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Oz

Bu ¢calismanin amact, Anoxybacillus rupiensis DSM 17127 nin endiistride kullanilmakta
olan abiyotik yiizeyler iizerinde biyofilm olusumunu incelemek ve polistiren yiizeyler
tizerinde olusan biyofilm yapisinin sanitasyon ajanlari ile giderimini saglamaktir.
Bakterinin genomik DNA (gDNA) ’s1 ve biyofilm matriksi yapisinda bulunan ekstraseliiler
DNA (eDNA) ’si spektrofotometrik analiz ve agaroz jel goriintiilemesi ile tespit edilmigtir.
Polistiren yiizeylerde biyofilm olusumu ve biyofilm yapisimin giderimi kristal viyole
baglanma yontemi ile belirlenmigtir. Bakterinin ideal planktonik gelisimi icin optimum
sicakltk, pH ve tuzluluk istekleri sirasiyla 55 °C, 8.0, % 1 ve ideal biyofilm iiretimi igin
60 °C, 8.0, % 0 olarak saptanmistir. gDNA'nin (27.6 kb) molekiil agirliginin, eDNA dan
(20.9 kb) daha biiyiik oldugu belirlenmistir. gDNA ve eDNA saflastirildiktan sonra DNaz
I, RNaz A ve proteinaz K ile muamele edilmistir. gDNA sadece DNaz | ile tamamen
parcalanmistir. Saflastirilmis haldeki eDNA ise, ii¢ enzime de direng gostermistir.
Ancak, olgun biyofilmlerin DNaz | enzimi ile muamelesi sonucunda biyomasta 2 saat
icerisinde % 80 oraminda azalma gézlenmistir. Bakterinin polikarbonat, polipropilen,
polivinil kloriir, paslanmaz c¢elik, polistiren ve cam yiizeylerinde biyofilm olusturdugu
gozlenmis olup, en ideal yiizey polikarbonat (5.69 log kob/cm?) olarak belirlenmistir.
Biyofilm giderimi calismalarinda, protein par¢alayict sanitasyon ajanlarimin polisakkarit
parc¢alayict ajanlardan daha fazla etkili oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, bakterinin
eDNA ’sinin olgun biyofilm matriksinin biitiinliigii ve saglamligr adina 6nemli bir yapisal
rol oynadigr belirlenmistir. Ayrica, bakterinin abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma
vetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. A. rupiensis’in biyofilminin giderimi icin siit
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endiistrisinde kullanimi olan se¢ilmis sanitasyon ajanlarinin 6nemli él¢iide etki sagladig
saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Abiyotik yiizeyler, Anoxybacillus rupiensis, biyofilm giderimi,
sanitasyon ajanlari.

Biofilm formation of the thermophilic Anoxybacillus rupiensis
strain DSM 171277 on abiotic surfaces and removal of its biofilm
structure on polystyrene surfaces

Abstract

The aim of this study was to examine the biofilm formation of Anoxybacillus rupiensis
DSM 171277 on abiotic surfaces used in the industry and to remove the biofilm structure
formed on polystyrene surfaces with sanitation agents. The genomic DNA (gDNA) and
the extracellular DNA (eDNA) in the biofilm matrix structure of the bacteria were
determined by spectrophotometric analysis and agarose gel imaging. For the biofilm
formation on abiotic surfaces and the removal of the biofilm structure formed on
polystyrene surfaces, crystal violet binding assay was applied. The optimum temperature,
pH, and salinity for the growth and biofilm formation of the bacteria were 55 °C, 8.0, 1
% and, 60 °C, 8.0, 0 %, respectively. The molecular weight of gDNA (27.6 kb) was
determined to be larger than eDNA (20.9 kb). gDNA and eDNA were partially purified
and treated with DNase |, RNase A and proteinase K. The purified gDNA was completely
disrupted only by DNase I., and the purified eDNA was resistant to all three enzymes. As
a result of the treatment of biofilm containing eDNA with DNase I, it was observed that
the eDNA was sensitive to DNase | and the biofilm mass decreased by 80 % within 2
hours. The bacterium was observed to form biofilms on polycarbonate, polypropylene,
polyvinyl chloride, stainless steel, polystyrene and glass surfaces, and the most ideal
surface determined as polycarbonate (5.69 log cfu/cm?). In the biofilm removal studies,
protein degrading sanitation agents were found to be more effective than polysaccharide
degrading agents. In conclusion, it was determined that the eDNA of the bacteria plays
an important structural role in the integrity and robustness of the mature biofilm matrix.
In addition, it was showed that the bacterium is capable of forming biofilms on abiotic
surfaces. Dairy industrial sanitation agents had a significant effect on the removal of the
biofilm mass of Anoxybacillus rupiensis.

Keywords: Abiotic surfaces, Anoxybacillus rupiensis, biofilm removal, sanitation agents.

1. Giris

Anoxybacillus tiirlerinin bir¢ogu ilk kez Pikuta vd. [1] tarafindan tanimlanmustir.
Anoxybacillus rupiensis DSM 171277 (AJ879076) ise ilk kez Derekova vd. [2] tarafindan
sicak su kaynagindan izole edilmistir. Diger bir ¢alismada, Jabeen vd. [3] tarafindan sicak
su kaynagindan A. rupiensis JF82 ve JF83 izole edilmistir. A. rupiensis Ir3 ise toprak
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orneklerinden izole edilmistir [4]. Ayrica, Anoxybacillus cinsinin diger tiirleri ¢amur,
giibre, jeotermal toprak, siit ve jelatin 6rneklerinden izole edilmistir [1, 5, 6].

Biyofilmler, siit isleme tesislerinde son triinlerdeki bakteriyal kontaminasyonun temel
kaynagi olmaktadir [7]. Anoxybacillus favithermus, siit tozlarindan siklikla izole
edilebilen yaygin bir kontaminantdir. Ayrica, bu bakterinin biyofilm ve spor olusumu
cok hizl1 bir sekilde (6-8 saat) ve es zamanli olabilmektedir [5, 8]. Dahasi, spor olusturan
termofilik A. flavithermus, siit tozu fabrikalarinda bulunan evaporatorlerin duvarlari veya
sprey  kurutucular1 gibi paslanmaz ¢elik yiizeylere tutunurarak biyofilm
olusturabilmektedir [5]. Gida endiistrisinde bulunan ekipmanlarin, su sistemlerinin,
sogutma kulelerinin iizerinde biyofilmlerin olusmasi gida bozulmalar1 ve ekipman
arizalanmalart sebebiyle ciddi ekonomik kayiplara neden olabilmektedir [9].

Biyofilmler direngli fenotipleri sebebiyle ¢ok zor elimine edilmektedir. Ancak, bazi
geleneksel temizleme ve dezenfeksiyon rejimleri biyofilm kontroliine katki
saglayabilmektedir. Mikrobiyal orijinli enzimler, antimikrobiyal molekiiller ve tiirler
arasi etkilesimleri sekteye ugratan bazi ajanlarin kullanimi ile yeni kontrol stratejileri de
gelistirilebilmektedir. Biyofilm olusumunun 6nlenmesi i¢in temel strateji, bakterilerin
ylizeylere sikica tutunmadan dnce yiizeylerin diizenli olarak temizlenmesi ve dezenfekte
edilmesidir. Dezenfektanlar, yag, karbonhidrat ve protein gibi organik kalintilarin
varliginda ¢ok etkili olabilmektedir [10]. Sanitasyon uygulamalari, yiizeylerden
istenmeyen mikroorganizmalarin ve irilinlerin kalintilarin1 giderebilmektedir. Bu
program dort temel asama icermektedir ve bu asamalarin kombinasyonlar1 da tercih
edilebilmektedir. Bu asamalar, kimyasal uygulama, mekanik/kinetik uygulama,
sicaklik/termal uygulama kullanimlari ve temas siiresidir. Kimyasal uygulamalar,
temizleme ve dezenfeksiyon fazlari i¢in onemlidir. Temizleme fazinda kimyasallar
bakteriyel kontaminasyonu yok etmekte ve bakterilerin yiizeylere tutunmalarini
azaltmaktadir. Dezenfeksiyon fazinda kullanilan kimyasallar temizleme isleminden sonra
geri kalan mikroorganizmalarin yiikiinii azaltmaktadir [11]. Enzimatik igerigi olan
deterjanlarin kullanimi, “yesil kimyasallar”, gida endiistrisinde biyofilm probleminin
tistesinden gelmek i¢in kullanilmaktadir [10]. Enzimatik giderim mekanizmalari, hiicre
zarmin bilesenlerinin parcalanmasi ile hiicre lizizini, yiizeye tutunan hiicre bilesenlerinin
ve ¢ogalarak tutunan hiicrelerin salgiladig1 hiicre dis1 matriksin pargalanmasini, hiicre igi
iletisimin kesilmesini (quorum sensing) ve ¢evresel maddelerin parcalanmasini
kapsamaktadir [12]. Hiicre disi matriksi pargalayan enzimlerin antimikrobiyal etKisi
biyofilmin mekanik stabilitesinin azalmasina neden olabilmektedir. Ornegin, proteazlar,
ticari olarak kontakt lenslerden proteinlerin giderimi i¢in kullanilmaktadir. Amilazlar ise,
stv1 deterjanlarin formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Lizozimler, dogal
antibakteriyal enzimlerdir. Seliilaz, kagit, tekstil ve gida endiistrisinde biyofilmlerin
Onlenmesi ve giderilmesi i¢in enzimatik soliisyonlarin  bilesenleri olarak
kullanilabilmektedir [13].

Termofilik  basillerin  ¢esitli  ylizeylere tutunarak iretebildikleri  biyofilm
karakteristiklerinin anlasilmasi, spor iireten bu bakterilerin pek ¢ok endiistriyel siirecte
olusturduklar1 kontaminasyonu azaltabilmek ve etkili sanitasyon stratejileri gelistirmek
adina O6nem arz etmektedir. Bu amagla, daha onceki ¢alismamizda A. rupiensis DSM
171277 bakterisinin giiclii biyofilm olusturabildigi, polistiren ve paslanmaz celik
yiizeylere tutunabildigi bilgisinden hareketle mevcut ¢aligma tasarlanmistir [14]. Bu
bakterinin 6zellikle biyofilm yapilariin giderimi hakkinda literatiirde heniiz bir bilgi
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bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci ise, daha 6nce giiglii bir biyofilm {ireticisi oldugu
tespit edilen A. rupiensis’in endiistride yaygin olarak kullanilmakta olan yiizey
materyalleri iizerinde ne diizeyde biyofilm {iiretebildigini tespit etmek ve polistiren
ylizeyler lizerinde olusan biyofilm yapisinin sanitasyon ajanlari ile giderim potansiyelini
aragtirmaktir. Gram-—pozitif bakterilerin biyofilm giderimi i¢in temel hedef bolgeleri,
hiicre duvari, sitoplazmik zar, fonksiyonel ve yapisal proteinler, DNA, RNA’lardir [15].
Bu ¢alismada bu hedef bolgeleri goz dniinde bulundurularak, proteinlere, polisakkartilere,
DNA ve RNA’ya etki eden sanitasyon ajanlari test edilmistir.

2. Deneysel calismalar

2.1. Bakteri kiiltiiriiniin on aktiflestirme sartlar

Biyofilm calismalar1 icin Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,
Mikrobiyoloji Aragtirma Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda mevcut olan, daha 6nce
Derekova vd. [2] tarafindan sicak su kaynagindan izole edilmis, aerobik, gram-pozitif
basil, spor olusturan termofilik A. rupiensis DSM 171277 (AJ879076) bakterisi
secilmistir. On aktiflestirme igin, -80 °C’de gliserol stok kiiltiirlerinde bulunan bakteri,
oncelikle NaCl igeren Tryptic Soy Agar (TSA, Merck, Almanya) besiyerinde 55 °C’de
18 saat siiresince inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirden 3 mL’lik NaCl i¢eren Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck, Almanya) besiyerine yogun bir bulaniklik (OD: 0.5-0.7) elde edilinceye
kadar asilanmis ve kiiltiir siispansiyonu 55 °C’de 18 saat ¢alkalamali kosullarda (170 rpm)
gelistirilmistir. Nihai asamada bu aktif s1v1 kiiltiirden alinarak, NaCl ihtiva etmeyen TSB
besiyerine inokiile edilmis ve kiiltiir calkalamali kosullarda 55 °C’de 6 saat siiresince
inkiibe edilmistir. S6z konusu ii¢ basamakli inokiiliim hazirlig: ilgili termofilik basilin
sporulasyonu fazini geciktirmek adina 6nem arz etmektedir. Sporulasyonda ki gecikme
faz kontrast mikroskopisindeki incelemeler ile de teyit edilmistir. Hazirlanan son kiiltiir
biitiin biyofilm ¢alismalarinda kullanilmastir.

2.2. Polistiren yiizeylerde kristal viyole ile biyofilm miktarinin tayini

Bakterinin U-tabanli 96 kuyucuklu polistiren mikrotitrasyon plakalarin duvarlarinda (Lp
Italiana) biyofilm olusturma o6zelliklerinin incelenmesi ig¢in Woodward vd. [16] ve
Stepanovié¢ vd. [17] tarafindan &nerilen yontemler modifiye edilerek uygulanmistir. On
aktiflestirme isleminden sonra, kuyulara oncelikle 190’ar pL. NaCl i¢cermeyen TSB
besiyeri ve 10’ar pl aktif kiiltiir asilanmistir.  Yalnizca besiyeri ihtiva eden kuyular
negatif kontrol grubu olarak tasarlanmistir. Plakalar 60 °C’de 48 saat siiresince statik
olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, tutunamayan planktonik bakteri
hiicrelerini uzaklastirmak icin kuyular 2 defa serum fizyolojik (SF, % 0.85 NaCl) ile
yikanmstir. Plakalar oda sicakliginda kurutulmustur. Plaka kuyularinda geriye kalan
biyofilm matriks yapilarin1 fikse etmek adina kuyulara 200°er uL % 95°lik metanol
(Merck, Almanya) transfer edilmis ve plakalar 37 °C’de 15 dk bekletildikten sonra
kuyular bosaltilmistir. Daha sonra plakalarin her biri oda sicakliginda 15 dk kurutularak
metanoliin ugmasi saglanmistir. Ardindan kuyulara 200’er pL kristal viyole ¢ozeltisi (%
1’lik, Merck, Almanya) eklenmis ve oda sicakliginda 30 dk bekletilerek biyofilm matriks
yapilarinin boyanmasi saglanmistir. Boyama isleminden sonra, kuyular distile su ile boya
kalintis1 kalmayacak sekilde dikkatlice yikanmis, oda kosullarinda kurutulmustur.
Ardindan, biyofilm tabakasina baglanan kristal viyole boyasinin ¢éziinmesi i¢in kuyulara
200’er pL etanol:aseton (70:30 w/w) (Merck, Almanya) ¢ozeltisi ilave edilerek, plakalar
30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ¢dziinen kristal viyole
OD595nm’de Eliza okuyucusunda (BioTek Elisa reader, pQuant, Biotek Inc., Amerika)
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okutulmustur. ~ Yukarida anlatilan tiim basamaklar negatif kontrol grubuna da
uygulanmustir. Calisma 3 tekrarli olacak sekilde tasarlanmistir.

2.3. Bakterinin planktonik gelisimi ve biyofilm olusumu iizerine ¢evre sartlarimin
etkilerinin belirlenmesi

Bakterinin planktonik gelisimi ve biyofilm olusumu i¢in 96 kuyulu polistiren
mikrotitrasyon plakalarda optimum pH (4.0-11.0), tuz (% 0.0-5.0) ve sicaklik (50-65 °C)
gereksinimlerinin belirlenmesi i¢in On aktiflestime sonrasi, toplam hacim 200 pL olacak
sekilde, kuyulara 190 uLL TSB besiyeri ve 10 pL aktif kiiltiir agilanmigtir. Plakalar, 0., 6.,
18., 24. ve 48. saatler de Eliza okuyucusunda her parametre i¢in ti¢ tekrarl olacak sekilde
OD595nm’de okutulmustur.  Negatif kontrol olarak sadece optimum kosullara
ayarlanmis inokiiliim igermeyen TSB besiyeri kullamilmistir. Bakterinin planktonik
gelisimi i¢in gerekli optimum pH, tuz ve sicaklik degerlerinin belirlenmesinin ardindan,
optimum biyofilm gelisimi igin gerekli pH, tuz ve sicaklik degerleri, 48. saat sonunda
kristal viyole boyama uygulamasi sonucunda belirlenmistir. Bu kisimdan sonra
gerceklestirilen tiim deneyler, bakterinin biyofilm olusumu i¢in ihtiya¢ duydugu optimum
pH, tuz ve sicaklik degerleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.4. Hiicre dist DNA iceriginin tayini

Biyofilmin hiicre dis1 polimerik madde (EPS) bilesenlerinden olan hiicre dist DNA
(eDNA) igeriginin tayini i¢in 6n aktiflestirme islemi sonrasi, son aktif kiiltiirden TSA
besiyerine 200 pL ekim yapilarak 18 saat siiresince inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda TSA besiyeri yiizeyinde gelisen koloniler hasat edilmistir. Bu igerik
daha sonra 2 mL SF igerisinde vortekslenerek silispanse edilmistir. SF ile ¢oziilen
biyofilm 6rnegi, daha sonra 13.000 rpm’de 4 °C’de 7 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust
faz baska bir mikrofijj tlipline alinarak 0.22 pm por ¢apina sahip membran filtrelerden
(Sartorius, Fransa) gegirilerek tamamen hiicrelerden arindirtlmistir.  Elde edilen filtrat
eDNA tayininde kullanilmigtir. Pelet kismi ise, genomik DNA (gDNA) izolasyonu i¢in
muhafaza edilmistir. eDNA izolasyonu i¢in Oncelikle filtre edilen iist faza, 750 uL
kloroform-izoamil alkol (24:1) eklenmistir. 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve iist
faz yeni bir mikrofiij tiipiine alinmustir. Ust faz iizerine 750 pL fenol-kloroform-izoamil
alkol (25:24:1) (Sigma-Aldrich, Amerika) eklenerek tekrar 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Ust fazin {izerine hacminin 0.6’s1 (yaklasik 350 uL) kadar izopropanol
(Merck, Almanya) eklenmistir. Bu igerik -20 °C’de 20 dk bekletilmis ve tekrar 12.000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust s1v1 dokiilmiis, ¢okelti iistiine 350 uL % 70°lik soguk
etanol (Merck, Almanya) eklenmistir. Tekrar 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
eDNA igeren pelet oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulduktan sonra 30 pL Tris-
EDTA (TE) tamponu ile ¢oziilerek iizerine 5 mg/mL’lik RNaz A’dan (Sigma R6513) 4
uL eklenmis ve 37 °C’de 45 dk bekletilmistir [18]. eDNA konsantrasyonu (ng/uL) ve
saflig1 icin 260/280 ve 260/230 oranlari nanodrop cihaz1 (Thermo Scientific NanoDrop
Lite, Amerika) ile dl¢lilmiistiir. Daha sonra, 6rnekler 1.5 pL etidyum bromiir (Sigma E-
8751) igeren % 1.5’luk agaroz (Sigma A9539) jel elektroforezinde 120 V’da 1 saat
yiriitilmiis ve UV transliminator (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, Fransa) ile
goriintiilenmistir. eDNA 6rneklerinin molekiiler agirliklari, Quantum-Capp software
goriintiileme sistemi yardimiyla kilobaz (kb) cinsinden hesaplanmustir.

2.5 Bakterinin genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu, gram pozitif bakterilerin izolasyonu i¢in uygun
DNA izolasyon kiti (Genomik DNA purifikasyon kiti, Thermo KO0512, Amerika)
kullanilarak gerceklestirilmistir. gDNA izolasyonundan sonra, 6rneklere 5 mg/mL RNaz
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A enziminden 4 pL eklenmistir. Daha sonra, 37 °C’de 30 dk inkiibe edilerek RNA’lar
uzaklagtinnlmigtir.  Ardindan, 300 pL % 100°lik soguk etanol (Merck, Almanya)
eklenerek, -20 °C’de 1 gece bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir.
Ust kisim uzaklastirildiktan sonra, iizerine 300 uL %70’lik soguk etanol eklenmis ve
13.000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Tekrar tist kisim uzaklastirilarak, gDNA igeren
peletler oda sicakliginda kurutulmustur. Ornekler, kurutma isleminden sonra 50 pL TE
tampon ile ¢oziilmiistiir. gDNA konsantrasyonu (ng/uL) ve safligt i¢in 260/280 ve
260/230 oranlar1 nanodrop cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Daha sonra, 6rnekler 1.5 pL etidyum
bromiir iceren % 1.5’luk agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 1 saat yiiriitiilmiis ve UV
transliiminator ile gorlintiillenmistir. gDNA 6rneklerinin molekiiler agirliklari, Quantum-
Capp software goriintiileme sistemi yardimiyla kb cinsinden hesaplanmistir.

2.6. Kismi olarak saflastiridmis gDNA ve eDNA’nin DNaz I, RNaz A ve proteinaz K
enzimleri ile muamelesi

Bu calismada, 6ncelikle izole edilen gDNA ve eDNA’larin konsantrasyonlar1 200 ng/mL
olacak sekilde ayarlanmis olup, ardindan DNaz I (Sigma DN25, ABD), RNaz A (Sigma
R6513, ABD) ve proteinaz K (Sigma P2308, ABD) enzimleri ile muamele edilmislerdir.
Mikrotitre plakalara 10’ar pL. DNA eklendikten sonra, DNaz I (1.45, 1.70, 2.50 ve 3.0
mg/mL), RNaz A (0.90 mg/mL) ve proteinaz K (0.85 mg/mL) enzimleri ilave edilerek 37
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Enzim eklenmemis 6rnekler, pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Enzimler ile muamele edilen ve edilmeyen DNA oOrnekleri, % 1.5’ luk
agaroz jelde 120 V’da 1 saat yiiritiildiikten sonra UV transliiminatdr ile goriintiilenmistir.

2.7. eDNA’nin A. rupiensis biyofilmlerindeki roliiniin arastirilmasi

Bu uygulama, Grande vd. [19] tarafindan Onerilen yoOntem esas alinarak
gerceklestirilmigtir. Plakalara, toplam hacim 100 uL olacak sekilde, optimum kosullarda
hazirlanan TSB besiyerinden 95 pL ve on aktiflestirme sonucu elde edilen son aktif
kiiltiirden 5 pL eklenerek, biyofilm orneklemesi i¢in plakalar 40 saat (olgun biyofilm)
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra, kuyular bosaltilarak, planktonik fazdaki bakteri
hiicrelerini uzaklastirmak amaciyla iki defa SF ile yikanmistir. Biyofilm 6rneklerinin
tizerine, 100 pL. DNaz I enzimi (100 pg/mL; Sigma DN25, ABD) 2, 4, 8 ve 12 saat
parametrelerinde eklenmis ve 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyular bosaltilarak, enzim kalintilarin1 gidermek i¢in 2 kez SF ile yikanmigtir. Ardindan
kristal viyole boyama deneyi uygulanarak biyofilmlere baglanan boya miktar1 Eliza’da
spektrofotometrik olarak Olcililmiistiir. Pozitif kontrol olarak biyofilm o6rneklerinin
tizerine DNaz I’in yerine DNaz I’in tamponu olan SF eklenmistir.

2.8. Abiyotik yiizeyler iizerinde biyofilm olusumunun belirlenmesi

Bu calismada, polikarbonat, polipropilen, polistiren, polivinil kloriir, paslanmaz ¢elik (R:
14 mm) ve cam (2.6 cmx2.0 cmx0.1 cm) gibi 6 farkli abiyotik yilizey kullanilmistir.
Biitiin yiizeyler, besiyeri ortamina transfer edilmeden Once iizerlerindeki organik
kalintilar1 uzaklastirmak i¢in % 70 etanolde yikanmis olup, daha sonra yiizeyler distile su
ile iyice durulanarak paketlenmis ve otoklavda (121 °C’de, 15 dk) sterilize edilmistir.
Calismada oncelikle hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan 6 kuyulu plaka kuyularina
steril hale getirilmis yiizeyler transfer edilmistir. Daha sonra, kuyulara toplam hacim 4.5
mL olacak sekilde, icerigi optimize edilmis 3.5’er mL TSB besiyeri ve biyofilm olugumu
icin 6n aktiflestirme isleminden elde edilen son aktif kiiltiirden 1’er mL eklenerek,
plakalar 60 °C’de 48 saat siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda yiizeyler
aseptik kosullar altinda kuyulardan uzaklastirilmis ve planktonik hiicrelerin uzaklagmasi
icin SF ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra yiizeyler, 4.5 mL SF ve 10 gr cam
boncuk (R: 3mm) igeren tiiplere alinarak, yiizeylere dncelikle steril plastik 6ze ile kazima
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islemi uygulanmis ve bu islemden sonra biyofilm siispansiyonlar1 maksimum hizda 2 dk
boyunca vortekslenmistir. Nihai noktada elde edilen biyofilm siispansiyonlarindan
koloni olusturan birimi (kob/cm?) hesaplamak i¢in, MI (Medium I) agar besiyerine damla
plak yontemi [20] ile ekim yapilmis ve petriler 18 saat inkiibe edilmistir. Cam boncuk
ile vorteksleme islemi, Giaouris ve Nychas [21] tarafindan tanimlanmis metod modifiye
edilerek uygulanmistir. Kullanilan 14 mm ¢apli kuponlarin her iki dairesel yiizey alani
toplam 3.08 cm? olarak, cam yiizeyin alani ise 10.4 cm? olarak hesaplanmistir. Birim
alana (cm?) diisen koloni olusturan birimin hesaplanmast i¢in, toplam koloni olusturan
birim says1, yiizey alanina (kob/cm?) béliinmiistiir. Belirlenen bu degerin logaritmasi
alinarak sonug log kob/cm? cinsinden hesaplanmistir. Ayni 6rnege ait iki kuponun iki
paralelli ¢calisilmasiyla tiim ylizey i¢in hesaplanan ortalama koloni sayisi belirlenmistir.
Negatif kontrol gruplar1 olarak yalnizca besiyeri ve uygun yiizeyi ihtiva eden kuyular
tasarlanmstir.

2.9. Polistiren yiizeylerde olusan biyofilm yapisinin sanitasyon ajanlari ile kontrolii
Polistiren yiizeylerde gelistirilen biyofilm yapisinin giderimi i¢in polisakkarit ve protein
parcalayici, antimikrobiyal, pro-oksidant, yeter sayir algilama (quorum-sensing)
inhibisyon ajanlarini igeren 15 farkli sanitasyon ajani kullanilmistir. Bu ajanlar; a-amilaz
(Sigma A-4551, ABD), seliilaz (Sigma C-1184, ABD), sodyum metaperiyodat (SM)
(Sigma 71859, ABD), lizozim (Sigma L-7651, ABD), triklorasetik asit (TCA) (Sigma
27242, ABD), alkalin proteaz (AP) (Sigma P-4860, ABD), proteaz (Sigma P-3111,
ABD), subtilizin (Sigma P-5380, ABD), tripsin (Sigma T-2600000, ABD),
sodyum dodesil stilfat (SDS) (Sigma L-5750, ABD), nisin (Sigma N-5764, ABD),
potasyum-monopersiilfat (PM) (Sigma 228036, ABD), sodyum-tiyosiilfat (ST) (Sigma
72049, ABD), 2(5H)-furanon (Sigma 283754, ABD) ve triklosan (Sigma LRAA-
1072)’dir.  Ajanlarin etkili dozlarinin tespit edilmesinde Tablo 1°de atif yapilan
makalelerdeki miktar, sicaklik ve siire parametreleri dogrudan kullanilmis veya daha
etkili sonuglar elde edilebilmesi igin bazi ajanlarda kosullar yeniden belirlenmistir.
Biyofilm 6rnegi, her bir kimyasal ve enzim ajani ile tek basina muamele edilmis olup,
sadece PM ve ST ajan1 kombine olarak uygulanmaistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan sanitasyon ajanlari.

Ajanlar Miktar  Sicaklik Siire Referans
Polisakkarit parcalayici ajanlar

a-Amilaz %1 37°C 30 dk [22]
Seliilaz %1.66 37°C 30 dk [22]
Sodyum metaperiyodat 10 mM 22°C 60 dk [23]
Lizozim % 2 37°C 60 dk [23]
TCA % 10 100°C 15 dk [23]
Protein parcaliyici ajanlar

Alkalin proteaz 0.1U/lg 37°C 60 dk [22]
Proteaz 0.1U/lg 37°C 60 dk [22]
Subtilizin %1 37°C 30 dk [22]
Tripsin %3 37°C 3 saat [23]
SDS %3 100°C 10 dk [23]
Antimikrobiyal ajan

Nisin 2mg/ml  37°C 24 saat  [23]
Pro-oksidan ajanlar

Potasyum-monopersiilfat 2mg/ml  22°C 30 dk [23]
Sodyum-tiyosiilfat 1 mg/ml  22°C 5dk
Quorum-sensing inhibisyon ajanlari

2(5H)-Furanon 1mg/ml 22°C 60 dk [24]
Triklosan 2mg/ml  22°C 60 dk [25]
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Giderim galigmalari i¢in mikrotitrasyon plakalarina, toplam hacim 100 pL olacak sekilde,
TSB besiyerinden 95 pL ve son aktif kiiltiirden 5 uL eklenerek, 60 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, kuyulardaki besiyerleri bosaltilmis ve
baglanmayan hiicreler ile hiicre kalintilarin1 gidermek ic¢in kuyular iki defa SF ile
yikanmistir. Daha sonra, kuyulara tutunan biyofilmler ajanlar ile muamele edilmistir.
Daha sonra, kuyular bosaltilmis ve bu sefer ajanlarin kalintilarin1 gidermek i¢in 2 defa SF
ile yitkanmigtir. Ardindan, biyofilmlerin miktarini belirlemek iizere kristal viyole deneyi
uygulanmis ve biyofilmlere baglanan boya miktar1 Eliza’da spektrofotometrik
(OD595nm) olarak Slgiilmiistiir. Uygulanan temizleme rejiminin basarisi, bakterilere
uygulanan her ajan i¢in % giderim orani cinsinden hesaplanmigtir. Sanitasyon ajanlarinin
A. rupiensis DSM 171277 biyofilmleri iizerindeki etkinligini degerlendirmek icin
asagidaki yiizde azalma formulii kullanilmistir [26].

Yiizde azalma (%) = [(C-B) — (T-B)] / [(C-B)] x 100
B = Blank (biyofilm yok, enzim yok, besiyeri var)

C = Kontrol (biyofilm var, enzim yok)

T = Ornek (biyofilm var, enzim var)

2.10. Istatistik analizler

Elde edilen sonuglarin SPSS 17.0 istatistik program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ile
degerlendirilmesinde, degerlerin ortalamalar1 arasindaki farki anlamlandirmak igin tek
yonlii varyans analizleri (ANOVA) ile bu analizlerin ileri asamalar1 olan ve her bir grubu
ikili olarak karsilagtirmak icin ise, Tukey ve Dunnet testleri uygulanmistir. p<0.05
olasilik diizeyleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Sonuglar ve tartisma

Anoxybacillus tiirlerinin ¢ogu termofilik olup. TSB-6 bakterisi hari¢, gelisimleri igin
sicaklik araligi 30-75°C arasinda degigsmektedir. Tiirlerin birgogu 50-65 °C arasinda ise
optimum gelisim gostermektedir. Anoxybacillus amylolyticus tiirii harig, Anoxybacillus
tirleri alkalifilik veya alkalitolerant’dir ve tiirlerin ¢ogu ndétral pH’da gelisim
gosterebilmektedir [5, 27]. Bu ¢alismada bakterinin planktonik gelisimi i¢in gereksinim
duydugu optimum pH, tuz ve sicaklik gereksinimleri 0, 6, 18, 24 ve 48. saatlerde
OD595nm’de dlglilmiistiir. Ardindan, biyofilm gelisimi i¢in gereken pH, tuz ve sicaklik
degerleri ayni plakanin, 48. saat sonunda kristal viyole baglanma yOnteminin
uygulanmasiyla belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére, bakterinin planktonik gelisimi
ve biyofilm olusumu i¢in gerekli optimum sicaklik, pH ve tuzluluk degerleri TSB
besiyerinde sirasiyla 55 °C (OD 0.980 + 0.07), 8.0 (OD 1.189 + 0.03), % 1.0 (OD 1.061
+ 0.03) ve 60 °C (OD 0.344 + 0.02), 8.0 (OD 0.065 + 0.02), % 0.0 (OD 0.171 £ 0.05)
olarak tespit edilmistir. Metabolik aktiviteleri i¢in gerekli olan gevresel faktorlerden
sadece pH degerleri, biyofilm olusumu ideal degerler ile ayn1 bulunmus olup, bakteri her
iki durumda da alkali ortam1 tercih etmistir. Her ne kadar plantonik gelisimi i¢in pH 5.5
ve 10.5 aras1 uygunsa da, biyofilm tiretimi daha dar bir aralikta gerceklesmistir (Sekil 1).
Ayrica, bakteri planktonik gelisim igin sadece % 0.0-2.0 araligindaki tuz
konsantrasyonlarini tolere edebilmis ve sadece % 1.0 oraninda NaCl’ye gereksinim
duymus olup, ideal biyofilm iiretemi icin tuz ihtiva etmeyen diisiik ozmolariteli ortami
tercih etmistir (Sekil 2). Optimum sicaklik istegine bakildiginda ise, planktonik gelisimi
icin 55 °C, biyofilm olusumu igin ise 60 °C’yi tercih etmistir (Sekil 3). Bununla birlikte,
bakteri 50 ile 65 °C arasinda hem gelisebilmis, hem de biyofilm iiretebilmistir. Derekova
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vd. [2] tarafindan PY besiyerinde A. rupiensis DSM 17127’ nin optimum gelisimi igin
gerekli sicaklik 55 °C ve pH degeri ise 6.0-6.5 olarak belirlenmistir. Cihan vd. [28]
tarafindan ise, bu bakterinin MI besiyerinde optimum geligimi igin gerekli sicaklik 55 °C,
pH 6.0-6.5 ve tuzluluk degerleri % 0.5 olarak bulunmustur.
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Sekil 1. Bakterinin planktonik gelisimi ve biyofilm olusumu i¢in ideal pH degerleri.
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Sekil 2. Bakterinin planktonik gelisimi ve biyofilm olusumu i¢in ideal tuz degerleri.
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Sekil 3. Bakterinin planktonik gelisimi ve biyofilm olusumu i¢in ideal sicaklik
degerleri.
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eDNA ve gDNA’nin DNA konsantrasyonlar1 (ng/uL) ve safliklarini belirlemek igin
260/280 ile 260/230 oranlar1 nanodrop cihazi ile Olgiilmiis olup, eDNA’nin varligi
agaroz jel elektroforezi ile tespit edilmistir (Sekil 4). Elde edilen sonuglara gore,
gDNA’nin konsantrasyonu 1101.2 ng/uL, molekiiler agirligi ise 27.6 kb olarak
bulunmustur. eDNA’nin konsantrasyonu ise, 766.8 ng/uL olup, molekiiler agirlig1 20.9
kb olarak bulunmustur. Agaroz jel gorintiilerinde de eDNA’nin, gDNA’dan farkli
molekiil agirliklarina sahip olduklart gozlenmistir. Bakterinin gDNA’sinin,
eDNA’sindan daha biiylik oldugu goriilmiistiir.

gDNA ve eDNA saflastirildiktan sonra ii¢ enzim ile muamele edilmistir. Sonuglara
gore, gDNA sadece DNaz I (1.45 mg/mL) ile tamamen pargalanmistir. Bunu aksine,
eDNA, DNaz I, RNaz A, ve proteinaz K enzimlerine direng gostermistir (Sekil 4a).
Dahasi, saf eDNA’lar, DNA, RNA ve proteinlere etki eden bu ii¢c enzimle
par¢alanamamistir. eDNA’nin DNaz I direncinin daha detayli incelenebilmesi amact
ile, DNaz I’in konsantrasyonu 1.7, 2.5 ve 3.0 mg/mL olacak sekilde arttirilmistir. DNaz
I konsantrasyonunun arttirilmasina ragmen sonugta bir degisiklik gézlenmemistir. Saf
eDNA’nin DNaz I enzimine direngli olmasi dikkate deger bir bulgu olup artan enzim
konsantrasyonlarina bagli olarak da agaroz jelde kayma goriilmesi de (shift) s6z konusu
olmustur. Bu durumun ilave arastirmalarla aydinlatilmasi gerekmektedir (Sekil 4b).
Gerek spektrofotometrik olarak, gerekse agaroz jel elektroforezi ile tespit edilen A.
rupiensis eDNA’sinin birer DNA molekiilii olarak varliklar1 kesinlestirilmistir.

a eDNA gDNA eDNA Db

Proteinaz K
Proteinaz K

- |
E
[<]
£

~

2.5 mg/mL
3.0 mg/mL

Sekil 4. (a) gDNA ve eDNA’nin DNaz I (1.45 mg/mL), RNaz A (0.90 mg/mL), ve
proteinaz K (0.85 mg/mL) ile muamelesi sonrasi elde edilen agaroz jel goriintiileri. (b)
eDNA’nin farkli konsantrasyonlarda DNaz I (1.7, 2.5, ve 3.0 mg/mL) enzimi ile
muamele edilmesi. Markor (M), Thermo, Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20000
bp.

Biyofilm yapilarinin 2., 8., ve 12. saatler de DNaz | ile muamelesi sonucu biyomastaki
yiizde (%) azalma degerleri Sekil 5’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gére, eDNA’nin
biyofilm yapisi igerisindeyken DNaz I enzimine duyarli oldugu, ve enzim uygulamasinin
biyofilm kiitlesinde onemli bir oranda azalmaya sebep oldugu gozlenmistir. Ayni
zamanda enzimin 2 saat igerisinde etkisini gosterdigi gozlenmistir. Dahasi, enzim
muamelesi biyofilm yapisini zayiflatmis ve biyofilmde yaklasik olarak % 80 oraninda
giderim saglamistir. Bu sonug ile birlikte, bakterinin eDNA’sinin olgun biyofilm
matriksinin biitiinliigli ve saglamlig1 adina 6nemli bir yapisal rol oynadigi anlasilmis ve
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giderim ¢aligmalarinda DNaz I enziminin kullanilabilecegi belirlenmistir. Son yillardaki
caligmalarda eDNA’nin ¢ogu bakteri tlirlerinin biyofilmlerinin yapisi ve fonksiyonunda
biiylik bir rol oynadigi gosterilmistir. DNaz I, eDNA’y1 parcalamaktadir. Dahasi, DNaz
I adhezin gibi fonksiyon goren hiicre yiizeyindeki niikleik asitleri parcalayabilmekte,
bdylece biyofilm iiretimi igin elzem olan hiicre tutunmasi engellemektedir [13].
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Sekil 5. Olgun biyofilmin DNaz I ile muamelesi sonrasi biyofilm miktarindaki azalma.

Saflastirilan eDNA’nin DNAz I’e direnci, saflastirma asamasinda kullanilan kimyasal
muamelelerden sonra karbonhidrat ve protein bilesenlerinin bulunmamasi ile eDNAnin
yeniden diizenlenerek ilave katlanmalarla daha siki bir katlanma 6zelligi kazanmis olmasi
ve yogun bir li¢ boyutlu yap1 olusturmasi ile enzimin hedef DNA’ya erisememisi olasilig1
ile agiklanabilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda olgun biyofilmler iizerine DNaz I’in
etki ettigi ve etmedigi sonuglar elde edilmistir. Calismalarin bir cogu, DNaz I’in ¢ogu
mezofilik bakteri ve mantarlarin biyofilm gelisimlerini engelleyebildigini ve
dagitabildigini gostermistir [29, 30, 31, 32, 33]. Diger taraftan, mezofilik bakterilerin
biyofilmlerinin eDNA igeriginin DNaz I’e diren¢li oldugunu gdsteren pek ¢ok calisma
mevcuttur [19, 34, 35]. Ancak, su ana kadar literatiirde eDNA saflastirildiktan sonra
DNAZz I direncinin kazanildigina dair herhangi bir sonu¢ bulunamamaistir. Bu, termofilik
bir bakteride izole edilen eDNA’nin termostabilitesi ile baglantili olabilir.

Paslanmaz ¢elik yiizeyler iizerinde termofilik basillerin biyofilm olusumu iizerine bazi
calismalar mevcuttur [8, 36]. Termofilik 4. flavithermus ve Geobacillus paslanmaz ¢elik
ylizeyler iizerine tutunabilir ve biyofilm olusturabilmektedir [37]. Sadiq vd. [38]
tarafindan siit tozu igeren ortamda paslanmaz celik kuponlar tizerinde A. flavithermus’un
hiicre say1s1 5.3 log kob/cm? olarak bulunmustur. Ancak, bu hiicre sayisinin TSB besiyeri
(yaklasik 2.2 log kob/cm?) ile karsilastirildiginda azaldigini belirtmislerdir.  Bu
calismada, bakterinin polikarbonat, polipropilen, polivinil kloriir, paslanmaz celik,
polistiren ve cam tabiatinda olan 6 farkli abiyotik yilizeyde olusturduklar biyofilmdeki
koloni sayimlarinin hiicre yiizey alanlarmma boliinmesiyle elde edilen oranlar (log
kob/cm?) belirlenmistir (Sekil 6). Elde edilen sonuglara gore, bakterinin 6 yiizeye de
tutundugu gozlenmis olup, hidrofobik ve diisiikk ylizey enerjili bir materyal olan
polikarbonat (5.69 log kob/cm?) hiicre tutunmasi icin en ideal abiyotik yiizey olarak
belirlenmistir. Ayrica, hidrofilik, piiriizsiiz ve pozitif yiizey yiikiine sahip paslanmaz
celik (5.12 log kob/cm?) ise, tutunma icin ikinci en uygun yiizey olarak saptanmustir.
Bakteri ile yiizeyler iizerinde olusturduklar1 biyofilm oranlar1 arasindaki korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 6. Bakterinin farkli abiyotik yiizeylerde olusturdugu biyofilmlerdeki koloni
sayilarinin ylizey alanina oranlari.

Biyofilm kontrolii i¢in temel olarak proteazlari ve polisakkariti hidroliz eden enzimler
kullanilabilmektedir [9].  Proteolitik enzimler, biyofilm ile iliskili proteinleri
depolimerize etmektedir [39]. Bu galismada en etkin bilesenin alkalen proteaz (% 100)
oldugu tespit edilmistir (Sekil 7). Enzimatik muameleye tabi tutulan biyofilmin matriks
proteinlerinin alkalen proteaz ve subtilizin gibi serin proteazlarca etkin bir sekilde yikima
ugradig1 gortilmiistiir. Her ikisi de endopeptidazdir ve proteinlerin peptit baglarini yikar
ve serin proteazlarin aktif bolgelerindeki niikleofilik aminoasitler olarak gorev yaparlar
[40]. Bir ¢alismada, purafect olarak adlandirilan bir subtilizin tiirevi ile paslanmaz ¢elik
kuponlarin yiizeyleri tizerinde olusan A. flavithermus B12-C™ biyofilmlerinin % 100
giderilmesinde basar1 saglanamamis; ancak canliligin azaldigi saptanmustir [22]. Loiselle
ve Anderson [39] tarafindan cam yiizeyler lizerinde olusan Pseudomonas aeruginosa
biyofilmi kismi olarak seliilaz ile giderilmigtir. ~ Molobela vd. [41] tarafindan
Pseudomonas fluorescens biyofilmleri iizerinde ticari proteaz ve amilazlarin etkisi
degerlendirilmis ve proteazlarin amilazlardan daha etkili oldugunu bulmuglardir. Bizim
calismamizda da, A. rupiensis biyofilmleri i{izerinde proteazin amilazdan daha etkili
oldugu gozlenmistir. SDS, siit ve siit lirlinlerinin islendigi gida ¢evrelerinde sanitasyon
ajani olarak kullanilmaktadir. Parkar vd. [23] tarafindan SDS’in paslanmaz ¢elik yiizeyi
tizerindeki A. flavithermus B12-C™ biyofilmini % 80 oraninda azalttigi ve sadece
sporlarin hayatta kaldig: tespit edilmistir. Bu calismada ise, polistiren mikrotitrasyon
plakalar tizerinde olusan A. rupiensis biyofilm kiitlesinin SDS ile % 93 oraninda azaldig1
goriilmiistiir. Chen ve Stewart [42] tarafindan P. aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae
bakterilerine uygulanan lizozim ile canli hiicre sayisinda % 87 azalma oldugu
gozlenmistir. Bu calismada, A. rupiensis biyofilmleri {izerinde lizozimin etkisi % 77
oraninda saptanmustir.

Elde edilen sonuglara gore, pro-oksidan ajan1 PM+ST (% 0) ve yeter say1 algilama
(quorum-sensing) inhibisyon ajani triklosan (% 34) disinda diger ajanlarin bu bakterinin
biyofilm yapisinin giderimi i¢in kayda deger derecede etki sagladig1 gozlenmistir. Yiizde
giderim oranlarina bakildiginda, biyofilm kiitlesinin gideriminde protein parcalayici
sanitasyon ajanlarinin polisakkarit pargalayici ajanlardan daha fazla etkili oldugu tespit
edilmistir. Protein pargalayici ajanlarin etkisinin ylizde orani sirasiyla; AP (% 100),
tripsin (% 97), proteaz (% 93), SDS (% 93), subtilizin (% 85)’dir. Polisakkarit pargalayici
ajanlarin etkisinin yiizde orani ise sirastyla; seliilaz (% 85), a-amilaz (% 84), lizozim (%
77), TCA (% 75), SM (% 68)’dir. Gram-pozitif A. rupiensis bakterisinin biyofilm
kontrolii i¢in antimikrobiyal ajan nisinin (% 94) 6nemli bir etkiye sahip oldugu
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belirlenmigtir. Quorum-sensing inhibisyon ajanlart olarak kullanilan 2(5H)-furanonun
(% 60) triklosana (% 34) oranla daha cok etki sagladig1 gézlenmistir. Triklosan ayrica
antimikrobiyal ajan olarak da kullanilmaktadir.

PM+ST | 0
Triklosan 34
Furanon 60
SM 68
TCA 75
Lizozim 77
a-Amilaz 84
Seliilaz 85
Subtilizin 85
SDS 93
Proteaz 93
Nisin 94
Tripsin 97
AP IlOO

0 20 40 60 80 100
Yiizde azalma (%)

Sanitasyon ajanlar:

Sekil 7. Biyofilmin sanitasyon ajanlari ile muamelesi sonucunda biyofilm miktarindaki
azalma ytizdeleri.

Sonug olarak bu caligmada, A. rupiensis biyofilmleri {izerinde sanitasyon ajanlarinin
etkisi gozlemlenmis ve polistiren yiizeylerden basariyla termofilik biyofilmlerin yok
edilmesi saglanmistir. Bu bulgularin pek cok endiistriyel siirecte sorun teskil eden
termofilik basil biyofilmlerinin kontroliinde kullanilarak sorunlarin ¢6ziimiine odakli
yaklagimlarin saglanacagi ©on goriilmektedir. ~ Dahasi, polistiren mikrotitrasyon
plakalarinda kiiglik hacimde yiiriitiilen bu ¢alismalar sonucunda, A. rupiensis’in biyofilm
kiitlesinin, kullanilan ajanlardan hangisi uygulandiginda en c¢ok giderilebilecegine dair
net veriler elde edilmistir. Ayrica, ¢alismada endistride siklikla kullanilan abiyotik
yiizeyler iizerinde, termofilik basil A. rupiensis’in biyofilm olusturma yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda ileriki ¢alismalarda termofilik basil
biyofilmlerinin abiyotik yiizeyler {izerinden giderimi i¢in enzim-deterjan veya enzim-
surfaktan gibi sanitasyon rejim kombinasyonlar: belirlenerek sinerjistik etkilerinin test
edilmesi 6nerilmektedir.
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