

enerji kaybına neden olmaları bu biyolojik yapılarla mücadeleyi gerektirmektedir. Termofilik Bacillus 

türlerinin, oluşturdukları biyofilm yapıları sayesinde dezenfeksiyon işlemlerine karşı dirençli hale 

gelmeleri bu yapılarla mücadeleyi daha da gerekli kılmaktadır. Literatürde bu ekstremofil 

organizmanın biyofilm oluşturma özelliği ve karakterizasyonu ile ilgili çalışma bulunmamaktadır. Bu 

amaçla, biyofilm oluşumunu etkileyen çeşitli çevresel faktörlerin biyofilm oluşumu üzerindeki 

rollerinin anlaşılması Geobacillus kaustophilus (Gk) biyofilm yapılarının kontrolüne dair yarar 

sağlayacaktır. 

MATERYAL VE METOT  

 Geobacillus kaustophilus DSM 7263T, Ohio State Üniversitesi'ndeki Bacillus Genetic Stock 

Center'dan temin edilmiştir. Belirtilmediği sürece tüm kimyasallar ve tamponlar Merck (Darmstadt, 

Almanya) ve Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilmiştir. 

Biyofilm Oluşumunun Derecelendirilmesi 

Spektrofotometrik ölçümler sonucunda biyofilm oluşumu ve biyofilm oluşum derecesi Bose ve 

ark. (2009) çalışması referans alınarak belirlenmiştir (Bose ve ark., 2009).  Buna göre 570 nm’de 

yapılan absorbans ölçümleri sonucunda 0.12’nin altında değer alınan kuyucuklar, tutunmanın olmadığı 

kuyucuklar (-), 0.12-0.24 arasında değere sahip olan kuyucuklar orta dereceli biyofilm oluşumunun 

(+), 0.24’nin üzerinde değere sahip olan kuyucuklar ise güçlü biyofilm oluşumunun görüldüğü 

kuyucuklar olarak kabul edilmiştir (++). 

Vejetatif Hücrelerde Biyofilm Oluşumuna Hücre Miktarının Etkisi 

Hücrelerin biyofilm oluşturma yeteneği, hücrelerin 96 kuyucuklu polistiren (düz tabanlı) doku 

kültür plakalarına tutunma miktarı belirlenerek ölçülmüştür. Kullanılan metot daha önce rapor edilen 

iki çalışmanın kısmi modifikasyonudur (Wang ve ark., 2007; Elhariry, 2008).  Gk hücreleri TSB 

(Tryptic Soy Broth) besiyerinde 55 ºC’de 100 rpm‘de gece boyunca inkübe edilmiş ve daha sonra taze 

TSB besiyerine 1/10 oranında inoküle edilmiştir. Hücre sayısı 106 CFU/mL (OD600 0.1) olana kadar 

büyütülen hücreler +4 ºC’de 4500 rpm’de 20 dk santrifüj edilerek toplanmış ve 3 kez PBS (Phosphate-

Buffered Saline, pH 7.2) ile yıkanmıştır. Optimum biyofilm oluşturma koşulları 96 kuyucuklu 

polistiren mikrolitre plakalarında toplam hacim 250 μL olacak şekilde farklı yoğunluktaki hücreler ile 

inoküle edilerek belirlenmiştir. Her bir deney düzeneği 55 oC’de farklı zaman aralıklarında  (24-168 

saat)  inkübe edilmiştir.  

Biyofilm oluşturan hücreler kristal violet boyama metodu kullanılarak belirlenmiştir (Wang ve 

ark., 2007). İnkübasyonun ardından kuyucukların içeriği pipet yardımıyla dikkatlice boşaltılmış ve 

kuyucuklar tutunmamış hücrelerden ve besiyeri kalıntılarından uzaklaştırılmak amacıyla 300 μL PBS 

(pH 7.2) ile üç kez yıkanmıştır. Kuyuların tabanlarında kalan tutunmuş bakterileri sabitlemek amacıyla 

her bir kuyucuk 250 μL %99.5 metanol ile 15 dk muamele edilmiştir. Kurutma işleminin ardından her 

bir kuyucukta tutunan bakteriler 5 dk boyunca 250 μL %1’lik kristal violet ile boyanmış ve fazla boya 

uzaklaştırıldıktan sonra mikro-plate su ile yıkanmıştır. Kuyucuklar tekrar kurutulduktan sonra %33’lük 
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asetik asit yardımıyla içeriğinin çözülmesi sağlanmış ve her bir kuyucuktaki biyofilm oluşumu 

spektrofotometrik olarak 570 nm’deki absorbans ölçümleri ile belirlenmiştir. 

Glukozun ve NaCl’nin Biyofilm Oluşumuna Etkisi 

Yukarıda belirtilen şartlarda, farklı glukoz ve NaCl konsantrasyonları (%1, %3, %5 ve %7) 

içeren TSB besiyeri kullanılarak hazırlanan deney düzenekleri 55 oC’de 96, 120, 144 ve 168 saat 

inkübe edilmiş ve hücrelerin tutunma miktarları kristal violet boyama metodu kullanılarak 

belirlenmiştir. 

Denatüre Edici Ajanların Biyofilm Oluşumuna Etkisi 

Farklı konsantrasyonlarda lizozim (%0.02, %0.05, %0.1, %0.2, %0.5 ve % 1) ve SDS (%0.1, 

%0.2, %0.3, %0.4, %0.5, %1 ve %2)  ilave edilen hücre süspansiyonu, 55 ºC‘de 1 saat inkübe edilmiş 

ve ardından hücreler 4000 rpm‘de 20 dk santrifüj edilerek toplanmıştır. Elde edilen hücre pelleti 1 ml 

TSB içinde çözüldükten sonra 230 µl TSB içeren her bir kuyucuğa 20 µl olacak şekilde dağıtılmıştır. 

55 ºC‘de 72, 96, 120, 144 ve 168‘er saat inkübasyonun ardından biyofilm oluşumu daha önce belirtilen 

şartlarda hazırlanarak 570 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Ayrıca hücrelerin farklı 

lizozim ve SDS konsantrasyonları varlığında ve çalkalamasız ortamda 81 saatlik büyüme eğrileri daha 

önce belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. Glukoz ve NaCl’nin biyofilm oluşumu üzerine ortak etkisini 

incelemek amacıyla %1 glukoz-%0,5 NaCl, %2 glukoz-%1 NaCl, %3 glukoz-%1,5 NaCl, %4glukoz-

%2 NaCl ve %5 glukoz-%3 NaCl konsantrasyonlardaki karışımları içeren besiyerleri kullanılarak 

hazırlanan deney düzenekleri 55 oC’da 96, 120, 144 ve 168 saat inkübe edilmiş ve hücrelerin tutunma 

miktarları kristal violet boyama metodu kullanılarak belirlenmiştir. 

İstatistiksel Analizler  

Bütün çalışmalar tesadüf blokları deneme desenine göre yapılmıştır. Verilerdeki değişkenliği 

hızlı bir şekilde görebilmek için tüm çalışma sonuçlarının tanımlayıcı analizleri SPSS 18.0 paket 

programı kullanılarak yapılmıştır. Test edilen işlemler arasındaki farklılıkların belirlenebilmesi için 

veriler ANOVA testine tabi tutulmuştur. İstatistiki önem görülen işlemler belirlendiğinde ortalama 

veriler arasındaki farklılıklar P ≤ 0.05 seviyesinde LSD çoklu karşılaştırma testine tabi tutulmuştur  

BULGULAR VE TARTIŞMA   

Gk biyofilm oluşumuna çevresel faktörlerin etkisinin araştırılabilmesi için ilk olarak biyofilm 

oluşumunda kullanılacak hücre süspansiyon yoğunluğu belirlenmiştir. Literatürde biyofilm 

çalışmalarında genel olarak kullanılan 106 CFU/mL hücre yoğunluğu esas alınmıştır (Harrison ve ark., 

2005; Richter ve ark., 2023). Buna göre, bu hücre yoğunluğuna karşılık gelecek optik densidite değeri 

(OD600) 0.1 olacak şekilde hazırlanmış ve 55 °C’de 96 kuyucuklu polistiren doku kültür platelerinde 

her bir kuyucuk için hücre süspansiyonu 20 µL olarak belirlenmiştir. Bu koşullarda, hücrelerin 

tutunma dereceleri istatistiksel (Çizelge S1) olarak belirlenmiş ve derecelendirilmiştir (Çizelge S2). 

Buna göre en iyi tutunma süresi 144 ve 168. saatler olarak gözlemlenmiştir (Şekil 1).  

Kristal violet boyama yöntemi ile gösterilen biyofilm oluşumunu desteklemek amacıyla 

kuyucuklara tutunan hücrelerin koloni sayımları gerçekleştirilmiştir. Biyofilm oluşturan hücreler 

kuyucuklardan toplanıp 100-1012 oranlarında seyreltilmiş ve nutrient agar üzerinde koloni sayımları 

gerçekleştirilmiştir. 24 saat aralıklarla yapılan hücre koloni sayımları arasında en az 10 kat artış 

gözlenmiş ve en yüksek koloni sayısına en iyi biyofilm oluşumunun gözlendiği 168 saat inkübasyon 

süresi sonunda ulaşılmıştır. 
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Şekil 1. İnkübasyon süresi ve hücre miktarına bağlı olarak biyofilm oluşumu 

168. saat sonunda 96 kuyucuklu doku kültür platelerinin bir kuyucuğunda vejetatif hücreler 

tarafından oluşturulan biyofilm yapıları mikroskop ile görüntülenmiştir (Şekil 2). 

 
Şekil 2. 168 saatlik inkübasyonun ardından oluşan biyofilm yapısının 4x (a) ve10x (b) objektif büyütme ile mikroskopta 

görüntülenmesi  

Çevresel Faktörlerin Gk Biyofilm Oluşumuna Etkisi 

Biyofilm oluşumunun mikroorganizmaların metabolik olayları ile doğrudan ilişkisi olduğu ve bu 

nedenle mikroorganizmaların biyofilm oluşturmaları için gerekli en uygun sıcaklığın en iyi büyüme 

sıcaklığı olduğu bilinmektedir. (Wang ve ark., 2007). Bu nedenle hücreler farklı sıcaklıklarda en iyi 

tutunmanın gözlemlendiği 144. ve 168. saatlerde inkübe edilmiş ve en iyi biyofilm oluşumunun Gk’nın 

optimum büyüme sıcaklığı olan, 55˚C olduğu gözlemlenmiştir. Bununla birlikte, 55˚C’nin altındaki 

sıcaklıklarda biyofilm oluşumu önemli derecede azalırken Gk biyofilm oluşumunun yüksek 

sıcaklıklarda daha kararlı olduğu tespit edilmiştir (Şekil 3).  

  
Şekil 3. Sıcaklığa bağlı olarak biyofilm oluşumu 



F. İnci ÖZDEMİR ve Tuba KORKMAZ 13(3), 1562-1572, 2023 

Çevresel Koşulların Termofilik Geobacillus kaustophilus’da Biyofilm Oluşumu Üzerinde Etkisi 

 

1567 

Gk’nın sıcaklığa bağlı olarak büyüme aralığı 37-74 °C olmakla birlikte biyofilm oluşumu 50 

°C’nin altında ve 70 °C’nin üstünde gözlenmemiştir. Yüksek sıcaklıklarda biyofilm oluşumunun 

inhibe olmasının nedeninin tutunmada görevli yüzey proteinlerinin denatürasyonu ile ilgili olduğu, 

düşük sıcaklıklarda biyofilm oluşumunun inhibisyonunun ise hücre yüzey hidrofobisitesinin azalması 

ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (Elhariry, 2008). 

Besin miktarının mikroorganizmalarda biyofilm oluşumundaki etkisinin çok önemli olduğu 

bilinmektedir (Salgar-Chaparro ve ark., 2020). Glukoz birçok yiyecek ve içecek içinde bulunan temel 

gıda maddesi olup biyofilm oluşum miktarında artış meydana getirdiği yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir. Elhariry (2008) Bacillus türleriyle yaptıkları çalışmada tutunma ortamına eklenen 

glukozun biyofilm oluşumunu olumlu yönde etkilediğini ve biyofilm oluşumu için en uygun glukoz 

konsantrasyonunun farklı suşlarda değişim gösterdiğini belirtmişlerdir (Elhariry, 2008). Kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında %1 ile %5 arasında glukoz içeren gruplarda artan glukoz konsantrasyonuna 

bağlı olarak 168. saatte biyofilm oluşumunda artış gözlenirken %7 glukoz varlığının biyofilm 

oluşumunu %50 oranında inhibe ettiği gözlenmiştir (Şekil 4a). 

 
Şekil 4. Glukozun biyofilm oluşumuna (a) ve Gk hücre büyümesine (b) etkisi 

Glukozun biyofilm oluşumunun ilk aşamalarını olumsuz etkilemesinin ortamın azalan su 

aktivitesinden kaynaklandığı düşünülürken ilerleyen aşamalarındaki olumlu etkisi ise glukozun 

biyofilm oluşumunun sekonder kolonizasyon aşamasında rol alması ile ilişkilendirilmektedir (Waldrop 

ve ark., 2014). Biyofilm oluşumunda sekonder kolonizasyon basamağı EPS varlığında 

gerçekleştiğinden ve EPS’nin polisakkarit ağırlıklı polimerler içerdiğinden ortamdaki glukoz varlığının 

biyofilm oluşturma yeteneğini bu evrede arttırdığı düşünülmektedir (Lim ve ark., 2004). Ayrıca 

glukozun biyofilm oluşumuna olumlu etkisinin hücre yoğunluğundan bağımsız olarak gerçekleştiğini 

doğrulamak amacıyla Gk farklı konsantrasyonlarda glukoz içeren büyüme ortamında (Tryptic Soy 

Broth) çalkalamasız olarak 81 saat büyütülmüştür. %1 ve %5 glukoz içeren TSB ortamlarındaki hücre 

büyümesi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında önemli bir değişim gözlenmemesi hücrelerin büyüme 

miktarı ile biyofilm oluşturma miktarı arasında doğrudan bir ilişkinin olmadığını göstermektedir. %7 

glukoz varlığında ise osmotik basıncın artışına bağlı olarak hem hücre büyümesinde hem de biyofilm 

oluşumunda çarpıcı bir biçimde azalma gözlenmiştir (Şekil 4b).  

NaCl hücreler için önemli olan diğer bir besinsel ihtiyaç olup bulunmadığı ortamlarda bakteriyel 

büyümenin gerçekleşmediği bilinmektedir. NaCl bakteriyel büyümenin yanında biyofilm oluşumu 

üzerinde de olumlu etki yaratmaktadır (Lim ve ark., 2004; Elhariry, 2008). Bu çalışmada da biyofilm 

oluşum ortamına eklenen NaCl biyofilm oluşumunda belirgin bir artışa neden olmuştur (Şekil 5a).  
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Şekil 5. NaCl’nin biyofilm oluşumuna (a) ve Gk hücre büyümesine (b) etkisi 

En iyi tutunma %3 NaCl varlığında meydana gelmiş ancak %3 üzerindeki tuz konsantrasyonları 

biyofilm oluşumunu inhibe etmiştir. Elde edilen sonuçlara göre tuz varlığı biyofilm oluşumu için 

gerekli süreyi de kısaltmıştır. Buna göre 96. saatin sonunda kontrol grubunda biyofilm oluşumu 

gözlenmezken, %1 ve %3 NaCl varlığında biyofilm oluşumu gözlemlenmiştir. NaCl bu olumlu etkiyi 

katyonik yüzeylerde başlangıç tutunmasına etki etme yoluyla gerçekleştirmektedir. Daha önce yapılan 

bir çalışmada NaCl’nin iyonlaşması sonucu oluşan Clˉ iyonlarının yüzey yapısında bulunan 

katyonlarla etkileşime geçerek biyofilm oluşumunu desteklediği belirtilmiştir (Xu ve ark., 2010; Pan 

ve ark., 2010; Iliadis ve ark., 2018). Bununla beraber %3’ün üzerindeki tuz konsantrasyonunun 

biyofilm oluşumundaki olumsuz etkisi yüksek miktardaki tuzun hücreler üzerinde yarattığı osmotik 

şok etkisinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Lim ve ark. (2004) göre ortamdaki fazla tuz varlığı 

nedeniyle hücrenin su aktivitesi azalmakta ve metabolik işlevler aksamaktadır (Lim ve ark., 2004). 

Ayrıca NaCl’nin biyofilm oluşumu üzerindeki olumlu etkisinin hücre büyümesinden bağımsız olarak 

gerçekleştiğini belirleyebilmek amacıyla büyüme ortamına farklı NaCl konsantrasyonları eklenen 

hücreler çalkalamasız olarak 55 oC’de 81 saat büyütülmüştür. Elde edilen sonuçlara göre %1 ve %3 

NaCl konsantrasyonlarının eklendiği ortamlarda hücre büyüme miktarında önemli bir değişim 

gözlenmezken hücrelerin biyofilm oluşturma miktarında değişimlerin gözlenmesi hücrelerin büyüme 

miktarı ile biyofilm oluşturma miktarında doğrudan bir ilişkinin olmadığını göstermektedir. %5 NaCl 

varlığında ise osmotik basıncın artışına bağlı olarak hem hücre büyümesi hem de biyofilm oluşumu 

çarpıcı bir biçimde azalma göstermiştir (Şekil 5b). Bu durum önceki yayınlarla tutarlıdır (Rath ve ark., 

2017; Li ve ark., 2021).  

 
Şekil 6. Glukoz ve NaCl’nin ortak etkisine bağlı olarak biyofilm oluşumu 
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En iyi biyofilm oluşumunun %3 glukoz ve %1.5 NaCl derişimine sahip olan deney ortamında 

gerçekleştiği, konsantrasyonlar arttırıldığında ise biyofilm oluşumunun inhibe olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 6). 

En iyi biyofilm oluşumunun gerçekleştiği %5 glukoz konsantrasyonu ve %3 NaCl 

konsantrasyonunun bir arada kullanılmasının biyofilm oluşumunu inhibe etme sebebinin ise yüksek 

osmotik basınç ve azalan su aktivitesi ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Ayrıca elde ettiğimiz 

sonuçlar Rode ve ark. (2007) farklı glukoz ve tuz konsantrasyonlarını bir arada kullanarak yaptığı 

biyofilm çalışmaları ile uyum göstermektedir. Buna göre yüksek biofilm oluşturma kabiliyetine sahip 

Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’in farklı suşlarının farklı glukoz ve tuz 

konsantrasyonlarından olumlu etkilendiği gösterilmiştir (Rode ve ark., 2007). 

Denatüre Edici Ajanların Biyofilm Oluşumuna Etkisi 

Lizozim hücre duvarındaki N-asetil muramik asit ile N-asetil glukozamin arasındaki β-1,4 

glikozitik bağlarını yıkarak peptidoglikan sentezini inhibe etmektedir (Hukić ve ark., 2018). Gram (+) 

mikroorganizmalarda peptidoglikan tabakası bulunmazken bu yapıdaki polisakkaritler tutunma yüzeyi 

ile etkileşimde önemli bir rol oynamaktadır. Bu amaçla, farklı konsantrasyonlarda hazırlanan lizozim 

ilave edilen hücre süspansiyonları, 55 ºC‘de 1 saat inkübe edilmiştir. Çalışmada kullanılan tüm lizozim 

konsantrasyonları kalın peptidoglikan tabakasına sahip Gram (+) bir bakteri olan Gk’da biyofilm 

oluşumunu inhibe etmiştir (Şekil 7a).  

 
Şekil 7. Lizozimin biyofilm oluşumuna (a) ve Gk hücre büyümesine (b) etkisi 

Ayrıca lizozimin biyofilm oluşumundaki olumsuz etkisinin hücre yüzeyini çevreleyen 

polisakkaritler arasındaki bağları kırma yoluyla gerçekleştirerek ve hücre büyümesinden bağımsız 

olarak gerçekleştirdiğini belirlemek amacıyla Gk’nın büyüme ortamına biyofilm oluşumunu 

engelleyen en düşük lizozim konsantrasyonu (TSB+%0.02) ilave edilerek 81 saat çalkalamasız olarak 

büyütülmüştür.  Elde edilen büyüme eğrisi grafiklerine göre biyofilm oluşumunun gözlenmediği bu 

konsantrasyonda kontrole yakın oranda hücre büyümesinin gerçekleşmesi büyüme miktarı ile biyofilm 

oluşturma miktarında doğrudan bir ilişkinin olmadığını göstermiştir (Şekil 7b). 

SDS’in biyofilm oluşumu üzerindeki etkisini incelemek amacıyla hücreler 55 °C’de 1 saat farklı 

SDS konsantrasyonlarına maruz bırakılarak deney düzenekleri hazırlanmış ve düzenekler inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda kristal violet boyama yöntemi kullanılarak kuyucuklara 

tutunmuş hücrelerin boyanması sağlanmış ve 570 nm’de absorbansları okunarak biyofilm oluşturma 

miktarı belirlenmiştir. Bu sonuçlara göre kontrol grubu hücrelerde güçlü tutunma gözlenirken, SDS 

uygulamasının yapıldığı hücrelerde SDS konsantrasyonunun artışına bağlı olarak biyofilm oluşumunda 

azalma meydana gelmiştir (Şekil 8a). Bu azalma kontrol grubuyla karşılaştırıldığında %0.1 SDS 
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konsantrasyonunun uygulandığı hücrelerde en az iki kat, %0.2 SDS ve %0.3 SDS konsantrasyonunun 

uygulandığı hücrelerde ise en az üç kat olarak bulunmuştur. %0.3 değerinin üzerinde SDS 

konsantrasyonu uygulanan hücrelerde ise biyofilm oluşumuna rastlanmamıştır. SDS’in biyofilm 

oluşumundaki olumsuz etkisinin hücre yüzeyini çevreleyen proteinlerin denatürasyonu yoluyla ve 

hücre büyümesinden bağımsız olarak gerçekleştirdiğini belirlemek amacıyla Gk büyüme ortamına 

(TSB) farklı konsantrasyonlarda SDS (TSB, TSB+%0.1, TSB+%0.4) ilave edilerek büyüme eğrisi 

oluşturulmuştur (Şekil 8b). Bu sonuçlara göre her üç ortamda da hücre büyümesi gerçekleşmiştir. 

 
Şekil 8. SDS’nin biyofilm oluşumuna (a) ve Gk hücre büyümesine (b) etkisi 

SONUÇ 

Sıcaklık, özellikle gıda üretim endüstrisinde mikrobiyal canlılığı etkileyen önemli kontrol 

noktalarından biridir. Özellikle termal ortamlarda yaygın olarak bulunan Geobacillus türlerinin 

kontrolü önem arz etmektedir. Bu çalışmada termofilik bir bakteri olan Gk’un 96 kuyucuklu polistiren 

mikrotitre plakalarda oluşturduğu biyofilm miktarı crystal violet metodu kullanılarak belirlenmiş ve 

çeşitli fiziksel koşullar varlığında (glukoz, NaCl, SDS) biyofilm oluşumundaki değişimler zamana 

bağlı olarak incelenmiştir. 
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