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OZET

Doktora Tezi

YUKSEK MIKTARDA BIiYOFILM OLUSTURAN TERMOFILIK BASILLERIN
CESITLI YUZEYLERDEKI BIYOFILM YAPILARININ ANALIZI VE
BIYOFILMIN GIDERIMI iLE BIiYOKOROZYONUN ONLENMESI

Tugba KILIC

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Arzu COLERI CIHAN

Tez kapsaminda biyofilm olusumu ve giderimi ¢alismalarina Aeribacillus pallidus E334
izolat1 ve Anoxybacillus rupiensis DSM 17127 susu dahil edilmistir. E334 ve DSM
17127 optimum biyofilm olusumu degerleri sirasiyla, 60°C, pH 7.5, %1.5 NaCl ve
60°C, pH 8.0, %0 NaCl olarak belirlenmistir. E334 ekstraseliiler polimerik
maddelerinin (EPS) ¢ogunlukla protein ve ekstraseliiler DNA (eDNA) bilesenlerinden
olustugu, fakat DSM 17127 EPS igeriginin protein, karbonhidrat ve eDNA acisindan
daha zengin oldugu goriilmiistiir. E334 ve DSM 17127 genomik DNA ve eDNA’larinin
molekiiler agirliklar1 sirasiyla 24.5 kb ile 27.6 kb ve 21.4 kb ile 20.9 kb olarak
hesaplanmistir. eDNA’lar, DNaz I enzimine duyarli bulunmus, E334 ve DSM 17127
olgun biyofilmlerinde yaklasik %80.0 giderim saglanmistir. DNaz 1 saflagtirilan
genomik DNA’y1 parcalarken, saflastirilan eDNA’lar1  etkilememistir. Bu da,
karbonhidrat ve proteinlerinden arinmis eDNA’larin muhtemelen daha ileri katlanmalar1
sonucu enzim direngliligiyle agiklanabilir. E334 ve DSM 17127 biyofilm olusumu
sirasiyla, polipropilen ile cam ve polikarbonat ile ¢elik ylizeylerde en iyi sonucu
vermistir. E334 ve DSM 17127 biyofilmleri sirasiyla, alkalen proteaz (ALP) ile SDS ve
ALP ile tripsin ile giderilebilmistir. Daha ileri giderim ¢aligmalari E334 ile
yiiriitiilmiistiir. Konfokal Mikroskop (CLSM) analizlerinde, polipropilen yiizeyinde 17
pum biyofilm kalinligi, EPS iceriginin yogun floresan ozellii ve EPS’nin
mikrokolonileri aga benzer yapiyla sardigi gozlenmistir. Cam yilizeyinde, daha ince
olusum goriilmistiir. Polipropilen ylizeyde E334 canli hiicrelerin ALP ile tamami ve
cam yiizeyden biyofilm kiitlesinin (CLSM) %100t SDS ve ALP ile giderilebilmistir.
Sonug olarak, bu g¢alisma giiglii biyofilmler iiretebilen E334 izolatinin endiistriyel
stirecler icin bir risk olusturdugu ve pek ¢ok temizleme rejiminin yeniden ele alinmasi
gerekliligini ortaya koymustur.

Aralik 2016, 180 sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik basil, Biyofilm olusumu ve giderimi, EPS, Konfokal
Lazer Taramali Mikroskobisi (CLSM)



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

ANALYSES OF BIOFILM STRUCTURES ON VARIOUS SURFACES PRODUCED
BY HIGH AMOUNTS OF BIOFILM-FORMING THERMOPHILIC BACILLI AND
PREVENTION OF BIOCORROSION WITH BIOFILM REMOVAL

Tugba KILIC

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

In this thesis, the biofilm formation and removal works have been conducted with
Aeribacillus pallidus E334 and Anoxybacillus rupiensis DSM 17127. The optimum
biofilm formation values of strain E334 and DSM 17127 have been determined as 60°C,
pH 7.5, 1.5 % NaCl and 60°C, pH 8.0, 0% NaCl, respectively. It has been found that the
extracellular polymeric materials (EPS) of strain E334 are mostly composed of protein
and extracellular DNA (eDNA) components, but the content of EPS of strain DSM
17127 is richer in terms of protein, carbohydrate and eDNA. The molecular weights of
genomic DNA and eDNA of strains E334 and DSM 17127 were calculated as 24.5 kb
with 27.6 kb and 21.4 kb with 20.9 kb, respectively. eDNAs were found to be sensitive
to DNase |, and approximately 80.0% of the mature biofilms of strains E334 and DSM
17127 were removed. DNase | has cleaved the purified genomic DNA, but not the
purified eDNAs. This is probably due to the further folding of carbohydrates and
protein-free eDNAs, resulting in enzyme resistance. The biofilm formation of strains
E334 and DSM 17127 gave the best results on polypropylene with glass and
polycarbonate with steel surfaces, respectively. The biofilms of strains E334 and DSM
17127 were removed by alkaline protease (ALP) with SDS and ALP with trypsin,
respectively. Further biofilm removal works have been carried out with strain E334. In
confocal microscope (CLSM) analyzes, a 17 um biofilm thickness on the polypropylene
surface, the intense fluorescence of the EPS content were observed as well as wrapped
microcolonies with a network-like structure by EPS. On the glass surface, thinner
formation was observed. On the polypropylene surface, 100% of E334 viable cells were
completely removed with ALP and 100% of the biofilm mass (CLSM) from the glass
surface was removed by SDS and ALP. In conclusion, this study shows that the E334
isolate, which produces strong biofilms, poses a risk for industrial processes and it is
necessary to reconsider many cleaning regimes.

December 2016, 180 pages

Key Words: Thermophilic bacilli, Biofilm formation and removal, EPS, Confocal
Laser Scanning Microscopy (CLSM)
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1. GIRIS

Biyofilmler, kendi sentezledikleri ekstraseliiler polimerik maddelerle (EPS) bir matriks
olusturarak onun igine gomiilii halde bulunan ve bir yiizeye tutunmus mikrobiyal
topluluklar olarak tanimlanir (Abee vd. 2011). Biyofilmler, tip, ¢evre, ticaret ve
endiistriyel islemlerde biiyiik problemler yaratmaktadirlar (Madigan ve Martinko 2010).
Dahasi, biyofimlerin bizzat kendisi birer kontaminasyon ve/veya enfeksiyon kaynagi

olabilir ve bazi durumlarda yiizeylerden giderilmeleri oldukga zorlasir (Abee vd. 2011).

Biyofilmlerin dogal c¢evresel ortamlardaki varliklarna ait ilk farkindalik 1970’lerde
baglamistir (Costerton vd. 1978). Angst (1923), gemilerin altinda bakterilerin neden
oldugu slime (civikst yapi) olusumunu rapor etmistir. 1933’lerin baslarinda, ‘film’
terimi, bakteriyel tutunma, yiizeyler lizerinde agregasyon ve ¢ogalma, olarak refere
edilmis ve serbest yilizen ‘planktonik’ bakterilerden farkli olarak yiizeye tutunan ‘sesil’
bakteriler terimi ilk defa deniz mikrobiyolojisinde kullanilmistir. ZoBell ve Allen
(1935), deniz suyunda, su altindaki cam ylizeyler lizerinde bakterilerin gelisimi ve
tutunmasini, Characklis ise, 1973’lerin baslarinda endiistriyel su sistemlerinde
mikrobiyal civikst yap1 olusumunu calismustir (Donlon 2002). ilk ‘biyofilm’ terimi
kullanilarak rapor edilen ilk biyofilm yaymi, 1975’de Mack vd. tarafindan
yayinlanmistir. 1977°de biyofilmin ilk mikroskobik goriintiisti yayinlanmistir ve ilk defa
yogun civiks1 yapinin, tutunan bakterileri ¢evreledigi gosterilmistir. Biyofilm terimi, tip
alaninda Costerton tarafindan 1985’de tanimlanmis olup, biyofilm enfeksiyonlari
kavrami ve onlarin énemi 40 yil 6nce, Jendresen tarafindan dental pelikiillerin yapisi ve
Heiby’nin kronik olarak enfekte olmus kistik fibrozis hastalarinin tiikiirtik ve
akcigerinde Pseudomonas aeruginosa hiicrelerini gézlemlemesi ile baslamistir (Hoiby
2014).

Biyofilm olusum siireci tutunma, olgunlagsma ve dagilma asamalarini icermektedir
(Monroe 2007). Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan bakteriyel tutunma siireci,
bakteri tiirleri, ylizey bilesenleri, ¢evre faktorleri ve gerekli bazi gen iiriinleri gibi temel

faktorlere ihtiya¢ duymaktadir. Bakteriler ve abiyotik yiizeyler arasinda ilk tutunma



genellikle hidrofobik baglar gibi spesifik olmayan etkilesimlerle meydana gelirken,
canli veya cansizlagtirilmig dokulara tutunma, biyofilm hiicrelerinin drettigi lektin,
ligand veya adhezin gibi spesifik molekiiller aracilifiyla meydana gelmektedir
(Carpentier ve Cerf 1993). Hemen hemen her canli veya cansiz yiizey, bakteriyel
kolonizasyon ve biyofilm olusumu i¢in kolay bir hedeftir. Bu yiizeyler, gemi govdeleri,
stit ve petrol boru hatlar1, akintilardaki kayalar ve ¢esitli biyomedikal implantlar olabilir

(Carpentier ve Cerf 1993, Elder vd. 1995).

Mikroorganizmalarin bazilar1 yiizeylere tutunurken (sesil), bazilar1 da su iginde serbest
halde dagilmis (planktonik) olarak bulunurlar. Planktonik bakterilerin sucul bir
ekosistemde toplam bakterilerin yaklasik %0.1’ini temsil ettigi diisiiniilmektedir
(Saravia ve Mele 2003). Bir biyofilm yapis1 farkli tiirler igerdiginde, her bir
organizmanin kendisinin tiirettigi metabolik iirlinler, baska bir tiiriin tutunmasini ve
gelisimini destekleyebilir mahiyette olabilirler (Costerton 1987, Wolfaardt vd. 1994,
Marsh 1995, Leung vd. 1998). Bunun aksine, biyofilme tutunan ilk koloni tarafindan
tiretilmis toksik maddelerin birikimi ve besin yaris1 gibi sebepler ise bir biyofilm

icindeki tiir ¢esitliligini sinirlayabilmektedir (Marsh 1995).

Biyofilm hiicreleri, genomlarindaki gen regiilasyon mekanizmalarinda ¢ok sayida
degisiklik meydana getirmelerinden dolayi, planktonik hiicrelerden metabolik ve
fenotipik olarak farklilik gosterirler (Kuckma ve O’Toole 2000, Watnick ve Kolter
2000, Whiteley vd. 2001, Stoodley vd. 2002). Bilindigi izere prokaryotlar, ortam
kosullarina genetik diizenlemeler ile ¢ok kolay uyum saglarlar ve yiizeye yaklagirken
diizenleyici genlerin ¢aligmasiyla dakikalar igerisinde sesil yasam fenotipine
donebilirler. Bu adaptasyon sonucunda planktonik ve sesil hiicrelerin birbirinden farkli
protein sentezlediklerini ortaya koyan gesitli galismalar bulunmaktadir (Gilbert vd.
1990, Hall-Stoodley ve Stoodley 2002, Stoodley vd. 2002). Degisim esnasinda bazi
genlerin ifadesi tesvik edilirken bazilar1 da baskilanmaktadir (Hall-Stoodley ve Stoodley
2002). Biyofilm tabakasi olusturmak iizere genler, polisakkarit, peptidoglikan, hiicre ici
adezin, otolizin, haberlesme sinyalleri, ylizey ve kontrol proteinleri gibi maddelerin

sentezini baglatirlar. Dolayisiyla, planktonik faza gore onemli farkliliklar goriilmesi,



“biyofilm yasam modu” tanimini kuvvetle desteklemektedir (Jefforson 2004). Yine,
evrensel gen regililasyonlarinin ekstraseliiler sinyaller ile yonetilebildigi ve bu dis
sinyallerin konsantrasyonunun planktonik hiicrelere kiyasla ¢ok daha yiiksek oranlara
ulasabildigi bilinmektedir (Molin ve Tolker-Nielsen 2003).

Bir yiizey lizerine tutunmug biyofilmdeki bakteriler, planktonik hiicrelerle
karsilagtirildiginda antimikrobiyal ajanlara, biyositlere ve temizleme ajanlarina
genellikle daha ¢ok direnglidir (Das vd. 1998, Joseph vd. 2001, Donlon ve Costerton
2002, Dunne 2002). Olusan bu intrinsik direng, insan viicudunda nazokomiyal
enfeksiyonlara ve endiistriyel siireclerde korozyon sorunlarina sebep olmaktadir
(Donlon ve Costerton 2002, Dunne 2002). Biyofilm tarafindan sergilenen
antimikrobiyal direnclilik, biyofilmin 3 boyutlu yapis1 (3D) ile iligkilidir ve direnglilik
bu yap1 bozulur bozulmaz kaybolur (Hoyle vd. 1992). Bu yiizden, biyofilm olusumu ve
gelisimi siiresince bakterilerin agirt miktarda iirettigi ekzopolisakkaritler, antimikrobiyal
maddelerin hedefi olan en igteki biyofilm hiicrelerini Kkoruyabilir ve bu da
antimikrobiyal maddelerin etkisini azaltir (Farber vd. 1990, Hoyle vd. 1990, Stewart
1996).

Pek c¢ok endiistriyel islemde kullanilan metalik yiizeylere bakteriyel hiicrelerin
tutunarak biyofilm olusturmasi biyokorozyona neden olabilmektedir. Biyokorozyon,
boru hatlar1 ve sanayide kullanim alani olan metalik yiizeylere zarar verebilmektedir. Bu
yiizden, giiniimiizde biyokorozyonun kontrol ve giderimi i¢in milyonlarca dolar
harcanmaktadir (Beech ve Sunner 2004). Biyofilmlerdeki bakteriyel metabolizma,
humik asit gibi zararli maddeler iiretebilir. Biyofilmlerin karmasik ve diizensiz dogasi,
bu tiir asitlerle beraber gelik yiizeyler lizerinde ¢esitli oksijen konsantrasyonlarinin
mevcudiyetinde farkli biyofilm olusum bolgeleri meydana getirmektedir. Sonugcta, tiim

bu 6zellikler korozyonun birer sebebi olarak bilinmektedir (Borenstein 1994).

Endiistriyel siireclerde biyofilmler, cihazlarin arizalanmasina, verimliligin diismesine ve
gida endiistrisinde tirin kalitesinin ve gilivenliginin azalmasina neden olmaktadir
(Carpentier ve Cerf 1993, Flemming 2002). Ayrica, biyofilm yapisinda ugucu organik

bilesiklerin varligi (geosmin, beta-iyonon, menton vb.) suda kotii koku olugmasina



sebebiyet vermektedir (Skjevrak vd. 2004). Biyofilmin zararl etkilerinin yanisira, atik
su aritiminda kullanilan biyoreaktdrlerde, toprakta var olan ¢evreye zararli maddelerin
parcalanmasinda, minerallerden komiir partikiillerinin ayristiritlmasi isleminde, sudaki
agir metallerin temizlenmesinde oldugu gibi faydali kullanim alanlar1 da bulunmaktadir
(Bos vd. 1999). Ayrica, dogal c¢evrede su kalitesinin devamliligi, biyofilmlerdeki
mikrobiyal metabolizmanin bir sonucu olarak korunur. Bu biyofilmlerde bulunan
bakteriler, toksik bilesiklerin ¢ogunu ayristirir ve kirliligin ¢ogalmasini engeller. Bu
yiizden, ¢evre kirliligine yol agan maddelerin izlenmesinde ve g¢evre Kkirliliginin
tespitinde 6nemli bir rol oynar (Fuchs vd. 1996). Biyofilmler, organik besinlerin
tutulmasma ve atik sularin organik igeriginin azalmasmna da yardimci olmaktadir.
Mikrobiyal biyofilmler, ¢esitli endiistriyel atik sularin biyoremediasyon siire¢lerinde de
onemlidir (Sarnaik ve Kanekar 1995). Biyofilmler ayni zamanda dogal bir hiicre
immobilizasyonu  olusturduklarindan,  biyofilme tutunan  mikroorganizmalar,
fermentasyon  siireglerinin  stabilitesini  ve  verimliliginin  arttirilmasi  igin

biyoreaktorlerde basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar (Demirci ve Pometto 1995).

Endospor olusturan termofilik basillerin  biyofilm olusumlar1 hakkinda 8
sinirl1 sayida bilgi mevcuttur. Termofilik basiller, 45°C ila 60°C sicaklik araliklarinda ve
termal adaptasyon yetenekleri sebebiyle yaygin olarak toprak, sucul ve insan yapimi
habitatlarda gelisebilirler (Flint vd. 2001b, Nazina vd. 2001, Vieille ve Zeikus, 2001).
Termofilik basiller, bazi endiistriyel uygulamalarda endise verici ¢ok ciddi problemlere
neden olabilirler. Bu da onlarm hem endospor olusturmalari hem de ¢ogu ortamda
termal stabilite gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Termofilik basillerin vejetatif
hiicreleri ve sporlari, zor kosullarda dahi endiistriyel olarak kullanilan ¢ok ¢esitli
yiizeylerde biyofilm olusumuna sebep olabilirler. Ayrica, onlarin igsel termostabiliteleri
nedeniyle elemine edilebilmeleri oldukga zordur ve sporlar ¢ogu fiziksel ve kimyasal
ajanlara direngli olup, biyofilm olusturmalari da buna katki saglamaktadir (Etoa ve
Michiels 1988, Flint vd. 2001a). Termofilik basiller, jeotermal enerji santralleri, sicak
su boru hatlarinin i¢ yiizeyleri, siit tirtinleri ile temas halinde olan yiizeyler, meyve sulari
ve glukoz suruplari gibi endiistriyel olarak Onemli iirlinlerin iiretiminde kullanilan
paslanmaz ¢elik fermentorler gibi cesitli insan yapimi habitatlarin kontaminantlar

olabilirler. Termofilik basillerin ¢ogu ciddi problemlere neden olabilmelerine ragmen,



farkl1 yiizeyler lizerinde biyofilm olusturmalari, biyofilm yapilart ve biyofilm giderim
ve Kontrol stratejileri hakkinda ¢ok az bilgi rapor edilmistir. Bu arastirmalar ¢ogunlukla
stit endiistrisinde kontaminant olarak bilinen termofilik basiller ile ilgilidir (Flint vd.
1999, 2001a, Ronimus vd. 2003, Rueckert vd. 2005, Burgess vd. 2009, Somerton vd.
2015). Flint vd. (2001), paslanmaz ¢elik yiizeyinde, siitte gelisen  Geobacillus
stearothermophilus B11 izolatini incelemislerdir. Siit triinleri ile iligskili Anoxybacillus
flavithermus CM biyofilmlerinin spor olusumu Burgess vd. (2009) tarafindan da

calisiimustir.

Bacillaceae familyasina ait termofilik Geobacillus cinsinin tam taksonomik pozisyonu
ilk defa Nazina vd. (2001) tarafindan tanimlanmis olup, daha sonrasinda pek ¢ok yeni
endospor olusturabilen termofilik basil tanimlanmistir. Aeribacillus cinsinden
Aeribacillus pallidus tiirti bu basillerden birisidir. Aeribacillus cinsinin taksonomik
pozisyonu 2010 (Minana-Galbis vd. 2010) yilina kadar dogru sekilde
siiflandirilamadigindan, muhtemelen literatiirde Aeribacillus tiirlerinin  biyofilm
olusumu {izerine dogrudan bir ¢alisma bulunmamaktadir. A. pallidus ile ilgili
caligmalardan biri Radchenkova vd. (2013) tarafindan gergeklestirilmis olup, pepton-
yeast ekstrakt agar {izerinde civiksi yapi (slime) treten termofilik A. pallidus 418
izolatinin EPS’sindeki ekzopolisakkarit {iretimini ¢alismislardir. A. pallidus TD1 izolati
da ekstraseliiler pektat liyaz iireticisi olarak rapor edilmistir (Yasawong vd. 2011). Yine
A. pallidus tiiriine ait sporlar1, Miller vd. 2015 tarafindan siit endiistrisindeki ¢ig siit ve
siit tozu Orneklerinde kontaminant olarak saptanmistir. Ancak, bu caligmalarin higbiri
dogrudan biyofilmle iliskili olmayip, dolayli olarak bu tiirtin EPS igerigi veya gida

endiistrisindeki kontaminasyonu iizerine odaklanmistir.

Sonug olarak, yukarida agiklanan bu caligmalar, Aeribacillus cinsine ait termofilik
basillerin biyofilm olusum kapasitesi hakkinda temel bilgiler vererek, Aeribacillus cinsi
tirlerin biyofilm olusum karakteristikleri ve giderilmeleri hakkindaki incelemeler igin
iyi bir aday olabileceklerini gostermistir. Bu yiizden bu tez calismasi, termofilik
Aeribacillus pallidus E334 izolatinin biyofilmlerinin detayli olarak tanimlanmasinin
yapildigi, ardindan olusturulan bu biyofilmlerin uygun bulunan polipropilen ve cam

yiizeylerde Alkalen proteaz ve SDS temizleme ajanlari ile gideriminin gercgeklestirildigi



ilk ¢alismadir. Bunlarin yani sira, tez kapsaminda endiistriyel ve ticari dneme sahip
uygulamalarda sorun teskil eden termofilik basillere ait biyofilm yapilarinin nasil
olustuklar1 ve nasil giderilebileceklerinin belirlenmesi, enerji, turizm, saglik ve gida
sektorlerini yakindan ilgilendiren endiistriyel uygulamalara ¢6ziim odakli yaklasimlar

saglayacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyofilmin Tanimi ve Olusum Sebepleri

Carpentier ve Cerf (1993) biyofilmi “bir yiizeye tutunmus, organik polimer matrikse
gomiilii mikrobiyal birlik”, Elder vd. (1995) “yogun bir ekzopolimer matriks iginde,
mikroorganizmalar tarafindan organize olmus fonksiyonel ortaklik”, Costerton vd.
(1999) “canli veya cansiz bir yilizeye yapisik olarak kendi tirettikleri polimerik matriks
icinde yasayan bakteri hiicrelerinin olusturdugu topluluk” olarak farkli ifadeler
kullanarak tanimlamiglardir (Dunne 2002). Mikroorganizmalar, dogal kosullarinda
cogunlukla yaygmn tek hiicre popiilasyonundan olusan saf kiiltiirler halinde
yasayamazlar; ancak onun yerine ara yiizlerde oncelikle polimikrobiyal kiimeler
olusturarak birikebilirler (Wingender vd. 1999). Bakteriler, sulu ortamlarda ise, serbest
yiizmek yerine bir yiizeye tutunmay1 tercih etmektedirler (Beveridge vd. 1997). Bunun
sebebi, tutunduklar1 yiizeyin besin kaynagi olusturmasi, suyun akistyla tutundugu yere
besin maddesi taginmasi ya da su akisi sayesinde bol oksijen bulunmasidir (Melo ve
Bott 1997). Biyofilmler aslinda dinamik ve kompleks yapilardir ve turbulans akisi veya
besin kitligi gibi olumsuz kosullarda bakteriler i¢in bir tireme, korunma ve hayatta

kalma mekanizmasidir (Costerton vd. 1987, Davey ve O’Toole 2000).

Mikroorganizmalar yasam Kalitelerini ve gelisimlerini attirarak pozitif yonde
etkilendikleri igin biyofilm olustururlar. Biyofilm olusumu i¢in en az dort neden
mevcuttur. Birincisi, biyofilm bir korunma mekanizmasidir. Biyofilmler, tutunmamis
hiicrelerin uzaklara siiriiklenmesine sebep olan fiziksel kuvvetlere, bagisiklik sistemi
hiicrelerinin fagositozuna, antibiyotikler gibi toksik maddelerin penetresyonuna karsi
hiicreleri korumaktadir. Ikincisi, biyofilm olusumu hiicrelerin uygun bir niste kalmasini
saglamaktadir. Hayvan dokular1 gibi besince zengin yiizeylere veya nehirdeki bir kaya
gibi akiskan sistemlerdeki yiizeylere tutunmus biyofilmler, besinlerin genellikle daha
bol oldugu veya siirekli olarak besin akisinin oldugu bir bélgede, bakteriyel hiicreleri bir
yiizeye sabitlemektedir. Ugiincii olarak, bakteriyel hiicrelerin birbirleri ile yakin iliski
icerisinde yasamalarin1 saglamaktadir. Boylece, P. aeruginosa’da gordiigiimiiz iizere,

hiicrelerin  yararma olan sinyal molekiiller sayesinde hiicreler aras1 iletisim



kolaylagmaktadir. Dahasi, hiicreler birbirleriyle daha yakin temasta olduklarindan yatay
gen transferi ile genetik bilgi akisi firsati ortaya g¢ikmaktadir. Dordiinciisii ise,
biyofilmlerin, kiiltiir besiyerindeki gibi zengin besin konsantrasyonu igermeyen dogal
kosullarda goriilen bakteriyel hiicre biiylimesinin tipik bir sekli olmasidir. Diger bir
deyisle, biyofilm laboratuvarda goriilen zengin sivi kiiltiir yaklagimina karsi dogada
prokaryotlar i¢in biiyiimenin “olagan” seklidir. Boylece, mikroorganizmalar korunma,
savunma, iletisim kurma, hiicrelerinin uygun bir niste kalmalarin1 saglama ve dogal
ortamlar1 i¢inde birbirleri ile yakin iliskide olabilme sebepleri ile biyofilm olustururlar
(Madigan ve Martinko 2010).

2.2 Biyofilmin Olustugu Yerler

Biyofilmler tipta ve endiistriyel siireclerde c¢ok ciddi sorunlara sebep olmaktadir.
Endiistriyel kosullarda biyofilmler borularin i¢indeki suyun, petrolin veya diger
stvilarin - akisini  yavaslatabilmekte ve borularin  korozyonunu arttirabilmektedir.
Biyofilmler ayrica, agik deniz platformlari, gemiler ve kiyilardaki batik nesnelerin
pargalanmasmm baglatabilir. Igme suyu giivenligi, su dagitim sebekelerinde bulunan
borularda gelisen biyofilmlerce de tehlikeye girebilmektedir. Su borularindaki
biyofilmler cogunlukla patojen olmayan bakterileri icermelerine ragmen, eger patojenler
basariyla patojenite gostermeyen mevcut biyofilmlere kolonize olurlarsa onlar
oldiirmek igin standart klorlama islemi yetersiz kalmaktadir (Madigan ve Martinko
2010), (Sekil 2.1) Endiistriyel kuruluslarda istenmeyen biyofilmler ¢cogunlukla sogutma
su kulelerinin, su borularinin, gida imalat fabrikalart veya membran donanimlarinin
kirlenmesinden sorumludur (Jass ve Walker 2000). Enfeksiyonlarin nedeni olan
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus gibi organizmalar tarafindan
medikal cihazlarin yiizeylerinde de biyofilmler olusabilmektedir (Huebner ve Goldmann
1999), (Sekil 2.2).



Sekil 2.1 Almanyanin Berlin sehrinde 80 yildan daha fazladir kullanilmakta olan demir
dokiimden yapilmis igme suyu borularinda olusan biyofilmler (Szewzyk vd.
2011)

Sekil 2.2 Biyofilm goriintiileri (Donlan 2002)

a. Endiistriyel siirelerde kullanilan su sistemlerinde paslanmaz gelik bir yiizey iizerinde 8 hafta boyunca
gelisen dogal bir biyofilmin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiisii,
b. Medikal cihazlarin i¢ yiizeylerinde stafilokokal biyofilmlerin SEM goriintiisii

Gida paketlenmesi amaciyla temizlenmis kagit iirtinlerin imal edildigi fabrikalarda, gida
giivenligi ve hijyen siirecini tehdit eden en énemli faktor, spor olusturan bakterilerin ve
enterobakterilerin olusturdugu kontaminasyondur (Raaska vd. 2002). Bu tiir kuru kagit
irtinlerinin kontaminasyonuna, genellikle spor olusturan Bacillus, Brevibacillus ve
Paenibacillus cinsleri sebep olmaktadir (Hughes-van Kregten 1988, Pirttijarvi vd. 1996,
Suominen vd. 1997, Viisdnen vd. 1998, Raaska vd. 2002).



Filtrasyon sistemlerinde biyofilm olusumu ayni zamanda membranlarin gecirgenligini
de biiylik oranda azaltmaktadir (Flemming vd. 1992). Son yillarda ters ozmoz (RO) ve
ultrafiltrasyon (UF) gibi membran teknolojileri, siit ve gida endiistrisi ile atik su aritim
siireclerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Glover 1985, Cheryan 1986). Atik su
muamelesi icin ters 0zmoz siirecinde mikrobiyal biyofilm olusumu, su akisinda énemli
bir azalmaya ve tiim membran performansinin bozulmasina neden olmaktadir (Ridgway

vd. 1983).

Icme suyu dagitim sistemlerinde biyofilmlerin olusumu; su hizim ve tasima
kapasitesinin diismesine, borularin tikanmasina, enerji kullaniminda artisa ve isletmenin
verimliliginin azalmasina sebep olmaktadir (Ridgway ve Olson 1981, LeChevallier vd.
1987). Bu mikrobiyal gelisme, temel olarak su kaynagindaki besin kalintilart
yiiziindendir, fakat yiiksek klor kalintist biyofilm olusumunu 6nleyemeyebilmektedir

(Block 1992, Marshall 1992).

Yiizeylerde canli organizmalarin birikmesi olarak bilinen biofouling, uzun yillardir 1s1
degistiricileri ve sogutma kulelerinde biiyiik bir problem teskil etmektedir. Bu
bakteriyel tutunma, aletlerin verimli c¢alismasini ve 1s1 gegisini biiylik oranda
azaltmaktadir (Bott 1992, Lehmann vd. 1992, Wirtanen ve Mattila-Sandholm 1992).
Biyofilmlerde mikrobiyal aktivite, 6zellikle siilfat indirgeyen veya asit tireten bakteriler
tarafindan metal yiizeylerin korozyonuna sebep olmaktadir (Costerton ve Lappin-Scott
1989). Ayrica, tim denizel ve sucul g¢evrelerin su altindaki yiizeyleri, mikrobiyal
biyofilm birikimi olan bdlgelerdir. Gemi teknelerinin kirlenmesi, temel olarak
bakteriler, deniz algleri, tek hiicreli algleri igeren, biyofilmlerin olusmasi ile meydana
gelmektedir (Lewin 1984). Pek ¢ok antifouling (canli organizmalarin birikiminin
Oonlenmesi) boyalar iretilmektedir; ancak higbiri biyofilm olusumunu dogrudan

onleyememektedir (Cooksey ve Wigglesworth-Cooksey 1992).

2.3 Biyofilm Matriks Bileseni Ekstraseliiler Polimerik Maddeler (EPS)

Biyofilmler baslica; bakteriler, mikrobiyal orijinli EPS ve diger partikiillii maddelerden

olusmaktadir. EPS yapisi, bakteriyel hiicrelerin iirettikleri ve gomiilii olduklar1 bir
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matriksdir (Wingender vd. 1999). Dolayisiyla, mikrobiyal biyofilmlerin karakteristik
ozelligi, hiicre bilesenleriyle gomiilii bu ekzopolisakkarit matriksin varligidir (Boyd ve

Chakrabarty 1995).

Biyofilmler genelde, %10’dan az bakteri hiicrelerinden ve %90’dan fazla matriksten
olusmaktadir (Flemming ve Wingender 2010). Ayrica, biyofilm matriksi %90-97
oraninda su igerir (Sutherland 2001). Cogu EPS, su tutar ve bdylece fazlaca sulu bir
ortam olusur (Or vd. 2007). Bakteriler aslinda kurumaya kars1 EPS iireterck aktif olarak
cevap verirler (Roberson ve Firestone 1992). Cogu bakteride EPS, biyofilm olusumu
icin vazgecilmezdir ve mutantlar yani ekzopolisakkarit sentezlemeyenler olgun
biyofilmler olusturamazlar (Watnik ve Kolter 1999, Danase vd. 2000, Byrd vd. 2009).
Ancak karigik kiiltiir tiirlerdeki biyofilmlerde sadece bir tiirlin EPS tiretimi dahi diger
tiirlerin mikrobiyal topluluklar halinde bir araya gelmesini saglayabilir (Sutherland
2001). Ayrica, kanisik tiirler igeren biyofilmlerde bir tiir tarafindan iretilen EPS
biyofilm i¢indeki diger tiirlerin stabilitesini arttirabilmekte ve/veya stabil etkilesimler
farkli tiirlerin polimerleri arasinda meydana gelebilmektedir (Sutherland 1982,
McEIldowney ve Fletcher 1987).

EPS, toprak ve sedimentlerde karbon indirgeyen rezervlerin, tatli su ve okyanuslardaki
sedimentlerin biiyiik bir kismini temsil eder ve buralarda besin kaynagi olarak iglev
gordiigiinden, mikrobiyal ekolojide dnemli bir rol oynamaktadir (Decho 1990, Ortega-
Morales vd. 2007). Ayn1 zamanda mevcut hiicre lizizi sonucu olusan biitiin bilesenleri
tutarak adeta bir geri doniisim merkezi olarak rol oynamaktadir (Flemming ve
Wingender 2010). Bu ekzopolisakkarit matriks; difiizyon bariyeri, molekiiler elek ve
tutucu olarak c¢esitli gorevlerde de rol oynayabilir (Boyd ve Chakrabarty 1995). EPS,
ozellikle yapiskanlikta ve tutunan mikrobiyal topluluklarin diger fiziksel 6zelliklerinde
onemli rollere sahiptir (Wingender vd. 1999). Ayrica, EPS yogun DNA igerigi
sebebiyle yatay gen transferi igin genlerin bir deposu olabildiginden, bu durum
mikrobiyal topluluklarin rekabetini arttirir. Matriks organizmalar1  kurumaya,
oksitlenmeye, yiiklii biyositlere, bazi antibiyotiklere, metalik katyonlara, UV
radyasyonuna, ¢ogu ot yiyen protozoonlara ve konak¢inin immiin sistemine karsi

koruyabilir (Flemming ve Wingender 2010). EPS, ‘biyofilmlerin karanlik maddesi’
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olarak da tanimlanmistir, bunun sebebi analizlerindeki zorluklar ve matriks
biyopolimerlerinin gok ¢esit arz etmesindendir (Flemming vd. 2007). EPS bilesenlerinin

fonksiyonlar1 ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Biyofilm hiicreleri, genellikle kati-sivi ara yiizde birikir ve olduk¢a sulu, ¢ogunlukla
kendi trettikleri, farkli tipte biyopolimer yiginlar1 iceren EPS matriksi i¢inde gomiilii
halde bulunurlar (Flemming ve Wingender 2010). EPS, c¢esitli ekstraseliiler
biyopolimerler (ekstraseliiler polisakkaritler, biyofilm ile iligkili proteinler-BAP, eDNA,
lipitler, amiloid yapilar) igerebilir. DNaz, proteaz ve ekstraseliiler polisakkariti
pargalayan enzimler, biyofilm olusumunu engeller veya ¢oktan olusan biyofilmlerin
dagilma hareketini tesvik eder. Biyofilm olusumu ve ayrilmasi boyunca hiicreler
arasinda iletisim, quorum sensing sistemlerine ve otoindiikleyici 2 (Al-2), D-
aminoasitler ve cis-2-dekanoik asit gibi molekiillere baglidir. Hareketlilik, yeni
biyofilmlerin insaasinda ve olgun biyofilmlerin dagilmasinda énemli bir faktordiir. Bu

polimer yapilar sekil 2.3’de gosterilmistir (Abee vd. 2011).

Al-2
Sporlar HO| JOH Cis-2-dekanoik asit
EPS 1 iml AL iy o
parcalayan enzimler Binleazlan Ho—t%cna oYY

p

Sekil 2.3 Biyofilm olusumunda gerekli olan molekiiler mekanizmalar ve faktorler (Abee
vd. 2011)
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Cizelge 2.1 Bakteriyel biyofilmlerde bulunan EPS bilesenlerinin fonksiyonlar1 (Flemming ve Wingender 2010)

Fonksiyonu

ilgili EPS bilesenleri

Biyofilmlerdeki fonksiyonu

Adhezyon

Bakteriyel hiicrelerin
agregasyonu
Kohezyon

Suyun tutulmasi

Koruma bariyeri

Organik bilesiklerin
emilimi

Inorganik iyonlarin
emilimi

Enzimatik aktivite

Besin kaynaklari

Genetik bilginin aktarim

Elektron verici veya alici

Hiicresel bilesiklerin
disariya verilmesi

Asiri enerji icin depolama

Enzimlerin baglanmasi

Polisakkaritler, proteinler, DNA ve ampifilik
molekiiller

Polisakkaritler, proteinler ve DNA

Notral ve yiiklii polisakkaritler, proteinler
(amiloid ve lektin vb.) ve DNA

Hidrofilik polisakkarit ve proteinler

Polisakkaritler ve proteinler

Yiiklii ve hidrofobik polisakkaritler ve
protein

Yiiklii polisakkaritler, proteinler, inorganik
maddeler (fosfat ve siilfat vb.)

Proteinler

Potansiyel olarak biitiin EPS bilesenleri
DNA

Proteinler ve humik asitler

Membran vezikiilli igeren niikleik asitler,
enzimler, lipopolisakkaritler ve fosfolipidler
Polisakkaritler

Polisakkaritler, enzimler

Planktonik hiicreler ile canli ve cansiz yiizeylerin kolonizasyonunda ilk basamaga ve yiizeylere tiim biyofilmlerin
uzun siire baglanmasina izin verir.

Bakteriyel popiilasyonlarin gegici immobilizasyonunu, yiiksek hiicre yogunluklarinin gelisimini, hiicrelerin
birbirini tanimasin1 ve hiicreler arasinda kdprii saglar.

Sulu polimer ag olusumu (biyofilm matriksi), biyofilmin mekanik stabilitesine aracilik eder (sik sik c¢ok
degerlikli katyonlar ile baglanmasi) ve EPS yapilarn (kapsiil,civikst yapikilif) vasitasiyla biyofilm yapisim
saptar, hiicreden-hiicreye iletisime izin verir.

Biyofilm organizmalar1 ¢evresinde, fazla sulu mikrogevrelerin devamini saglar, su yetersiz ¢evrelerde kuruma
toleransina sebep olur.

Enfeksiyon siiresince spesifik ve nonspesifik konak savunmalarina direng saglar ve gesitli antimikrobiyal ajanlar
(6rnegin dezenfektanlar ve antibiyotikler) tolerans saglar.

Cevreden besinlerin birikimine ve ksenobiyotiklerin emilimine izin verir (Bu sebeple ¢evre detoksifikasyonuna
katki saglar).

Polisakkarit jel olusumunu, iyon degisimini, mineral olusumunu ve toksik metal iyonlarin birikimini yonetir (Bu
sebeple ¢evre detoksifikasyonuna katk: saglar).

Besin kazanci i¢in dig kaynakli makromolekiillerin sindirimine olanak saglar ve EPS yapilarinin yikimini saglar.
Biyofilmlerden hiicrelerin serbest birakilmasina izin verir.

Karbon, nitrojen, fosfor kaynaklarini saglar, biyofilm toplulugu tarafindan kullanimi i¢in bilesimleri igerir.
Biyofilm hiicreleri arasinda yatay gen transferini kolaylastirir.

Biyofilm matriksinde redoks aktivitesine izin verir.

Metabolik is hacminin sonucu olarak hiicresel maddelerini serbest birakir.

Nitrojen oranlar1 karbon dengesizliginde fazla karbonu depolar.

Polisakkaritler ile onlarin etkilesimi boyunca enzimlerin stabilizasyonunu, tutulmasini ve birikimine sebep olur




EPS tamamen gecirimsiz bir tabaka degildir, ancak kimyasal ajanlarin diflizyonunu
yavaglatarak konsantrasyonlarmi diisiirmektedir (Mah ve Q’Toole 2001). Asiri
besinsizlik durumunda, bakterilerin kendilerinin ya da diger tiirlerin irettigi EPS
tabakasini yikarak beslenme amaciyla tiikettikleri de bilinmektedir (Zhang ve Bishop
1994). Yasamsal olan besinler ya da oksijen varlig1 i¢in rekabet, biyofilmin i¢inde farkli
ekolojik katmanlarin olusmasina yol agmaktadir (Zhang vd. 1999). Hibiya vd. (2004)
yaptiklar1 ¢alismada biyofilm tabakasinda derine indik¢e ¢ozlinmiis oksijen miktarinin
hizla azaldigin1 gostermislerdir. Bu kosullar anaerobik bakteriler i¢in biyofilm
tabakasinin derinlerinde bir yagam alani olusturmaktadir. Biyofilm i¢indeki bakterilerin
olusturduklart bu katmanlar ¢esitli metabolik ve fizyolojik diizenlemeler sonucunda
farkli besin ve oksijen gradiyentleri gostermektedirler. Biyofilm ic¢inde bulunan
hiicrelerin, biyofilm yiizeyindeki hiicrelerden daha az besin ve oksijene gereksinim
duydugu belirlenmistir (Brown vd. 1988). Ayrica, elverisli kosullarda baz1 yilizeylerde
canli organizmalarin birikmesi olarak tanimlanan biofouling olusumu artarak kalin
biyofilmler olusur ve bu katmanlarin ¢ogu metabolik olarak dormant ve/veya olii
hiicreler igerebilirler. Bu durum, bakteri hiicrelerinin degisen biiyiime oranina ve
fizyolojisine bagli olarak, antimikrobiyal ajanlara karsi direngliligin artmasina sebep
olmaktadir (Gilbert vd. 1990, Evans vd. 1991, McFeters vd. 1995).

EPS’ler, bakteriler ve arkelere ait asidofilik ve termofilik tiirlerin ekstrem g¢evrelerde bir
adaptasyon stratejisi olarak ve/veya biyotik rekabet, abiyotik sicaklik, 1s1k siddeti, pH
ve tuzluluk gibi stres faktorlerine cevap olarak da iiretilmektedir. EPS biyosentezi ii¢
temel faz igerir: karbon substratinin asimilasyonu, polisakkaritlerin intraseliiler sentezi
ve onlarin hiicre disina verilmesini kapsar (Finore vd. 2014). Ayrica, EPS bir tiiriin
suslar1 arasinda da farklilik gosterebilir. Ornegin Streptococcus thermophilus’un gesitli
suslar1 farkli molekiiler agirlikli, farkli monomer icerikli ve farklt oranlarda
heteropolisakkaritler iiretirler (Vaningelgem vd. 2004). Bazi denizel termofilik basil
tirleri, 6rnegin Geobacillus thermodenitrificans B3-72, EPS ireticisi olarak rapor
edilmistir (Finore vd. 2014). Ayrica, Bacillus licheniformis T4, B3-15 ve Geobacillus
tepidamans V264, Geobacillus sp. 4001, Geobacillus sp. 4004, Geobacillus
thermoantarcticus, Geobacillus thermodenitrificans B3-72 ve Brevibacillus

thermoruber 423 tiirlerinden EPS iretilerek karakterize edilmistir. Son olarak,
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Aeribacillus pallidus 418, Bulgaristan’daki Rupi hidrotermal su kaynaklarindan izole
edilmis ve yeni bir EPS igeriginin sentezi ve karakterizasyonu yapilmistir (Finore vd.
2014, Gonzalez-Garcia vd. 2015, Kambourova vd. 2016 ).

2.3.1 EPS’nin karbonhidrat icerigi

EPS, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri bakimimndan bulundugu ortama bagli olarak
farklilik gosterse de, ¢ogunlukla B-1,3 veya B-1,4 bagh heksoz ile pentoz sekerlerden
olusan Kkarbonhidrat icerikli elastik bir polimerdir. EPS’nin molekiil agirhig birkag
binden milyona kadar degismektedir. Cogu, uzun molekiillii, lineer veya dallidir ve
molekiiler agirhg 0.5x10° dalton ile 2x10° dalton arasindadir (Sutherland 2007).
Yapisinda karboksil, amino ve fosfat gibi fonksiyonel gruplar bulundurmaktadir
(Tsuneda vd. 2003). Cok yaygin olarak monosakkaritler, giiclii $-1,3, p-1,4 veya 3-2,6
baglar1 veya daha esnek olan a-1,2 veya a-1,6 glikozidik baglar1 ile ana omurgaya
baglanmaktadir (Kambourova vd. 2016). Bir¢ok ekzopolisakkarit homopolisakkarittir.
Ancak cogu ekzopolisakkarit ise, heteropolisakkarit veya nétral olup, yikli seker
kalintilarinin  bir karisimini igermektedir. Genellikle organik ve inorganik atomlar
ierebilirler. Uronik asitlerin veya bazi durumlarda ketal baglantili piriivat veya nadiren
stilfatlarin varlig1 nedeniyle, bilinen ¢cogu ekzopolisakkarit; alginat, ksantan ve kolanik
asit igerikli ¢oklu anyonikler olarak tanmimlanir. Polikatyonik ekzopolisakkaritler ise,
hiicre i¢i adhezin gibi, kismen asetillenmis kalintilar ile B-1,6 glikozidik bagli N-
asetilglukozamin bilesenleri igerirler. Bu adhezin 6zellikle nozokomiyal patojenlerde
kesfedilmistir ki, bu patojenler ¢ogunlukla tibbi implantlarda ve biyofilm ile iligkili
hastaliklarda kolonize olabilmektedir (G6tz 2002).

Biyofilm matriksi ¢ok fazla miktarda polisakkarit ve onemli oranda da protein ve
ekstraseliiler DNA (eDNA) igerebilir (Frelund vd. 1996, Conrad vd. 2003, Yang vd.
2007, Coughlan vd. 2016). EPS matriksinin biiyiikk bir kismimi (%65) polisakkaritler
olusturmaktadirlar (Horan ve Eccles 1986, Frelund vd. 1996, Wingender vd. 2001).
EPS matriksinin yapiskanliginda polisakkaritlerin onemi kanitlanmistir (Boyd ve
Chakrabarty 1995, Hughes vd. 1998). Biyofilm polisakkaritleri 6zellikle olumsuz
kosullarda hayatta kalma ve devamlilik i¢in 6nemlidir (Rinker ve Kelly 1996).
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Ekstraseliiler polisakkartiler, proteinler ve DNA olduk¢a sulu olup hidrofilik
molekiillerdir, ancak diger EPS bilesenleri hidrofobik o6zelliktedir (Neu ve Poralla
1988). EPS’nin hidrofobik 6zelligi, polisakkaritlere bagli metil ve asetil gruplarinin
atomlarindan kaynaklanmaktadir (Neu vd. 1992).

Baz1 EPS’ler bakteriyel kapsiiller olustururlar ve hiicre yiizeyi ile daha siki iligkiler
kurarlar. Kapsiil olusumu ve bu yapinin devamliligi ¢ok hiicreli mikrobiyal topluluklar
icin aslinda dogrudan EPS’nin miktar1 ve {iiretimine baghidir (Sutherland 2001).
Bakteriyel kapsiil yapisi, polisakkarit veya bazen de protein tabiath bir ekstraseliiler
hiicre salgis1 olup, bakteriyel hiicreleri simsiki sararak yapiskan 6zelligiyle bakterilerin

ylizeylere tutunmasinda ve korunmalarinda is goriir (Flemming ve Wingender 2010).

2.3.2 EPS’nin protein icerigi

Ekstraseliiler proteinlerin, bir grubu S. aureus’daki BAP proteinleri gibi biyofilm ile
iligkili ylizey proteinleridir. Bakteriyel hiicrelerin yilizeyinde yiiksek molekiiler agirlikli
proteinler bulunmaktadir ve bu proteinlerin bir kismi, farkli bakteriyel tiirlerin biyofilm
olusumunu tesvik etmektedir (Lasa ve Penadés 2006). Matriksin diger yaygin proteinli
bileseni amiloidlerdir. Amiloidler, cansiz yiizeylere ve konakg¢i hiicrelere tutunmada
gerekmektedir ve ayrica bakteriler ve bitki hiicreleri igin sitotoksin olarak islev
gormektedir (Otzen ve Nielsen 2008). Amiloid aslinda ¢esitli klinik bozukluklarda
goriilen ve viicudun pek ¢ok dokusundaki hiicreler arasinda depolanan ve ¢oziinmeyen
protein agregatlaridir. Kati, dallanma gostermeyen ve belirli bir uzunlugu olmayan
fibrillerden olusan amiloid, proteolitik sindirime direngli ve kolay ¢oziilemeyen bir

yapidadir (Merlini ve Bellotti 2003).

Proteinler gibi organik molekiillerin yiizeylere adsorbsiyonu bakteriyel tutunmada
onemli bir rol oynayabilir. Bu molekiiller yiizeylerin fiziko-kimyasal o6zelliklerini
degistirebilir. Dolayisiyla abiyotik substrata tutunma asamasinda yilizeyin serbest
enerjisi, hidrofobisitesi ve elektrostatik yiikii gibi faktorler etkilidir (Dickson ve
Koohmarare 1989).
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Yapilan ¢aligmalarda paslanmaz celik yiizeyler lizerinde siit tozu varliginin, termofilik
basillerin spor ve vejetatif hiicrelerinin tutunmasinin = %1 kadar azalttigini
gostermislerdir (Parkar vd. 2001). Siit tozunun ayni zamanda paslanmaz ¢elige S.
aureus, Listeria monocytogenes ve Serratia marcescens’in de tutunmalarini azalttigi
belirlenmistir (Barnes vd. 1999). Ancak, Speers ve Gilmour (1985) farkli olarak
paslanmaz ¢elik ve kauguk yiizeylerin, proteinler veya laktoz ile muamele edilmesiyle

siit ile iliskili mikroorganizmalarin tutunmasinda artis oldugunu gostermistir.

Matrikste bulunan enzimatik olmayan yapisal proteinler, hiicre yiizey ile iligkili
proteinler ve lektinler olarak adlandirilan ekstraseliiler karbonhidrat baglantili proteinler
olup, ozellikle polisakkarit matriksin stabilizasyonu ve olusumunda gerekmektedir. Bu
proteinler, ckstraseliller EPS ve bakteri yiizeyi arasinda dogrudan bir baglanti
olusturmaktadir (Lynch vd. 2007). Lektinler, bitki, hayvan veya mikrobiyal kokenli
glikoprotein veya proteinler olup, karakteristik Ozgiinliikleriyle karbonhidratlara
baglanirlar. Floresan olarak etiketlenen lektinler, prob olarak kullanilabildiklerinden
EPS bilesenlerinin incelenmesine ve EPS’nin mikroskobik olarak in situ tayinine olanak
saglarlar (Flemming ve Wingender 2010). Yine Bacillus subtilis biyofilmlerinin yapisal
biitiinliigi ig¢in gerekli oldugu diistiniilen ekstraseliiler Tas A buna ornek olarak
verilebilir (Lux vd. 2004).

2.3.3 EPS’deki ekstraseliiler enzimler

Biyofilmlerde ¢esitli ekstraseliiler enzimler saptanmis olup, matrikse hapsedilmis halde
bulunurlar. Bu enzimlerin ¢ogu biyopolimerlerin ayrismasina yol agmaktadir. Bu
ekstraseliiler enzimlerin substratlar1 genellikle suda ¢6ziinen polimerler, polisakkaritler,
proteinler ve niikleik asitlerdir. Suda ¢6ziinmeyen bilesikler ise seliiloz, kitin ve lipitler
ve ayrica organik partikiillerdir. Cesitli ekstraseliiler enzimler ¢izelge 2.2°de
sunulmustur. Bu enzimlerin varligi, yukarida sézii gecen EPS bilesen substratlari
parcalar ve adeta bir dis sindirim sistemi goérevi goriir ve diisiik molekiiler agirlikli
tirtinleri olusturmak tizere biyopolimerleri yikarlar. Boylece, bu tiriinler karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilabilirler. Ayrica bazi enzimler, biyofilmlerden bakterilerin

ayrilmasint diizenlemede ve EPS yapilarinin degredasyonunda gerekebilir. Diger
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enzimler ise, enfeksiyon kaynakli medikal biyofilmlerde viriilans faktorleri olarak rol
oynarlar (Flemming ve Wingender 2010). Ekstraseliiler redoks enzimleri, mikrobiyal
olarak etkili korozyonda 6nemli bir rol oynarlar (Busalmen vd. 2002). Ekstraseliiler
enzimler, polisakkarit etkilesimleri ile biyofilmlere tutunabilir (Wingender vd. 1999).
Matrikste bulunan ekzopolisakkaritler, enzimler tarafindan biyokimyasal olarak aktive
edilmektedir. Enzimler ve yapisal ekzopolisakkaritler arasinda ki bu etkilesimler,
enzimlerin termostabilitesini arttirmakta ve ayni zamanda proteazlara karsi direncini
arttirmaktadir (Skillman vd. 1999).

Biyofilmle iligkili enzimler, EPS bilesenleri yoklugunda potansiyel olarak pargalanir.
(Wingender vd. 2001, Zhang ve Bishop 2003). EPS igerigindeki ekzopolisakkaritler ise
temel olarak hidrolaz ve liyaz enzimleri tarafindan parcalanir (Laue vd. 2006, Ude vd.

2006), ancak bu siire¢ genellikle yavastir (Flemming ve Wingender 2010).
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Cizelge 2.2 Dogada ve insan yapimi sucul g¢evrelerde bulunan biyofilm koékenli
enzimler (Wingender ve Jaeger 2002)

Enzim

Biyofilmin cesidi

Protein parcalayan enzimler

Proteaz

Peptidaz

Nehir biyofilmleri ve etkin ¢camur
I¢me suyu, nehir, atik su, lagim biyofilmleri, deniz birikintileri ve etkin

camur

Polisakkarit veya oligosakkarit parcalayan enzimler

Endoseliilaz
Kitinaz

a-glukozidaz

B-glukozidaz

B-ksilosidaz

N-asetil-3-D
glukozaminidaz
Kitobiosidaz
B-glukuronidaz

Lipit parcalayan enzimler
Lipaz

Esteraz

Fosfomonoesterazlar
Fosfotaz
Oksidorediiktazlar
Fenol oksidaz
Peroksidaz

Ekstraseliiler redoks aktivite

Nehir biyofilmleri

Nehir biyofilmleri ve nehir agz1 sediment biyofilmleri

Nehir, lagim, akarsu sediment, gol sediment, atik su biyofilmleri, deniz
birikintileri ve aktif camur

Nehir, damlatmali biyofiltre, lagim, akarsu sediment, g6l sediment
biyofilmleri, deniz birikintileri ve aktif camur

Nehir ve gol sediment biyofilmleri

Nehir biyofilmleri, deniz birikintileri ve etkin ¢camur

Deniz birikintileri

Aktif camur

Deniz birikintileri ve aktif camur
Nehir, g6l sediment, igme suyu, lagim, akarsu sediment biyofilmleri ve

aktif camur
Nehir, lagim, akarsu biyofilmleri, deniz birikintileri ve aktif camur
Nehir biyofilmleri

Nehir biyofilmleri
Aktif camur

2.3.4 EPS’de ekstraseliiler DNA icerigi

Farkli mikrobiyal kokenden gelen c¢ok c¢esitli biyofilmler incelendiginde eDNA

igeriklerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ozellikle atik su biyofilmlerinde biiyiik
miktarlarda eDNA igerigi bulundugu belirtilmistir (Frelund vd. 1996), (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 DNA baglayict DDAO (Dodesil Dimetil Amin Oksit) boyasi ile boyanan ve
yesil floresan (Gfp) ile proteinleri etiketlenen P. aeruginosa’ya ait iki giinliik
olgun biyofilm Orneklerinde yatay optik kisim goriintiisii (Karatan ve
Watnick 2009)

a. Yesil floresan ile boyanan bakteri, b. Kirmizi floresan ile boyanan eDNA, c. Bakteri ve eDNA

Ortamda eDNA igeriginin bulunmasi ve hiicrelerin birbirlerine yakin temasta
olabilmelerinden dolayi, biyofilm yapisi ile konjugasyon veya transformasyon gibi
cesitli yatay gen transferi olasiliklar1 arttirilmig olur (Madigan ve Martinko 2010).
eDNA, ilk basta pargalanan hiicrelere ait kalint1 materyaller olarak goriilmesine ragmen,
aslinda matriksin (Wingender vd. 1999) ve biyofilm yasamimin tamamlayici bir
parcasidir (Molin ve Tolker-Nielsen 2003). Aymi zamanda P. aeruginosa
biyofilmlerinde eDNA biiyiik bir matriks bilesenidir ve hiicreler aras1 baglayici olarak is
gormektedir (Yang vd. 2007). eDNA, negatif yiiklii olmas1 sebebiyle, igerdigi organik
katyonlar tarafindan hiicre lizisine neden olabilecek antimikrobiyal bir aktiviteye
sahiptir ve bakteriyel dis membran1 ile lipopolisakkaritleri stabile edip
saglamlastirmaktadir. Ayrica, Mg+2 , Ca™ gibi pek ¢ok iyonun matrikste tutunmasinda

da rol oynar (Mulcahy vd. 2008).

Biyofilmler arasinda eDNA’nin lokalizasyonu olduk¢a ¢esitlidir. Suda yasayan
bakteriyel bir izolat filamentli bir ag olustururken, P. aeruginosa biyofilmlerinde eDNA
ortimcek agi gibi yapilar olusturmaktadir (Allesen-Holm vd. 2006, Bockelmann vd.
2006), (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 eDNA’nin filamentli yapisinin goriintiisii (Flemming ve Wingender 2010)

Niikleik asitler icin spesifik boyalar ile eDNA saptanabilmektedir. Ornegin, tath su bazal besiyeri
agarinda Gammaproteobacter F8 bakterisinin olusturdugu 4 giinliik olgun biyofilm Syto 9 boyasi ile
boyanmugtir. Bakteriler, DNA iplikleri arasinda kii¢iik cubuklar olarak goriilmektedir.

Haemophilus influenzae biyofilmlerinde, ince seritler seklindeki eDNA yogun ve
Ozglin bir ag olusturarak, kalin ‘halatlar’ halini alip su kanallari olustururlar (Jurcisek ve
Bakaletz 2007). eDNA’lar genellikle biyofilmlerde mantar seklindeki mikrokolonilerin
saplarinda zamana bagl olarak lokalize olurlar. Ozellikle eDNA’nm yiiksek
konsantrasyonlart sapmn dig kisimlarinda bulunmustur. Bu yiizden P. aeruginosa
biyofilmlerinin alt kismindaki popiilasyonlarinin, bag ve sap kisimlari ile bir smir

olusturdugu bilinmektedir (Allesen-Holm vd. 2006).

eDNA’nin kaynag: farkli tiirler arasinda ¢esitlilik géstermektedir. Gammaproteobacter
F8 susunda yiiriitillen ¢aligmalarda, genomik DNA ve eDNA arasinda benzerlikler
yaninda, belirgin farkliliklar da saptanmistir (Bockelmann vd. 2006). Ancak, P.
aeruginosa ve P. putida biyofilmlerinde eDNA ve genomik DNA’nin ayni kdkenden
geldigi goriilmektedir (Steinberger ve Holden 2005). S. epidermidis biyofilmlerinde ise
eDNA, bakterilerin alt popiilasyonlarindaki lizizleri boyunca iki fonksiyonlu otolizin
(AtIE) tarafindan iretilmektedir (Molin ve Tolker-Nielsen 2003). Qin vd. (2007), S.
epidermidis biyofilmlerinde AtIE otolizini baglantili DNA’nin hiicre disina salinim
mekanizmasi incelemislerdir. Bu ¢alismaya gore, Syto 9 (yesil) ve Propidyum iyodiir

(kirmiz1) floresan boyalar1 kullanilarak, yesille boyanan canli hiicrelerin olusturdugu
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mikrokolonilerin ortasinda bulunan sar1 renkteki eDNA’nin varligmi CLSM ile
goriintiilemiglerdir. eDNA’larin otolizin etkisi ile, 6len hiicrelerden kaynakli oldugunu

ifade etmislerdir (Sekil 2.6).

%
3
.
!

Sekil 2.6 S. epidermidis bakterisinin iki giinliik inkiibasyondan sonra Syto 9 ve

Propidyum iyodiir ile boyanmasmin ardindan CLSM ile goriintiilenmesi
(Qin vd. 2007)

Canlt hiicreler yesil ve olii hiicrelerden kaynakli eDNA ise sar1 goriinmektedir. Bars, 50 um.

2.3.5 EPS’deki lipid icerigi

Lipidler de birer biyofilm matriks bilesenidir (Conrad vd. 2003). Lipopolisakkaritler,
termofilik Thiobacillus ferrooxidans’in demir-siilfiir yiizeylere tutunmasi i¢in 6nemlidir
(Sand ve Gehrke 2006) ve Serratia marcescens yiizey aktif 6zellikleri ile ekstraselliiler
lipitler iiretmektedirler (Matsuyama ve Nakagawa 1996). EPS bileseni olan bu
lipopolisakkaritler ve lipidler, matrikste tutunan lipaz ve esteraz enzimleri ile pargalanip

monomerlerine ayristirilabilmektedir (Wingender ve Jaeger 2002).

2.3.6 EPS’deki iyonik bilesikler

EPS matriksi gercekte katyonlari, anyonlari, apolar bilesenleri ve su fazindaki

partikiilleri ayiran, molekiiler bir elek olarak rol oynamaktadir (Flemming ve Leis
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2002). EPS; apolar bolgeler, hidrojen baglayan gruplar, anyonik gruplar (lironik asit ve
proteinler) ve katyonik gruplar (amino sekerler vb.) icerdiginden, matriksin bu
yapiskanligina bagli olarak partiikiilleri ve nanopartiikiilleri tutup biriktirebilmektedir
(Van Hullebusch vd. 2003). Zn*?, Cd*? ve Ni*? gibi agir metaller, benzen, toluen ve
ksilen gibi hidrofobik bilesiklerin aksine aktif camurda bakterilerin hiicre duvarlarina
baglanirlar (Wuertz vd. 2001). Bu emilen maddelere biyofilmlerin cevabi kompleksdir.
Ornegin P. putida biyofilmlerinde artan karboksil gruplarin iiretimi, ortamda biriken

toluen tarafindan indiiklenmektedir (Schmitt vd. 1995).

2.4 Biyofilmlerin Tutunduklari Yiizeylerle Olan Etkilesimleri

Biyofilmlerin tutunduklar1 yiizeyler abiyotik substratlar olarak da adlandirilir. Iste bu
hiicre ve biyofilm olusumu i¢in uygun yiizey arasindaki etkilesim gesitli fiziko-kimyasal
degiskenler ile belirlenir ve bu durum iki farkli teori ile agiklanmaktadir (Korber vd.
1995). Birinci teori olan, yiizey serbest enerji/hidrofobisite teorisi, yiizey
termodinamigine dayanmaktadir. Eger sistemin toplam serbest enerjisi, bir yiizey ile
hiicre temas1 sonucu azalirsa, yiizeye tutunma meydana gelecektir. Bu teori de, bakteri
ve abiyotik substratin yiizey gerilimi saptanir ve bu hesaplamaya elektrostatik
etkilesimler katilmaz (Carpentier ve Cerf 1993). Ikinci teori olan DLVO (Derjaguin,
Landau, Verwey, Overbeek) teorisinde ise, baglanan partikiillerin hareketinde itici ve
cekici giicler esit olarak kabul edilir (Korber vd. 1995, Busscher vd. 1998, Poortinga vd.
2001). DLVO teorisi, hiicre ¢esidi ya da yiizey farklilifi gézetmeden tamamen hiicre
yiizey 6zellikleri ile iligkilidir. Cam ya da polimer bazli yiizeylerde, mikrobiyal yapisma
stireci, itici ve ¢ekici gii¢lerin esit oldugu durumda dengededir (Bos vd. 1999,
Hermansson 1999, Francolini vd. 2003). Mikrobiyal adezyon, van der Waals gii¢leri,
elektrostatik giicler, kisa zincirli Lewis asit-baz etkilesimleri ve Brownian hareket
giicleri arasinda bir denge olarak tanimlanmaktadir (Poortinga vd. 2001). Elektrostatik
etkilesimler, itici ya da ¢ekici olabilir, bu birbirlerini etkileyen iki yilizeyin yiikiine
baghdir (Palmer vd. 2007). Bakteriyel yiizey ve hareketsiz ylizey, notral pH’da negatif
olarak yiiklidiir. Elektrostatik etkilesimler, bakteriyel ylizey ve hareketsiz yiizey
arasinda noétral pH’da genellikle iticidir (Rijnaarts vd. 1995, 1999). Bakteriyel hiicrenin

yiizey yiki, proton itici gii¢ olusumu esnasinda Olusan karboksil, fosfat ve amino
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gruplarinin varligindan kaynaklanir ve bu nedenle yiizey yiikii ortamin pH (Poortinga
vd. 2002) ve/veya iyonik konsantrasyonuna (Van der Wal vd. 1997) baglidir. Poortinga
vd. (2002), fizyolojik pH degerlerinde (pH 5.0 ve 7.0) bakteriyel hiicrelerin genellikle
amino ve fosfat gruplarinin varligi yiiziinden negatif yiiklii olduklarini 6ne stirmiislerdir.
Bu ¢evresel degisiklikler (pH, iyonik konsantrasyon vb.), hiicre tutunmasinda 6nemli
olabilen flagella ve fimbria gibi yilizey yapilarinin konformasyonun degismesini
indiikleyebilmektedir (Palmer vd. 2007). DLVO teorisinde 6nemli bir etken soliisyonun
iyonik giiciidiir. Diisiik iyonik giice sahip soliisyonlarda (6rnegin < 0.001 M) uzun
aralikli elektrostatik itici giicler bakteriyel tutunmada baskindir, ancak yiiksek iyonik
giice sahip soliisyonlarda (6rnegin > 0.1 M) hidrofobisite gibi diger yapisal etkilesimler
etkilidir (Rijnaarts vd. 1995, 1999).

2.5 Biyofilm Yasam Dongiisii

Biyofilm olusum siirecinde bes 6nemli agsama bulunmaktadir. Bu asamalar; ilk tutunma,
geri donilisiimsiiz tutunma, olgunlagma I, olgunlasma II ve dagilma’dir (Monroe 2007),
(Sekil 2.7).

Planktonik bakteriyel hiicreler
— St

Stvi ortam 2 AN

Sekil 2.7 Biyofilm gelisiminin bes asamasi ve her bir asamanin sekli ve P. aeruginosa
biyofilminin fotomikrografi ile eslestirilme goriintiisii (Monroe 2007)
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Serbest formdaki mikroorganizmalar hareketlerini yavaslatarak yilizeye yaklasirlar,
yiizeyle veya yiizeye daha Onceden tutunmus olan organik maddelerle ya da diger
mikroorganizmalarla gecici bir iliski kurarlar. Bu gegici iliski, bakterilere ylizeyde
kendilerine uygun bir yer bulma olanagi saglamaktadir. Yiizeye tutunan bakteriler,
hiicre digina saldiklar1 polimerlerle diger mikroorganizmalarin da o bdlgeye yapismasini
saglayarak biyofilm ilk tabakasini olusturmaya baglarlar. EPS matriks, molekiiler bir
filtre olarak davranip Dbakterileri bir ortd gibi sarar (Dunne 2002).
Ekzopolisakkaritlerden olusan bu jelsi tabaka, negatif yiikliidiir ve bir iyon degisim
recinesi gibi davranarak biiylikk miktarlarda ki besin molekiillerini kendilerine

baglayabilirler (Anwar vd. 1992).

Bir bakteriyel hiicrenin yiizeye ilk tutunmasinda onemli olan c¢ok sayida faktor
mevcuttur. Bunlar, yiizey sartlari, kiitle transportu, hidrofobisite, yiizey piirtizliliigii ve
yiizey mikrotopografisidir (Palmer vd. 2007). Yang vd. (1999), paslanmaz c¢elik
borularinda yiizey dogrultusunda konvektif kiitle transportunun meydana gelebilecegini
gostermistir. Bu transport, bir yiizeye bakterilerin yaklagsmasini kolaylastirdigindan, ilk
bakteriyel tutunmada &nemli bir rol oynar. Ilk tutunma, van der Walls giigleri,
elektrostatik giigler ve hidrofobik etkilesimleri kapsar (Van Loosdrecht vd. 1987,
Gilbert vd. 1991, Carpentier ve Cerf 1993). Bunun yani sira yiizeyin g¢esidi, fimbria
varligi, pH, besin miktari, su akis hizi, sicaklik da yiizeye yapismada etkili rol oynar
(Pompermayer ve Gaylarde 2000, Liu ve Tay 2001, Donlon 2002). Bakteri, sahip
oldugu fimbria ya da salgiladig1 polimerler ile yiizeye tutunur. Bu baglanma fimbria ile
gerceklesirse bakteri tutundugu ylizeyden kendini ayrabilir, ancak EPS ile yiizeye
tutunursa bu baglanma geri doniisiimsiiz olmaktadir (Donlon 2002, Pasmore vd. 2002).
Cansiz bir yiizey ile ilk etkilesim icin hareketlilik 6nemlidir, ancak kemotaksisin
bakteriyel tutunmada higbir rol oynamadigr da kanitlanmistir (Pratt ve Kolter 1998).
Buna karsin, Klausen vd. (2003), P. aeruginosa’nin flagellasinin kati bir yiizeye ilk
tutunmada gerekli bir faktor olmadigini, ancak biyofilm gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigini rapor etmislerdir. Hareketsiz bakteriler bu ilk temas boyunca Brownian
hareketi gosterirler ve sivi kayma kuvvetleri ile kolaylikla yer degistirebilirler (Marshall
vd. 1971). O’Toole ve Kolter (1998) ise, besiyerine karbon kaynagi olarak glukoz

yerine sitrat eklenmesi gibi ¢evre kosullarinda degisiklik meydana geldiginde, bunun
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tutunmay1 etkileyebilecegini gostermislerdir. Biyofilm olusumunda
mikroorganizmalarin uygun ylizeylere baglanmasi, aktif ya da pasif olabilir ve
bakterilerin hareketliligine, yogunluguna, diflizyonuna ve sivinin dinamik giigleri ile
planktonik  hiicrelerin  tasinmasma baghdir. Bakteriyel hiicre yiizeylerinin
fizikokimyasal ozellikleri bu ilk tutunma boyunca hiicrelerin yapismasinda énemlidir
(Van Loosdrecht vd. 1990). Bu bakteriyel tutunma ayni zamanda ortamdaki besin
mevcudiyeti ile de etkilenmektedir (Kumar ve Anand 1998). Yiizey ile ilk temastan
sonra mikroorganizmalarin ince iplikler iiretmeye baslamas1 taramali elektron
mikroskop (SEM) incelemeleri ile de kanitlanmustir (Firstenberg-Eden vd. 1979).
Ayrica, biyofilm tabakasinin olusumunda yiizeye ilk tutunan ve ¢ogalan bakterinin tiirii
de onemlidir. Yerlesik bir biyofilm tabakasinin varligir yeni bakteri tiirlerinin girisini
engellemektedir. Cilinkii biyofilmdeki yerlesik mikroorganizmalar elektrik yiikii
farkliligi, besin rekabeti ya da salgiladigt kimyasal maddeler ile diger
mikroorganizmalari1 uzaklastirabilirler (Pompermayer ve Gaylarde 2000).

Birinci asama, olan ilk tutunma geri doniisiimlii bir tutunma olarak adlandirilir ve
hiicreler yeniden yiizeylerden kolaylikla ayrilabilir (Zottola 1991). Bakteriyel hiicreler
ve ylizey arasinda gelisen ilk zayif etkilesimler geri doniisiimlii tutunma olarak ifade
edilmektedir. Geri donlisimlii tutunma siirecini etkileyen ¢esitli uzun zincirli
etkilesimler, van der Walls c¢ekim giicleri, elektrostatik gili¢ler ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Bu asama boyunca bakteriler Brownian hareketi gosterir ve kolaylikla
akigkan kuvveti ile hareket edebilir (Marshall vd. 1971). Hiicre yiizeyi ve biyofilm
tabakas1 arasinda elektron transferi de, inorganik ve organik yiizeylere bakteriyel

tutunmada 6nemli bir rol oynar (Poortinga vd. 2001).

Abiyotik substratlar olan cansiz yilizeyler ve bakteriler arasinda ilk tutunma, genellikle
hidrofobik gibi spesifik olmayan etkilesimler aracilig1 ile olmaktadir. Canli yiizeylere
tutunma ise, genellikle spesifik molekiiller araciligiyla olmaktadir. Biyofilm gelisimi
siiresince cansiz yiizeyler lizerinde hiicre-hiicre tutunmasi ise spesifik adezinler ile
saglanabilmektedir (Dunne 2002). Tutunma gerg¢eklesince bakteri bir takim adaptasyon
evreleri gecirir. Bunlar iginde EPS iiretimi ve antimikrobiyal ajanlara direng gelisimi en

onemli olanlaridir (O’Toole vd. 2000). Bakterilerin geri doniisiimlii bir bi¢imde
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baglanmalariin ardindan bakteriyel hiicreler ¢ogalir ve EPS firetirler (Kumar ve Anand

1998).

[k tutunma boyunca, organik ve inorganik molekiillerce bir y1gin akis1 olmaktadir. Bu
molekiiller, difiizyon veya tiirbiilansh akis ile yiizey boyunca tasinmaktadir (Kumar ve
Anand 1998). Tiirbiilans akisinda, aniden olusabilecek kiiciik tiirbiilans doniisleri,
yiizeye paralel dogrultuda bakteriyel hiicrelerin igerdigi kiiglik partikiilleri
siiriikleyebilmektedir ve bir yiizey ile iletisime gegen bakteri tarafindan gerekli Gibbs
enerji bariyerini bu kiigiik partikiiller etkisiz kilabilir ve bu Gibbs enerji bariyeri;
gercekte van der Waals etkilesimleri, yaygin ¢ekici giic ve elektrostatik etkilesimlerin

tamamini kapsar (Vadillo-Rodri'guez vd. 2005).

Mikroorganizmalarin yapisma yeteneklerinin logaritmik lireme fazinda daha yiiksek
oldugu tespit edilmis ve bunun nedeninin de hiicre duvarinin iireme fazinda artan

hidrofobik 6zelliginden ileri geldigi belirtilmistir (Van Loosdrecht vd. 1990).

Hiicrelerin geri doniisiimsiiz tutunmasi ise, biyofilm gelisiminde bir sonraki 6nemli
asamadr. ltici giigler gogunlukla bakteriyel hiicrelerin yiizey ile direk temas yapmasini
onler, ancak bu temas flagella, fimbria, pili ve EPS fibrilleri gibi bakterilerin hiicre
yiizey uzantilar1 araciliiyla meydana gelmektedir (Jones ve Isaacson 1982, Hancock
1991). Geri doniisiimlii tutunmadan geri doniisiimsiiz tutunmaya gegis igin, dipol-dipol
etkilesimler, hidrojen, iyonik ve kovalant baglar ve hidrofobik etkilesimleri iceren
cesitli kisa zincirli etkilesimler gerekmektedir. Bu polimerik fibriller arasinda olusan
etkilesimler sayesinde bakteriyel hiicreler ve yiizey arasinda bir koprii olusur ve sonugta
yiizey ile geri doniisiimsiiz bir iliski saglanir (Marshall vd. 1971, Kumar ve Anand
1998).

Geri doniistimlii tutunmadan geri doniisiimsiiz tutunmaya gecis karsilastirmali olarak
¢ok az calisilmistir. Ancak, Meinders vd. (1995), Streptococcus’un tutunmasinin 10
dakikadan daha kisa bir siirede yiiz kereden daha az geri doniisiimlii sekilde oldugunu
gostermislerdir. Parkar vd. (2004), temizlenen bir yiizeyde hiicrelerin geri doniisiimsiiz

olarak tutunmalarmm, A. flavithermus B12-C™ hiicrelerini iceren taze siispansiyona
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maruz birakildiktan sonra 30 dk i¢inde meydana geldigini rapor etmislerdir. Flint vd.
(1997), S. thermophilus ve Bacillus cereus kiiltiirlerinin 60 saniyeden az bir siirede
paslanmaz ¢elige geri doniistimlii olarak tutundugunu bulmuslardir. Dunne (2002)
tarafindan, ekzopolisakkaritler ve/veya spesifik ligandlar, pili veya fimbrialarin tiretimi
ile yiizeylerin bakterileri Kilitlemesini ve yiizey ile kompleks olusturdugunu
tanimlanmistir. Bu asamadan sonra yiizeylerden bakterilerin giderilmesi i¢in kazima,
firgalama veya kimyasal temizleyiciler gibi ¢ok giiclii fiziksel veya kimyasal giigler

gerekmektedir (Marshall vd. 1971, Palmer vd. 2007).

Geri donlisiimsiiz tutunan bakteriyel hiicreler gelisir ve olgun biyofilm katmanlarinda
sunulan besinlerin kullanimi ile boliiniir ve sivi ile gevrelenir. Bu da mikrokolonilerin
olusumuna sebep olur ve hiicrelerle kaplanan ylizey genisleyerek biitiinlesmis bir
katman olusturur. Bu siire¢ boyunca tutunan hiicreler ayn1 zamanda EPS {iretir ve EPS
yiizey hiicrelerinin sabitlenmesine ve ¢evresel hareketlere karsi koloniyi stabil hale
getirmeye yardimei olur (Characklis ve Marshall 1990). Geri doniisiimsiiz basamak
olarak adlandirilan bu olay da, bakteriler ekzopolisakkarit {irettigi icin tutunan
mikroorganizmalar yiizeylerden ¢ok zor kopar ve sonugta tam bir biyofilm matriksi

olustugunda yiizeye sikica tutunurlar (Zottola 1991).

Ucgiincii ve dérdiincii asama olan biyofilmin olgunlasmasi, su kanallar1 iceren kompleks
yapinin olusmasi ile sonuglanir ve bu yapr hidrodinamik o6zellikler ve hiicre-hiicre
sinyalleri, bakterilerin biiyiime orani, EPS {retimi, bakteri hareketliligi gibi biyolojik
faktorlerden etkilenmektedir (Stoodley vd. 2002). Olgunlagan biyofilmler hayatta
kalmak ve yeni nislerde koloni olusturabilmek i¢in biyofilmlerden ayrilir ve
dagilabilirler (Rittmann 1989, Applegate ve Bryers 1991). Olgun biyofilm tabakasinda
mikrobiyal cogalma hicbir zaman durmaz. Ozellikle suyun akis giicii ile kopan hiicre ya
da hiicre kiimelerinin yeri hemen doldurulur. Tek bir hiicre kopabildigi gibi 500 uM
capinda bir hiicre kiimesi de ylizeyden ayrilabilmektedir. Biyofilmden kopma siireci,
enfeksiyonlarin yayilmasi ve su sistemlerinin uzak uglarmin kontaminasyonunda klinik
ve halk sagligi agisindan 6nem tagimaktadir (Percival vd. 1999, Stoodley vd. 2001,
Telgmann vd. 2004). Biyofilmlerdeki bakteriler ¢ogunlukla bagli olduklart hiicre

topluluklarindan tek tek (erozyon) veya pargalanarak ayrilirlar. Pargalanma farkli bir
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stirectir ve biyofilmden biyokiitlenin oldukga biiylik bir kismmin periyodik olarak
dagilmast olup, akis dinamikleri, sivi hacminin kayma etkisi, sivi ¢evresinde belirli
kimyasallarin varligi, bakterilerin veya tabakanin yiizey 6zelliklerinin degismesi gibi
cesitli faktorler yiizinden olabilir (Rittmann 1989, Applegate ve Bryers 1991) Serbest
kalan bakteriler yeni bolgelere tasinabilir ve biyofilm siireci tekrar baglar (Marshall
1992). Biyofilmden ayrilma gogunlukla erozyon ile gerceklesirken, parcalanmada kopan
hiicre sayisinin tiiriine bagli olarak 10 ila 300 hiicre arasinda degistigi bildirilmistir

(Wilson vd. 2004).

Cogu biyofilm dagilma ve ayrilmaya maruz kaldiktan sonra, planktonik bakteriler
salmir ve bu bakteriler diger yiizeylere kolonize olur. Bu siiregte bir ka¢ farkli
mekanizma vardir. Bunlar, hiicre 6liimii, matriksi parcalayan enzimler ve hiicresel
hareketliligin indiiklenmesidir (Karatan ve Watnick 2009, Kaplan 2010). Birkag
antibiyofilm polisakkaritinin de biyofilm ayrilmasini arttirdigi veya baglattig:
gosterilmistir (Jiang vd. 2011). Antibiyofilm polisakkaritleri tipta ve endistriyel
ortamlarda uygulanabilmektedir. Cogu bakteriyel antibiyofilm polisakkaritleri ayni
zamanda biyofilmi inhibe eden genis spektrumlu bir aktivite sergilerler ve bazilari

onceden olusmus biyofilmleri dahi dagitabilmektedir (Rendueles vd. 2012).

Olgun biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapilarinda bakteriyel kiimeler arasinda su dolu kanallar
bulunmaktadir, bu su dolu kanallar ilkel bir dolasim sistemine analog olacak sekilde
metabolik siireclerde {iretilen toksik maddelerin atilmasinda ve besinsel o6gelerin
alinmasinda gorev yapmaktadir. Biyofilmlerin ilerleyen safhalarinda biyofilmden

kopmalar goriilebilir (Aparna ve Yadav 2008).

Bir ylizeye bakteriyel hiicrelerin devamli tutunmasi ve art arda gelisimi EPS {iretimi ile
dogrudan baglantilidir ve sonugta olgun bir biyofilm olusur. Biyofilm i¢inde EPS iceren
matriks miktar1 artar ve ¢ok tabakali bakteri hiicreleri EPS igine gomiiliir. Biyofilm
olusumu oldukga yavas bir siiregtir ve kiiltiir sartlarina bagli olarak giinler sonra ancak
milimetrik bir kalinliga ulasabilmektedir (Melo vd. 1992). Biyofilmin i¢indeki
mikroorganizmalar esit oranda dagilmazlar. Aslinda biyofilm hiicreleri fazlasiyla

gecirgen su kanallar i¢inde matriks ile ¢evrelenmis mikrokoloniler halinde gelisirler
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(Costerton vd. 1994). Biyofilmin yapisi, farkli besinsel gereksinimlere sahip farkli
mikroorganizmalarin kolonizasyonu yiiziinden degisken olabilir. Yiizey boyunca tek bir
tabaka olmak zorunda degildir. Biyofilmin hacmindeki artis, organik ve inorganik
¢ozlinen maddelerin tutunmasi veya depolanmasi ile meydana gelmektedir (Melo vd.
1992).

Biyofilm hiicre toplulugundan kdken alan yavru hiicreler, hayatta kalabilmek ve
yeniden kolonize olabilmek igin biyofilmden ayrilabilirler (Aparna ve Yadav 2008).
Besinci asama olan, biyofilmlerden sesil hiicrelerin ayrilmasi biyofilm gelisiminde ¢ok
Oonemli bir asamadir. Bdoylece yeni biyofilmlerin olusmasia katki saglanir (Ma vd.
2009, Sauer vd. 2004), (Sekil 2.8). Bu dagilma g¢evresel degisikliklere bir cevap olarak
meydana gelmektedir. Bunlar, besin kitlig1, yeni besin kaynaklarinin kullanilabilirligi ve
bakteriler tarafindan salgilanan enzimler tarafindan matriksin modifikasyonu gibi
sebepler olabilir (Sauer vd. 2004, Gjermansen vd. 2005). Ornegin, ekzopolisakkaritlerin
parcalanmasina neden olan N-asetil-B-heksozaminidaz enzimi (dspB) biyofilm
hiicrelerinin  dagilmasina neden olmaktadir. Bu enzim patojen Actinobacillus

actinomycetemcomitans tarafindan tiretilmektedir (Kaplan vd. 2004).

Sekil 2.8 Geobacillus spp. H11 izolat: tarafindan Nutrient Broth’da olusan biyofilmlerin
dagilmasinin SEM goriintiisii (Malek 2016)

Dagilma, matriks pargalanmasi veya biiytik yapilarda merkezi bosluklarin olusumu ile gergeklesmektedir.
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Yiizeye tutunan bakteri ¢ogalarak 6nce mikrokolonileri, mikrokoloniler de yatay planda
genisleyerek biyofilm tabakasini olusturmaktadir. Bakteriyel hiicrelerin bir yiizeyden
ayrilmasi, arkasinda bakteriyel yiizey polimerlerinin veya bakteri izlerinin geride
kalmasina sebep olabilir ve bu da baska bakteriyel hiicrelerin tutunmasinda énemli bir
rol oynayabilir (Palmer vd. 2007). Bacillus subtilis bakterilerinin ayrilmasini, amiloid
yapilarda ortaya ¢ikan D-amino asit karigimlarmin tetikledigi rapor edilmistir
(Kolodkin-Gal vd. 2010). Bolgesel kanallar ve olusturulan porlar, biyofilm bakterileri
tarafindan kullanilan bir stratejidir ve biyofilm i¢inde giiglii bir sekilde kiitle
transportuna neden olabilmektedir. Yag asidi atomu olan cis-11-metil-2-dekanoik asit
dagilmada bir sinyal faktor olarak gorev alir ve B. subtilis gibi belirli tiirlerde biyofilm
dagiliminda gereken stres diizenleyicilerini kodlayarak olusan biyofilmin dagilmasini

bagslatabilir (Davies ve Marques 2009).

2.6 Biyofilm Olusumunda Hareket

Biyofilm tabakasinin en kiiciik birimleri mikrokolonilerdir. Mikrokoloniler ince
biyofilm tabakalarinda yatay, kalin biyofilm tabakalarinda ise dikey planda diizenlenir.
Bu diizenlenmede en onemli etkenler su akis hiz1 ve yiizey gibi c¢evre kosullaridir
(Percival vd. 1999). Suyun akis hizinin artmasi EPS {iretimi ile mikroorganizma sayisini
arttirmakta ve daha ince bir biyofilm tabakasi olusmasina yol agmaktadir (Percival vd.
1999, Liu ve Tay 2001, Cloete 2003). P. aeruginosa ve Escherichia coli bakterileri
sahip olduklar1 flagella ile yiizeye yaklasip tutunarak mikrokoloni olustururlar. Bu
bakterilerin flagella olusturmayan mutantlarinin sadece tek sirali biyofilm tabakasi
meydana getirdikleri ve tutunma siirecini daha uzun zamanda tamamladiklar1 tespit
edilmistir. Vibrio cholerae ise, flagella hareketiyle yiizeyde hizla ilerleyebilirken,
flagella icermeyen mutantlar ayni yiizeyde birbirinden ¢ok uzak adaciklar halinde
gelisen zayif mikrokoloniler olustururlar (Hall-Stoodlye ve Stoodley 2002). P.
aeruginosa’nin bir yilizey lizerinde hareketi i¢in tip IV piliye gereksinim duydugu
bilinmektedir (O’Toole vd. 2000). Bakteriyel mikrokoloniler diizenli kayma kuvveti
altindayken ylizeyler boyunca yuvarlanma hareketi gozlenir (Rupp vd. 2005), (Sekil
2.9).
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Sekil 2.9 Biyofilm gocii (www.cs.montana.edu 2003a)

Planktonik hiicrelerin suda hareket ederken protonlar ve sinyal molekiiller saldigt
kanitlanmistir. Bu protonlar ve sinyal molekiilleri bakteri herhangi bir yiizeye uzak iken
radyal olarak yayilirlar. Mikroorganizmalar difiizyon, Brownian hareketi, aktif hareket
ya da su akisi ile tutunacag yiizeye yaklasir. Bakteri yiizeye yakinsa proton ve sinyal
molekiiller yiizeye carpip geri doner ve bakteri ile yiizey arasinda bu molekiillerin
konsantrasyonlar1 artar (Morisaki vd. 1999). Yiizeye kritik uzaklikta oldugu anda
(yaklagik 1 nm), bakteri itici ve gekici giiclerin etkisiyle ya yiizeye yapisir ya da itilir.
Bu itici ve ¢ekici giicler; elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler, hidrojen ve van der
Waals baglarmin kuvveti, asit-baz etkilesimi, mikrotopoloji gibi sterik etkilesimler,
hidrodinamik gii¢ler olarak tanimlanmaktadir ve bunlar non-spesifik baglanmada islev
gortrler. Elektrostatik etkilesimler daha cok itici gii¢lerdir. Ciinkii bakteriler ve kati
yiizeyler negatif yiikliidiir. Bakterilerin negatif yiikiide genellikle sahip olduklari
mikrobiyal polisakkaritlerden ileri gelmektedir (Christensen 1989).
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Fimbria, organizmalarin yiizeylere yapismasini saglar. Yiizeylerde pelikiil ve biyofilm
olusumlar1 fimbria aracilg: ile olur. Pili, yapisal olarak fimbriaya benzer, ancak daha
uzundur ve yiizeyde sadece bir ya da birkag¢ tanedir. Tutunmaya da yardimci olmakla
birlikte pilinin prokaryotlardaki asil gérevi konjugasyona aracilik etmektir (Madigan ve
Martinko 2010). Fimbria yapisi, flagellin adli bir veya birka¢ protein monomerinin
biraraya gelerek olusturdugu polimer bir protein yapisidir. V. cholerae’nin biyofilm
olusumu i¢in flagella, pili ve ekzopolisakkarit biyosentezinin gerektigi bilinmektedir
(Seper vd. 2011).

Pili, fimbria ve flagella gibi protein yapili uzantilar biyofilm matriksinin diger EPS
bilesenleri ile etkilesiminde yapisal elementler olarak rol oynabilmektedir. Ornegin P.
aeruginosa’nin Tip IV pilisi, ¢apraz baglantili yapilar olarak rol oynayabilmektedir
(Van Schaik vd. 2005). Salmonella typhimurium ve E. coli’de fimbria ve seliilozun
ortak liretimi, sert, hidrofobik ekstraseliiler matriksin olusumunu saglamaktadir (Zogaj
vd. 2001). Ayrica, adezyon maddeleri yiizeylere bireysel bakteri hiicrelerin tutunmasi
icin kullanilir. Bakteriler komiinite igindeki etkilesimler ile yayilabilmek ig¢in, sinyal
molekiilleri, kimyasal ajanlari ve ¢o6ziilebilir maddeleri kullanir (Sekil 2.10.a). Bir
ylizeye bir hiicrenin tutunmasi yilizeye dik yonde bolgesel adezyon giiclerinin
Olusmasma neden olmaktadir. Sivi akisi yiiziinden olusan kuvvet stresleri hiicre
lizerinde, yiizeye paralel bir gii¢c olusturur. Bakteriler onlar1 ¢evreleyen ekstraseliiler
matriksin reolojik Ozelliklerini deneyimler. Bu ozellikler, akis ve/veya uygulanan
giiclerin deformasyonudur. Sivi akist ve Brownian hareketi (difiizyon), bakteriler
tarafindan serbest birakilan ve/veya Oziimlenen c¢oziilebilir bilesikleri tasimaktadir
(Sekil 2.10.b) (Persat vd. 2015). Sonug olarak, biyofilm olusumu, biyofilmlerin reolojik
ve adhesif 6zelliklerinden etkilenmektedir (Malhotra vd. 2015).
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Sekil 2.10 Yiizeyler tizerinde bakteriyel olaylarin mekanik etkilerinin cesitliligi (F=gii¢)
(Persat vd. 2015)

2.7 Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Biyofilmlerin yapisi, pek ¢ok faktorden etkilenebilir (Cizelge 2.3). Bunlar,
hidrodinamik sartlar, besinlerin konsantrasyonlari, bakteriyel hareket, hiicre igi iletisimi
icerir. Ayrica ekzopolisakkaritler ve proteinlerin, biyofilmin morfolojisini degistirdigi,
EPS’yi eksik sentezleyen mutant bakterilerle ¢alisilarak da gosterilmistir. Ornegin V.
cholerae’nin ekzopolisakkaritleri (Watnik ve Kolter 1999) ve E. coli’nin kolanik asiti
(Danese vd. 2000) 3D biyofilm yapisinin olusumunda gereklidir. B. subtilis biyofilm
matriksi ekzopolisakkarit igerir ve Tas A proteinini salgilar. Her ikiside matriksin
yapisal biitiinltigii ve gelisimi igin gereklidir (Branda vd. 2006). P. aeruginosa biyofilm
olusumu i¢in ¢alisilan en iyi modellerden biridir ve en az {i¢ (alginat, Pel, Psl) farkli
ekzopolisakkarit tretir. Bu ekzopolisakkaritler biyofilm gelisimine ve {i¢ boyutlu
yapisina katki saglarlar (Ryder vd. 2007). Alginat, P. aeruginosa’da biyofilm olusumu
icin gerekli degildir (Wozniak vd. 2003); ancak biyofilm yapisi lizerinde 6nemli bir
etkisi vardir (Flemming ve Wingender 2010). Dahasi, alginat biyofilm olusumunun
baslangicindaki mikrokolonilerin olusumunda gereklidir. Aym1 zamanda olgun
biyofilmlerin mekanik stabilitesi i¢in bir cevap niteligindedir. Ancak, mukoid olmayan
yaban tip suslarda alginat biyosentezinden sorumlu genler ifade edilemez ve bunun i¢in

Pel ve Psl polisakkaritleri biyofilmin olusumu i¢in gereklidir. Bunlardan Pel hava-sivi
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ara yiizde olusan pelikiil olusumu igin gereklidir. Psl ise, biyofilm yapisinin
devamliliginda ve canli ve cansiz yiizeylere tutunmada gereklidir. Tutunma boyunca

PsI’nin hiicre-hiicre iletisimini yonettigi diistiniilmektedir (Ma vd. 2009), (Sekil 2.11).

Cizelge 2.3 Biyofilm tabakasina etki eden faktorler (Wimpenny 2000)

Faktorler

Genotipik faktorler Tiirlerin dagilimi, hiicre-hiicre sinyalizasyonu, yapisma, hareket
Yiizey ozellikleri Malzeme tipi, serbest yiizey enerjisi, yiizey piiriizliligi
Mekanik faktorler Hidrodinamik, koparma giicii, asindirma

Fiziko-kimyasal ¢evre pH, iyonik giigler, ¢oziinmiis oksijen, ozmolarite, radyasyon vb.
Tabakanin fiziksel 6zellikleri Kalinlik, konsantrasyon ve gradiyent

Bakterilerin kolonizasyonu Rastgele yeni tiir girisi ya da sinyallesme ile yeni tiirlerin katilim1
Yikia siirecler Avlanma, antimikrobiyal ajanlar, fajlar

Giris ve ¢ikis Organik-inorganik maddeler, hiicre erozyonu veya parg¢alanma

Sekil 2.11 E. coli’nin hava-sivi ara yiizde olusturdugu biyofilm yapisinin sematik
goriintilisii ve her bir biyofilm boélgesinin SEM mikrografi (Skala = 2.5 pm.)
(Floyd vd. 2015)
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Asetil gruplar, ekzopolisakkaritlerin yaygin yan gruplari olup, EPS’nin adhezif ve
kohezif ozelliklerini artirirlar ve biyofilm yapisini degistirirler. Asetil gruplar ile
alginatin modifikasyonu mikrokolonilerdeki bakterilerin agregasyonunu gii¢lii bir
sekilde etkiler ve olgun biyofilmlerin farkli yapilar1 tizerinde etkilidirler (Franklin ve
Ohman 1993, Watnik ve Kolter 1999). Biyofilm yapisi, anyonik EPS’nin karboksil
grubu iceren ¢ok degerlikli katyonlar ile etkilesiminden 6nemli Slgiide etkilenebilir.
Ornegin, Ca* polianyonik alginat molekiilleri arasinda bir koprii olusturarak biyofilm
kalimliginin artisin1 uyarir ve mekanik stabilitesi artan biyofilmler kompakt hale

gelebilir (Korstgens vd. 2001), (Sekil 2.12).

Elektrostatik
cekici giicler

\
idroi OH - — egagcias
I:‘:.‘igﬁ“ 2 van der Waals RERE!
EAR etkilesimleri L 1.3,

4. OCK

Sekil 2.12 Biyopolimerlerde zayif fiziko-kimyasal etkilesim modeli (Flemming ve
Wingender 2010)

Fletcher (1976) albumin, jelatin ve fibrinojen gibi proteinlerin varliginin, polistiren
yiizeylere bir deniz Pseudomonas’inin tutunmasini inhibe ettigini rapor etmistir. Jeong
ve Frank (1994), bir yiizey lizerinde uygun biyofilm olusumu i¢in proteinlerin varliginin
bakterilere besin kaynagi olusturabilecegini 6ne siirmiistiir. Whitehead ve Verran (2006)
ise, i¢ yiizeyler lizerinde Bovin Serum Albumin (BSA) gibi protein icerikli mateyallerin

varliginin yiiksek oranda bakteri hiicrelerini tuttugunu rapor etmistir.
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Bakteriyel hiicreler notral pH’da hiicre duvarlarinda genellikle net bir negatif yiike
sahiptirler (Rijnaarts vd. 1999). Ancak, yiik tiirden tiire 6nemli oranda degisiklik
gosterir ve kiiltiirel kosullar (Gilbert vd. 1991, Kim ve Frank 1995), kiiltiiriin yas1
(Walker vd. 2005), iyonik giicler (Dan 2003) ve pH (Husmark ve Ronner 1990)
tarafindan etkilenebilir. Hiicre yiizeyinin net yiikii genellikle onun zeta potansiyeli
olarak belirlenmektedir. Zeta potansiyeli, belirli bir pH ve tuz konsantrasyonu altinda
elektrikli bir alan varliginda bakteriyel hiicrenin hareketliliginden hesaplanir. Cogu
bakterinin fizyolojik pH’da (pH 7.0) zeta potansiyeli negatiftir (Gilbert vd. 1991,
Millsap vd. 1997, Lerebour vd. 2004). Bakteriyel hiicre yiizey yiikii, hiicre yiizeyinde
bulunan temel gruplarin yanisira, karboksil, fosfat ve amino gruplar1 gibi asidik
gruplarin ayrilmasindan da kaynaklanmaktadir (Jucker vd. 1996, Van der Wal vd.
1997). Bakteriyel hiicrelerin zeta potansiyeli ortamdaki iyonik giiclere baghdir. Bu
yiizden hiicre ylizeyinin yiikii nétralizedir. Bir bakterinin toplam hiicre yiizey yiki,
Elektrostatik Etkilesim Kromotografisi (ESIC) kullanilarak ol¢tilebilir (Palmer vd.
2007). Yiizey yiki aym zamanda ortamm pH’indan da etkilenebilir (Husmark ve
Roénner 1990).

Sicaklik ve pH da, mikroorganizmalarin tutunma asamasinda etkilidir (Stanley 1983).
Dahasi, Giaouris vd. (2005), %10.5 gibi yiiksek bir NaCl konsantrasyonunun paslanmaz

celik kuponlara Salmonelle enterica’nin tutunmasini engelledigini rapor etmislerdir.

Biyofilmin olustugu abiyotik yiizeylerin hidrofobisitesi, kati1 yiizeylere bakteriyel
tutunmada Onemli bir anahtar faktordiir ve yiizey yiiki, yiizey hidrofobisitesinin
minumum oldugu durumda Onemlidir. Bunun aksine, polistiren yiizeyler ¢ok
hidrofobiktirdir ve bu durum hidrofobik etkilesimlerin lehine olabilir (Van Loosdrecht
vd. 1987). Hidrofobisite, ylizeylere hiicrelerin tutunmasinda gii¢lii bir belirleyici olup,
yiizeylere hiicrelerin tutunmasi ile hiicrelerin hidrofobisitesi arasinda giiglii bir
korelasyon vardir (Van Loosdrecht vd. 1987, Gilbert vd. 1991, Peng vd. 2001, Iwabuchi
vd. 2003, Liu vd. 2004). Diger yandan, bazi arastirmalarda, bakteriyel hiicre tutunmasi
ve hidrofobisite arasinda dogrudan bir baglant1 olmadigi sonucuna varilmistir (Sorongan
vd. 1991, Parment vd. 1992, Flint 1997, Parkar vd. 2001). Yine de, hidrofobisitenin,

yiizeylere mikroorganizmalarin ilk tutunmasinda gerekli oldugu kanisi yaygindir
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(Palmer vd. 2007). Hidrofobisite, ara yiiz ile iliskili bir olaydir (Doyle vd. 1990).
Husmark ve Ronner 1992, bakteriyel sporlarin yiizeylere vejetatif hiicrelerden genellikle
daha yiiksek bir oranda tutundugunu, sporlarin daha yiliksek hidrofobisite gdsterdigini
ve sporlarin yiizeyleri kapladigini belirtmistir. Farkli bakteriyel hiicrelerin ylizey
hidrofobisitesindeki farkliliklar, protein ve lipit gibi hiicresel molekiillerin
Ozelliklerinden kaynaklanir. Hiicrelerin hidrofobisitesinin, hiicre yiizeyinde bulunan

proteinlerle ilgili olabilecegi de kanitlanmistir (Davies 2000).

Aragtiricilar, ¢ok piiriizlii ylizeylere hiicre tutunmasinin daha fazla oldugunu
gozlemlemigler ve piiriizlii ylizeylerin bakteriyel tutunmay: arttirdigi sonucuna
varmiglardir (Pedersen 1990, Leclercg-Perlat ve Lalande 1994). Diger taraftan Mafu vd.
(1990), Vanhaecke vd. (1990) ve Flint vd. (2000), yiizeylere bakteriyel tutunma ile

ylizey piiriizliiliigii arasinda higbir korelasyon olmadigini rapor etmislerdir.

Bunlarin yanisira, yapilan fiziksel dl¢imler ve direk olarak bakteriyel antibiyofilm
polisakkaritlerinin, cansiz yiizeylerin 6zelliklerini degistirebildigi gosterilmistir (Valle
vd. 2006). Bu antibiyofilm polisakkaritler, sadece cansiz yiizeyleri degil ayn1 zamanda
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre yiizeylerinin fiziksel 6zelliklerini de
degistirebilmektedir (Sayem vd. 2011).

Sonug olarak, ylizey yiikleri, hidrofobisite, 1slanabilirlik ve yiizeylerin piirtizliiliigiiniin
biyofilm olusumu i¢in hiicrelerin tutunma giiciinii direk olarak etkiledigi
diigiiniilmektedir (Van Houdt ve Michiels 2010). Diisiik yiizey enerjili materyaller
hidrofobik, pozitif veya negatif olarak zayif yiiklii ve cogunlukla plastik organik
materyallerin genel 6zellikleridir. Dahasi, cam ve paslanmaz ¢elik gibi yiiksek yiizey
enerjili materyaller ¢ogunlukla hidrofiliktir (Carpentier ve Cerf 1993, Kumar ve Prasad
2006).
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2.8 Biyofilmlerin Gelistikleri Yiizeyler

Mikroorganizmalar laboratuvar sartlarinda hidrofobik, apolar 6zellikte olan teflon ve
diger plastik malzemelere tutunmaya, cam veya metal benzeri hidrofilik malzemelere
gore daha biiyiik bir ilgi duymaktadirlar (Veenendaal ve Koo1j 1999, Donlon vd. 2002).
Yap itibariyle polipropilen (PP) yiiksek derecede hidrofobik iken, polietilen (PE) ve
polivinil kloriir (PVC) orta diizeyde hidrofobiktir. Araujo vd. (2004), ylizey
hidrofobisitesinin primer yapismay1 degistirmedigini ve hidrofobik PP ile hidrofilik cam
yiizeylerin, Robbins cihazinda ayni mikrobiyal kompozisyon ve sayiya sahip olduklarini

gostermislerdir.

Cogu bakterinin hiicre yiizeyinin net yiikii negatiftir; ancak bunun istisnalar1 da mevcut
olup, S. maltophilia’nin fizyolojik pH’da pozitif yiizey yiikiine sahip oldugu
bilinmektedir (Dunne 2002). Stenotrophomonas maltophilia’in negatif bir yiizey yiikiine
sahip cam ve teflona yiiksek bir verimlilikle tutundugu gosterilmistir (Jucker vd. 1996).
Flint vd. (1997) biitiin termofilik Streptococci hiicrelerinin pH 7.0’de negatif bir hiicre
yiizey yikii gosterdiklerini belirtmislerdir. Bu da muhtemelen paslanmaz celik gibi
negatif yiik igeren yiizeylerden bakterilerin geri itilmesine neden olmustur. Fukuzaki vd.
(1995), pH 7.0’de paslanmaz ¢elik partikiilerinin zeta potansiyelinin zayif negatif ve

celigin izoelektrik noktasinin pH 4.0 ve 4.5 oldugunu rapor etmislerdir.

Farkli yiizeyler ve farkli bakteri tlirleri kullanilarak bakteriyel tutunma c¢alismalari
mevcuttur. Ornegin, Bacillus spp.’nin adezyonu, siit endiistrisinde istenmeyen bir
kontaminant olmasi sebebiyle genis olarak ¢alisilmistir. Bacillus sporlarinin ¢ok cesitli
yiizeyler iizerine tek tabaka halinde tutundugu goriilmiistiir. B. cereus’un hidrofobik
sporlarinin ise, ¢ok yapiskan olabildigi saptanmistir (Husmark 1993). Dagang vd.
(2016), paslanmaz c¢elik ve cam ylizeylere P. fluorescens biyofilmlerinin tutunmasini
calismiglar ve biyofilmlerin 96 h sonra paslanmaz c¢elik yiizeyin ¢ogunu kapladigini
bulmuslardir. Biyofilm olusumunun polipropilen yiizeylerde, paslanmaz celik gibi

hidrofilik yiizeylerden daha etkili oldugu belirtilmistir (Kim vd. 2016).
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Giindelik hayatta biyofilmin biriktigi yaygin kaynaklar, paslanmaz ¢elik ylizeyler, tahta,
atik su borulari, boru kivrimlari, kauguk contalar, tasiyici kayislar, BunaN ve teflon
kapaklardir (Fletcher 1985, Mafu vd. 1990, Blackman ve Frank 1996). Herald ve
Zottola (1988) paslanmaz ¢elige L. monocytogenes’in tutunmasini gozlemlemislerdir.
Ayrica, bu patojenin cam, polipropilen ve kauguk yiizeylere de tutundugu belirtilmistir
(Mafu vd. 1990). Dahasi, biyofilmlerin olusturdugu abiyotik yiizeyler; medikal
cihazlar, endiistriyel veya igilebilir su sistemi borularini, gida imalatinda kullanilan

paslanmaz ¢elik ekipmanlar: veya dogal sucul sistemleri de igerebilir (Donlan 2002).

Arnold ve Bailey (2000), electropolished (elektrokimyasal siire¢ yoluyla objenin
yiizeyinden metallerin giderilmesi) paslanmaz c¢elikler kullanarak yaptiklari ¢alisma
sonucunda, metal iyonlarin giderimiyle yiizeylerde kimyasal tepkiselligin azaldigini ve
boylece bakteriyel tutunmanin daha az miktarda oldugunu gézlemlemislerdir. Metal
iyonlarn giderimi, yiizeyin kimyasal tepkimesini azalttigindan, mikroorganizma ve
yiizey arasindaki elektrostatik etkilesimlerin degistigi ve bu yiizden yiizeyin bakteriyel
tutunmaya kars1 az duyarl hale geldigini gostermislerdir (Sekil 2.13). Parkar vd. (2003)
ise, electropolished paslanmaz celiklerin termofilik basillerin ilk tutunmasinda diisiik

oranda bir azalma sagladigini, ancak normal 316 L paslanmaz celikde olusturulan

biyofilmlere gore diizensiz ve daha az yogun biyofilmlerin olustugunu belirtmislerdir.
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Sekil 2.13 Bakteriyel popiilasyonlarin 304, 2B tipi paslanmaz ¢elik yiizeyler {izerindeki
SEM mikrograflar1 (x1000) (Arnold ve Bailey 2000)

a. Kontrol grubu, b. Kum piiskiirterek temizlenmis yiizey, €. Zimpara ile diizeltilmis yiizey, d.
Electropolished yiizey

2.9 eDNA’nin Biyofilm Olusumundaki Onemi

Ekstraseliller DNA, Streptococcus sp., Enterococcus faecalis, L. monocytogenes,
Neisseria meningitidis ve Helicobacter pylori gibi birbirinden farkli Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilerin biyofilmlerinde tespit edilmis olup (Moscoso vd. 2006,
Thomas vd. 2008, Grande vd. 2010, Harmsen vd. 2010, Lappann vd. 2010), bu
caligmalarin her biri biyofilmlerdeki eDNA’nin farkli gorevlere sahip olduklarini rapor
etmistir. eDNA’nin, ilk tutunmaya aracilik ettigi, stabil biyofilm matriksin yapisal
pargast olarak rol oynadig1 veya besin kaynagi olarak kullanildigi belirtilmistir. Aksine,
Caulobacter crescentus eDNA’s1, kiimelesmis hiicrelerin polar destegini kendine
bagladigindan, biyofilmlere polar baglarin tutunmalarini inhibe eder (Berne vd. 2010).
Bordetella eDNA’s1, in vivo ve in vitro biyofilm biitiinligiiniin devami i¢in 6nemlidir
(Conover vd. 2011). Biyofilmlerdeki eDNA’nin fizyolojik rolleri degisken olabilir. Hala
biyofilmin bir pargasi olarak nasil rol aldig1 net bir sekilde aydinlatilamamasina ragmen,

biyofilmlerdeki eDNA’nin fizyolojik goérevlerinin ¢ok amagh oldugu gorilmektedir
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(Seper vd. 2011). Biyofilm olusumunun ilk fazinda, eDNA’nin hiicre-yiizey
adezyonunda ve/veya hiicre-hiicre adezyonunda islev gorebildigi belirtilmistir
(Whitchurch vd. 2002). Dahasi, eDNA sucul ekosistemlerde verimli bir polimerdir
(Paul vd. 1987, Trevors 1996, Dell’Anno ve Danovaro 2005). eDNA’ya, sadece
toprakta degil, ayn1 zamanda deniz ve tathi su habitatlarinda da rastlanir. Buralarda
eDNA’nin konsantrasyonu 88 pg/L’ye varabilmektedir (Vlassov vd. 2007). Ayrica,
memeli bagirsak mukuslarinin 6nemli bir bileseni olarak da bilinir (Ferencz vd. 1980).
Bu yiizden, bu tiir ortamlarda eDNA, V. cholerae i¢in 6nemli bir besin kaynagi olabilir.
P. aeruginosa igin ekstraseliiler niikleazlar, karbon, nitrojen ve fosfat yoniinden temel
kaynak olarak eDNA’y1 pargalarlar (Mulcahy vd. 2010). eDNA’nin par¢alanmasi, hem
bir fosfat kaynagi olarak niikleotidleri hem de serbest niikleozitleri saglayabilir. eEDNA
miktar1 ve biyofilm olusumu arasindaki korelasyon, bir plazmidin varliginda biyofilm
tiretiminde artis seklinde gozlenebilir. Bunun sebebi, plazmid DNA’sinin biyofilmdeki
eDNA’ya katk: saglayabilmesi olup, plazmid varliginda daha fazla eDNA ve daha fazla
biyofilm olusumu goriilmektedir (Seper vd. 2011). eDNA, ayni zamanda dinamik bir
gen havuzudur. Bakteriler bu yolla yatay gen transferi sonucu genetik bilgi alisverisi

yapabilirler (Vlassov vd. 2007).

eDNA’nin salinma mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir, ancak otoliziz hipotezi
en ¢ok kabul goren hipotezlerdendir. E. faecalis’de iki ekstraseliiler proteaz ve S.
aureus’da cid/Irg operonlari otolizize bagli eDNA saliniminda gerekmektedir (Thomas
vd. 2008, Mann vd. 2009). N. meningitidis’de biyofilm olugsmunun baglamasi i¢in
eDNA onemlidir ve otolizizin azaldigi ampD mutantlarinda, biyofilm olusumunun
azalmasinda 6nem arz etmektedir (Lappann vd. 2010). Ikinci bir hipotez ise, V. cholerae
gibi cesitli Gram negatif bakteriler tarafindan dogal olarak salgilanan dis membran
vezikiilleri (OMVs) araciligiyla salindigidir (Chatterjee ve Das 1967, Kondo vd. 1993,
Whitchurch vd. 2002, Schild vd. 2008). eDNA’nin vezikiiller araciligyla salinmasi E.
coli, P. aeruginosa ve Neisseria gonorrhoeae’de de gozlemlenmistir (Dorward vd.
1989, Yaron vd. 2000, Renelli vd. 2004).

Streptococcus cinsinin biyofilm olusumunda eDNA’nin 6nemli bir rol oynadigi

bilinmektedir. Streptococcus gordonii ile biyofilm olusumu igin comD gereklidir (Loo
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vd. 2000) ve Streptococcus mutans’in comA, comB, comC, comD ve comE genleri
yoniinden mutant olan suslarinda biyofilm olusumunun azaldigi gortlmistir (Li vd.
2002, Yoshida ve Kuramitsu 2002). S. epidermidis’de AtIE genleri biiyiik bir otolizin
kodlar ve mikrotitrasyon plakalarin duvarlarinda biyofilm gelisimi ve ilk tutunma igin
gereklidir (Heilmann vd. 1997). AtIE proteini, salinan eDNA ile S. epidermidis biyofilm
olusumunda indirekt rol oynamaktadir. Ayrica, S. aureus’da ArlS-ArlR’nin, hem
otoliziz oranin1 hem de biyofilm olusumunu kontrol ettigi kanitlanmistir (Fournier ve
Hooper 2000). ArlS mutantinda otoliziz artis1 goriilmiis ve ekstraseliiler proteolitik
aktivitenin 6nemli derecede azaldigi saptanmistir. Mutant S. aureus otolizin gen
ifadesini arttirmamis, ancak Atl aktivitesi salgilanan serin proteazin varliginda artis
saglanmistir. Sonug olarak, otolitik aktivite eDNA olusumuna katki saglayabilir ve

hiicrelerin bir ylizeye veya birbirlerine baglanmasinda aracilik edebilir (Molin ve

Tolker-Nielsen 2003).

2.10 DNaz I Enzimi Calismalari ile eEDNA’min Varh@min Tespit Edilmesi

Biyofilmlerin EPS matriksinde mevcut niikleik asitler, eDNA olarak adlandirilmigtir
(Whitchurch vd. 2002, Steinberger ve Holden 2005). Whitchurch vd. (2002), P.
aeruginosa’da alginat sentezi c¢alismalari esnasinda, ekstraseliiler materyallerin
cogunlugu karbazol kolorimetrik analizlere pozitif reaksiyon gostermis ve bdylece
eDNA kesfedilmistir. Dahasi, eDNA’nin P. aeruginosa biyofilmlerinde fonksiyonel bir
rol oynayabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bir¢ok ¢alisma DNaz enzimlerinin biyofilm
olusumunu engelleyebildigini gostermektedir (Whitchurch vd. 2002, Tetz vd. 2009,
Harmsen vd. 2010, Martins vd. 2010, Nijland vd. 2010). Whitchurch vd. (2002), kiiltiir
ortamma DNaz I enziminin eklenmesi ile biyofilm olusumunun giiclii bir sekilde
onlendigini rapor etmislerdir. Molin ve Tolker-Nielsen (2003) da, mikrotitrasyon
plakalar iizerinde P. aeruginosa biyofilm olusumunun DNaz I varliginda azaldigim
belirtmislerdir. Diger taraftan, mezofilik bakterilerde, eDNA iceren, ancak DNaz
enzimlerine direngli birgok biyofilm 6rnekleri de tespit edilmistir (Grande vd. 2010,
Lappann vd. 2010, Shields vd. 2013).
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Seper vd. (2011) yaptiklart ¢alisma sonuglarina gore, eDNA ve ekstraseliiler
niikleazlarin, tipik bir biyofilm yapisinin gelisimini igeren gesitli siireglerde, besin elde
edilmesinde, biyofilmden ayrilmada ve uygun biyofilm kiitlelerinin kolonizasyonunda

gerektigini belirtmislerdir.

2.11 Biyofilmin Giderimi

Biyofilm yasam bicimi, dis kaynakli strese yiiksek bir tolerans gosterdiginden,
antibiyotik veya diger biyositler ile biyofilmlerin muamele edilmesi, onlarin yok
edilmesi neredeyse imkansizdir (Hall-Stoodley ve Stoodley 2009). Biyofilm olusumu
endiistriyel korozyon ve biofouling gelisimine sebep oldugundan, bu siireglerde biiyiik

problemlere yol acar (Lopez vd. 2010).

Biyofilm kontrolii, istenmeyen kontaminantlarin ortamdan uzaklastirilmasi adina
onemli bir istir ve bu isi basaracak sinirli diizeyde strateji mevcuttur. Borulari ve diger
yiizeyleri biyofilmlerden arindirmak i¢in bir¢ok endiistri kurulusu her yil milyarlarca
dolar harcamaktadirlar (Madigan ve Martinko 2010). Biyofilmlerin giderimi ¢ok zordur
ve emek, zaman ve maliyet gerektiren bir siire¢ oldugundan dogru ve diisiik maliyetli
temizleme prosediirleri gelistirilmelidir (Pontefract 1991, Wirtanen ve Mattila-
Sandholm 1992, Zottola ve Sasahara 1994). Genellikle etkili bir temizleme ve
sanitasyon programi, siirecin ¢ok basindayken ekipman yiizeylerinde bakteriyel
hiicrelerin ve partikiillerin birikimini ve bunu takip eden biyofilm olusumunu
engelleyebilmektedir (Dunsmore vd. 1981, De Goederen vd. 1989, Czechowski ve
Banner 1992). Ancak, uygun olmayan temizleme stratejilerinin biyofilm olusumuna ve
biyotransfer potansiyeli artisina sebep oldugu da bilinmektedir (Dunsmore vd. 1981, De
Goederen vd. 1989, Czechowski ve Banner 1992, Hood ve Zottola 1995).

Istenmeyen biyofilmlerin giderilmesinde biyofilmin karakteristigine bagl: olarak, farkli
stratejiler kapsayan belirli sistemler uygulanabilir. Bunlar (i) mekanik temizlik, (ii)
antimikrobiyal ajanlarin kullanimi, (iii) gerekli besinlerin saglanmamasi ile biyofilm
gelisiminin durdurulmast, (iv) bir yiizeye mikrobiyal tutunmanin inhibe edilmesi ve (V)

biyokiitlelerin ayrilmaya tesvik edilmesidir. Mekanik temizleme ve antimikrobiyal
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ajanlarin  kullanimi en ¢ok kullanilan metodlardir (Stewart vd. 2000). Biyofilm
matriksinin fiziksel biitiinliigliniin tahrip edilmesi veya direk olarak biyofilm
gideriminde tesvik edici maddelerin kullanim1 ise medikal ve endiistri uygulamalarinda

ilgi ¢ekici alternatifler yaratmaktadir (Chen ve Stewart 2000).

Biyofilmler, gida hijyeni agisindan 6nemlidir. Uygun sartlar altinda gida ve gida ile
temas eden yiizeylerde mikroorganizmalar, gelisme ve tutunma yetenegindedir.
Biyofilm olusumu dinamik bir siiregtir ve bakterilerin bir yiizeye tutunmalar ve
gelismeleri i¢in farkli mekanizmalar gerekmektedir. Eger mikroorganizmalar gida
temaslt yilizeylerden tamamen giderilemez ise zamanla biyofilm olusur ve bu da
biyotransfer potansiyelini arttirir. Bu nedenle, fabrika plani ve cihazlarinin hijyenik
amaglara uygun dizayni, materyallerin se¢imleri, dogru kullanilmasi, fiziksel metodlarin
yanisira kimyasal giderimde dogru deterjanlarin ve dezenfektanlarin segimi gibi gesitli
onlemler ve kontrol stratejileri ile gida temash yiizeyler {izerinde biyofilm olusumunun
kontrolii uygun bir sekilde yapilabilmektedir. Ayrica, bakteriyosinler ve enzimler de
biyofilmlerin giderimi ve etkin sekilde biyokontrolii igin gida endiistrisinde giderek
onem kazanmaktadir. Bu biyokontrol stratejileri, gidanin giivenligi ile kalitesi i¢in ve
ayrica sistemlerin devamliligi i¢in 6nemlidir. Gida endiistrisinde biyofilmler fiziksel ve
kimyasal metodlar gibi farkli stratejiler ile elimine edilebilmektedir. Bunlardan farkli
olarak, bakteriyel biyofilmlerin biyokontrolii i¢in son yillarda giindeme gelen biyolojik
metodlar yeni yaklasimlardir (Kumar ve Anand 1998), (Cizelge 2.4). Buna ilaveten,
gida paketleme materyallerine eklenmis antimikrobiyal bilesikler de mikrobiyal
kontaminasyonu elimine etmektedir (Halek ve Garg 1988). Biyofilm kontrolleri artik
yiizey modifikasyonu, biyolojik kontrol veya spesifik formiile edilen temizleyiciler gibi
yeni yaklasimlar icermektedir (Boulange-Petermann 1996). Bu amagla, son zamanlarda
proteaz ve karbohidrazlarin biyolojik olarak aktif enzimatik karigiminlarini igeren 6zel
temizleyiciler kullanilmistir (Johansen vd. 1997). Hidrofobisite veya yiizey piiriizliligi
gibi yiizey ile ilgili degistirilen Ozellikler bakteriyel tutunmayr minumuma indirir
(Boulange-Petermann 1996).
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Cizelge 2.4 Siit endiistrisinde biyofilmlerin giderimi ve kontrolii i¢in en ¢ok kullanilan
yaklasimlar (CIP = yerinde temizlik), (Gopal vd. 2015)

Kontrol stratejileri Ornekler

Fiziksel yaklasim

CIP Asidik (nitrik asit vb.) ve alkalen (sodyum hidroksit vb.) deterjanlarin
kombinasyonlari

(a) Kimyasal CIP Sirfaktanlar, organik madde bilesikleri, emiilsiyon yapan ajanlar veya

kompleks ajanlarin eklenmesi ile spesifik CIP

(b) Biyolojik CIP Enzim ilavesiyle spesifik CIP

Ultrasonikasyon Diisiik frekans/yiiksek yogunlukta ultra ses ( >20 kHz)

Biyolojik yaklasim

Biyolojik biyositler Enzimler (proteaz ve polisakkariti pargalayan enzimler vb.) ve

bakteriyosinler (nisin, laktisin 3147 veya pediosin PAL vb.)

Bakteriyofajlar Enfekte bakterilere litik veya lizogenik yol araciligi ile

Kimyasal yaklasim

Kimyasal biyositler Oksitleyici ajanlar (hidrojen peroksit), klora dayali ajanlar (sodyum
hipoklorit), ylizey aktif bilesikler (kuaterner amonyum bilesikler vb.),
iyodoforlar

Ozon Molekiiler ozon veya onun ayrigmus tiirevleri (hidroksil radikaller vb.)

Siit endiistrisinde biyofilmlerin kontrollerinde birgok yaklasim kullanilabilir, fakat ¢ok
yaygin olarak kullanilanlar; hiicre tutunmasini 6nlemek i¢in ylizey kimyasim
degistirmek, antimikrobiyal ajanlarla yilizeylerin muamelesi, islemin optimizasyonu ve
ekipman dizayn1 veya yogun temizleme rejimlerinin kullanimidir (Bower vd. 1996).
Ayrica, yerinde temizlik (CIP) siiregleri 6zellikle 6nemlidir. Bu siireg, temizlik ve
sterilizasyonda kullanilan kimyasallarin performansini arttirmak igin antimikrobiyal
maddeler ile siitiin islenildigi ylizey ve borularin temizlenmesini gerektirir. CIP’in
1950’lerden beri faydali bir strateji oldugu ispatlanmasina ragmen (Bremer vd. 2009),
bakteriyel genetik, biyolojik sistemler, materyal ve mekanik miihendisligi ile
biyokimyanin daha iyi anlagilmasiyla yeni stratejiler gelistirilmesinin onii agilmistir
(Tan vd. 2014). CIP prosediirleri genellikle siit isleme siirecinde kullanilmaktadir
(Dunsmore vd. 1981). Ancak, CIP prosediirlerinin sinirli olmasi ve ekipman yiizeyleri
tizerinde mikroorganizmalarin birikmesi sonucu biyofilm olusumu kag¢inilmaz

olmaktadir (Maxcy 1964, Mattila vd. 1990). Biyofilmin olusumu esnasinda biriken
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mikroorganizmalarin devamlilig1 siire¢ sonrasi kontaminasyona neden olabildiginden,

tirtiniin raf 6mrii digsmektedir (Zottola 1994).

Biyofilm olusumunun biyokontrolii i¢in tasarlanan yeni stratejiler, bakterileriyel
tutunmanin inhibisyonu amaciyla, gida ile temas eden yiizeylerin bakteriyosinler gibi
biyoaktif bilesiklerle muamele edilmesidir. Bakteriyosinler, bakterisidal o6zellikler
sergileyen protein tabiatli antimikrobiyal bilesiklerdir (Tagg vd. 1976). lyi bilinen ve en
¢ok uygulanan antimikrobiyal peptit olan nisin, 6zellikle ¢ogu sporlu bakteriler ve gida
patojenleri lizerinde inhibitor etkisi yaratmaktadir (Hurst 1981, Ray 1992). Nisin,
Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen bir bakteriyosindir ve sporlu Gram
pozitif mikroorganizmalara karst etkilidir (Vaara 1992). 1998’de nisinin, peynir
yapiminda kullanilan Clostridium botulinum sporlarinin kontrolii igin gidaya eklenmesi,
GRAS (Generally Recognized As Safe) seviyesinde FDA tarafindan da uygun
bulunmustur (Food ve Drug Administration 1988). Nisin absorbe edilmis gida temash
yiizeylerde L. monocytogenes bakterisinin neden oldugu yilizey kontaminasyonun olus
sikliginmnin  azaldigi rapor edilmistir (Daeschel vd. 1992, Bower vd. 1995).
Bakteriyosinlerin uygulanmasi, etler iizerinde L. monocytogenes’in biyokontrolii i¢in
gida paketleme materyalleri lizerinde de denemistir (Ming vd. 1997). Dahasi, nisin
konserve iiriinlerin ve siit ve siit lirlinlerinin raf 6mriiniin uzatilmasinda endospor
olusturan termofilik bakterilerin inaktivasyonunda kullanilmaktadir. Nisinin bakterisidal
aktivitesi, vejetatif hiicrelerin sitoplazmik membraninda meydana gelmektedir. Gram
negatif bakteriler ise, dis membranlarinin bariyer olusturmasi nedeniyle, genellikle
nisine duyarli degildir (Stevens vd. 1991). Ancak, Kordel ve Sahl (1986), ozmotik sok
gibi muameleler sonucu dis membrani gegirgenligi degistiginde, E. coli’nin nisine
duyarhlik gosterdigini belirtmistir. Dahasi, Boziaris ve Adams’m (1999) ¢alismalarina
gore, diislik nisin konsantrasyonunda bile (100 IU/ml) membran gecirgenligi degismis

E. coli’nin gelisimi tamamen inhibe edilmistir.

Bilindigi lizere bakteriyel biyofilmlerin olusum, tutunma ve stabilizasyonu i¢in gerekli
olan Dbakteriyel ekstraseliiler polisakkaritlerin, hiicre-hiicre ve hiicre-yilizey
etkilesimlerinin ¢oguna aracilik ettigi gosterilmistir. Ancak, son calismalar bir¢ok

bakteriyel polisakkaritin biyofilm olusumunu engelledigini gostermistir (Rendueles vd.
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2012). Simdiye kadar otuzdan fazla farkli biyofilm matriks polisakkariti karakterize
edilmistir (Flemming ve Wingender 2010). Ilk antibiyofilm polisakkaritler, karisik in
vitro biyofilmlerdeki E. coli’nin ticari suslar1 ve enteropatojenik suslar1 arasindaki
etkilesimler ¢alisilirken kesfedilmistir. Valle vd. (2006), ticari MG 1655 susunun tirettigi
biyofilmlerin biyokiitlesinin, enteropatojenik CFT073 susu varliginda azaldigini
bulmuslardir. Tanimlanan antibiyofilm polisakkaritlerin higbiri bakteriyostatik veya
bakteriyosidal aktivite sergilememistir. Bu yiizden onlarin antibiyofilm aktivitesine
muhtemelen biiylime inhibisyonundan baska mekanizmalarin aracilik etmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Biyosidal olmayan hareket bi¢cimini agiklayan {i¢ hipotezi vardir. (i)
En iyi antibiyofilm polisakkaritler siirfaktan molekiillerdir ve cansiz yiizeylerdeKi
bakteriyel hiicrelerin fiziksel karakterizasyonlarini degistirmektedir. Bazi g¢aligmalar
aynt zamanda polisakkaritlerin sinyal molekiilleri olarak rol oynayabildigini
gostermistir, bu da duyarli olan bakterinin gen ifadesini regiile etmektedir (Kim vd.
2009). (ii) Diger bir olasilik, biyofilm hareketinin bigimi olup, bu asamada 6nemli olan
karbonhidrat-protein etkilesiminin inhibisyon yarisidir (Wittschier vd. 2007). (iii) Son
hipotez de, antibiyofilm polisakkaritlerin, bakterilerin yiizeyindeki lektinleri ve seker
baglayan proteinleri veya adhezyondan sorumlu fimbria ve piliyi bloke etmesidir
(Zinger-Yosovich ve Gilboa-Garber 2009). Biyofilmin polisakkarit matriksini etkileyen

kimyasallar, biyofilm hiicrelerinin giderimi ve 6ldiiriilmesinde 6zellikle etkilidir.

Enzimler, biyofilm matriksinde olusan ekstraseliiler polimerleri temizlemede etki
saglamaktadir ve bu yiizden biyofilmlerin giderimine yardim ederler (Kumar 1997).
Spesifik enzimleri ¢ogunlukla biyofilmi olusturan mikrofloranin tipine gore
cesitlendirmek gerekir (Wiatr 1991). Parkar vd. (2003), lizozimin biyofilm hiicrelerini
6ldiirdiigiinii, boylece lizozimin termofilik basillerde biyofilm i¢in alternatif bir kontrol
potansiyeli oldugunu Onermislerdir. Proteaz, a-amilaz ve B-glukanaz igeren karigik
enzimlerin kagit hamuru ile muamelesi sonrasinda, endistriyel imalathanelerde
biyofilm olusumunun giderimi i¢in 6nemli bir basari saglamaktadir (Wiatr 1991).
Amerika’da Genencor Uluslararasi sirket ¢aligsanlari, canli organizmalari biiyiik dlgiide
dagitan glikoproteinler gibi deglikosilat biyopolimerleri olan endoglikozidaz enzimleri
gelistirmiglerdir. Bu sirket, temizleme ajani1 olarak Endo-f3-N-asetil-glukozaminidaz H

(Endo H) olusumu i¢in rekombinant DNA teknolojisini kullanmiglardir. Endo H,
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tampon ve deterjan soliisyonlar1 ile beraber kullanildiginda cam yiizeylerden,
Staphylococcus ve E. coli bakterilerinin giderimi igin 6zgilin bir nitelige sahiptir (Lad
1992). Ekzopolisakkarit pargalayan enzimleri kapsayan enzimatik preparasyonlar,
Ozellikle kolonik asit parcalayan enzimler, Streptomyces izolatlarindan kaynaklanan
biyofilm olusumunun 6nlenmesi ve giderilmesi i¢in kullanilmigtir (Van Speybroeck vd.
1996). Proteolitik enzimler ile hiicrelerin muamelesinin, Vibrio proteolytica’nin
hidrofobisitesini azalttifi ve polistiren gibi hidrofobik yiizeylere tutunmasini azalttigi
belirlenmistir (Paul ve Jeffrey 1985). Oakley vd. (1985), Streptococcus sangius
hiicrelerinin tripsin ile muamele edildiginde ise, yiiksek hidrofobik bir sivi olan
hekzadekanca tutunmasinin azaldigini ve bunun biiyiik ihtimalle hidrofobik proteinlerin

hiicre ylizeyinden uzaklasmasindan dolay1 oldugunu rapor etmislerdir.

Paslanmaz ¢elik kuponlarin yiizeyleri ilizerinde termofilik bakterilerin kontrolii ve A.
flavithermus B12-C™ izolatinin biyofilmlerinin giderimi ile ilgili ¢aligmalardan birinde,
Paradigm olarak adlandirilan proteolitik bir enzim temizleyici preparati kullanarak canli
biyofilm hiicrelerinin sayisinin azalmasi saglamistir; ancak mikroskop altinda hala
hiicre materyal kalintist (%11) goriilmiistiir. Ayrica, Purafect olarak adlandirilan bir
subtilizin tiirevi ile biyofilmlerin %100 o6ldiiriilmesinde basari saglanamamig; ancak

canliligin azaldig saptanmigtir (Parkar 2004).

Hiicre ylizey proteinleri, paslanmaz ¢elige termofilik basillerin vejetatif hiicrelerin
tutunmasinda anahtar bir rol oynamaktadir. Proteinlerin giderimi, yapilarindaki
degisiklikler veya ekstraseliiler proteinlerde centiklerin olusumu amaciyla, paslanmaz
celik yiizeyindeki hiicrelerin sodyum dodesil siilfat (SDS) ve tripsin ile muameleleri
sonrast biyofilmdeki canli vejetatif hiicrelerin sayisinda azalma saglanmistir (Flint vd.
1997). SDS, anyonik bir deterjan ve nemlendirme ajani olup hem asidik hem de alkalen
soliisyonlarda etkilidir. Cogunlukla proteinlerin ¢6ziilmesinde ve denatiirasyonunda
kullanilir. Proteinlerin ¢ogu SDS’e baglandigi zaman yiizeylerinde belirgin bir negatif
yiik artis1 goriilmektedir. Protein konformasyonu ve aktivitesindeki degisiklikler,
proteinin SDS ile denatiire olup ii¢ boyutlu yapisini kaybettigini gostermektedir (Zubay
1988). Parkar vd. (2003) yaptiklar1 ¢alismaya gore, A. flavithermus B12-C™ susu igin en
az iki farkli paslanmaz gelik kupon yiizeyi tizerindeki 18 saatlik biyofilmleri, %2’lik
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SDS ile 10 dk kaynatmislar ve hiicre canliliginin %80 azaldigin1 ve sadece sporlarin
hayatta kaldigini bulmuslardir. Tripsin ise, biyofilm hiicrelerinin 6lmesinde sadece %50
etki saglamistir ve paslanmaz ¢elik kupon yiizeyinde toplam hiicre syisinin %2’si
kalmistir. Ayrica, Chen ve Stewart (2000), P. aeruginosa ve K. pneumoniae
bakterilerine uygulanan 500 mg/L lizozim ile canli hiicre sayisinda %87, biyofilm
proteini gideriminde ise %40 basar1 elde etmislerdir. Yine SDS (1000 mg/L) ile
muamele sonucunda da onemli bir giderim saglanmis; ancak tiim canli hiicreleri

Oldiirememistir.

Biyosiirfaktanlar, antibakteriyel ve antifungal Ozelliklere sahiptirler ve bakteriyel
tutunma ve ayrilma i¢in 6nemlidir (Ron ve Rosenberg 2001). Biyosiirfaktanlar, hava-
stvi  ara ylizde mikroorganizmalar tarafindan tiretilmektedir (Leck ve Bigg 2005). P.
aeruginosa’nin EPS matriksinde bulunan ramnolipitler siirfaktan olarak rol
oynayabilmektedir (Davey vd. 2003). Bu tiirdeki biyosiirfaktanlar, yiizey aktivitesiyle
iligkili ilk mikrokoloni olusumunda, yiizeyle ilgili bakteriyel gogli kolaylastirmada,
mantar sekilli yapilarin olusumunda, kanallardaki kolonizasyonun 6nlenmesinde ve
biyofilmin dagilmasinda etkilidir (Boles vd. 2004, Pamp vd. 2007). Yiiksek biyofouling
potansiyeline sahip endiistriyel sistemlerde, ilave siirfaktan madde kullanimu ile yiizeye
tutunmus bakterilerin ayrilmasi kolaylagsmaktadir. Ozellikle iyonik olmayan yapidaki
stirfaktanlarin, biyofilm tabakasini anlamli seviyede depolimerize ettigi bildirilmistir

(Cloete ve Jacobs 2001).

Su sistemlerine uygulanan dezenfeksiyonun etkinligi biyofilmin derinlerine gittikce
azalmaktadir (Lu vd. 1999) ve biyofilmin iginde veya su fazinda bulunan organik
molekiillerin ~ dezenfektanlara baglanmasiyla sudaki etkin  konsantrasyonlari
diismektedir. Ozellikle serbest klorun ¢ok hizli bir sekilde EPS ile reaksiyona girerek
sudaki etkinliginin azaldig1 belirtilmektedir (Momba vd. 1999).

Takehara ve Fukuzaki (2002), paslanmaz c¢eligi nitrik asit, ozon, krom ve demir
oksitlerin farkli oranlartyla muamele edilerek 300°C sicakliga tabi tuttuktan sonra
inceleme yapmuslardir. Paslanmaz celik yiizeylere uygulanan farkli muameleler, H" ve

OH" titrasyonlar1 ic¢in farkli oransal emilim egrileri goéstermistir. Bu da ylizey
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muamelesinin, paslanmaz c¢eligin yiizey yiikiinde ve bakterilerin tutunmasinda onemli

bir rol oynayabildigini gostermistir.

Quorum sensing (QS) terimi, mikrobiyal sinyalizasyon araciligiyla kendinden olani
tantyarak, otoindiikleyici olarak bilinen molekiiller salgilayarak iletisim kurmak olarak
ifade edilmistir (Fuqua vd. 1994), (Sekil 2.14). QS, biyofilm olusumunun bes asamali
olan tiim fazlarinda gerekli olabilir. Besin ihtiyaglar1 ve mevcut kaynaklar1 uygun olgun
biyofilmler i¢inde populasyon yogunlugu ve metabolik aktivite QS tarafindan
diizenlenir. Biyofilm igindeki bakteriler, aynmi tiirlerin serbest yasayan planktonik
bakterilerinden Onemli oranda farkli transkripsiyonel programlara sahiptir. QS
inhibisyonu biyofilm olusumunu engelleyebilir (Bai ve Rai 2011). Bdylece, QS
biyofilm yapisinin kontroliinde 6nemli bir rol oynar. P. aeruginosa QS mutantlari,
yaban tipi biyofilmlerle karsilagtirildiklarinda, substrata daha gevsek baglanan basik ve
farklilasmamig biyofilmler olusturmuslardir (Rice vd. 2005).

l Dagilma
° @]
Koloni ° o
olzunlasmas: 1‘1"eni yiizeylere kolonizasyon
O O o o

l Mikrokoloni olugwmu
O i, ]
| BB R R o

© )5+ hitcreler © Q5- hilcreler

Sekil 2.14 Tiirler arasi sinyalizasyon ve klonal iligkiler (Keller ve Surette 2006).

Gida endiistrisinde biyofilm kontrolii i¢in diger bir yol, bakterilerin QS aracil

iletisimini engelleyen enzimlerin kullanimidir. Deterjan amagli belirli enzimler anti-QS
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ajanlar olarak kullanilabilir. Ayrica, anti-QS deterjan ile enzimlerin, antimikrobiyal
ilaglarin ve beraberinde siirfaktanlarin  kullanimi1  sonucu sinerjistik  bir  etki
saglanabilmistir (Malhotra vd. 2015). Gida kaynakli bakterilerle ilgili bazi ¢alismalar,
cesitli dezenfektanlara karsi olgun biyofilmlerin (24 saat’den daha fazla) yeni
gelismekte olanlardan daha fazla direngli olduklarini gostermistir (Anwar vd. 1990, Lee
ve Frank 1991, Wirtanen ve Mattila-Sandholm 1992). QS mekanizmasini inhibe eden
ajanlardan biri olan furanonlar, abiyotik yiizeylerde kimyasal olarak gergeklestirilen
giderim testlerinde biyofilm Onleyicisi olarak umut vermistir. Furanonlar kararl
olduklar1 ve insanlar lizerinde toksik olmadiklar1 igin, onlarin ayrica tipta antibiyofilm
ajanlar olarak da uygulamalar1 miimkiin olabilmektedir (Madigan ve Martinko 2010).
Wu vd. (2004), sentetik furononlarin birgok bakteriyel QS mekanizmasini engelledigini
rapor etmislerdir. Ponnusamy vd. (2010), quorum inhibisyon aktivitesi igin gerekli
2(5H)-furononun  minumum  konsantrasyonunun 0.4 mg/mL  olabilecegini
gozlemlemislerdir. Ayrica, C12-HSL ve C14-HSL sinyal molekiillerinin, 2(5H)-furonon
(1 mg/mL) ile ardisira muamele edilmeleri sonrasinda, QS inhibisyonunun sirasiyla
%52 ve %46 oldugunu gostermislerdir. Lynch vd. (2002), 1 mg/mL furonon
konsantrasyonu kullanildiginda QS aracili biyofilm olusumunda 6nemli oranda azalma
(%32) oldugunu rapor etmislerdir. Triklosan ise, bisfenol bir antimikrobiyal ajandir ve
genis bir aktivite gesitliligine sahiptir (Russell 2004). Triklosan, 0.025 ile 100 pg/mL
arasindaki konsantrasyonlarda bakteriyostatik ve daha yiiksek oranlarda ise bakterisidal
ozellik gosterir (Suller ve Russell 1999, Escalada vd. 2005). Triklosan tiirevlerinin
farkli cesitleri, koruyucu, antiseptik ve dezenfektan olarak kullanilmistir. Yaygin
kullanim1 ve stabilitesi yiiziinden triklosan ve tiirevleri atik su, ¢evre sedimentlerindeki
birikintiler ve konsantre sucul biyotalarda bulunabilmektedir (Adolfsson- Erici vd.
2002). Triklosan katilmig plastikler gida endiistrisinde kullanilmak iizere yogun olarak
pazarlanmaktadir, ancak gidalarin ambalajlandig1 triklosan igeren plastiklerin etkileri

hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Yazdankhah vd. 2006).

Son zamanlarda ise, paslanmaz ¢elik yiizeyler iizerinde olusan biyofilmlerin 6nlenmesi
icin elektrokimyasal metodlar gelistirilmistir (www.savcor.com 2003b). Ayrica, son
yillarda, termosonikasyon veya yiiksek siddetli ultra ses (high intensity ultrasound =

HIU) uygulamalar1, vejetatif ve spor olusturan bakteriyel popiilasyonlarin inaktivasyonu
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icin incelenmektedir. Beatty ve Walsh (2016), siit tozu yapimi boyunca buharlastirict
aygit olarak da bilinen evaporatorlerdeki Geobacillus stearothermophilus vejetatif
hiicrelerinin ve sporlarin inaktivasyonu i¢in HIU uygulamasinin etkisini incelemisler ve

hiicre ve sporlarin inaktivasyonunda etkili oldugu sonucuna varmiglardir.

2.12 Biyofilm Cahsmalarinda Uygulanan Mikroskobi Temelli Metodlar

Biyofilm caligmalarinda kullanilan mikroskobik teknikler arasinda, 6zellikle yiizeylerin
taranmasinda taramali elektron mikroskobu (SEM) 6nemli bilgiler elde edilmesine katk1
saglamaktadir (Notermans vd. 1991, Zottola 1991), (Sekil 2.15). Calismalarin
bazilarinda ayrica Acridine orange ile boyanmis preparatlar epifloresan mikroskobu ile
de incelenmektedir (Holah vd. 1989). Interferens kontrast mikroskobu, atomik gii¢
mikroskobu (AFM) ve konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) c¢alismalar1 da
biyofilm arastirmalarinda kullanilan 6nemli mikroskobik tekniklerdir (Ladd ve
Costerton 1990, Caldwell vd. 1992, Beech 1996, De beer vd. 1997, Wang vd. 2016).
AFM’da ince bir uzant1 6rnege ¢ok yaklastirilir. Boylece prob ile 6rnek arasinda zayif
atomik giicler olusturulur. Bu mikroskobun SEM mikroskobuna goére avantaj1 fiksatif ya
da kaplama maddesi gerektirmemesidir. FISH (floresan in situ hibridizasyon)
zenginlestirilmis organizmalar: izlemek veya tanimlamak i¢in kovalent olarak floresans
boya bagli 0zgiil bir niikleik asit probu kullanilarak yapilan bir yontemdir. FISH
teknolojisi mikrobiyal ekolojide, gida endiistrisinde ve klinik tamida spesifik
patojenlerin tamimlanmasinda ¢ok kullanilmaktadir. FISH, ekolojide mikroskobik
teshiste ve organizmalart yasam ortamlarinda direk olarak izlemek amaciyla
kullanilabilir. FISH ayn1 zamanda mikrobiyal topluluklarin komposizyonunu direk
olarak mikroskopta belirlemede kullanilan bir yontemdir (Madigan ve Martinko 2010).
Ayrica biyofilm sayimi i¢in yaygin olarak cevresel taramali elektron mikroskobu
(ESEM) kullanilmaktadir (Little vd. 1991, Hodgson vd. 1995). Ancak, biyofilm
orneklerinde olusan ¢izikler, ¢atlaklar, 6lii hiicre kalintilart ve korozyon pargalart gibi
bazi istenmeyen sinirlandirmalart vardir. Bu yiizden bu gibi alanlarin 6rnekleri ¢ok zor

goriintiilenmektedir (Wong ve Cerf 1995).
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Sekil 2.15 B. subtilis biyofilmlerinin CLSM ve SEM goériintiisii (Bridier vd. 2013)

a. Tiyoflavin T ile etiketlendikten sonra elde edilen fibrilli CLSM goriintiisii, b ve c. Farkh biiytitmelerde
biyofilm ve hiicre morfolojisinin SEM goriintiisii

Konfokal mikroskobisi onciiliigii 1955°de Marvin Minsky tarafindan yapilmis olup,
biyofilmdeki EPS bilesenlerine zarar vermeden onlarin in situ olarak incelenmesinde
floresens boyalar kullanilan en 6nemli mikroskobik yontem CLSM’dir (Semwogerere
ve Weeks 2005, Lawrence vd. 2007). Diger 1s1tk mikroskobu metodlar1 ile CLSM
karsilastirildiginda, biyofilm ¢alismalari icin CLSM ¢ok uygun bir tekniktir (Donlan ve
Costerton 2002, Dunne 2002, Mattila 2002, Neu vd. 2001, Tolker-Nielsen vd. 2000).
Canl1 biyofilmlerin ilk CLSM goriintiileri, mikrokoloniler arasinda agik su kanallarinin
varhigimi gostermistir (Lawrence vd. 1991). CLSM biyofilm c¢aligmalarinda birgok
onemli avantajlar saglar. Bunlar; orneklerin dehidrasyon ve fiksasyon islemlere gerek
duyulmadan, onlar1 dogal sulu durumunda inceleyabilir, odaklanma biyofilmlerin
derinliklerine dogru ince optik kesitler halinde kaydedilebilir (Wimpenny ve Colasanti
1997). Biyofilm ¢alismalarinda CLSM ile FISH birlestirilirse, bir biyofilmde oldugu
gibi derinligi olan bir Ornekteki mikrobiyal popiilasyonu aragtirmak miimkiin

olabilecektir (Madigan ve Martinko 2010).

CSLM mikrobiyal ekolojide genis bir kullanim alan1 bulmustur. Bu teknikle mikrobiyal
habitatta bulunan filogenetik olarak farkli hiicre popiilasyonlarini tanimlamak ya da bir
biyofilmdeki farkli tabakalarin bilesenlerini ayirt etmek miimkiindiir. CLSM’de
mikrobiyal film gibi nispeten kalin bir 6rnekte, sadece biyofilmin yiizeyindeki hiicreler

degil, farkli tabakalardaki hiicreler de lazer 1smminin odak diizlemi ayarlanarak,
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gozlenebilmektedir. CLSM i¢in hazirlanan preparatlar genellikle floresan boyalarla
boyanir ve belirgin hale getirilir. CLSM, bilgisayar yazilimlar ile donatilarak, daha
sonra dijital goriintiilerin islenmesi saglamaktadir. Boylece, farkli biyofilm tabakalarini
olusturan diizlemlere ait goriintiiler dijital olarak {ist {iste getirilir ve tiim Ornegin 3D

goriintiisii elde edilir. Dahasi, CLSM teknigi mikrobiyal bilesimin derinligine bagh

olarak nasil degistigini gozlemlemek istedigimiz kalin 6rnekler i¢in kullanilabilmektedir

(Madigan ve Martinko 2010), (Sekil 2.16).

Sekil 2.16 Cam yiinii iplikleri iizerinde 28°C’de, 24 saatlik B. cereus biyofilmlerinin
BacLight boyalari ile boyanarak elde edilen CLSM goriintiisii (Vilain vd.
2009)

a Kirmizi goriinen hiicreler (Propidyum iyodiir), b. Farkli kanallarda goriintilendiklerinde yesil
floresansli merkezlere (Syto 9) sahiptirler. Tek kanalli modda incelendiklerinde kirmizi renkte
goriintiilenen ayni hiicreler, ayn1 zamanda yesil kanalda yesil renkte gézlenmektedir. Bu da (a ve b)
onlarin yogun kirmizi floresanla ¢evrili yesil merkezlere sahip olduklarint gosterir

CLSM ile goriintiilemede, tutunan bakterilerin direk boyanmasi ile canli/6lii hiicre
DNA’smin Adenin ve Timince zengin bdlgelerine baglanan, DAPI (4' 6-diamidino-2-
phenylindole) kullanilabilir. Bu teknik, biyomateryale tutunan bakteriler icin CFU
sayilarini karsilastirmada toplam bakteriyel miktarin hesaplanmasi ve goriintiilenmesi
icin uygundur. Ayrica, proteinler ve molekiiller i¢in floresan boyalar mevcuttur.
Ornegin, EPS matriksi konkanavalin A gibi &zel glukan boyalar kullanilarak
goriintiilenebilir (Hannig vd. 2010). Dahasi, polisakkaritlerin boyanmasi i¢in, sadece -
1,3 ve B-1,4 glukanlara baglanan, kalkoflor beyaz da kullanilir. Biyofilm matriksinde
bulunan eDNA, Propidyum iyodiir (Pl), 1,3-dichloro-7-hydroxy-9,9-dimethyl-2(9H)-
acridinone (DDAQO), TOTO-1, TO-PRO 3, PicoGreen ve SytoX gibi hiicre igine
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giremeyen DNA baglayici floresan boyalar kullanilarak analiz edilebilir. Ayrica eDNA,
LIVE/DEAD BacLight™ kitinde bulunan Syto ile PI'un karigmmu gibi hiicre igine
girebilen DNA baglayic1 boylar ile boyanmaktadir. Bu iki boyanin eszamanli ilave
edilmesi ile bir boyanin emisyon spektrumu diger boyanin uyarim spektrumu ile
kesisirse Forster rezonans enerji transferi (FRET) olusabilir ve bu etki Syto 9/PI
boyalari ile ¢alismak igin bir avantajdir (Schlafer ve Meyer 2016). PI diisiik bir iyonik
yiike sahip oldugundan, DNA i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir. Canli hiicreler i¢in,
kiiciik molekiillii Syto 9, canli ve cansiz hiicreler i¢in kullanilabilirken, buna karsin PI
boyasi sadece 6li hiicrelerin boyanmasinda kullanilir. SytoX’in, yesil, portakal veya
mavi renkleri mevcut olup, niikleik asitleri boyar ve Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere kolaylikla niifuz eder (Hannig vd. 2010). Biyofilm matriksinin bileseni olan
proteinler ise, FilmTracer'SyPro gibi spesifik olmayan boyalar ile gériintiilenebilir.
Ayrica, titoflavin (ThT), CDyll floresan boyalari gibi amiloid-spesifik boyalar
kullanilabilir. Diger bir matriks bileseni olan lipitler, genellikle Nile kirmizisi ile
boyanir. Ayrica, BODIPY, FM boyalari ile de boyanabilmektedirler (Schlafer ve Meyer
2016). CLSM’de kullanilan bazi floresan boyalar ¢izelge 2.5’de verilmistir (Lawrence
vd. 1998).

Cizelge 2.5 CLSM’de kullanilan floresan boyalar ve lazer kaynaklari

Boyalar Lazerler Maksimum Maksimum emisyon
uyarim (nm) (nm)

Hoechst 33258 Ar-Uv 346 460

Hoechst 33342 Ar-Uv 346 460

DAPI Ar-Uv 359 461

Acridine orange Ar/Kr-Ar 487 520

Ethidyum bromiir Ar 510 595

Propidyum iyodiir Ar 536 617

TOTO1 Ar 514 533

TOTO-3 Kr-Ar/RHeNe 642 660

EPS bilesenlerinin ve biyofilmde bulunan organizmalarin g¢esitliligi, CLSM ile

goriintiilerken lektinler ile boyanabilmektedirler (Lawrence vd. 2007). Lektin, bitki,
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hayvan veya mikrobiyal orjinli bir protein ya da glikoproteindir ve karakteristik
spesifiklikle karbonhidratlara baglanir. Floresans olarak etiketlenen lektinler, EPS
bilesimini, EPS’nin mikroskobik olarak in situ saptanmasini ve biyofilmlere katkisini
saptamak i¢in prob olarak kullanilabilmektedir (Flemming ve Wingender 2010).
EPS’deki 06zgiil hedef olan sekerler etiketli floresan lektinler ile boyanarak
goriintiilenirler. Bu gibi yaklasimlar, dogal biyofilmlerde EPS’nin karisik bilesimini ve
diizenini ortaya c¢ikarmaktadir (Lawrence vd. 2007). Neu ve Lawrence (1999),
lektinlerle 6zgiil ¢oklu etiketlemeyi ve lektinler ile antikorlarin spesifik olmayan

baglayict drneklerini incelemislerdir.

2.13 Termofilik Bakteriler

Thermus aquaticus 1960’larin sonlarinda Yellowstone Ulusal Parkinda sicak kaynar
sularda Thomas Brock ve Hudson Freeze tarafindan izole edilen ilk hipertermofildir
(Brock ve Freeze 1969). Miquel ise, 1881°de Seine nehrinin bakteriyolojisine dayanan
calismalarinda st sicaklik sinir1 75°C olan ve 60-70°C’de gelisen bakteriler izole
etmistir. Kiiltiir edilen bu termofilik bakteriler i¢in kullanilan sicaklik 55°C olarak
belirlenmistir ve bu sicaklik termofiller i¢in ilk defa tamimlanmistir (Brock 2001).
Aerobik spor olusturan ve 70°C’de gelisebilen Bacillus thermophilus’un
karakterizasyonu lizerine ilk yaymn ise, 1888’de Miquel tarafindan yaymlanmistir. O
tarihten itibaren termofilik endospor olusturan bakteri suslar ile ilgili bir ¢ok caligma

yaymlanmisgtir (Maugeri vd. 2001).

Polifazik yaklagimlar ile yeni termofilik bakterilerin izolasyonu sonucu endiistriyel,
biyoteknolojik ve ¢evreyle iliskili tiirlerin belirlenmesi agisindan bu bakteriler giderek
dikkatleri tizerlerine toplamislardir. Bu termofiller, yeni oligosakkaritlerin enzimatik
sentezi, nisastanin glukoza hidrolizi, endiistriyel fermantasyon siiregleri, biyopolimer ve
biyodizel iiretimleri, tekstil ve deterjan endiistrisinde onlarin 6zglin termostabil
enzimlerinin kullanimi1 gibi uygulamalarda 6nemli bir roller iistlenmektedir. Termofilik
basillerin ¢ogu termostabil enzimlerin dogal kaynagidir (Koc vd. 2015). Bu termostabil
enzimler arasinda, amilaz, glukozidaz, proteaz, kitinaz, ksilanaz, restriksiyon

endoniikleaz ve DNA polimerazlar bulunmaktadir. Bu termozimler yiiksek sicakliklarda
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zor endiistriyel siireclere karsi termal stabiliteleri ile pek ¢ok endiistriyel uygulamada
kullanilmaktadirlar (Cihan vd. 2011). Dahasi, termofilik mikroorganizmalar ve onlarin
termostabil enzimleri, zorlu endiistriyel kosullar altinda gosterdikleri pH ve sicaklik
stabilitesi sebebiyle biyoteknoloji igin 6nemli avantajlar saglarlar (Kambourova 2016).
Termofillerden elde edilen enzimler, yiiksek sicakliklarda gergeklesmesi gereken
biyokimyasal tepkimeleri katalizleyebilirler ve mezofillerden elde edilen enzimlerden
daha dayanikhidirlar. Dolayisiyla bu tip enzim preparasyonlariin raf omrii daha

uzundur.

Yerel ve ticari 1sitma sistemleri, 1s1 degistiricileri ve sogutma sistemlerinde termofilik
basillerin aerobik ve anaerobik sartlar altinda gelisebildikleri gorilmistiir (Ford vd.
1987). Sicak su kaynaklarinda ve diger termal ortamlarda optimum gelismeleri 45-80°C
olan birgok termofil bulunmaktadir (Cizelge 2.6), (Madigan ve Martinko 2010).
Giiniimiizde ¢ogu termofilik mikrobiyal cins, diinyada insan yapimi (asit ¢ikaran atik
sular, biyolojik atiklar ve atik aritma tesisleri ve kendinden 1sitmali kompost y1ginlar) ve
dogal (volkanik ve jeotermal bolgeler, karasal fiimeroller, karasal kaplicalar, derin deniz
hidrotermal baca delikleri, jeotermal 1sitmali petrol ve petrol rezervleri, giines 1sitmali

toprak/sedimentler) termal habitatlardan izole edilmektedir (Dellagnezze vd. 2016).

Cizelge 2.6 Mikroorganizmalarin sicaklik isteklerine gore siniflandirilmasi (Madigan ve
Martinko 2010)

Kategori Optimal gelisim (°C)
Psikrofiller 0-4°C

Mezofiller 37°C

Fakiiltatif termofiller >45°C

Termofiller > 60 °C
Hipertermofiller | > 80°C
Hipertermofiller Il (sadece Archaea domaini) > 90°C

Sicak su kaynaklar1 Diinya’nin her yerinde bulunur, ancak 6zellikle Amerike Birlesik
Devletleri’nin batisinda, Yeni Zelanda, izlanda, Japonya, italya, Endonezya, Orta

Amerika ve Orta Afrika’da ¢ok sayida sicak su kaynagi vardir. Diinya’nin en biiyiik
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sicak su kaynagi Wyoming (ABD)’deki Yellowstone Milli Parki’nda bulunur (Madigan
ve Martinko 2010). Ulkemiz ise jeotermal kaynaklar bakimindan diinyanin sayili
lilkeleri arasinda yer almaktadir. Ulkemiz smirlari iginde sicaklifi 40°C’nin iizerinde
olan 140’dan fazla sicak su kaynagi oldugu Tiirkiye Maden Teknik ve Arastirma
Kurumu’nca rapor edilmistir (Erigen vd. 1996), (Sekil 2.17).

Sekil 2.17 Sicak su kaynaklari

a. Nevsehir ili Kozakli ilgesi Altinsu mevkiinde bulunan bir sicak su kaynagi (96°C) (Céleri 2007), b.
Yellowstone Park’ta nétral pH’l1 bir sicak su kaynagi (Madigan ve Martinko 2010)

Termofilik bakterilerin yiiksek sicakliga dayanmalarinda molekiiler adaptasyonlar
onemlidir. Termofilik, enzim ve proteinlerinin yiiksek sicakliga dayanikliligi mezofilik
akranlarina kiyasla ¢ok daha fazladir. Sicakta kararli olan ¢esitli enzimler {izerinde
yapilan c¢aligmalar, ayni reaksiyonu katalizleyen mezofilik ve 1siya duyarli enzim
formlarinin amino asit dizileri agisindan ¢ok az farklilik tasidiklarini ortaya koymustur.
Enzim yapisinda sadece birkag noktadaki kritik amino asit degisikligi, bu tiir enzimlerin
sicakliga dayanikli ii¢ boyutlu yapr kazanmasini saglamaktadir. Termofillerin
enzimlerine ve diger hiicre bilesenlerine ek olarak, sitoplazmik zarlar1 da sicaklikta
kararli olmak zorundadir. Termofiller, zarin yiiksek sicakliklarda kararli ve islevsel
kalmasina olanak verecek sekilde doymus yag asitleri bakimindan zengin lipitlere

sahiplerdir. Doymus yag asitleri doymamis yag asitlerine kiyasla daha gii¢lii hidrofobik
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ortamlar olustururlar. Bu durum zarin daha kararli olmasimi saglar (Madigan ve

Martinko 2010).

2.13.1 Bacillaceae familyasinin termofilik iiyeleri

Bacillaceae familyasina dahil mikroorganizmalar Gram pozitif ya da endospor
olusturabilen, ¢ogunlukla ¢ubuk seklinde, aerobik, fakiiltatif anaerobik veya anaerobik
bakterilerdir (Nazina 2001), (Sekil 2.18). Bu familyaya ait tiirlerin sporlari, vejetatif
hiicre formlarina oranla besin yetersizligi, 1s1, UV radyasyonu, dezenfektanlar ve
hidrojen peroksit gibi okside edici ajanlarla muameleye karsi ¢ok daha direnglidirler.
Stres kosullarinda spor olusturabilme yeteneklerine bagli olarak basiller, diisiik
sicakliklardan yiiksek sicakliklara, asidik, alkali veya tuzlu ortamlara kadar ¢ok cesitli
habitalardan izole edilebilmislerdir (Claus ve Berkeley 1986).

Sekil 2.18 Anoxybacillus calidus faz-kontrast mikrografi (Cihan vd. 2014)

a. 6 saatlik geng vejetatif hiicreler, b. 18 saatlik vejetatif ve spor olusturan hiicreler, ¢ ve d. 24 saatlik spor
olusturan hiicreler, e. 48 saatlik spor olusturan hiicreler, f. 72 saatlik serbest sporlar. Bars, 5 pm.

Son on yil iginde ise, Gram pozitif veya degisken boyanan, Bacillaceae familyasina ait
16S rRNA gen dizilerindeki gesitliligin incelenmesi sonucu endospor olusturan aerobik

veya fakiiltatif anaerobik, cubuk seklindeki farkli basil tlirleri ortaya ¢ikmuistir.
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Bacillaceae familyasina dahil edilen Bacillus cinsi 1872’de Cohn tarafindan
tanimlandiktan sonra, termofilik olanlar da dahil pek ¢ok tiir dnceleri bu cinse dahil
edilmistir. Bu basiller, filogenetik olarak ¢ok farkli pozisyonlara sahip olmalari
sebebiyle sonrasinda biiyiik taksonomik diizenlenmelere maruz kalmislardir. Dahasi,
dizi verilerinin birikimi ile, Bacillus cinsi daha net ve anlasilabilir gruplara ayrilmistir.
Yeni belirlenmis veya tekrar siniflandirilmis cinsler arasinda termofilik basillerin 16S
rRNA gen dizilerine gore Bacillus cinsi genetik grup 1 ve 5 igerisinde yer aldigi
goriilmiistiir. 2001°de Bacillus genetik 5 grubuna ait termofilik bakteriler, Geobacillus
cinsinin tyeleri olarak yeniden siniflandirilmiglardir (Cihan vd. 2014). Optimal gelisim
sicaklik araligi 45-70°C olan ve endospor olusturan termofilik basiller: Bacillus (Cohn
1872, Fritze 2004), Sulfobacillus (Golovacheva ve Karavaiko 1978), Alicyclobacillus
(Wisotzkey vd. 1992), Aneurinibacillus, Brevibacillus (Shida vd. 1996), Anoxybacillus
(Pikuta vd. 2000), Thermobacillus (Touzel vd. 2000), Geobacillus (Nazina vd. 2001),
Ureibacillus  (Fortina vd. 2001), Cerasibacillus (Nakamura vd. 2004),
Caldalkalibacillus (Xue vd. 2006, Zhao vd. 2006), Aeribacillus (Minana-Galbis vd.
2010), Caldibacillus (Coorevits vd. 2012) ve Thermolongibacillus (Cihan vd. 2014) gibi

yeni tanimlanan cinsler altinda tekrar siniflandirilmiglardir.

2010’da Minana-Galbis vd., Scholz vd. (1987)’nin tanimladig1 ve Banat vd. (2004)’nin
smiflandirdigit  Geobacillus pallidus tiiriinii  Aeribacilus pallidus olarak tekrar
siniflandirmislardir. Boylece tek bakteri tiirii ile temsil edilen Aeribacillus cinsi ilk defa
tanimlanmigs ve Geobacillus cinsinden ayrilmistir (Cihan vd. 2011). Ayrica, bu
termofilik basil cinslerinden bir digeri de Anoxybacillus cinsi olup, ilk defa Pikuta vd.
(2000) tarafindan tanimlanmistir. Anoxybacillus cinsi glintimiizde 21 tiirle temsil
edilmekte olup, bu tiirlerden Anoxybacillus rupiensis ise ilk defa 2008 yilinda Derekova

vd. tarafindan tanimlanmustir.

2.13.2 Termofilik basiller ve biyofilm iiretimleri

Bakteriyel kontaminantlarca, siitiin bozulmasi veya onun ikincil driinlerinin siit
riinlerine karismasi, hastaliklara neden olabilir. Termofilik basiller endospor

olusturmalar1 ve siitiin pastorize edildigi sicakliklarda optimal gelisme gostermeleri
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sebebiyle, patojen olmayan ama bilinen en 6nemli siit ve siit iiriinii kontaminantlaridir.
Bacillus, Geobacillus, Aeribacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus, Paenibacillus
Sporosarcina ve Paenisporosarcina cinsi gibi aerobik spor olusturan bakteriler siit ve
siit Uriinlerinde bilinen en Onemli kontaminantlardir ve endiistriyel pastdrizasyonda
hayatta kalabildiklerinden, paslanmaz ¢elik ekipmanlari ve borular icerisinde kolaylikla
biyofilm olustururlar. Bu istenmeyen durum, tek veya bir¢ok tiiriin sporlarinin yiizey
veya gida materyallerinde birikerek kontaminasyona ve biyofilm olusumuna yol agar
(Gopal vd. 2015, Miller 2015). Bu bakterilerin vejetatif hiicreleri ve sporlar1 hayatta
kalabilir ve 1s1 degistiricilerin ve sogutma sistemi evaporatorlerin (buharlastiric)
paslanmaz ¢elik yiizeylerinde biyofilm olusturabilirler (Flint 1998). Cogu termofilik
bakteri hastaliklara neden olmamasina ragmen (Scott vd. 2007), dormant sporlar ¢ok
uygun sartlar altinda tekrar ¢gimlenerek, asitler ve enzimler gibi yan {irlinler iiretebilir ve
bu iriinler de siit tozlarinin bilesimlerini dogrudan etkilerler (Chen vd. 2004, Flint vd.
2007). Bu nedenle yeterli gozetim ve kontrol 6lgiimleri bozulmay: 6nlemek ve tiiketici
giivenligini saglamak i¢in elzemdir. Yaygin kontrol yaklagimlari; spesifik CIP
stireclerini, kimyasal ve biyolojik biyositleri ve diger yeni metodlar1 igermektedir
(Gopal vd. 2015). Amerika siit ihracat konseyi, siit tozlarinda mezofilik (<1000 CFU/q)
ve termofilik sporlarin (<500 CFU/g) mevcudiyeti i¢in siki kosullar belirlemistir ve bu
yiizden fabrika siirecinde, sporlarin ¢imlenmeleri ve hayatta kalmalari, daha giivenilir
triinlerin  eldesi i¢in, varliklarinin azaltilmast ve kontrollerinin  gerekliligini
gostermektedir (Watterson vd. 2014). Gida giivenligi ve tiriin kalitesi, spor olusturabilen
mikroorganizmalar tarafindan {i¢ farkli yolla etkilenmektedir. Bunlar; (i) toksinlerin
tiretimi, (ii) bozulan enzimlerin {iretimi Ve (iii) peynir, yogurt ve siit tozlart gibi ikincil

stit irinlerin tiretimidir (De Jonghe vd. 2010).

Termofilik basiller ekzopolisakkarit iiretirler ve biyofilm adli kompleks komiiniteler
olusturabilmek adina ekzopolisakkarit matrikse daha ¢ok hiicre ile yapisabilmek igin
boliintirler (Sutherland vd. 2001). Yiizey tizerinde tutunan sporlar, vejetatif hiicreler
meydana getirmek iizere ¢imlenirler ve sonrasinda olusan vejetatif hiicreler gogalir ve
daha fazla ekzopolisakkarit fretirler (Kumar ve Anand 1998). Termofilik
mikroorganizmalar, metal yiizeylere tutunabilirler ve bu yilizeylerde meydana

getirdikleri biyofilmlerle mikrobiyal kaynakli korozyona sebep olurlar. Torres-Sanchez
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ve Magana-Vazquez (1997), termofilik bakterilerin olusturdugu korozyonu, 40-150°C
arasinda suyun kaynama noktasinin iizerinde bir sicakliga ulasan jeotermal bir elektrik
enerji biriminin kondansoriinde saptamistir (Almeida ve Franga 1999). Almeida ve
Franga (1999), petrol rafinerisinden aldiklart su Orneklerinde yiiriittiikkleri biyofilm
caligmalar1 sonucunda, karbon c¢elik kuponlarin yiizeyinde aerobik termofilik bakteri

sayisinin, mezofilik bakteri sayisindan daha fazla oldugunu gézlemlemistir.

Siit enddistrisinde sporlarin mevcudiyeti endise vericidir. Sporlar, vejetatif hiicreler
muhtemelen 6liirken, genis periyotlarda siit tozu lirlinlerinde hayatta kalma yetenegine
sahiptirler (Reddy vd. 1975). Sporlarin, vejetatif hiicrelere kiyasla paslanmaz gelik
yiizeylere daha fazla tutundugu, sicakligi tolere ettikleri ve kimyasallara direngli
olduklar1 gosterilmistir (Ronner vd. 1990, Popham vd. 1995, Palop vd. 1999,
Riesenman ve Nicholson 2000, Parkar vd. 2001). Spor olusturan termofilik bakterilerin
dogrudan biyofilm olusturmalar1 ve EPS matriksleri ile ilgili ¢ok az yaym
bulunmaktadir (Husmark ve Ronner 1992). Yine, siit ve siit tiriinlerinin imal edildigi
ortamlarda, biyofilm olusturan termofilik spor olusturan bakteriler hakkinda kisith bir
bilgi birikimi vardir (Parkar vd. 2001). Siit ve siit iirlinii tretimlerinin yapildigi
fabrikalardaki biyofilmlerin giderimi, aslinda iiriin kalitesinin artis1 ve enerji kaybinin
azalmasinda 6nemlidir (Chisti 1999). Termofilik Anoxybacillus ve Geobacillus cinsi
bakterilerinin sicakliga direngli sporlari, siit liriinlerinde kontaminasyona sebep olarak
biiyiik bir problem yaratmaktadir (Scott vd. 2007), (Sekil 2.19). Zhao vd. (2012),
Yellowstone Milli Park’inda bulunan Bath kaplicalarindan izole edilen Geobacillus
thermoglucosidans TNO-09.020 tiiriiniin, laboratuvar kosullarinda yiiksek sicakliklarda
(60-70°C) hem planktonik gelisim hem de giiclii biyofilm iiretim kapasitesine sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Termofilik endospor olusturan basil tiirlerinin, paslanmaz
celik ylizey lizerinde, 6 saatte >10° hiicre/cm? kadar hiicre yogunluguna ¢ikabildikleri
bilinmektedir (Parkar vd. 2003).
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(a) 8 saat (b) 16 saat

HV |Spat | Mag
20.00 kvl 3.0

HV [ Spot | Mag | wD
20.00 kv 3.0 |5000x |9.3 mm | ETD |2 SOe-S toer|

Sekil 2.19 55°C’de Skim Milk besiyerinde paslanmaz celik iizerinde Geobacillus sp.
izolatinin SEM goriintiisii (Seale vd. 2015)

a. 8, b. 16, c. 24 ve d. 32 saatlik biyofilm gelisiminin SEM mikrograflar

Parkar vd. (2003), A. flavithermus B12-C™ izolatinin biyofilm hiicrelerinin, inhibitor
maddeler ireterek, paslanmaz ¢elik kupon c¢evresinde kendilerinden koken alan
planktonik B12-C™ hiicrelerinin gelisimini engelledigini belirtmislerdir. Bu durumun,
biyofilmin strese kars1 drettigi bir sinyal sonucu olusmus olabilecegini
diistindiirmektedir. Sonugta, bu bakterilerin kendi tiirlerinden olan planktonik hiicrelerin
biiylimesini engelleyen bakteriyosin benzeri inhibitérler tirettigi gdzlenmistir. Bu olayin
biyokimyasal temeli heniiz agiklanmamistir. Bu olayin kiigiik molekiiler agirlikli

inhibitorlerin difiizyonu ve salinimi sonucu oldugu diistintilmektedir (Sekil 2.20).
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1 Bakterivel alan

| Inhibisyon zonu

Biyofilm ile
kaplanan kupon

| Biyofilm gelisimi

Sekil 2.20 A. flavithermus B12-C™ bakterisinin bulundugu ortamda kuponlarm
kenarlarinda olusan biyofilm ve biyofilmi g¢evreleyen inhibisyon zonu
goriintiisti (Parkar vd. 2003)

Siit tozundaki kontamine termofilik basillerin aslinda ¢ig siitde bulunan ¢ok az sayidaki
termofilin veya sporunun pastorizasyonda hayatta kalmasindan kaynaklandigina
inanilmaktadir. Laboratuvar deneyleri, kirli siit depolar1 ve paslanmaz c¢elige hem
vejetatif hiicrelerin hem de sporlarin tutunabildigini gostermistir (Langeveld vd. 1995,
Parkar vd. 2001, Flint vd. 2001, Seale vd. 2008). G. stearothermophilus gibi termofilik
basiller siit tozu imalat hanelerinde Ozellikle buharlastirici aygitlarinda geliserek,
yiizeylere tutunabilirler ki burada sicakhik yaklastk 55°C civarindadir. G.
stearothermophilus gibi termofilik, spor olusturan, patojen olmayan basiller siit ve siit
iriinlerinde potansiyel olarak kontaminanttirlar (Murphy vd. 1999). Siit ve siit
tirtinlerinin imal edildigi fabrikalarda bu basiller, paslanmaz ¢elik yiizeyler lizerinde
biyofilm olusturur ve yiizeylere aktif olarak tutunabilirler (Hood ve Zottola 1997).
Termofilik basil biyofilmleri iiriiniin ticari degerini ve hijyenini etkileyebilir. Ayrica
biyofilm olusumu enerji kayiplarina ve cihazlarda tikanmalara, korozyonun
hizlanmasina ve cihazin sensor ve detektorlerinde materyal bozulmalarina neden olabilir

(Wirtanen vd. 1996).
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Sporlar yiizeye tutundugu zaman gelisebilir ve vejetatif hiicreler daha sonra uygun
kosullarda ¢imlenebilirler. Ayrica, biyofilm i¢inde de sporlarin mevcudiyeti ve
sporulasyonun meydana geldigi de bilinmektedir. Kontaminasyon muhtemelen,
biyofilmden kopus siirecinde meydana gelmekte ve bireysel hiicrelerin par¢alanmasi ile
sonuglanmaktadir (Burgess vd. 2009). Termofilik G. stearothermophilus devamli akis
saglayan laboratuvar reaktorii kullanilarak yaklasik 6 saat inkiibasyondan sonra
biyofilm olusturabilmistir (Flint vd. 2001). A. flavithermus B12-C™ biyofilmleri
tizerinde yapilan yayinlarda, 18 saatlik olgun biyofilmlerin fizyolojisine ve farkli
temizleme rejimleri {izerine odaklanilmistir (Parkar vd. 2003, 2004). Burgess (2009) ise,
giincel bir konu olan termofilik A. flavithermus biyofilmlerinin spor olusumunun
dinamikleri iizerinde ¢alismustir. Burgess, 48, 55, 60°C’lik ii¢ farkli sicaklik ¢alismis ve
biyofilmin biitiin sicakliklarda paslanmaz g¢elik ylizeylerde 6-8 saatte gelistigini
belirtmistir. Bu ¢alisma sonuglarma gére, sporlar 55 ve 60°C’de olusmus ve 8 saatte
biyofilmin yaklasik %10-50sini olusturmustur. Ancak, 48°C’de sporlar olusmamis ve
biyofilm gelisimi diger iki sicaklik ile karsilagtirildiginda, 48°C’de azalma egilimine
girmistir. Bu sonuglara gére, A. flavithermus CM biyofilminin ve spor olusumunun, ¢ok
hizli ve es zamanli meydana gelebildigi sdylenebilir. Ancak, Flint vd. (2001), sicakligin
G. stearothermophilus B11 sporlarinin paslanmaz ¢elige tutunmasinda 6nemli bir faktor
olmadigini belirtmislerdir. Knight vd. (2004) ise, sicaklik degisikligi ile peynir siitii
pastorizasyon — makinelerinde S.  thermophilus  bakterisinin  biyokontroliiniin
saglanabildigini gostermiglerdir. Tim bu degisken bulgulara ragmen, sicaklik
farkliliklarinin  sporlarin olusumunda ©nemli bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir.
Benzer bir yontem termofilik A. flavithermus ve Geobacillus tiirlerinin sporulasyonu ve

gelisiminin kontroliinde kullanilabilmektedir (Burgess vd. 2009).

Parkar vd. (2001), elde ettikleri sonuglara gore, termofilik basillerin biyofilm
olusumunda birgok faktoriin etkili olabilecegini ve hiicre yiizey proteinlerinin,
tutunmanin ilk siirecinde 6nemli bir rol oynadiginmi belirtmislerdir. Ayrica, paslanmaz
celige sporlarin vejetatif hiicrelerden daha ¢ok miktarda tutundugunu ve gesitli
muamelelerden sonra sporlarin, vejetatif hiicrelerden daha az etkilendigini rapor
etmislerlerdir. Bu sonug, Bacillus’un gesitli tiirleri tizerindeki gozlemler ile de

dogrulanmistir (Husmark ve Ronner 1992). Sporlarin hiicre yiizey 6zelliklerinin
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calisilmasi vejetatif hiicrelerden daha zordur. Ayrica kullanilan hiicre yiizey islemleri,
sporlar {izerine minimal etki yapmaktadir. Yiizeyin hidrofobisitesi sporlarin tutunmasini
etkileyebilmektedir. Sporlar, hidrofobik yiizeylere tutunmaya hidrofilik yiizeylerden
daha ¢ok egilimlidir ve vejetatif hiicrelerden daha ¢ok hidrofobik bulunmuslardir
(Ronner vd. 1990, Parkar vd. 2001). Ancak, yapilan bir c¢alismada da G.
stearothermophilus sporlariin hidrofobisitesinin ¢ok diisiik (%0-5) oldugu saptanmistir
(Flint vd. 2001). Sporlarin, siit ve siit iiriinlerinin imalat1 siireglerinde pastorizasyon gibi
sicak islem uygulamalar1 sonrasi yasamalar1 olduk¢a muhtemeldir ve paslanmaz ¢elik
yiizeylere sporlarin tutunmasi biyofilm olusumunda muhtemelen 6nemli bir baglatici
etken olabilir. Uygun sartlar altinda sporlar ¢imlenerek vejetatif hiicreler gelismeye
baslar ve bu da biyofilmin olusumunu baslatabilmektedir (Parkar vd. 2001).

Paslanmaz ¢elige tutunan hidrofobik sporlarin sayisi, daha az hidrofobik olan vejetatif
hiicrelere kiyasla daha fazladir. Sporlarin artan hidrofobisitesinin sebebi, vejetatif hiicre
yiizeylerindeki peptidoglikanla karsilastirildiginda, sporun dis tabakasinda ve
ekzosporiumda bulunan proteinlerin ¢oklugu olabilir (Wiencek vd. 1990). Spor
yiizeyindeki diisiik zeta potansiyeli ile tutunmanin artis1 yiiriitiilen c¢aligmalarda
korelasyon gostermektedir (Husmark ve Ronner 1990). Ancak, Parkar vd. (2001),
vejetatif hiicreler ile sporlarin tutunmasi ve zeta potansiyel arasinda net bir korelasyon
saptamamisglardir. Bunun nedeni, bu bakterilerin tutunmasinda, ag¢il homoserin lakton
gibi molekiiller tarafindan hiicreler arasinda olusan kimyasal sinyaller ve yiizey

uzantilar gibi fiziksel faktorler igeren goklu bir siirecin olmasi olabilir (Stickler 1999).

Gida imalat fabrikalarinda spor olusturan bakteriler igin etkili temizleme sistemleri
hakkinda literatiirde referans bulmak olduk¢a zordur. Siit ve siit tiriinlerinin imal
edildigi fabrikalarda biyofilm c¢aligmalar1 ¢ogunlukla Pseudomonas tiirleri ve gida
kaynakli patojenler lizerine odaklanmaktadir (Dunsmore 1981, Frank ve Koffi 1990,
Zottola ve Sasahara 1994). Siit tozunun imalati boyunca evaporatorlerde ve 1s1
degistiricilerin rejenarasyon boliimleri i¢inde termofilik bakteriler gelisebilir ve yine
sporlarin bulundugu rapor edilmistir (Stadhouders vd. 1982, Warnecke 2001, Scott vd.
2007). Termofilik basillerden, 6zellikle A. flavithermus ve Geobacillus spp. siit tozunda

bulunan en yaygin termofilik kontaminantlardir (Flint vd. 2001, Ronimus vd. 2003).
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Termofilik basilleri, genis bir sicaklik araliginda biiyiiyebilme 6zelligi, hizli biiylime
orani, sicaklik ve kimyasallara sporlarinin direncliligi ve biyofilm olusturma
yeteneklerinden dolayi, onlari yiizeylerden gidermek zordur (Etao ve Michiels 1988,
Flint vd. 2001, Parkar vd. 2003). Biyofilmdeki mikroorganizmalar, CIP rejimlerinde
uygulanan kimyasallara ve temizleyicilere planktonik hiicrelerden genellikle ¢ok daha
direnglidir (Flint vd. 1999). Parkar vd. (2004), termofilik basil olan A. flavithermus’un
vejetatif hiicreleri tizerinde farkli temizleyici ajanlarin etkisini incelemistir. Bu arastirma
sonucunda, imalat fabrikalarinda vejetatif hiicrelerin baskin olduklarin1 ve onlarin da
aslinda sporlardan kaynakli olduklarini belirtmislerdir. Ayrica, iki bilesen igeren ticari
proteolitik enzim temizleyicileri kombinini 60°C’de 30 dk kullanmuslar ve test
kuponlarindan biyofilmi basariyla temizlemislerdir. Bu enzimler kullanildiginda
paslanmaz ¢elikte hi¢ canli hiicre ve biyofilm biyokiitlesi geride kalmamistir. Buna
karsin, subtilizin, a-amilaz ve seliilaz kullandiklarinda biyofilmlerin %100 6lmesinde
basar1 saglanamamis, ancak yasayabilirligi azaltilmistir. Bu durum, diistik 1slanabilirlik
ve aslinda bu enzimlerin biyofilmin sadece bir boliimiini temizleyebilmesiyle

aciklanabilir.

2.13.3 Aeribacillus pallidus tiirii ile ilgili yapilan ¢alismalar

A. pallidus tiiriiniin gelisimi icin gereksinim duydugu sicaklik araligi 30-70°C, optimal
sicaklik isteginin ise 50°C oldugu tanimlanmistir (Banat vd. 2004, Coorevits vd. 2012).
Bu termofilik basille ilgili ¢alismalardan birisinde, Muhammad ve Ahmed (2015), yeni
izole ettikleri termofilik A. pallidus SAT4 tiirtinden, S. aureus, Micrococcus luteus ve P.
aeruginosa’ya karst etkili, Aeritracin isimli yeni bir antibiyotik etkili molekiiliin
karakterizasyonunu ve iiretimini yapmiglardir. Radchenkova vd. (2013), A. pallidus 418
izolatinin ekzopolisakkarit tiretimi ile ilgili calismalar yiiriitmislerdir (Sekil 2.21).
Ayrica, Radchenkova vd. (2015), A. pallidus 418 izolatin1 kullanarak sentezledikleri
EPS’yi kozmetik endiistrisinde uygulayarak, bu EPS’nin ¢ok yararli fiziko-kimyasal
Ozelliklerinin, ¢calismalar dahilinde kullanilan ticari kremin 6zelliklerini olumlu anlamda

etkiledigi sonucuna varmislardir.
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Sekil 2.21 Pepton-Yeast Ekstrakt Agar iizerinde A. Pallidus 418 tarafindan 24 saat
sonundaki civikst yapi (slime) tiretimi (Kambourova vd. 2016)

A. pallidus TD1 izolati, ekstraseliiler pektat liyaz iireticisi olarak rapor edilmistir
(Yasawong vd. 2011). A. pallidus’un sporlar1 Miller vd. tarafindan (2015) ¢ig siit ve siit
tozunda kontaminant olarak saptanmistir. Zheng vd. (2012) ilk kez, lipit (%47.6),
karbonhidrat (%41.1) ve protein (%11.3) igeren A. pallidus YM-1 bakterisinin yeni bir
yiiksek molekiil agirlikli biyoemiilgator tirettigini bulmuslardir. Bu biyoemiilgatoriin
karbonhidrat fraksiyonu glukoz (%36.6), altroz (%30.9), mannoz (%24.4) ve galaktoz
(%8.1) icermektedir (Kambourova vd. 2016). Biyoemiilgatorlerin molekiiler agirlig
biyostirfaktanlardan daha yiiksektir ve heteropolisakkaritler, lipopolisakkaritler,
lipoproteinler ve proteinlerin kompleks karisgimlarindan olusmaktadirlar. Aslinda
biyoemiilgatorler, yiiksek molekiiler agirlikli biyopolimerler veya EPS’ler olarak da
bilinirler (Uzoigwe vd. 2015).

Miller vd. (2015), 33 isletmeden siit tanklarindaki ¢ig siitlerden ve onlarin siit tozu
seklindeki imalat siireclerinden endospor olusturabilen 4 farkl: tiir termofilik basil izole
etmislerdir. Bu sonuglara gore, siit ile iliskili numunelerin %1.72’si A. pallidus,
%10.6’si Anoxybacillus spp., %12.1°si Geobacillus spp. ve %2.8’si Paenibacillus spp.

tirleri ile kontamine bulunmustur. Sadiq vd. (2016), 25 siit tozu 6rneginden toplam 728
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mezofilik ve termofilik bakteri izole etmisler ve RAPD teknigi uygulayarak, bu
izolatlarin  %0.9’inin A. pallidus, %43’inin B. licheniformis, %?21’inin G.

stearothermophilus ve %8.5’inin A. flavithermus tiirleri olduklarin1 tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri izolatlar: ve referans suslar

Tez calismas1 Oncesi yiiriitillen projelerle iliskili galismalarda, A.U. Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonunda mevcut
olan ve tiir tanimlar1 yapilmig Bacillaceae familyasinin 7 farkli cinsine ait 110 izolat ve
35 referans sus olacak sekilde toplam 145 bakterinin biyofilm iiretim kapasiteleri
belirlenmistir. On ¢alismalarda kullanilan izolatlarm ve referans suslarin sayis1 gizelge
3.1°de sunulmustur. Daha sonra, yapilan ¢alismalar sonucunda 145 bakteri arasindan 44
izolatin ve 21 referans susun (toplam 65 basil) ¢ok yiiksek miktarda biyofilm tirettikleri

belirlenmistir.

Cizelge 3.1 On galismalarda kullanilan bakteriler ve sayilar:

Domain = Bacteria (Eubacteria)

Alem = Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Simif = Bacilli

Takim = Bacillales

Familya = Bacillaceae

Cinsler Bakteri izolatlar: Referans suslar Bakteri sayisi
Anoxybacillus 66 19 85
Bacillus 16 3 19
Brevibacillus 13 - 13
Geobacillus 10 10 20
Aeribacillus 4 1 5
Paenibacillus 1 - 1
Thermolongibacillus - 2 2
Toplam 110 35 145

Calisilan bu tezin temelini olusturan bu 6n calismalarda, 145 basilin, biyofilm

olusumunda 6nem arz eden ve hareket yeteneginin kaynagi olan flagella tiplerinin
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belirlenmesi, kongo besiyerindeki koloni morfotiplerinin tayini, kalkoflorlu besiyerinde
ekzopolisakkarit bileseni olan seliilozun kullanimi, siv1 besiyeri yiizeyinin hava-sivi ara
yiiziinde pelikiil olusumu, polistiren tabiatli mikrotitrasyon plaklarinin kuyularinin
yiizeyinde biyofilm olusum miktarlar1 belirlenmistir. Sonrasinda ise, yukaridaki
kriterlere gore segilen 44 termofilik basil ve 10 referans susun (54 bakteri), tiipler
icerisine koyulan paslanmaz c¢elik kuponlarin yiizeyinde olusturduklar1 biyofilm
miktarlarina bagli olarak, yiiksek miktarda biyofilm olusturma kapasitesine sahip 5
izolat ve 1 referans aday sus belirlenmistir. Bu 5 izolatin ve 1 referans susun tiirleri
birbirinden farklilik gostermekte olup, 16S rRNA gen dizi analizleri yine onceki
calismalarda yapilarak, cinsleri ve tiirleri belirlenmistir. Bu 6 basilin izole edildikleri
bolgeler, sicaklik gereksinimleri ve 16S rRNA genine ait GenBank aksesyon numaralari

cizelge 3.2 sunulmustur.

Cizelge 3.2 Yiiksek miktarda biyofilm olusturma kapasitesine sahip bakteri izolatlar1 ve
referans sus

Tiir ad1 Kodu Sicaklik izole edildigi yer GenBank
istegi aksesyon
numarasi
Geobacillus sp. D413 Termofil Dikili, Camur Ilicas, FJ430040
Izmir, Tiirkiye
Geobacillus toebii E134 Termofil Altmsu, Kozakli, EU477771
Nevsehir, Tiirkiye
Aeribacillus pallidus E334 Termofil Altinsu, Kozakl, FJ429594
Nevsehir, Tiirkiye
Bacillus pumilis D194a Fakiiltatif Dikili, Kaynarca, FJ430022
termofil Kocaoba, izmir,
Tiirkiye
Brevibacillus agri D505b Fakiiltatif Dikili, Kaynarca, FJ430048
termofil Kocaoba, Izmir,
Tiirkiye
Anoxybacillus rupiensis DSM 171277 Termofil DSMZ’den temin AJ879076
NBIMCC 83877 edilmistir

Secilen bu izolatlarin, polistiren mikrotitrasyon plakasi kuyucuklarinin yanisira, celik
kupon yiizeylerine de iyi tutunduklar1 saptanmistir. Bu nihai olarak se¢ilen 6 bakteriden

4’1 termofilik (Geobacillus sp. D413, Geobacillus toebii E134, Aeribacillus pallidus
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E334 ve Anoxybacillus rupiensis DSM 171277 ) ve 2’si de fakiiltatif termofilik
(Bacillus pumilis D194a, Brevibacillus agri D505b) iireme gostermektedir. Tez oncesi
yiiriitiilen tiim bu On ¢alismalar neticesinde, bu bakteriler arasindan termofilik tireme
Ozelligi gostermeleri, ayrica mikrotitrasyon plakalarinda ve ¢elik kupon ylizeyinde
yiiksek miktarda biyofilm tiretmeleri sebebiyle sadece E334 izolati ve referans olarak da

DSM 17127 susu tez kapsaminda ¢alismaya alinmistir.

3.1.2 Besiyerleri

Medium | Agar besiyeri icerigi (Suzuki vd. 1976a, 1976b)

Medium | Agar g/L Kimyasal marka ve kodlar1
Nisasta 109 Sigma S2004

Kazein pepton 5¢g Merck 1.07213

Yeast ekstrakt 39 Merck 1.03753

Meat ekstrakt 39 Merck 1.03979

Potasyum fosfat dibazik 39 Sigma P8281

Potasyum dihidrojen fosfat lg Scharlau PO0260

Agar 30g Scharlau AG0020

Distile su 1000 mL

pH: 7.0£0.2

Tryptic Soy Agar besiyeri icerigi

Tryptic Soy Agar g/L Kimyasal marka ve kodlari
Kazein pepton 17g Merck 1.07213

Soya pepton 39 Fluka 70178

(D+) Glukoz 25¢ Merck 1.08342

Potasyum fosfat dibazik 259 Sigma P8281

Sodyum kloriir 5¢9 Merck 1.06404

Agar 30g Scharlau AG0020

Distile su 1000 mL

pH: 7.3+0.2
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Kongo kirmizisi iceren (40 pg/mL) TSA besiyeri icerigi

icerik g/L Kimyasal marka ve kodlar:
Kazein pepton 174 Merck 1.07213

Soya pepton 39 Fluka 70178

Potasyum fosfat dibazik 25¢ Sigma P8281

(D+) Glukoz 25¢g Merck 1.08342

Kongo kirmizisi 0.04¢ Merck 101340

Agar 309 Scharlau AG0020

Distile su 1000 mL

pH: 7.3+£0.2

Kalkoflor iceren (50 pg/mL) TSA besiyeri icerigi

icerik g/L Kimyasal marka ve kodlari
Kazein pepton 174 Merck 1.07213

Soya pepton 39 Fluka 70178

Potasyum fosfat dibazik 259 Sigma P8281

(D+) Glukoz 25¢g Merck 1.08342

Kalkoflor 0.05¢g Sigma F3543

Agar 309 Scharlau AG0020

Distile su 1000 mL

pH: 7.3+0.2

3.1.3 Calismalarda kullanilan c¢ozeltiler

Serum Fizyolojik g/L Kimyasal marka ve kodlari
Sodyum kloriir 85¢g Merck 1.06404

Distile su 1000 mL

Kristal viyole ¢ozeltisi %1 Kimyasal marka ve kodlari
Kristal viyole 1lg Merck 1.01408

Distile su 100 mL
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Metanol ¢ozeltisi

% 95

Kimyasal marka ve kodlar1

Metanol 95 mL Merck 1.01408

Distile su 5mL

Etanol/Aseton ¢ozeltisi 70:30 viv Kimyasal marka ve kodlari
Saf etanol 70 mL Scharlau ET0013

Aseton 30 mL Merck 1.00013
Fenol/Kloroform/izoamil Alkol 50 mL Kimyasal marka ve kodlar1
Fenol 25 mL Merck 1.00206

Kloroform 24 mL Merck 1.02431

izoamil Alkol 1mL Merck 1.00979
Kloroform/izoamil Alkol 25 mL Kimyasal marka ve kodlar1
Kloroform 24 mL Merck 1.02431

[zoamil Alkol 1mL Merck 1.00979

Tris-EDTA (TE) Tamponu 50 mL Kimyasal marka ve kodlar1
Tris 0.3¢g Sigma T6066

EDTA 46¢ Sigma E-5134

Distile su 50 mL

pH: 7.0+£0.2

10 mM Tris-HCI tamponu 100 mL Kimyasal marka ve kodu
Trizma base 0.12¢g Sigma T6066

Distile su 100 mL

pH: 8.0+0.2

50 mM Tris-HCI tamponu 100 mL Kimyasal marka ve kodu
Trizma base 0.61g Sigma T6066

Distile su 100 mL

pH: 8.0+0.2
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0.02 M HCI tamponu 100 mL Kimyasal marka ve kodu

HCI 0.167 mL Merck 1.00314

Distile su 100 mL

pH: 4.0+0.2

50 mM Soyum asetat tamponu 50 mL Kimyasal marka ve kodu
Soyum asetat (3 sulu) 0.34¢g Sigma 25022

Distile su 50 mL

pH: 5.0 +0.2

Sodyum fosfat- NaCl tamponu 10 mL Kimyasal marka ve kodlari
20 mM Sodyum fosfat dibazik 0.0284 g Sigma S7907

6.7 mM NaCl 0.0039 g Merck 1.06404

Distile su 10 mL

pH: 6.9 £0.2

Borat - CaCl, tamponu 10 mL Kimyasal marka ve kodlar1
0.1 M Borik asit 0.062 g Sigma B6768

0.1 M CaCl; (3 sulu) 0.147 ¢ Scharlau CA0193

Distile su 10 mL

pH: 8.0+0.2

50mM Glisin-NaOH Tamponu

Glisin’den (Sigma G-8898) 0.375 g tartilarak 90 mL dH,0O’da ¢oziilmiis, 1M’lik NaOH ¢6zeltisi
(Merck 1.06482) ile pH 9.0’a ayarlanmistir. Daha sonra son hacim 100 mL olacak sekilde tekrar

dH,0 eklendikten sonra, tampon siiziilerek steril edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakterilerin 6n aktiflestirilmeleri

Biitiin ¢alismalarda, bakterilerin biyofilm iiretimlerinden onceki 6n aktiflestirilmeleri,
bu kisimda agiklandig1r sekliyle yapilmistir. Termofilik basillerin 6n aktiflestirilmesi
i¢in, -80°C’de gliserol stok kiiltiirlerde bulunan bakteriler, 6ncelikle Medium I (MI) kat:
besiyerine asilanmig ve bakterinin gereksinim duyduklari uygun sicaklikta 18-24 saat
inkiibe edilmislerdir (Suzuki vd. 1976a, 1976b). Daha sonra, tuzlu Tryptic Soy Agar
(TSA) besiyerinde uygun sicaklikta 18-24 saat inkiibe edilmistir (Flint vd. 2001, Parkar
vd. 2003, Burgess vd. 2009). Bu kat1 kiiltiirlerden 3 mL’lik tuzlu Tryptic Soy Broth
(TSB) besiyerine yogun bir bulaniklik (OD: 0.5-0.7) elde edilinceye kadar asilandiktan
sonra, bakteriler yine uygun sicaklikta 18 saat calkalamali kosullarda (170 rpm)
gelistirilmistir. 3 mL’lik bu son aktif siv1 kiiltiirden 167 pL aliarak, 5 mL’lik tuzsuz
TSB besiyerine eklenmis ve kiiltiir calkalamali kosullarda uygun sicaklikta 6 saat
inkiibe edildikten sonra, biyofilm olusumu ¢alismalar1 i¢in hazirlanan besiyerlerine

asilanarak, gereksinim duyduklari sicakliklarda inkiibe edilmislerdir.

3.2.2 Bakterilerde flagella varhi@inin belirlenmesi

Biyofilm olusumu siirecinde bakterilerin yiizeye tutunmasinda etkili olan flagella tipleri
belirlenmistir. Flagella boyamasi, ilk olarak Ryu tarafindan tanimlanan uygulamayi
temel almaktadir. Heimbrook vd. 1989 calismasi goz Oniine alinarak, bakterilerin
flagella boyamas1 BD Flagella Stain Droppers kit (katalog no: 261206) prosediiriine
gore yapilmistir. Flagella varliginin ve tipinin belirlenmesi i¢in gerekli preparatlar
hazirlamak {izere, bakteriler MI agar besiyerinde 55°C’de 6 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, bakterilerin flagella tipleri immersiyon objektifi
altinda 10x100°lik biiylitmede 151k mikroskobu ile goriintiilenmistir (Leica DM1000).
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3.2.3 Kongo kirmuzis1 iceren besiyerinde bakterilerin biyofilm morfotiplerinin
tayini

Bakterilerin 6n aktiflestirmelerinden sonra, son aktif kiiltiirden 20 pL, 30 uL, 40 puL, 50
uL ‘lik hacimlerde alinarak, 0.04 g/L (40 pg/mL) kongo kirmizisi igeren tuzsuz TSA
besiyerine inokiile edilmis ve 4 giin boyunca 55°C’de inkiibasyona birakilmistir
(Romling ve Rohde 1999). Her giin gozlenen petrilerin genel gortntimleri
fotograflanmis ve koloni ¢aplar1 Olgiilmiis olup, ayrica 0.63X biiyiitmede koloni
morfolojileri 2. ve 4. giinde stereo mikroskop (Leica S6 D) ile goriintiilenmistir (Vestby
vd. 2009).

3.2.4 Kalkoflorlu besiyerinde EPS bileseni olan seliilozun tayini

Bakterilerin  on aktiflestirmeleri yapildiktan sonra, son aktif kiiltiirden alinan
orneklerden 50 pL, 0.05 g/L (50 ug/mL) kalkoflor igeren tuzsuz TSA besiyerine inokiile
edilmis ve 2 giin boyunca 55°C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bakteriler, UV
transilliminator (Vilber Lourmat Quantum ST4 Jel Dokiimantasyon Sistemi) ile UV
151k altinda goriintiilenmis olup, seliiloz veya tiirevi bir karbonhidratin kullanimina baglh
olarak, 1s1ma yapip yapmadigina gore pozitif veya negatif olarak degerlendirilmistir
(Solana vd. 2002). Besiyeri igerisine eklenen kalkoflor, B-(1—3)-D ve B-(1—4)-D
glukopiranozil baglarini bulunduran polisakkaritlerin saptanmasinda kullanilan ¢ok

kuvettli bir indikatordiir (Zogaj vd. 2001).

3.2.5 Siv1 besiyerlerinde pelikiil olusumunun gozlenmesi

On aktiflestirme islemi sonrasinda, son aktif kiiltiirden 100 pL alinarak 5 mL’lik tuzsuz
TSB besiyerine inokiile edildikten sonra, 55°C ve 65°C’lik sicakliklarda inkiibe
edilerek, statik kosullarda 4 giin boyunca hava-sivi ara ylizde bulunan pelikiil

olusumlar1 gézlemlenmistir (Romling vd. 2000).
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3.2.6 Polistiren mikrotitrasyon plakalarinda biyofilm olusum miktarlarinin
spektrofotometrik tayini

Bakterilerin polistiren mikrotitrasyon plakalarinda biyofilm olusturma ozelliklerinin
incelenmesi i¢in Vestby vd. (2009) ve Stepanovi¢ vd. (2000) tarafindan Onerilen
yontemler modifiye edilmistir. Bakterilerin, U-tabanli 96 kuyucuklu polistiren
mikrotitrasyon plakalar1 (Lp Italiana Spa) iizerinde biyofilm olusturma &zelliklerinin
incelenmesi igin On aktiflestirilme yapildiktan sonra, toplam hacim 200 pL olacak
sekilde, kuyulara 190 pL tuzsuz TSB besiyeri ve 10 pL aktif kiiltiir asilanmistir (Sekil
3.1). Bakteri siispansiyonlarini igeren mikrotitrasyon plakalar: 96 saat statik olarak 55°C
ve 65°C’lik sicakliklarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, baglanmayan
planktonik bakteri hiicrelerini gidermek i¢in kuyular 2 defa Serum Fizyolojik (SF) ile
yikanmustir. Plakalar oda sicakliginda kurutulmustur. Plakanin kuyucuklarina tutunan
hiicreler, 200 uL %95°lik metanol ile sabitlenmis ve 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 pL (w/v)’lik filtre edilmis
kristal viyole ¢6zeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 30 dk bekletilerek yiizeye tutunan
hiicrelerin boyanmasi saglanmigtir. Boyama isleminden sonra, kuyular distile su ile
boya kalintis1 kalmayacak sekilde dikkatlice yikanmis ve kristal viyole boyasinin
¢oziinmesi igin 200 pL etanol:aseton (70:30 v/v) ilave edilerek, 30 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Inkijbasyon bitiminde, ODsgsnm’de ¢Oziinen kristal viyole boyasinin
olusturdugu absorbans yogunlugu, Eliza okuyucusunda (BioTek Elisa reader, nQuant)
en az 3 tekrarli olarak okutulmustur. Kontrol olarak bos kuyulara etanol:aseton
eklenmistir. Bakterilerin biyofilm iiretim miktarlar1 hesaplanirken, “cut off” (sinir
deger) degerlerinin doniisiimleri esas alinarak, “lretici degil”, “zayif iretici”, “orta
diizey idretici” ve “giiclii iretici” olarak degerlendirilmistir. Smir degerleri,
mikrotitrasyon plaka 6l¢iim esasina dayali yontemlerde negatif test gruplarindan gelen
6l¢lim sonuglarimin istatistiki sapma degerlerini ifade eden bir degerdir. Bakterilerin
biyofilm iiretim kapasiteleri ¢izelge 3.3’de ifade edilen sinir degerlerin doniisiimleriyle
hesaplanmaktadir (Stepanovi¢ vd. 2000, Saxena vd. 2014). Cut off degerini hesaplamak

igin ise, negatif kontrol olarak tuzsuz TSB besiyeri eklenmistir.
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Sekil 3.1 Polistiren mikrotitrasyon plakave Eliza okuyucusu goriintiisii

a. U-tabanl1 96 kuyucuklu polistiren mikrotitrasyon plaka, b. Eliza okuyucusu

Cizelge 3.3 Biyofilm {iretim kapasitelerinin degerlendirilmesinde kullanilan “cut off”
dontigtimleri ve formiilii (OD : optik yogunluk, OD¢ : OD cut off degeri)

Ortalama OD" degerleri Biyofilm iiretim kapasiteleri
OD<O0Dc iiretici degil

ODc <0OD <2 x 0ODc zay1f iiretici
2Xx0ODc<0OD<4x0Dc orta diizey Uretici
4x0Dc<0OD giiclii tiretici

ODc = Negatif kontroliin OD ortalamasi + 3 x Negatif kontroliin standart sapmasi

Kiristal viyole ile biyofilmlerin boyanmasi, tiim biyofilm dl¢limlerinde bilinen temel bir
tekniktir. Bu boyanin, hiicre yilizeyindeki negatif yiiklii molekiillere ve ayrica niikleik
asit ve polisakkaritlere baglandig: bilinmektedir (Li vd. 2007). Bu teknik, ¢esitli Gram
pozitif bakterilerin biyofilm olusumu i¢in standart bir tekniktir (Djordjevic vd. 2002,
Stepanovi¢ vd. 2000).
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3.2.7 Bakterilerin sivi besiyerine konulan paslanmaz ¢elik kupon yiizeylerinde
biyofilm olusumlariin incelenmesi

Yiizeylerde olusan biyofilmlerdeki canli hiicrelerin sayilmasi i¢in kazima (Frank ve
Koffi 1990) ve vorteksleme (Mustapha ve Liewen 1989) gibi mekanik giderim

yontemleri siklikla kullanilmaktadir.

Polistiren mikrotitrasyon plakalarmin kuyularmin yiizeylerinde gii¢lii biyofilm olusturan
bakteriler, gelik kupon deneylerine alinmistir. Bu ¢alismada, genellikle fermentorlerin
ve sondaj borularinin ham maddesi olan 316 L paslanmaz c¢elik yilizeyine bakterilerin
tutunmalar1 ve biyofilm olusum yetenekleri incelenmistir. Bu amagla, yiizey alani 4 cm?®
olan 2.5x0.8x0.1 cm ebatlarinda kestirilmis 316 L piiriizsiiz paslanmaz ¢elik kuponlar
kullanilmigtir (Sekil 3.2.a). Kuponlar kullanilmadan &nce, bir gece aseton igerisinde
bekletilmis olup, daha sonra 30 dk boyunca deterjanli suda bekletilerek bir kez
firgalanmustir. Daha sonra kuponlar, musluk suyu ile durulanmis ve ti¢ kez distile su ile
yikanip, kurumaya birakilmistir. Kuponlar kuruduktan sonra aliiminyum folyoya
sarilarak 121°C’de 15 dk steril edilmistir. Steril edilmis ¢elik kuponlar, 3.5 mL tuzsuz
TSB besiyeri igeren tiiplere steril bir ortamda konulmus ve besiyeri ile beraber ikinci
kez 121°C’de 15 dk steril edilmistir (Sekil 3.2.b). Ayrica, kuponlar {izerinde olusan
biyofilmleri pargalamakta kullanilacak olan cam boncuklar (r: 3 mm), 4.5 mL SF igeren
tiiplere eklendikten sonra 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Bakterilerin 6n aktiflestime islemleri sonrasinda, son aktif kiiltiirden 1 mL alinarak
paslanmaz c¢elik kupon igeren besiyerine inokiile edilmis ve 48 saat statik kosullarda
uygun sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda celik kuponlar, aseptik
kosullarda steril penslerle alinmig ve planktonik hiicreleri uzaklastirmak amaciyla, bir
kez 10 mL’lik steril SF bulunduran tiiplere daldirilarak yikanmistir. Bu asamadan sonra,
paslanmaz ¢elik kuponlarda olusan biyofilmler cam boncuk ile vorteksleme ve kazima
olmak tizere iki farkli isleme tabi tutularak, bu iki islem arasindaki basari orani

belirlenmistir.
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Ik islem olan cam boncuk ile vorteksleme siirecinde, yikanan kuponlar cam boncuk
iceren 4.5 mL SF bulunan tiiplere konulmustur (Sekil 3.2.c). Daha sonra tiipler yiiksek
devirde 2 dk boyunca vortekslenmistir. Vorteksleme isleminden sonra bakteri
hiicrelerini saymak i¢in 10 den 10°°¢ kadar seri diliisyon yapilmistir. Diltisyonlardan
100 pL alinarak MI agar petrilerine yayma ekim yapilarak, 18-24 saat boyunca uygun
sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra 30-300 arasinda koloni
bulunduran petriler sayilmistir. Koloni sayimi hesab1 yapilirken, kuponun yiizey alani
g6z oOniinde bulundurulmus olup, koloni olusturma birimi (CFU) 4’e boliinmiistiir.
Sonuclar, birim alana (cm? diisen koloni olusturan birimin logaritmasi almarak

IOgCFu/cm2 cinsinden hesaplanmistir.

Ikinci islem olan kazima deneyinde ise, yikanan kuponlar aseptik kosullarda 3.5 cm’lik
steril petrilere alinarak, tizerine 4.5 mL SF eklenmis ve steril plastik 6ze ile kazima
islemi yapilmistir (Sekil 3.2.d). Kazima isleminden sonra ilk islemde uygulandig {izere
seri diliisyon yapilmistir. Diliisyonlardan 100 puL alinarak MI agar petrilerine yayma
ekim yapilarak, 18-24 saat boyunca uygun sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.
Sonuglar yine logcpu/cmz cinsinden hesaplanmistir. Negatif kontrol olarak sadece ¢elik
kupon igeren test tiipleri uygun sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Bu ¢alismanin
yapilmasinin en énemli sebebi, mikrotitrasyon plakalarinin ham maddesi polistirenin
yanisira, celik gibi farkli bir yiizey daha deneyerek, giderim ¢alismalarinda kullanmak

tizere dogru mikroorganizmanin segilebilmesidir.
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Sekil 3.2 Paslanmaz ¢elik kupon yiizeylerinde biyofilm olusumlarinin incelenmesi

a. Celik kupon (2.5x0.8x0.1 cm), b. Besiyerine ilave edilen gelik kupon, c. SF igerisinde bulunan cam
boncuklar (8 adet) ve gelik kupon, d. Mekanik giderim yéntemlerinden kazima isleminin uygulanigi

3.2.8 Bakterilerin optimum pH, tuz ve sicakhiklarimin spektrofotometrik tayini

Bakterilerin mikrotitrasyon plakalarinda optimum pH, tuz ve sicakliklarinin
belirlenmesi i¢in 6n aktiflestime sonrasi, toplam hacim 200 uL olacak sekilde, kuyulara
190 uLL TSB besiyeri ve 10 pL aktif kiiltiir asilanmistir. Mikrotitrasyon plakalar, 0., 6.,
18., 24. ve 48. saatlerde Eliza okuyucusunda her parametre igin ii¢ tekrarli olacak
sekilde ODsgsnm’de Olgiilmiistiir. Kontrol olarak sadece optimum kosullara ayarlanmig
inokiilim igermeyen TSB besiyeri kullanilmistir. Uygulanan optimum pH, tuz ve
sicaklik araliklar1 cizelge 3.4’de belirtilmistir. Caligmalar 3 paralel olacak sekilde

yiirlitilmistir.

Cizelge 3.4 Uygulanan pH, tuz ve sicaklik araliklari

Optimum Uygulanan araliklar

pH 40,50,6.0,65,7.0,75,80,85,9.0,95,10.0,11.0

Tuz %0,%1.0,%15,%20,%25,%30,%35, %40, %45, %50
Sicaklhik 50°C, 55°C, 60°C, 65°C
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3.2.9 Bakterilerin biyofilm olusum miktarlarinin farkh pH, tuz ve sicakhiklarda
spektrofotometrik tayini

Bakterilerin gelisimleri i¢in gerekli optimum pH, tuz ve sicaklik degerlerinin
belirlenmesinin ardindan, onlar1 biyofilm olusumuna itecek optimum biyofilm gelisimi
icin gerekli pH, tuz ve sicaklik degerleri, 48. saat sonunda kisim 3.2.6’da anlatildig
tizere uygulanan Kkristal viyole boyamasi sonucunda belirlenmistir. Calismalar 3
paralelli yiiriitiilmiistiir. Bu kisimdan sonra gergeklestirilen tiim deneyler, bakterinin
biyofilm olusumu i¢in ihtiyag¢ duydugu optimum pH, tuz ve sicaklik degerleri

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.10 Bakterilerin optimum sartlarda paslanmaz c¢elik kupon yiizeylerinde
biyofilm olusumlarinin incelenmesi

Bakterilerin on aktiflestimeleri sonrasi, bakterilerin belirlenen optimum pH, tuz ve
sicaklik degerlerine goére TSB besiyeri igerisindeki ¢elik kupon yiizeylerinde biyofilm
olusumlar1 kisim 3.2.7°de belirtildigi iizere yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde
edilen bulgulara gore, biyofilmin ylizeyden kaldirilmasi i¢in belirlenmis en ideal
mekanik giderim yontemi, bundan sonraki tiim ¢alismalarda uygulanmak {izere

secilmistir.

3.2.11 Bakterilerin ekzopolisakkarit bilesenlerinin belirlenmesi

Biyofilmin EPS bilesenleri olan, karbonhidrat, protein ve eDNA icerikleri ¢alisiimistir.
Biyofilmin EPS bilesenleri incelenirken 6n aktiflestirme islemi sonrasi, son aktif
kiiltiirden TSA besiyerine 200 pL ekim yapilarak 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda TSA besiyeri yiizeyinden yaklasik 0.1 g bakteri peleti toplanmustir.
Bu hiicreler daha sonra 2 mL SF ile ezilerek ve vortekslenerek iyice ¢oziilmiistiir. SF ile
¢oziilen pelet, daha sonra 13.000 rpm’de 7 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz
bagka bir ependorfa alinarak 0.22 pm’lik membran filtrelerden gegirildikten sonra
tamamen hiicrelerden armdirilmistir. Bu  filtre edilmis stipernatant kismi1 EPS
iceriklerinden karbonhidrat, protein ve eDNA tayininde, pelet kismi ise biyofilm

hiicrelerinin genomik DNA ¢aligsmalari i¢in kullanilmistir.
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3.2.11.1 EPS bilesenlerinden karbonhidrat iceriginin tayini

EPS bileseninde bulunan karbonhidrat miktarinin tayini fenol-siilfiirik asit metodu ile
gerceklestirilmistir (Dubois vd. 1956). Cam tiiplere, 1 mL 6rnek, 0.5 mL %5°1ik fenol
(Merck 1.00206), 5 mL derisik siilfiirik asit (Merck 1.00713) eklenmistir. Tiipler, oda
sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra iyice vortekslenmis ve 30°C’lik etiivde 20 dk
bekletilmistir. Meydana gelen portakal-sari renk degisimi, ODg4gonm’de okutulmustur.
Standart egri elde etmek igin 5, 10, 25, 35, 50, 60, 75, 85, 100 ug/mL olacak sekilde
glukoz (Merck 1.08342) c¢ozeltileri hazirlanarak fenol-siilfiirik  asit metodu
uygulanmistir (Sekil 3.3). Standart egri yardimiyla Eliza’da okunan absorbans degerine
karsilik gelen karbonhidrat miktart hesaplanmistir. Kontrol olarak distile su

kullanilmistir. Caligsmalar 3 paralelli yiiriitiilmiistiir.

Serbest metil eterleri veya potansiyel olarak serbest indirgeyici gruplar igeren basit
sekerler, oligosakkaritler, polisakkaritler ve onlarin tiirevleri, fenol ve konsantre
stlfiiriik asit ile muamele edildiginde portakal-sari renk verir. Bu reaksiyon ¢ok duyarli
olup renk sabit kalir. Kullanilan bu fenol-siilfiiriik asit metodu sekerlerin ve ilgili

maddelerin ¢ok diisiik miktarlarini dahi saptayabilmektedir (Dubois vd. 1956).

Sekil 3.3 Farkli konsatrasyonlarda standart olarak kullanilan glukoz ¢6zeltileri
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3.2.11.2 EPS bilesenlerinden protein iceriginin tayini

EPS bilesenlerden olan, protein igeriginin tayini i¢in Lowry vd. (1951) tarafindan
tanimlanmis metod modifiye edilerek ¢alisilmistir. Buna gore, ependorf tiiplerine 1 mL
ornek, 3 mL C reaktifi (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi karisimindan olusur)
eklenmistir. A ve B reaktifi igerik ve miktarlar ¢izelge 3.5’de verilmistir. Daha sonra
oda sicakliginda 30 dk bekletilerek, 300 uL folin-fenol reaktifi (Sigma F9252)
eklendikten sonra vortekslenmistir. Ornek tekrar oda sicakliginda 45 dk bekletilmis ve
ODgsonm’de okutulmustur. Kontrol olarak distile su kullanilmistir. Calismalar 3 paralelli

olacak sekilde yiiriitilmistiir.

Cizelge 3.5 Protein tayininde kullanilan A ve B reaktifi icerik ve miktarlari

Kimyasal Miktar Marka

A reaktifi

Na,CO3 % 2 Sigma S7795
NaOH (0.1 M) % 0.4 Merck 1.06482
Na,C4H406. 2H,0 % 0.16 Merck 1.06663
B reaktifi

CuS04.5H,0 % 4 Sigma C8027

Standart egri elde etmek igin, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 ve 0.1562 mg/mL oranlarinda
diliisyon yapilarak Bovine Serum Albumin (Sigma A-2153) ¢ozeltileri hazirlanmis ve
Lowry metodu uygulanmistir (Sekil 3.4). Standart egri yardimiyla Eliza’da okunan
absorbans degerine karsilik gelen protein miktar1 hesaplanmistir. Protein miktar

tayininde tiim ornekler 4 tekrarli ¢alisilmstir.
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Sekil 3.4 Protein konsantrasyonu i¢in standart olarak kullanilan BSA’nin kalibrasyonu

3.2.11.3 EPS bilesenlerinden eDNA iceriginin tayini

EPS bilesenlerden olan eDNA izolasyonu i¢in Oncelikle filtre edilen st faza, 750 uL
kloroform-izoamil alkol (24:1 oraninda) eklenmistir. 12.000 rpm’de 5 dk santrifii
edilmis ve iist faz yeni bir ependorfa alinmustir. Uzerine 750 uL fenol-kloroform-
izoamil alkol (25:1:1 oraninda) eklenerek tekrar 12.000 rpm’de 5 dKk santrifiij edilmistir.
Ust fazin iizerine hacminin 0.6’s1 (yaklasik 350 uL) kadar izoproponal eklenmistir. -
20°C’de 20 dk bekletilmis ve tekrar 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust siv1
dokiilmiis, ¢okelti tistiine 350 puL %70’lik soguk etanol (Scharlau ET0013) 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 pL eklenmis ve 37°C’de 45 dk
bekletilmistir (Wilson 1987). eDNA konsantrasyonu (ng/ uL) ve safligi icin 260/280 ve
260/230 oranlar1 nanodrop cihazi (Thermo Scientific NanoDrop Lite) ile dl¢iilmiistiir.
Daha sonra, 6rnekler 1.5 pL etidyum bromiir (Sigma E-8751) iceren %1.5’luk agaroz
(Sigma A9539) jel elektroforezinde 120 V’da 1 saat yiiriitiilmiis ve UV transliiminator
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ile goriintiilenmistir. eEDNA 6rneklerinin molekiiler agirliklari, Quantum-Capp software

goriintlileme sistemi yardimiyla kilobaz (kb) cinsinden hesaplanmastir.

3.2.12 Biyofilm hiicrelerinin genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, Gram pozitif bakterilerin izolasyonu ig¢in uygun DNA
izolasyon kiti (Genomic DNA purification Kkit, Thermo KO0512) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Genomik DNA izolasyonundan sonra, 6rneklere 5 mg/mL RNaz A
enziminden 4 pL eklenmistir. Daha sonra, 37°C’de 30 dk inkiibe edilerek RNA’lar
uzaklagtirilmistir. Ardindan, 300 uL %100’liik soguk etanol eklenerek, -20°C’de 1 gece
bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 7 dk santrifiij edimislerdir. Ust kisim
uzaklagtirildiktan sonra, iizerine 300 pL %70’lik soguk etanol eklenmis ve 13.000
rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Tekrar {ist kisim uzaklastirilarak, genomik DNA igeren
peletler oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra 6rnekler, 50 uL TE
tamponu ile ¢oziilmiistir. Genomik DNA konsantrasyonu (ng/uL) ve safligi icin
260/280 ve 260/230 oranlar1 nanodrop cihazi ile dl¢iilmiistiir. Daha sonra, 6rnekler 1.5
uL etidyum bromiir iceren %1.5’luk agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 1 saat
yuriitilmis ve UV transliiminator ile goriintiilenmistir. Genomik DNA &rneklerinin
molekiiler agirliklari, Quantum-Capp software goriintiilleme sistemi yardimiyla kb

cinsinden hesaplanmustir.

3.2.13 Bakterilerin olusturdugu olgun biyofilmlerin DNaz | enzimi ile muamelesi
sonucu eDNA’nin fonksiyonunun belirlenmesi

Bu uygulama, Grande vd. (2010) tarafindan Onerilen yontemle gergeklestirilmistir.
Mikrotitrasyon plakalarina, toplam hacim 100 pL olacak sekilde, optimum kosullarda
hazirlanan TSB besiyerinden 95 pL ve son aktif kiiltirden 5 pL eklenerek, 40 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra, dolu kuyular bosaltilarak, planktonik fazdaki
bakteri hiicrelerini uzaklastirmak amaciyla SF ile yikanmistir. Bosaltilan biyofilm kapl
kuyulara, konsantrasyonu 100 pug/mL olacak sekilde SF ile ¢oziilmiis 100 pL DNaz |
enzimi (Sigma DN25) eklenmistir. Kontrol drneklerini (yalnizca biyofilm 6rnegi) iceren

kuyulara tampon olarak 100 pL SF ilave edilmistir. Biyofilm 6rnekleri, sirasiyla 2, 4, 8
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ve 12 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda kuyular bosaltilarak,
2 kez SF ile yikandiktan sonra Kisim 3.2.6°da anlatildig1 iizere uygulanan kristal viyole

boyamasi uygulanmistir. Calismalar 8 paralelli yiiriitilmistiir.

3.2.14 Genomik DNA ve eDNA’nin RAPD-PCR ile incelenmesi

Bu ¢aligmada, genomik DNA ve eDNA’lar iizerinde OPR-1, OPR-2, OPR-10, OPR-13,
OPR-15, OPR-20, P1254 ve P1283 primerleri kullanilarak yiiriitiilen Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA-PCR (RAPD-PCR) analizi ile DNA parmak izi profilleri
cikarilmaya calisilmistir (Ronimus vd. 1997). Birden fazla primer denendiginden,
primere bagli olarak OPR-13 i¢in denenen reaksiyon bilesenleri (Cizelge 3.6) ve
kosullar1 (Cizelge 3.7) primere bagli olarak gerektiginde modifiye edilmistir.

Cizelge 3.6 RAPD-PCR reaksiyon konsantrasyonlart

Reaksiyon bilesenleri Konsantrasyonlar (1X) Marka ve kodlar:
10X Taq Buffer + KCI 50uL Thermo Lot 00230606
10 mM dNTP 1.0 uL Thermo R0192

10 pmol OPR-13 primeri 7.5uL Thermo

500 U Taq DNA Polimeraz 0.3 uL Thermo #EP0402

25 mM MgCl, 5.0 uL Thermo Lot 00225302
200 ng kalip DNA 2.0 uL

Apirojenik su 29.2 uL

Toplam 50.0 nLL

Cizelge 3.7 RAPD-PCR reaksiyon kosullari

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 3 dk 45 sn
Denatiirasyon 94°C’de 15 sn
Primer baglanmasi 32°C’de 15 sn . 35 dongii
Zincir uzamast 72°C’de 2 dk
Son zincir sonlanmasi 72°C’de 4 dk

4°C ......0
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Amplifikasyon islemi, termal dongii cihazinda (Bio-rad C1000) gergeklestirilmistir.
PCR iiriinlerindeki DNA bant profilinde bulunan farkliliklar, GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo, #SM1333) kullanilarak etidyum bromiir i¢eren %1.5’luk agaroz jelde
120 V’da 1 saat elektroforeze tabii tutulduktan sonra, jel goriintiileme ve analiz
sisteminde (Vilber Lourmat Quantum ST4 Gel Documentation System)

goriintiilenmistir.

3.2.15 DNaz I, RNaz A ve Proteinaz K enzimlerinin genomik DNA ve eDNA
iizerindeki etkilerinin belirlenmesi

Izole edilen genomik DNA ve eDNA’larin konsantrasyonlar1 200 ng/mL olacak sekilde
ayarlandiktan sonra, DNaz | (Sigma DN25), RNaz A (Sigma R6513) ve Proteinaz K
(Sigma P2308) enzimleri ile muamele edilmislerdir. 200 ng/mL’lik eDNA ve genomik
DNA orneklerinden 10 pL alinarak, DNaz | (1.45, 1.7, 2.5 ve 3.0 mg/mL), RNaz A
(0.90 mg/mL) ve Proteinaz K (0.85 mg/mL) enzimleri ile 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Enzim ile muamele edilmemis ornekler, pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
DNA ornekleri, %]1.5’luk agaroz jelde 120 V’da 1 saat elektroforez uygulandiktan

sonra, jel goriintiileme ve dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmislerdir.

3.2.16 Bakterilerin cesitli abiyotik yiizeylerde olusturduklar: biyofilm yapilarimin
incelenmesi

Calisma i¢in kullanilacak biitiin yilizeyler, besiyeri ortamima eklenmeden &nce
dezenfektan olarak izoproponalde (Sigma 24137) 1 gece bekletildikten sonra, 30 dk
deterjanli suyla muamele edilmis ve bu siire zarfinda 1 defa fir¢alanarak ajite edilmistir.

Daha sonra 6nce musluk suyu ardindan distile su ile iyice durulanarak, steril edilmistir.

Alt1 kuyucuklu polistiren mikrotitrasyon plakalarin her bir kuyusuna daha 6nceden steril
edilmis polikarbonat (PK), polipropilen (PP), polistiren (PS), polivinil kloriir (PVC),
paslanmaz gelik ve cam tabiatinda olan 6 farkli abiyotik yiizey konulmustur (Sekil 3.5).
Daha sonra, toplam hacim 4.5 mL olacak sekilde, 3.5 mL TSB besiyeri ve biyofilm
olusumu i¢in On aktiflestirme isleminden elde edilen son aktif kiltirden 1 mL

eklenerek, 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuponlar steril pens ile
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alinarak, planktonik hiicrelerin ortamdan uzaklasmasi i¢in SF ile yikanmistir. Yikama
isleminden sonra kuponlar, 4.5 mL SF ve cam boncuk igeren tiiplere alinarak, steril
plastik 6ze ile kazima islemi uygulanmis ve maksimum hizda 2 dk vortekslenmistir.
Daha sonra, koloni olusturan birimi hesaplamak i¢in, MI agar besiyerine drop plate
yontemi ile (Herigstad vd. 2001) ekim yapilmistir. Ardindan petriler 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Cam boncuk ile vorteksleme islemi, Giaouris ve Nychas (2006) tarafindan

tanimlanmis metod modifiye edilerek yapilmistir.

Sekil 3.5 Caligsmalarda kullanilan abiyotik yiizeyler

Kullanilan 14 mm ¢apli kuponlarin her iki dairesel yiizey alan1 toplam 3.08 cm? olarak
hesaplanmistir. Birim alana (cmz) diisen koloni olusturan birimin hesaplanmasi igin de
toplam koloni olusturan birim sayisi, yiizey alanina (CFU/cm?) bolinmiistiir. Belirlenen
bu (CFU/cm?) degerinin logaritmasi alimarak sonug l0gcruem? cinsinden hesaplanmustr.
Ayni Ornege ait iki kuponun iki paralelli ¢aligilmasiyla tiim yiizey igin hesaplanan

ortalama koloni sayist belirlenmistir.

3.2.17 Polistiren mikrotitrasyon plakalarinda gelistirilen bakterilerin biyofilm
yapilarin ¢esitli Kimyasal maddeler ile giderimi

Bu c¢alismada, antibakteriyel ve antioksidan ajanlar, proteaz ajanlari, polisakkarit
giderici ve parcgalayan ajanlar ile sinyal reseptorleri inhibe eden ajanlar gibi ¢ok c¢esitli
amaglarda 15 farkli kimyasal madde veya enzim kullanilmistir. Bu kimyasallarin etkili
dozlarinin tespit edilmesinde ¢izelge 3.8’de atif yapilan makalelerdeki dozlar ve siireler
dogrudan kullanilmis veya daha etkili sonuglar elde edilebilmesi adina bazi ajanlarda

kosullar yeniden belirlenmistir (Cizelge 3.8’de * ile isaretli ajanlar). Test edilen giderim
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parametreleri, ¢esitli kimyasal temizleyicilerin kullanim miktarina, sicakligina ve
siiresine bagli olarak ayarlanmistir. Her bir kimyasal ve enzim ajani tek basina
kullanilmis, ancak biyofilm 6rnegi sadece potasyum monopersiilfat ajaninin ardisira
sodyum tiyosiilfat ile ikili kombinasyonda muamele edilmistir. Kontrol grubu, biyofilm

yapisinin kimyasal veya enzim ile muamele edilmedigi kuyular olarak kabul edilmistir.

Giderim ¢alismalarinda mikrotitrasyon plakalarina, toplam hacim 100 pL olacak
sekilde, TSB besiyerinden 95 uL ve son aktif kiiltirden 5 pL eklenerek, optimum
kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda, kuyulardaki
besiyerleri bosaltilmis ve baglanmayan hiicreler ile hiicre kalintilarin1 gidermek igin
kuyular iki defa SF ile yikanmistir. Daha sonra, kuyularda tutunan biyofilmler,
kimyasallar veya enzimler ile muamele edilmistir. Sonrasinda kuyular bosaltilmis ve bu
sefer ajanlarin kalintilarim1 gidermek i¢in 2 defa SF ile yikanmistir. Ardindan,
biyofilmlerin miktarin1 belirlemek {izere mikrotitrasyon plakalarinin Kisim 3.2.6’da
anlatildig1 sekilde kristal viyole ile boyanmasi sonrasi, tutunan biyofilmlere baglanan
boya miktar1 Eliza’da spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistir. Uygulanan kimyasal
temizleme rejiminin basarisi, bakterilere uygulanan her kimyasal veya enzim i¢in %
giderim orani cinsinden hesaplanmistir. Enzim aktivitesine bagli olarak biyokiitle
miktarinda meydana gelecek olasi degisimler [(C-B)-(T-B)] / [(C-B)] x 100 formiilii
esas alinarak hesaplanmistir (C; biyofilm iceren kontrol kuyulari, B; sadece besiyeri

iceren kuyular, T; kimyasal veya enzim ile muamele edilmis kuyular), (Pitts vd. 2003).
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Cizelge 3.8 Tez calismasinda kullanilan kimyasal temizleme prosediirleri ve kullanim amaglari

Kimyasal — Enzimatik Marka ve kodlari Referansta uygulanan Tezde ¢alisilan Coziildiigii tampon Ortam Siire Referans

Ajan ajan miktari miktar sicakhig
Karbonhidratlara etki eden ajan
Sodyum metaperiodat” Sigma 71859 50 mM 100 mM dH,0 22°C 60 dk Parkar vd. 2003
Makromolekiilleri ¢oktiiren ajan
Trikloroasetik asit Sigma 27242 % 10 % 10 dH,0 100 °C 15 dk Parkar vd. 2003
Hiicre duvar1 biitiinliigiinii bozan ajan
Lizozim Sigma L-7651 % 2 % 2 10 mM Tris-HCI 37°C 60 dk Parkar vd. 2003
Proteinleri par¢alayan ajan
Sodyum dodesil siilfat * Sigma L-5750 % 2 %3 dH0 100°C 10 dk Parkar vd. 2003
Tripsin Sigma T2600000 % 2 %3 50 mM Tris-HCI 37°C 3 saat Parkar vd. 2003
Pro—oksidanlar
Potasyum monopersiilfat * Sigma 228036 1 mg/mL 2 mg/mL SF 22°C 30 dk Parkar vd. 2003
Sodyum tiyosiilfat* Sigma 72049 9 mg/mL 10 mg/mL dH,0 22°C 5dk
Antibakteriyel bakteriyosin ajan
Nisin* Sigma N5764 1 mg/mL 2 mg/mL 0.02 M HCI 37°C 24 saat Boziaris ve Adams 1999
Enzime dayah temizleyiciler
a. Proteaz ajanlar
Alkalen proteaz* Sigma P4860 % 0.08 0.16 U/g 50 mM Glisin-NaOH 37°C 60 dk Parkar vd. 2004
Proteaz* Sigma P3111 % 0.09 0.16 U/g 50 mM Sodyum asetat 37°C 60 dk Parkar vd. 2004
Subtilizin* Sigma P5380 % 0.5 %1 0.1 M Borat, 0.1 M CaCl, 37°C 30dk Parkar vd. 2004
b. Polisakkarit parcalayan ajanlar
o-Amilaz* Sigma A4551 % 0.5 %1 20 mM Sodyum fosfat, 6.7 mM NaCl 37°C 30 dk Parkar vd. 2004
Seliilaz* Sigma C1184 % 0.3 % 1.66 50 mM Sodyum asetat 37°C 30dk Parkar vd. 2004
Bakteriler arasi iletisimi engelleyen ajanlar
a. Sinyal reseptorleri inhibe edenler
Furanon Sigma 283754 1 mg/mL 1 mg/mL dH,0 22°C 60 dk Ponnusamy vd. 2010
b. Sinyal molekiilii yapimim engelleyenler
Triklosan* Sigma PHR1338 1 mg/mL 2 mg/mL % 50 Etanol 22°C 60 dk Tabak vd. 2007

*Qi1derim 1¢1n kullanilan kimyasal veya enzim Konsantrasyonu, referans makalelerdeki miktarlardan farkli olarak moditiye edilmistir.



3.2.18 Aeribacillus pallidus E334’iin en uygun iki abiyotik yiizeyde olusturdugu
biyofilmlere giderim 6ncesi ve sonrasi uygulanan islemler

Yapilan caligmalar dogrultusunda, termofilik olmasi ve yliksek miktarda biyofilm
iretebilmesi nedeniyle biyofilmin giderim Oncesi ve sonrasi daha detayl kiiltiirel ve
mikroskobik calismalar sadece Aeribacillus pallidus E334 izolati ile yiirtitiilmiistiir.
Izolatin en iyi biyofilm iirettigi iki yiizey (polipropilen, cam) ve giderim ajam (alkalen
proteaz, SDS) kullanilarak, giderim &ncesi ve sonrasi olmak tiizere, canli ve 6li hiicre
yogunluklari, ii¢ boyutlu biyofilm kalinligi ve biyofilm morfolojileri Konfokal Lazer
Taramali Mikroskobu (CLSM) ile incelenmistir.

Bakterinin on aktiflestirme islemi, son aktif kiiltirden 6 kuyucuklu plakalara
inokiilasyon, koloni sayimi igin yapilan seri diliisyon ve koloni sayimi ekimleri ile
kuponlarin sterilizasyonu, kisim 3.2.16’da anlatildig1 sekilde uygulanmistir. Biyofilm
olusumu i¢in ayni materyalden olusan her bir kupondan 5’er tekrar olacak sekilde 20
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuponlar steril pens ile alarak,

planktonik hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi igin SF ile yikanmistir.

Yikama isleminden sonra her biri ayni cins materyalden olusan kupona, 4 farkli islem
uygulanmistir. Bu kuponlardan ilk ikisi biyofilm olusumu (herhangi bir giderim ajani
uygulanilmayan), diger ikisi ise biyofilmin giderimi i¢in kullanilmistir. Besinci kupon

ise caligmada negatif kontrol olarak kullanilmustir.

Birinci islemde, polipropilen ve cam yiizeylerde olusan biyofilmlerdeki canli hiicre
sayilarin1 belirlemek amaciyla, hem kazima hem de cam boncukla vorteksleme
isleminden sonra dogrudan koloni sayimina ge¢ilmistir. Yiizeye tutunabilen ve koloni
sayiminda canli kalabilen bakteriler, logcpu/cm2 cinsinden hesaplanmistir. Bu kisimda
kupon yiizeyinde hesaplanan lOgCFu/sz sayisi, kontrol grubu olarak giderim

caligmalarinda kiyaslama amaciyla kullanilmistir.

Ikinci islemde, polipropilen ve cam yiizeylerde olusan biyofilm yapisi herhangi bir

giderim ajan1 uygulanmadan dogrudan CLSM ile incelenmistir. Bu kisimda
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mikroskopta belirlenen biyofilmdeki 3D canli/6lii hiicre yogunlugu ve biyofilmin

kalinlig1 (um cinsinden), kontrol grubu olarak giderim ¢alismalarinda kullanilmistir.

Ucgiincii islemde, polipropilen ve cam yiizeylerde olusan biyofilm yapisi, alkalen proteaz
(ALP) ve SDS ile Cizelge 3.8’de belirtilen siire, miktar ve sicaklikta muamele
edilmigtir. Stire sonunda kupon ylizeyi SF ile yikandiktan sonra koloni sayimina
alimmistir.  Yiizeye tutunabilen ve canli olan bakteriler logcpu/cm2 cinsinden
hesaplanmistir. Giderim stratejisinin bagarisini belirlemek adina, birinci islemde
saptanmis olan IOchu/cm2 degeri, kiyaslama amaciyla pozitif kontrol olarak alinmugtir.
Bu iigiincii islemde elde edilen logcru/em’ degeri, birinci islemdeki kuponun sonucundan
cikarilarak, koloni sayim sonucu neticesine bagli olarak canli hiicrelerin yilizde giderim

orani olarak hesaplanmustir.

Dordiincii islemde ise, polipropilen ve cam yiizeylerde olusan biyofilm yapisi ALP ve
SDS ile gizelge 3.8’de belirtilen siire, miktar ve sicaklikta muamele edildikten sonra,
CLSM ile incelenmistir. Bu kisimda giderim sonrast mikroskopta belirlenen
biyofilmdeki canli/6lii hiicre yogunlugu, kontrol grubu olan ikinci islemdeki hiicre
kiitlesi oranlar ile kiyaslanmistir. Bu dordiincii kisimdan elde edilen canli/6li hiicre
yogunlugu, ikinci islemden elde edilen canli/6lii hiicre kiitlesinden ¢ikarildiktan sonra,
elde edilen nihai sonug, mikroskobik olarak biyofim kiitlesindeki % giderim orani

olarak belirlenmistir.

Ayrica, birinci islemde hi¢ kimyasal ve mekanik ajan kullanilmadan olusturulmus dogal
biyofilmlerdeki hiicre ve biyofilm kiitlesi yogunluklari, pozitif kontrol olarak kabul
edilmis, bu ajanlarla muamele edilen biyofilmlerdeki oranlar arasindaki istatistiksel
olarak anlamli olan farklilik, biyofilm gideriminin bir basar1 6l¢iitii olarak goriilmiistiir.
Sonugta, calisilan yiizeylerde olusan biyofilmin kiitlesindeki (um) ve canli hiicre
sayisindaki (logcruem’) azalma, biyolojik giderimin boyutu igin bir indikator olarak

kullanilmastir.
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3.2.19 CLSM ile mikroskobik inceleme

Giderim Oncesi (ikinci islem) ve sonrasi (dordiincii islem) CLSM ile incelenecek kupon
yiizeyleri, yikama islemin sonrasi, es zamanli olarak 5 uM Syto 9 (Molecular probes,
S34854) ve 15 uM Propidyum iyodiir (P1, Molecular probes, P1304MP) ile boyandiktan
sonra, 30°C’lik etiivde karanlik bir ortamda 20 dk bekletilmis ve distile su ile
yikanmustir (Bridier vd. 2010, Grande vd. 2010). Syto 9 boyasi (floresan uyari, 488 nm;
emisyon, 498 nm), direk olarak canli hiicrelerle etkilesime girerek yesil floresan 1sik
verirken, Pl (floresan uyari, 543 nm; emisyon, 617 nm), hiicre zar1 zarar gormiis Olii
hiicreler tarafindan emilerek onlarin kirmizi spekturumda floresan 6zellik gostermelerini
saglar (Vilain vd. 2009). PI ayn1 zamanda EPS matriksindeki eDNA’larin kirmizi
floresan ile boyanmasinda da is goriir (Mulcahy vd. 2008). Boyama isleminden sonra,
kuponlar steril distile su ile iki kere yikandiktan sonra, CLSM ile incelenene kadar
karanlikta 4°C’de saklanmistir (Kolari vd. 1998). Negatif kontrol olarak, bakteri inokiile
edilmemis yiizeyler Syto 9 ve Pl ile boyanarak kullanilmustir.

Biyofilm o6rnekleri Carl Zeiss marka ve LSM 510 model CLSM ile incelenmistir.
Calismada Plan-Neofluar 40X/1.3 DIC yag immersiyon objektif lensleri kullanilmistir.
Syto 9’un yesil floresan1 488 nm’de argon lazer kaynagi, PI'nin ise kirmizi floresani
543 nm’de helyum/neon lazer kaynag kullanilarak uyarilmustir. Iki lazer kaynagimi
ayirmak i¢in floresan iki farkli diakronik aynada BP 488/543 and LP 585 nm’de
kaydedilmistir. Biyofilm 6rnegi i¢in iki (yalniz x veya y ekseni: 230.34 x 230.34 um)
veya U¢ boyutlu yatay diizlem (x: 230.34 pum, y: 230.34 um ve z ekseni: 1 pum)
gorlntiilerini iceren her bir preparat igin 4 farkli mikroskobik alan belirlenmistir. 1 pm
kalinliginda ince optik kesitlerle fotograflanan dijital goriintiilerin analizleri, goriintii
islenmesi ve bu goriintiilerin {i¢ boyutlu yapilandiriimas: ‘Carl Zeiss LSM Image
Browser version 4.2.0.121° bilgisayar programi ile gerceklestirilmistir. CLSM ile
goriintiilenen en az 4 farkli alan sayesinde, canli/6lii hiicre yogunluklar1 poziyonlari, ii¢

boyutlu biyofilm kalinlig1 (wm) ve biyofilm morfolojileri belirlenmistir.
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3.2.20 istatistik analizler

Elde edilen sonuglarin SPSS 17.0 istatistik programi ile degerlendirilmesinde,
degerlerin ortalamalar1 arasindaki farki anlamlandirmak i¢in Tek yoOnli varyans
analizleri (ANOVA) ile bu analizlerin ileri asamalar1 olan ve her bir grubu ikili olarak
karsilagtirmak i¢in ise, Tukey ve Dunnet testleri uygulanmistir. p<0.05 olasilik

diizeyleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Biyofilm Ureticisi Bakterilerin Taranarak Secilmeleri icin Tez Cahsmalar
Oncesi Yiiriitiilen Tez Kapsami Disindaki Arastirmalar

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan endospor olusturan 145 basil tez ¢alismasindan 6nceki 6n

caligmalar kapsaminda biyofilm iiretim karakteristikleri agisindan taranmislardir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 On ¢alismalarda kullanilan izolat ve referans suslar

Domain = Bacteria (Eubacteria)

Alem = Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Smif = Bacilli

Takim = Bacillales

Familya = Bacillaceae

Cinsler Bakteri izolatlar Referans suslar Bakteri sayisi
Anoxybacillus 66 19 85
Bacillus 16 3 19
Brevibacillus 13 - 13
Geobacillus 10 10 20
Aeribacillus 4 1 5
Paenibacillus 1 - 1
Thermolongibacillus - 2 2
Toplam 110 35 145

Bu 6n ¢alisma kapsaminda tiir tanimlar1 yapilmis Bacillaceae familyasimnin 7 farkl
cinsine ait 110 izolat ve 35 referans sus olacak sekilde toplam 145 bakterinin biyofilm
tiretim kapasiteleri taranmistir. Bu baglamda, basillerin biyofilm olusumunda 6nem arz
eden ve hareket yeteneginin kaynagi olan flagella tipleri belirlenmis, kongo
besiyerindeki koloni morfotipleri tayin edilmis, kalkoflorlu besiyerinde ekzopolisakkarit
bileseni olan seliillozun kullanimina bakilmis ve Sivi besiyeri yiizeyinin hava-sivi ara
yiizlerde pelikiil olusumunun varligi gozlenmis ve polistiren tabiatli mikrotitrasyon

plaklarmin kuyularinin yiizeyinde giicli diizeyde biyofilm olusturan bakteriler

98



belirlenmigtir. Daha sonra, yapilan ¢alismalar sonucunda, 145 bakteri arasindan 44
izolatin ve 21 referans susun (65 izolat) mikrotitrasyon plakalarinda ¢ok yiiksek
miktarda biyofilm iirettikleri belirlenmistir. Sonrasinda ise yukaridaki kriterlere gore
secilen 44 termofilik basil ve 10 referans susun (54 bakteri), tiipler icerisine koyulan

paslanmaz ¢elik kuponlarin yiizeyinde olusturduklari biyofilm miktarlarina bakilmaistir.

Tezin temelini olusturacak bu 6n g¢alismalar neticesinde, 54 basil arasindan pelikiil
olusturan, polistiren ve ¢elik yiizeylerde yiiksek miktarda biyofilm iiretebilen, kalkoflor
katkili besiyerinde EPS bilesenindeki karbonhidrat tiirevi polimerin varlifina bagh
olarak UV’de 151ma yapan ve kongo kirmizili besiyerinde koloni morfolojisi ile yayilimi
yoniinden farklilik gosteren, farkli tiirlere dahil olan nihai 6 aday bakteri segilebilmistir.
Bu bakterilerden dordii termofilik tireme (Geobacillus sp. D413, Geobacillus toebii
E134, Aeribacillus pallidus E334 ve Anoxybacillus rupiensis DSM 17127), ikisi ise
fakiiltatif termofilik tireme (Bacillus pumilis D194a ve Brevibacillus agri D505b)
yetenegine sahiptir. Bu 6 bakterinin genel biyofilm iiretim karakteristikleri ¢izelge

4.2’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2 On ¢alismalarda secilen 6 termofilik basilin genel biyofilm iiretim karakteristikleri

Biyofilm iireticisi bakteriler

Aeribacillus Anoxybacillus Geobacillus Geobacillus Bacillus Brevibacillus
Analizler pallidus rupiensis sp. toebii pumilis agri
E334 D413 D505b

TSB besiyerinde hava-sivi ara
yiizde pelikiil olugumu (96 h)

DSM 17127
T,

E134
f

i
!

D194a
L

Genel goriiniim
(1. giin)
Kongo
besiyerinde
koloni
morfolojisi Stereomikroskop
goriiniimii
(0.63 X)
(2. giin)
Genel goriiniim
(4. giin)
Kongo
besiyerinde
koloni
morfolojisi
Stereomikroskop
gorliinimi
(0.63X)
(4. giin)

Kongo besiyerinde 4 giinliik tireme
sonunda koloni ¢apindaki degisim

0.5cm

0.55cm

0.2cm

0.4cm

Kalkoflor besiyerinde
seliiloz kullanimina bagli 131ma
(UV goriintiisii) (24 h)

Kalkoflor besiyerinde
EPS bilegeni olarak seliiloz veya
tiirevinin kullanimi

By

- 4
. - -
Flagella tipi (6 h) -8
-— y
B B
Monotrig Lofotris Monotris Peritris Lofotris
R 0.308 (55°C) 0.190 (55°C) 0528 (55°C) 0.340 (65°C)
Ialf;’l"S“r;”km;‘.‘m}'}rasyl"” (Giglii iiretici) | (Giigli tiretici) | (Giiglii tretici) | (Giiglii iiretici) | 3.051 (45°C) 3.365 (45°C)
P a:;‘;k‘t‘ar‘lar‘y&é‘r’]‘)o usum 1.116 (65°C) | 0.006 (65 °C) 0.862 (65°C) | 0.148 (55°C) | (Giiglii iiretici) | (Giiglii iiretici)
! (Giiglii tiretici) (Uretici degil) (Giiglii tiretici) (Giiglii iiretici)
65°C 55°C 65°C 55°C 65°C 45°C 45°C
Paslanmaz ¢elik
yiizeylerde Kazima 479 4.30 4.80 367 | 277 6.34 5.12
olusturduklart
biyofilmlerdeki
canls hiicre Cam boncuk ile
saylar (48 ). Sortakaleme 433 4.24 3.93 288 | 201 5.37 5.77
(logcrurem”)
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4.2 On Calismalarda Belirlenen ve Tez Calismasina Dahil Edilen Iki Biyofilm
Ureticisi Termofilik Basilin Genel Biyofilm Uretim Karakteristikleri

D413, E134, E334, DSM 17127, D194a ve D505b kodlu 6 aday bakteri arasindan tez
calismasina sadece Aeribacillus pallidus E334 ve Anoxybacillus rupiensis DSM 17127
secilerek dahil edilmistir. Tez ¢alismasi kapsamina alinan bu bakteriler termofilik tireme
gostermeleri, mikrotitrasyon plakasi kuyucuklarinin yanisira ¢elik kupon yiizeylerine de
lyi tutunabilmeleri ve c¢izelge 4.2’de sunulan diger genel biyofilm {iretim
karakteristikleri de degerlendirilerek, giderim ¢alismalarinda daha etkili olacaklar
sonucuna varilmistir. Dolayisiyla, bundan sonra tez kapsaminda olan tiim ¢aligmalar, A.
pallidus E334 izolati ve sonuglarin kiyaslanmasi amaciyla referans olarak da A.
rupiensis DSM 17127 susu ile yiritilmistir (Sekil 4.1). Cizelge 4.2°’de sunulan
sonuglara gdre hem E334 izolat1 hem de DSM 17127 susunda 55°C ve 65°C’de siv1
besiyerinde pelikiil olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.2). Ancak, pelikiil olusumunun
yaklasik 36 saatten sonra tiiplin dibine dogru ¢okiintli olusturdugu tespit edilmistir. Her
iki termofilik basilin de sivi-hava ara yiizde kirilgan pelikiiller olusturduklar
belirlenmistir. Kalkoflorlu besiyerinde her iki bakteri UV 15181 altinda pozitif sonug
vermis olup, ekzopolisakkarit bileseni olan seliiloz veya onun bir tiirevini tiretebildikleri
goriilmiistiir. Kongo kirmizis1 besiyerindeki koloni morfolojileri sonuglarina gore ise, 1.
giin ve 4. giin arasindaki kolonilerin ¢ap biiylikliigli ve renginin koyulagsmasi biyofilm
caligmalari i¢cin 6nemli kriterler arasindadir. E334 kodlu izolatin 1. ve 4. giin arasindaki
koloni ¢apindaki artig 0.5 cm o6lgiiliirken, DSM 17127 kodlu susun ¢ap1 1.2 cm olarak
Olciilmiistir. Kongo kirmizili besiyerinde E334 izolatinin kolonisi yuvarlak, basik,
kenarlar1 dalgali, yiizeyi diiz ve parlak bir morfotip sergilemis olup, koloninin kenarinda
kirmiz1 bir halka olusumu mevcuttur. DSM 17127 susu ise bu besiyerinde essiz bir
koloni morfotipi gostermistir. Portakal rengi ile kirmiz arasi, yuvarlak ancak loblu
kenarlara sahip, gobekli ve yiizeyi ¢ok piiriizlii bir koloni yapis1 sergilemistir. Koloni
ortasinda ¢ok belirgin bir halka olusumu mevcut olup, yayilimer 6zelligi yiiksektir ve
yiizeyinde ise bundle denilen c¢ok miktarda piriizlii olusumlar s6z konusudur.
Mikrotitrasyon plakalarda 96 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen sonuglara gore,
her iki bakteri de 55°C’de giiclii biyofilm iireticisi olarak belirlenmistir (Sekil 4.3);
ancak E334 kodlu izolatin 65°C’de (ODsgspm 1.116), DSM 17127 kodlu susun ise
55°C’de (ODsgsnm 0.190) daha iyi biyofilm iirettikleri gdzlemlenmistir. Ayrica, DSM
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17127 susunun paslanmaz ¢elik yiizeye tutunan canli hiicre sayis1 55°C’de 4.30
|Ogc|:u/cm2 bulunurken, E334 izolat1 65°C gibi daha yiiksek bir sicaklikta 4.79 |0gC|:U/cm2
olacak sekilde hesaplanan canli hiicre sayisina ulasmistir. Biofoulingde 6nemli olan ve
hareket yeteneklerini olusturan flagella yapilarinin E334 kodlu izolatin monotris, DSM

17127 kodlu susun ise lofotris tipte flagellaya sahip oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.1 E334 ve DSM 17127 bakterilerinin koloni morfolojileri

a. E334, b. DSM 17127 bakterilerinin MI besiyerinde olusturduklar1 24 saatlik koloni morfolojileri
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Sekil 4.2 A. pallidus E334 izolatinin pelikiil yapisi

a. 65°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda mikrotitrasyon plakasinin kuyularmmn yiizeyinde olusturdugu
pelikiil yapisi, b. Celik kupon deneylerinde optimum sartlarda hava-sivi ara yiizde olusan pelikiiliin solda
yandan ve sagda ise tistten gorintiisii

Sekil 4.3 A. pallidus E334 izolatinin kristal viyole deneyi goriintiileri

a. Polistiren mikrotitrasyon plakalarin duvarlarinda 65°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu
biyofilmin, {i¢ tekrarli kristal viyole boyamasinin, etanol-aseton ¢ozeltisi ile ¢6ziilmeden 6nceki ve, b
Sonraki goriintiisii
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Cam boncukla vorteksleme ve ylizeyden dogrudan kazima islemleri, biyofilmlerin
yiizeyden kaldirilmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Segilen iki bakterinin
paslanmaz c¢elik kupon yiizeyinde olusturduklar: biyofilmlerin cam boncuk ile
vorteksleme ve kazima islemlerinden sonra ajite edilmesi sonucu hespalanan canli hiicre
sayim sonuglar1 ¢izelge 4.3’de sunulmustur. Koloni sayim sonuglarina gore, her iki
bakteri i¢in de kazima yonteminin daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bu
bakterilerin canli hiicre sayilarmin yapildigi petri diliisyonu sonuglar1 Sekil 4.4’de
sunulmustur. Sonug olarak, paslanmaz c¢elik yiizeylerde E334 izolatinin, DSM 17127

susundan daha yiiksek sicakliklari tercih ederek biyofilm olusturdugu gézlenmistir.

Cizelge 4.3 Celik kupon ylizeylerinde olusan biyofilmlerin koloni sayim sonuglari
(CFU/mL) ile yiizey alana (cm?) diisen koloni olusturan birimlerinin
logaritmik olarak hesaplanmasi (I0gceurem?)

Bakteriler Yiizey alana diisen koloni sayim sonucunun logaritmasi
Kazima Cam boncuk ile vorteksleme
CFU/mL CFU/em? Logcruem CFU/mL  CFU/cm®  LOg cruem’
E334 (65°C) 247500 61875 4.79 86500 21625 4.33
DSM 17127 (55°C) 80000 20000 4.30 69000 17250 4.24
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Cam boncuk ile par¢alama sonucu yapilan seri diliisyon fotograflar Kazima ile parcalama sonucu yapilan seri diliisyon fotograflar:

Bakteri Direk 10? 107 Direk 10 107

E334
65°C

€0T

DSM
17127
55°C

4.24 109 cruiem 4.30 109 crurem

Sekil 4.4 E334 izolatinin ve DSM 17127 susunun optimum ¢alisma oncesi ¢elik kupon yiizeylerinde olusan biyofilmlerin koloni sayim
sonuglar1 (CFU/mL) ile yiizey alana (cm?) diisen koloni olusturan birimlerinin logaritmik olarak hesaplanmasina (logcrusem?)
iliskin diliisyon fotograflar



4.3 Bakterilerin Mikrotitrasyon Plakalarinda Gelisimleri ve Biyofilm Olusumlar
I¢in Gerekli Optimum pH, Tuz ve Sicakhik Gereksinimlerinin Saptanmasi

Bakterilerin gelisimleri i¢in gereksinim duyduklari optimum pH, tuz ve sicaklik istekleri
0., 6., 18., 24. ve 48. saatlerde ODsgsnm’de okutulmustur. Bu degerler, tiim sonuglarin

bir arada gosterildigi ¢izelge 4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4 Bakterilerin optimum pH, tuz ve sicaklik istekleri

Bakteri kodu Optimum pH Optimum tuz (NacCl) Optimum sicakhik
E334 pH 9.5 %1.0 65°C
DSM 17127 pH 8.0 %1.0 55°C

Bakterilerin gelisimleri i¢in gerekli optimum pH, tuz ve sicaklik degerlerinin
belirlenmesinin ardindan, bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere onlari
biyofilm olusumuna zorlayacak optimum kosullardaki biyofilm gelisimi igin gereken
pH, tuz ve sicaklik degerleri ayni plakanin, 48. saat sonundaki kristal viyole boyamasi
sonucunda, belirlenmistir. Bu degerler, sonuglarin topluca gosterildigi ¢izelge 4.5°de

sunulmustur.

A. pallidus E334 izolati pH 7.0-11.0 degerleri arasinda gelisebilmekte olup, optimal
olarak pH 9.5’da tiremektedir. Bu degerler biyofilm olusumunda ise, pH 7.0-9.0 olup,
optimal biyofilm gelisimi pH 7.5’da goriilmiistiir (Sekil 4.5). Izolat gelisiminin aksine
daha notral pH’da ve dar bir aralikta biyofilm iretmektedir. Alkali pH biyofilm
olusumunu inhibe etmistir. DSM 17127 susunun biyofilm iiretimi ve gelisimi i¢in
gereken pH degeri 8.0°dir. Her ne kadar gelisimi i¢in pH 5.5-10.5 araliklar1 uygunsa da,
biyofilm iiretimi daha dar bir aralikta ger¢ceklesmektedir (Sekil 4.6).

E334 izolat1 %0.5-4.0 araligindaki tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmektedir. Izolatin
optimal gelisimi %1, optimal biyofilm olusumu ise %1.5’dur. Ayrica, biyofilm olusum
araligi %0.5-3.0 gibi daha dar bir sinirdadir (Sekil 4.7). DSM 17127 susunda ise,

bakteri sadece %0-2 tuz konsantrasyonlarina dayanabilmekte ve gelisimi igin sadece
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%1 NaCl istemektedir. Ancak, sus biyofilm iiretebilmek i¢in hi¢ tuz istememektedir
(Sekil 4.8).

E334 izolati hem gelisimini hem de biyofilm iiretimini 50-65°C’ler arasinda
yapabilmektedir. Ancak, bakterinin optimal {iremesi igin gerekli sicaklik olan 65°C
biyofilm iiretimi i¢in sinirlandirict olup, biyofilm olusumu 60°C gibi daha diisiik bir
sicaklikta gergeklesmektedir (Sekil 4.9). DSM 17127 susu da E334 izolat1 gibi 50-65°C
araliginda geliserek biyofilm iiretebilmektedir. Ayrica, yiiksek sicaklik yine biyofilm
{iretimini kisitlamakta olup, optimal gelisimi E334 izolatina benzer sekilde 65°C iken,
biyofilm 60°C’de optimal olarak iiretilmistir (Sekil 4.10).

Cizelge 4.5 Bakterilerin biyofilm olusumlari i¢in optimum pH, tuz ve sicaklik istekleri

Bakteri kodu Biyofilm pH Biyofilm tuz (NaCl)  Biyofilm sicaklik
E334 pH 7.5 %1.5 60°C
DSM 17127 pH 8.0 %0 60°C
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E334

0,9
0,813

: NN

/
05 I
04 I —4—Geligim
/
/

0,6

OD595nm

=—Biyofilm

0,3

N \_,.4

0,0

4 5 6 65 7 75 8 85 9 95 10 11
pH

Sekil 4.5 E334 izolatinin gelisim ve biyofilm tiretimi i¢in gerekli optimum pH grafigi

DSM 17127
14
1,189
12
1,0

0,8

0,6 ﬁ \ == Geligim
/ \ == Biyofilm
0,4 / \
0,2

0,065

OD595nm

0,0
4 5 6 65 7 75 8 85 9 95 10 11

pH

Sekil 4.6 DSM 17127 susunun gelisim ve biyofilm iretimi i¢in gerekli optimum pH
grafigi
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E334
0,6
0,514
0,479

0,5

0,4
c
0 03 .
B / \ \ == Gelisim
O o2 —m—Biyofilm

0,1 !/ \

0,0

0 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Tuz konsantrasyonu

Sekil 4.7 E334 izolatinin gelisimi ve biyofilm iiretimi i¢in gerekli optimum tuz grafigi

DSM 17127

1,2
1,061

1,0

0,8

OD595nm

0,6
\ 0= Geligim
== Biyofilm

0,4

0171 \
0,2
0,0 \.’l—l—&-—g__.__—‘_

0 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Tuz konsantrasyonu

Sekil 4.8 DSM 17127 susunun gelisimi ve biyofilm tiretimi i¢in gerekli optimum tuz
grafigi
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1,8
16 /\\.
14

1,2 /
10 / / 1,089

0,8 / / == Gelisim
0,6 / / == Biyofilm
o4 WV

0,2
0,0

OD595nm

50°C 55°C 60°C 65°C
Sicakhik

Sekil 4.9 E334 izolatinin gelisimi ve biyofilm iiretimi i¢in gerekli optimum sicaklik
grafigi

DSM 17127

1,2
0,980

1’0 A
0,8 \
0,6
\T\ —o—Gelisim
0.4 == Biyofilm
" 0,344 !
0,2

pp—————r"

OD595nm

0,0
50°C 55°C 60°C 65°C
Sicakhk

Sekil 4.10 DSM 17127 susunun gelisimi ve biyofilm iiretimi i¢in gerekli optimum
sicaklik grafigi
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4.4 Bakterilerin Optimum pH, Tuz ve Sicakhk Konsantrasyonlarinda Paslanmaz
Celik Kupon Yiizeylerinde Biyofilm Olusturmalar:

Bu ¢alismada, bakterilerin belirlenen optimum pH, tuz ve sicaklik degerlerine gore TSB
besiyeri igerisindeki ¢elik kupon vyiizeylerinde olusturduklari biyofilmler, logcrusem’
cinsinden hesaplanmistir. Bu bakterilerin optimizasyon 6ncesi ve sonrasi mikrotitrasyon
plakalarinda ve ¢elik kupon yiizeylerinde olusturduklari biyofilm miktarlari ¢izelge 4.6-
4.7°de sunulmustur. Biyofilm ftretimleri optimizasyon Oncesi ile karsilastirildiginda,
tiim bakterilerde gerek mikrotitrasyon kuyularinda gerekse ¢elik kuponda dnemli 6lglide

artmastir.

Cizelge 4.6 Bakterilerin biyofilm {retimlerinin optimizasyon Oncesi ve sonrasi
polistiren mikrotitrasyon plaka yiizeylerinde olusturduklari biyofilm
miktarlarinin karsilagtirilmasi

Bakteriler Mikrotitrasyon plakadaki biyofilm miktari (ODsgs,m)
Optimizasyon oncesi Optimizasyon sonrasi
55°C 65°C 60°C

E334 0.308 1.116 3.286

DSM 17127 0.190 0.006 0.688

Cizelge 4.7 Bakterilerin biyofilm {iiretimlerinin optimizasyon Oncesi ve sonrasi gelik
kupon ylizeylerinde olusturduklar1 biyofilm miktarlarinin karsilastirilmasi

Celik kupon yiizeyindeki biyofilm miktar: (|Ogc|:ulcm2)

Bakteriler Optimizasyon éncesi Optimizasyon sonrasi
Sicakhk  Kazima Cam Sicakhk  Kazima Cam
boncuk boncuk
E334 65°C 4.79 4.33 60°C 5.1 5.7
DSM 17127 55°C 4.30 4.24 60°C 3.6 5.12
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4.5 Bakterilerin Biyofilmlerindeki EPS Bilesenlerinin Belirlenmesi

Biyofilmin EPS bilesenleri olan, karbonhidrat, protein ve eDNA igeriklerinin tayini igin

TSA besiyeri yiizeyinden toplanan biyofilm hiicreleri kullanilmistir.

4.5.1 Karbonhidrat miktar tayini

EPS bilesenlerinden olan karbonhidrat miktarim1  hesaplamak i¢in, farkli
konsantrasyonlarda kullanilan glukoz ¢6zeltilerine (x-ekseni) karsilik gelen absorbans
degerlerine (y-ekseni) gore bir kalibrasyon grafigi ¢izilerek sekil 4.11°de sunulmustur.
Standart egri yardimiyla, Eliza’da okunan absorbans degerine karsilik gelen
karbonhidrat miktar1 hesaplanmistir. Bakterilerin karbonhidrat miktarlari, kalibrasyon
grafigi verilerinden elde edilen standart egri formiili kullanilarak hesaplanmigtir. Bu
sonuglar sekil 4.12’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore DSM 17127 susunun
E334 izolatina gore, EPS igeriginde yaklasik iki kati kadar daha ¢ok miktarda

karbonhidrat icerdigi gozlemlenmistir.

y = 0,0037x - 0,0036

Karbonhidrat standarti R2=0.9913
0,45
0,40 Baas
0,35 O,il’(i/
0,30
0,252

0,25 0,220 *
0,196 /

0,20 *

0,15 %

0,10 ﬁ‘;

0,05 Ui)ﬁs/

0,00 0,024 . . . . : .
0 20 40 60 80 100 120
Glukoz (ng/mL)

OD490nm

Sekil 4.11 Karbonhidrat miktari 6l¢timii i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi
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Toplam karbonhidrat
30
24,8ug/mL
25 T
20
14,3pg/mL
=
E 15
g m Toplam karbonhidrat
10
5
0
E334 DSM 17127

Sekil 4.12 Bakterilerin karbonhidrat miktarlarinin karsilagtirmali grafigi

4.5.2 Protein miktar: tayini

EPS bileseninde bulunan protein miktarini hesaplamak i¢in farkli konsatrasyonlarda
kullanilan BSA ¢ozeltilerine (x-ekseni) karsilik gelen absorbans degerlerine (y-ekseni)
gore grafik cizilerek sekil 4.13’de sunulmustur. Standart egri yardimiyla Eliza’da
okunan absorbans degerine karsilik gelen protein miktar1 hesaplanmistir. Bakterilerin
protein miktarlar1 kalibrasyon grafigi verilerinden elde edilen standart egri formiilii
kullanilarak hesaplanmistir. Bu sonuglar sekil 4.14’de sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gore, DSM 17127 susunun EPS matriksinde E334 izolatina kiyasla oldukg¢a

fazla protein igerdigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.13 Protein miktar1 6l¢imii i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi

pg/mL

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Toplam protein

470ug/mL

210pg/mL

m Toplam protein

E334 DSM17127

Sekil 4.14 Bakterilerin protein miktarlariin karsilastirmal grafigi
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4.5.3 Genomik DNA ve ekzopolisakkarit bilesenlerinden eDNA icerigi

Genomik DNA ve eDNA konsantrasyonlari (ng/uL) ve safliklarini belirlemek igin
260/280 ile 260/230 oranlart Nanodrop cihazi ile olgiilmiistir. Genomik DNA ve
eDNA’nin varlig1 agaroz jel elektroforezi ile de tespit edilmistir. Ayrica genomik DNA
ve eDNA’larin molekiil agirliklar1  hesaplanarak kb cinsinden biiytikliikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.8’de ve agaroz jel goriintiileri sekil 4.15°de
sunulmustur. Agaroz jel gorintilerinde eDNA’larin, genomik DNA’lardan farkli
molekiil agirliklarina sahip olduklari gézlemlenmistir. Her iki bakterinin de genomik
DNA’larinin, eDNA’larindan daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica, EPS bileseni
olan eDNA’nin, E334 izolatinda, DSM 17127 susuna kiyasla matriksde daha yiiksek

konsantrasyonlarda bulundugu saptanmastir.

Cizelge 4.8 Genomik DNA ve eDNA konsantrasyonlari ve bityiikliikleri

Bakteri kodu Konsantrasyonu (ng/uL) Biiyiikliigii (kb)
Genomik DNA eDNA Genomik DNA eDNA
E334 205 247 24.5 214
DSM 17127 1101.2 766.8 27.6 20.9

E334 DSM 17127

—

-
< <& < < 8
A S A
S a a a
= & = 8 =

}

Sekil 4.15 Genomik DNA ve eDNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiilerine gore
molekiil agirliklarinin hesaplanmasi

Marker, Thermo, Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20000 bp.
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4.6 Bakterilerin Olusturdugu Olgun Biyofilmlerin DNaz I Enzimi ile Muamelesi
Sonucu eDNA’nin Fonksiyonunun Belirlenmesi

Gerek spektrofotometrik olarak gerekse Sekil 4.12°deki agaroz jel elektroforezi ile de
goriintiilenen eDNA’larin birer DNA molekiilii olarak varliklar1 kesinlestirilmistir.
Olgun biyofilmlerin, 2 ila 12 saat siiresince DNaz | enzimi ile muamelesi sonucu
enzimin biyofilm tizerine etkisi sekil 4.16’de, yiizde azalma degerleri ise sekil 4.17’deki
grafiklerde verilmistir. Bu sonuca dayanarak yiiriittiigimiiz c¢alismada, olgun
biyofilmlerin DNaz | enzimi ile muamelesi sonucu, her iki bakterinin de EPS’lerindeki
eDNA’larin DNaz | enzimine duyarli olduklari ve enzimin biyofilm kiitlelerinde bir
azalmaya sebep oldugu goézlemlenmistir. Ayni zamanda enzimin 2 saat igerisinde
etkisini gosterdigi gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, eDNA’nin biyofilmin stabilitesi
tizerinde 6nemli bir etkiye sebep oldugu ve giderim calismalarinda DNaz I enziminin

kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Ayrica, enzim muamelesinin biyofilm yapilarin1 zayiflattigi ve hatta %80 oraninda
giderdigi saptanmistir. Bu sebeple bu bakterilerin eDNA’sinin olgun biyofilm
matriksinin biitiinliigli ve saglamlig1 adina 6nemli bir yapisal rol oynadigt gorilmiistiir.
Bu veri, termofilik basillerde DNaz uygulamasi sonucu eDNA’nin duyarli oldugunun

gosterildigi ilk caligmadir.
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Sekil 4.16 Olgun biyofilmlerin DNaz | enzimi ile 2-12 saat muamele edilmeleri sonrasi

DNaz | enziminin etkisi
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biyofilm miktarlarindaki ylizde azalma (%) grafigi
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4.7 Genomik DNA ile eDNA’nin RAPD-PCR Analizleri ve DNaz I, RNaz A ve
Proteinaz K Enzimlerine Duyarhhiklar:

Genomik DNA ve eDNA’lar iizerinde OPR-1, OPR-2, OPR-10, OPR-13, OPR-15,
OPR-20, P1254 ve P1283 primeri kullanilarak yiiriitilen Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA-PCR (RAPD-PCR) ¢alismalarinda, genomik DNA’lar ¢ogaltilabilmis
olmasma ragmen, eDNA orneklerinden sonu¢ alinamamustir (Sekil 4.18). Termofilik
basillerin eDNA igerikleri hakkinda herhangi bir bilgi birikimi mevcut degildir ve bu
konu su ana kadar hi¢ ¢alisiimamistir. Tez kapsaminda eDNA’ya uygulanan rastgele
primerler ile RAPD-PCR analizlerinde herhangi bir bant profili ¢ikarilamamuistir.
Ancak, agaroz jel elektroforezi ve nanodrop cihazi dlgiimleri sonucunda saflastirilan
eDNA’larin birer DNA molekiilii olduklar1 ve yine eDNA’nin DNaz | uygulamasi
sonrasi olgun biyofilm stabilitesi tizerindeki 6nemleri tez ¢alismasinda kanitlanmistir.
eDNA ile yiritilen PCR reaksiyonlarinin sonu¢ vermemesinin  Sebebi
degerlendirilirken, eEDNA’larin genomik DNA’ya gore daha az stabil ve kirilgan oldugu

kanis1 goz oniinde bulundurulmalidir.

gDNA [P
)
S

-
z
=

)

M

Sekil 4.18 RAPD-PCR sonrasi, A. pallidus genomik DNA (gDNA) ve eDNA
orneklerinin agaroz jel gorilintiisii

Marker, Thermo, Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20000 bp.
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PCR direnci olan fakat olgun biyofilm igerisinde DNaz I’e duyarli olan eDNA’larin,
eDNA saflastirma isleminden sonra DNaz I, RNaz A ve Proteinaz K enzimleri ile
muamelesi sonucu kullanilan her ii¢ enzimle de sindirilemedikleri ve direngli olduklar:
gorilmistir. Bunun aksine, ayni bakteri biyofilmlerinden izole edilen genomik
DNA’larmn bu enzimlerden DNaz | ile tamamen hidrolize edildikleri gézlenmistir. Her

i¢ enzim muamelesi sonrasi genomik DNA ve eDNA’larin agaroz jel goriintiileri sekil

4.19’da sunulmustur.

E334 DSM 17127
A A

eDNA gDNA \ { eDNA gDNA \
=z =z =z =

Sekil 4.19 Bakterilerin genomik DNA (gDNA) ve eDNA’larinin DNaz | (1.45 mg/mL),

RNaz A (0.90 mg/mL), ve Proteinaz K (0.85 mg/mL) muamelesi sonrasi
elde edilen agaroz jel goriintiileri

Marker, Thermo, Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20000 bp.

Saf eDNA’larin, DNA, RNA ve proteinlere etki eden bu ii¢ enzimle par¢alanamamasi
tizerine, eEDNA’nin DNaz | direncinin daha detayli incelenebilmesi amaci ile, sekil
4.19°da 1.45 mg/mL olacak sekilde muamele edilen DNaz | konsantrasyonu daha da
arttirtlarak  1.7-3.0 mg/mL araligina kadar ¢ikarilmistir. Sekil 4.20’de verilen
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sonuclardan da saf eDNA’larda goriilebilecegi iizere, uygulanan DNaz I konsantrasyonu

arttirilmasina karsin, eEDNA’larin DNaz | direng desenlerinde bir degisim olmamistir.

eDNA
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w
E=N

DSM 17127

—

B —
I
—
———

1.7 mg/ml
2.5 ml/ml
3.0 mg/ml
1.7 mg/ml
2.5 mg/ml
3.0 mg/ml

Marker

Sekil 4.20 Bakteri eDNA’larina daha yogun DNaz | (1.7, 2.5, ve 3.0 mg/mL)
uygulanmasina karsin, enzim direnglerini gdsteren agaroz jel goriintiileri

Marker, Thermo, Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20000 bp.

4.8 Bakterilerin Mikrotitrasyon Plakalar licinde Bulunan Cesitli Abiyotik
Yiizeylerde Olusturduklar1 Biyofilm Yapilarimn incelenmesi

Her iki bakterinin polikarbonat, polipropilen, polivinil kloriir, paslanmaz g¢elik,
polistiren ve cam tabiatinda olan 6 farkli abiyotik yiizeyde olusturduklart
biyofilmlerdeki koloni sayimlarinin hiicre yiizey alanlarina boliinmesiyle elde edilen
oranlar (lOgCFu/CmZ) ile bu sonuglarin istatistiksel analizleri, ¢izelge 4.9 - 4.10°da
sunulmustur. Bakteriler ile kullanilan yiizeyler lizerinde olusturduklari biyofilm oranlari

arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bakterilerin
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tamaminin farkli abiyotik yiizeylerde olusturduklart biyofilmlerdeki koloni sayilarinin
yiizey alanina oranlari (logcpu/cmz) yine sekil 4.21 - 4.22’de grafik tizerinde, koloni
saymminin yapildigr petri gortntileri ise sekil 4.23’de sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gore E334 kodlu izolatta en iyi tutunma, polipropilen yiizey iizerinde
gozlemlenirken, DSM 17127 susu icin ise tutunmanin en ideal polikarbonat yilizey
tizerinde oldugu saptanmistir. Boylece, kullanilan abiyotik kuponun ylizey karakterine

bagl olarak, bakterilerin olusturduklar1 biyofilm miktarlar1 degisiklik gostermistir.

Cizelge 4.9 E334 kodlu bakterinin farkli abiyotik yilizeylerde olusturdugu biyofilm

miktar1
Kupon yiizeyleri E334
Ortalama CFU l0gcrurem” Logaritmik standart sapma

Polipropilen 1.95x10° 5.80 0.52
Cam 1.75x10° 5.75 0.17
Polikarbonat 1.55x10° 5.70 0.20
Paslanmaz ¢elik 7.95x10° 5.41 0.21
Polistiren 7.59x10° 5.39 0.24
Polivinil kloriir 8.02x10" 441 0.22

Cizelge 4.10 DSM 17127 kodlu bakterinin farkli abiyotik yilizeylerde olusturdugu
biyofilm miktar1

Kupon yiizeyleri DSM 17127
Ortalama CFU l0gcru/em” Logaritmik standart sapma

Polikarbonat 1.48x10° 5.68 0.36
Paslanmaz gelik 4.84x10° 5.12 0.38
Polivinil kloriir 3.43x10° 5.05 0.26
Cam 3.40x10° 5.04 0.18
Polistiren 3.31x10° 5.03 0.28
Polipropilen 1.00x10° 451 0.34
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A. pallidus E334 i¢in, hidrofobik ve diisiik yilizey enerjili bir materyal olan polipropilen
yiizey hiicre tutunmasi i¢in en ideal abiyotik substrat olarak belirlenmistir. Ayrica,
hidrofilik, piiriizsiiz ve pozitif yiizey yiikiine sahip cam, E334 hiicrelerinin tutunmasi

icin ikinci en uygun yiizey olarak saptanmustir.

M Polipropilen = Cam M Polikarbonat

H Paslanmaz celik ® Polistiren Polivinil klorir

5,80 5,75 5,70 5,41 5,39
4,41
I

Sekil 4.21 E334 kodlu izolatin farkli abiyotik yiizeylerde olusturdugu biyofilmlerdeki
koloni sayilarinin ylizey alanina oranlari

A. rupiensis DSM 17127 igin, hidrofobik ve diisiikk yiizey enerjili bir materyal olan
polikarbonat yiizey hiicre tutunmasi igin en ideal abiyotik substrat olarak belirlenmistir.
Ayrica, hidrofilik, piirlizsiiz ve pozitif ylizey yiikiine sahip paslanmaz celik, DSM

17127 hiicrelerinin tutunmasi i¢in ikinci en uygun yiizey olarak saptanmustir.
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DSM 17127 loggy/cm?

M Polikarbonat ™ Paslanmaz gelik ® Polivinil klortr

HCam M Polistiren Polipropilen

5,68
5,12 5,05 5,04 5,03

4,51

I I |

Sekil 4.22 DSM 17127 kodlu susun farkli abiyotik yiizeylerde olusturdugu
biyofilmlerdeki koloni sayilarinin yiizey alanina oranlari

E334 (Polipropilen) E334 (Cam)

5.80 Iog/cpu/cmz 5.75 Ioglcpu/cmz

DSM 17127 (Polikarbonat DSM 17127 (Paslanmaz celik)

Direk ) /

5.12 Iog/CFU/cm

ekil 4.23 E334 izolatinin ve DSM 17127 susunun en iyi tutunduklari iki abiyotik
yi
yiizeyde olusturduklart biyofilm koloni sayilarinin yiizey alanina orant
(log/cruren’) Ve koloni sayiminin yapildigi petri goriintiileri
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4.9 Bakterilerin Polistiren Mikrotitrasyon Plakalar Yiizeyinde Olusturdugu
Biyofilmlerin Kimyasal Olarak Giderimi

Bir ¢esit alkalen proteaz olan ve Bacillus licheniformis menseyli Subtilizin A, alkali
pH’da (pH 9.0-11.0) aktivite gosteren bir enzim olup, sanitasyon deneylerinde
kullanilmistir. Ayrica, enzimatik ajan subtilizin, bakteriyel tip VIII proteaz (optimal pH
7.5-10.0)’dir. Her iki proteazin da optimal pH’lar1 enzimatik aktivite i¢in birbirlerinden
farkli olmalarina ragmen, bu proteazlarim ikisi de endopeptidazdir ve proteinlerin peptit
baglarini ayirir ve serin proteazlarin aktif bolgelerindeki niikleofilik aminoasitler olarak
gorev yaparlar (Hedstrom 2002). Dahasi, enzimatik olmayan kimyasal ajan SDS,
anyonik bir siirfaktandir ve sahip oldugu negatif yiik ile proteinleri denatiire eder ve
proteinlerin birincil yapisina dondiirerek ii¢ boyutlu konformasyonunu degistirir. EPS
matriks analizlerinde E334’de yiiksek protein igerigi gozlemlenmistir. Bu yiizden,
matriks sonuglari ile de parallel sekilde, E334 biyofilmi {izerine en ¢ok proteinlere etki
eden temizleme ajanlari giderimde basarili olmustur. DSM 17127 biyofilmi igin ise, en

etkili kimyasallar alkalen proteaz, tripsin ve nisin olarak belirlenmistir.
Her iki bakteri biyofilmlerinin, etken maddelerle muamelesi sonucunda, kristal viyole

boyamasi ile spektrofotometrik olarak Olcililen biyofilm miktarlarindaki % giderim

oranlari, sekil 4.24 - 4.26°da grafiklerde gosterilmistir.

124



E334 giderim yiizdeleri
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Sekil 4.24 E334 biyofilmlerinin, etken maddelerle muamelesi sonucunda,
spektrofotometrik olarak oOlgiilen biyofilm miktarlarindaki % giderim
grafigi
DSM 17127 giderim yiizdeleri
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Sekil 4.25 DSM 17127 biyofilmlerinin, etken maddelerle muamelesi sonucunda,

spektrofotometrik olarak Olcililen biyofilm miktarlarindaki % giderim
grafigi
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E334 ve DSM 17127 giderim yiizdeleri
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Sekil 4.26 Kullanilan 15 kimyasalin her iki bakteri {izerindeki genel etkilerini gosteren
grafik

Elde edilen sonuglara gore, biyofilme etki eden ajan igeriklerinin yiizdesi bakteriye gore
degisiklik gostermektedir. Giderim ¢alismalarinda tercih edilen etken maddelerin her iki
bakterinin biyofilmleri {izerindeki toplam etkileri degerlendirildiginde, en etkin
bilesenin Bacillus licheniformis kaynakli alkalen proteaz (%97.7) oldugu gériilmektedir.
Enzimatik muameleye tabi tutulan biyofilm 6rneklerindeki matriks proteinlerinin bu
sonuclar dogrultusunda serin proteazlarca etkin bir sekilde yikima ugradigi
goriilmektedir (Alkalen proteaz %97.7, Subtilizin %88.1). Nisinin her iki bakteri
biyofilmleri {izerinde yiiksek bir etkinlik gostermesinden Otiirii, bu bakteriyosinin
termofilik basillerin biyofilmlerine kolaylikla penetre olabilmesi ve biyofilm katmanlari
icerisindeki basillerin membranlari {izerinde etki gdsterebilmesi kuvvetle muhtemeldir.
Bu baglamda uzun yillardir gida koruyucusu bir etken olarak kullanilan nisinin,
termofilik basillerin biyofilmleriyle miicadelede tercih edilebilecegi goriilmektedir. SDS
gibi deterjanlar, siit ve siit tirtinlerinin islendigi gida ¢evrelerinde sanitasyon ajani olarak
kullanilmaktadir. SDS’in  6zellikle gidalarin  islendigi  yiizeylerin  mekanik
temizliklerinde tercih edilen bir ajan oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, ilgili
etkenin yine termofilik basillerin biyofilmlerinin giderimde yiiksek etkinlik gosterdigi

anlasilmaktadir (%92.5). Biyofilm gideriminde higbir surette etki gostermeyen tek ajan,
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cok yonlii bir oksidan ve oksitleyici etken olarak yaygin bir kullanim alania sahip
potasyum monopersiilfat (%0.8) olarak saptanmistir. Sonug olarak, mikrotitrasyon
plakalarinda kiigiik hacimde yiiriitiilen bu ¢alisma sonucunda, hangi bakterinin biyofilm
kiitlesinin, kullanilan ajanlarindan hangisi uygulandiginda en ¢ok giderilebildigine dair

net veriler elde edilmistir.

4.10 Aeribacillus pallidus E334 izolatinin Polipropilen ve Cam Yiizeyler Uzerinde
Olusturdugu Biyofilm Yapisinin CLSM ile Goriintiilenmesi

Giderim ve mikroskobi tekniklerine odaklanilan bu basamakta referans sus ¢alisilmamis
olup, sadece E334 izolat1 ile ¢alisilmistir. Bir 6nceki ¢alisma sonuglarindan elde edilen
verilere gore, E334 kodlu bakteri icin en etkili iki giderim ajani ve kupon ylizeyi
belirlenmistir. Mikroskobik analizlerden once canli hiicreleri boyayarak yesil floresan
veren Syto 9 (uyari/emisyon: 485/498 nm) ve kirmizi spekturumda isiyarak oli
hiicreleri boyayan Propidyum iyodiir (PI), (uyari/emisyon: 535/617 nm) boyalar: ile en
ideal yiizeyler olan cam ve polipropilendeki biyofilm preparatlari boyanmistir. CLSM
analizi sonucunda cesitli yiizeyler i¢in elde edilen fotograflar sekil 4.27 - 4.28’de
gosterilmistir. Sekil 4.27°de cam ve polipropilen yiizeylerdeki biyofilm kiitleleri 1’er
pm’lik ince kesitlerle taranmistir. Bu taramada bakterinin polipropilen yiizeyde 20
saatte ¢cok daha genis alanlarda 17 um kadar kalin biyofilmler olusturabildigi, cam
yilizeye tutunmanin ise daha zayif oldugu ve ylizeyin sadece belirli bolgelerinde 4 pm
kadar ince biyofilmler olusturdugu gozlenmistir. Ayrica bu abiyotik yiizeylerden
hidrofobik tabiatli plastik materyal polipropilende 3.45 logcpu/cmz, pozitif yiikli,
hidrofilik ve diiz bir ylizey olan camda ise 2.66 |0g¢|:u/cm2 canli hiicre sayilmistir. Sekil
4.27.b’deki polipropilen kontrol yiizeyinde 13-17. Kesitlere tekabiil eden biyofilmin alt
kismi c¢ogunlukla 6l hiicrelerden olusmusken, biyofilmin tepe kismi ise canli
hiicrelerden olugsmustur. Bunun yaninda 7-9. Kesitler arasinda canli hiicrelerin gomiilii
oldugu, floresan 6zellik gostererek sariya boyanan ag seklinde bir EPS matriksi goze
carpmaktadir. Yesil floresanla boyanan canli hiicreler, bir araya gelerek bu network-
benzeri EPS yapisinin iginde mikrokoloniler olusturmuslardir (kesit 6-10). Sekil 4.27.
a’daki camin kontrol ylizeyinde ise daha diiz ve daginik, cogunlukla 6lii hiicrelerden
olusan bir biyofilm olusumu gozlenmistir. Hiicreler polipropilendeki gibi tiim yiizeyi

kaplamamistir. Yine bu ylizeyde kirmizi floresanin alt kesitlerde, canli hiicreleri ifade
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eden yesil floresanin ise orta ve ist kesitlerde yogunlastigi gozlenmistir. Sekil 4.28°de
goriildiigii tizere ayni alanin sadece yesil (Sekil 4.28.a), sadece kirmizi (Sekil 4.28.b) ve
hem kirmizi hem de yesil (Selik 4.28.c) lazer kaynaklar1 kullanilarak goriintiilenen
CLSM ince kesiti siralanmistir. Bu siralamada yesil ile boyali ilk sekil canli hiicreleri,
kirmiz1 ile boyali kisimlar ise 6lii hiicreleri gdstermektedir. Her iki goriintii iist liste
cakistirildiginda ise (Sekil 4.28.c) EPS matriksinin floresan ozelligine bagli olarak
ortaya c¢ikan sari fibriller goriilmektedir. Ayrica, ilk iki kesitte isaretlenmis alanlarin
Sekil 4.28-c’de ortas1 sari, etrafi yesil canli hiicrelerle cevrili bir alan olusturdugu
goriilmektedir. Sekil 4.28.a, b’de okla gosterilen kisimlar hem Syto 9 hem de Pl ile
boyanmasima karsin, kesitler cakistirildiginda bu 4.28.c’deki kisimlar sar1 renge
boyanmistir. Bu alanda PI, eDNA’y1 da boyadigindan sar1 alan eDNA, etrafinda ise onu

cevreleyen yesil floresan 6zellikli canli hiicreler goriilmektedir.
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5.0 pm

Sekil 4.27 20 h gelistirilen A. pallidus E334 biyofilmlerinin ii¢ boyutlu CLSM
projeksiyonlari. Biyofilmler canli hiicreleri gosteren (yesil floresan) Syto 9
ve oOlii hiicreleri gosteren PI (kirmiz1 floresan) boyalar ile boyanmistir. Tiim
konfokal kesitleri biyofilmin digindan i¢ine dogru alinmistir.

a. Camda, z-ekseninde 4 konfokal kesitine ait imaj elde edilebilmistir, b. Polipropilen yiizeyde z-
ekseninde toplam 17 kesit goriintiisii elde edilebilmistir. Bu yiizeyde EPS matriksine gomiilii halde ve
cogunlukla canlt hiicrelerden olusan mikrokoloniler goriilebilmektedir (Kesit 6-10).
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10 ym

Sekil 4.28 E334 izolatinin 20 h gelistirilmesi sonras1 polipropilen ylizeyden alinan 3D
CLSM Kesitinin goriintiisii.

a. Yesil, b. Kirmuiz1 renkli iki farkli lazer kaynagi ve, c. Her iki gériintiiniin ¢akistirilmasiyla elde edilen

mikroskobik biyofilm goriintiisii. Oklar eDNA’y1 isaret etmektedir.

4.11 Aeribacillus pallidus E334 izolatimin Polipropilen ve Cam Yiizeylerdeki
Biyofilmlerinin Giderimi ve Bununla Mliskili CLSM Sonuclar

Bu calismada ise, CLSM ile mikroskobi ¢alismalar1 yapilarak, E334 izolat1 i¢in en ideal
iki yiizey olan polipropilen ve cam kuponlardaki biyofilmlerin, en etkili iki ajan olan

SDS ve ALP ile giderim Oncesi ve sonrasina ait biyofilm preparatlar1 incelenmistir.
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Giderim Oncesi Giderim sonrasi
Kontrol SDS ALP

PP

Cam FEEE

Sekil 4.29 E334 izolatinin 20 h gelistirilmesi sonrasi, polipropilen (PP) ve cam
yiizeylerde olusturulan biyofilmlerinin giderim Oncesi ve sonrast CLSM
goriintiileri.

a. Giderim 8ncesi incelenen kuponlarin iki boyutlu kesitleri, b. PP ve cam yiizeylerde SDS ve alkalen
proteaz (ALP) ile giderim sonrast incelenen kuponlarimn iki boyutlu kesitleri. Giderim sonrasi elde edilen
son iki cam kesiti, sadece epifloresan mikroskobu ile goriintiilenebilmistir.

CLSM g¢alismasinda, SDS ve ALP ile giderim galismasi dncesi (Sekil 4.29.a) ve sonrasi
polipropilen ve cam yiizeylerdeki biyofilmlerin yogunluklar1 ile % giderim oranlar
cizelge 4.11°de sunulmustur. Bu verilere gore, E334 izolatinin cam yiizeyde 4.0 um gibi
ince bir biyofilm olusturdugu gérilmiistiir (Sekil 4.29.a). SDS ve ALP ile muamele
sonrast cam yiizeydeki 4.0 pm’lik tim biyofilm kiitlesinin tamaminin giderilebildigi,
ancak canli hiicre sayimlarinda ise SDS ile %85.3 ve ALP ile de yaklasik %25.9
oranlarinda canli hiicre giderimi yapilabildigi belirlenmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.29.b).
Ayrica, E334 kodlu bakterinin en iyi tutundugu yiizey olarak saptadigimiz polipropilen
yiizeyde bakterinin kalin bir biyofilm olusturarak 17.0 pm kalinliginda yogun bir
biyofilm irettigi ve bu biyofilmin cam yiizeydekinden cok daha kalin oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.29.a). SDS ve ALP ile giderim sonrasi, polipropilen kupondaki
biyofilm iizerinde bulunan 3D canli/6li hiicre biyokiitlesi, 40X’lik objektif ile
incelendiginde, 17.0 pm kalinligindaki muamele edilmemis kontrol kuponuyla
kiyaslandiginda, kalinlig1 sirasiyla 7.0 pum ve 8.0 um’ye kadar diistiigii belirlenmistir.
Buna gore, SDS ve ALP ile polipropilen kupon yiizeyinden biyofilm kiitlesinin giderim
oranlar1 %58.8 ile %52.9 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.30). Bu yiizeyde
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ozellikle alkalen proteaz ile biyofilm kiitlesi tamamen giderilememis (%52.9) olmasina
ragmen, biyofilmdeki canli hiicrelerin tamaminin giderilmis olmasi énemli bir giderim
basarisidir. Polipropilen ylizeyde ALP ile giderim sonrast koloni sayiminda hig
iiremenin olmamasi, secilen ideal giderim ajaniyla uygulanan kosullar dahilinde,
biyofilm kiitlesindeki tim bakteri hiicre ve sporlarinin 6ldiigiine isaret etmektedir.
Polipropilen yiizeyde SDS ile giderim sonrasi ise biyofilm kiitlesinin %58.8 giderildigi

goriiliirken, canli hiicre sayimlarinda %57.1 giderim saglandig: tespit edilmistir.

Yine, sekil 4.29°da gosterildigi gibi polipropilen yiizeyde yesile boyali canli hiicrelerin,
ortimcek ag1 yapisina benzer bir matriks i¢ine gomiildiikleri ve bu matriksin biyofilm
hiicrelerini bir arada tuttugu goriilmektedir. EPS bilesenlerinden protein ve eDNA
iceriginin kantitatif analizlerde ¢ok yogun oldugunun bulunmasi ve kullanilan giderim
ajanlar1 olan SDS ve ALP’in 6zellikle proteinlere etki ettigi diisiiniildiigiinde, giderim
stratejisinin dogru olarak kurgulandigi ve bunun da giderimin basarisini arttirdigi
saptanmistir. Alkalen proteaz ile polipropilen yiizeyinden canli hiicrelerin tamaminin ve
alkalen proteaz ve SDS ile cam yiizeylerden %100 (biyokiitlenin) giderimi CLSM ile de

basartyla goriintiilenmistir.

Biyofilm kiitlesinin ve canl biyofilm hiicrelerinin giderimi
%100 %100 %100 %100 % 100
100
%85.3
_ 80
2 %58.8
~ 098.8 %57.1
g %52.9
<
N
S 40
S %25.9
=
~ 20 —
0
Kontrol PP-SDS PP-ALP Cam-SDS Cam-ALP
E Biyofilm kiitlesinin giderimi Canli biyofilm hiicrelerinin giderimi

Sekil 4.30 Polipropilen (PP) ve cam yiizeyleri {izerinde gelistirilen E334
biyofilmlerinin, SDS ve alkalen proteaz (ALP) ile muamelesi sonrasi
biyofilm kiitlesi ve canli hiicreler {izerindeki etkilerinin gosterildigi
giderim ylizdeleri

132



Cizelge 4.11 E334 kodlu izolatin giderim dncesi ve sonrasi canli hiicre sayimi ve CLSM

sonugclari
Kullanilan ideal abiyotik yiizeyler
E334 biyofilmi Polipropilen Cam
Giderim oncesi Ortalama Standart Ortalama Standart
sapma sapma
Koloni sayimu/yiizey alan 3.45 10gcrusem’ 0.25 2.66 10gcrusem’ 0.14
Biyofilm kalinlig1 (3D) 17.0 pm 0.34 4.0 pm 0.50
SDS ile giderim sonrasi Ortalama Ortalama
Koloni sayimi/yiizey alan 1.5 10gcrusen” 0.10 0.4 10gcrurem’ 0.10
Koloni  sayismna  gore %57.1 %85.3
giderim oran
Biyofilm kalinlig1 (3D) 7.0 um 0.50 -
Biyofilm kiitlesine gore %58.8 %100
giderim orant (CLSM)
ALP ile giderim sonrasi Ortalama Ortalama
Koloni sayimi/yiizey alan Ureme yok 2.0 10gcry/em 0.74
Koloni  sayisina  gore %100 %25.9
giderim orani
Biyofilm kalinlig1 (3D) 8.0 um 0.50 -
Biyofilm kiitlesine gore %52.9 %100

giderim oran1 (CLSM)

E334 izolatimin EPS matriksinde, yiiksek protein igerigine sahip oldugundan diger
bilesenler ve hiicreler arasinda bir ag yapist olusmustur. CLSM’de canli hiicrelerin
tutundugu ve matriks icinde gomiili olarak  mikrokolonilerin  olustugu
goriilebilmektedir. Bu yiizden protein igerigi, matriks stabilitesinde ve A. pallidus E334
biyofilmlerinin korunmasinda ¢ok Onemli olabilir. Sonug¢ olarak, biyofilm kiitlesini
gidermede basarili olunan SDS ve canli biyofilm hiicrelerinin gideriminde basarili
olunan ALP ajanlar1 bir arada kullanildiklarinda, giderimde sinerjistik etkilerinin ¢ok

daha yiiksek olabilecegi goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Termofilik basillerin ¢esitli ylizeylere tutunarak genel biyofilm karakteristiklerinin
anlasilmasi, sporlu bakterilerin pek c¢ok endiistriyel siiregte olusturduklari
kontaminasyonu azaltabilmek ve etkili sanitasyon programlariin gelistirilmesi adina
onem arz etmektedir. Dolayisiyla, termofilik basillerin biyofilm olusumlar1 ve bu
biyofilmlerin giderimi ile ilgili 6nemli veriler, literatiirde ilk defa bu tez ¢aligmasiyla

ortaya ¢ikarilmistir.

Tez c¢alismasi Oncesinde tamamlanan proje  sonuglarimiza  gore  kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan 145 endospor olusturan basilin genel biyofilm iiretim
kapasiteleri taranmis ve bunun sonucunda bu basiller arasindan termofilik {ireme
gostererek, yiiksek miktarda biyofilm olusturabilen Aeribacillus pallidus E334 kodlu
termofilik basil izolat1 ve pozitif kontrol olarak da Anoxybacillus rupiensis DSM 17127
referans aday susu secilmistir. Secilen bu iki termofilik bakteri, polistiren
mikrotitrasyon plakasit kuyucuklarmin yanisira, celik kupon yiizeylerine de iyi
tutunduklarindan, giderim calismalarinda daha etkili olacaklar1 6n goriildiiglinden, tez
caligmalarina dahil edilmistir. Tez ¢alismalarinda, bu iki bakterinin gelismeleri igin
thtiya¢ duyduklar1 optimum pH, tuz ve sicaklik degerleri saptanmistir. Ardindan,
biyofilm olusumu ic¢in gerekli optimum pH, tuz ve sicaklik degerleri polistiren
mikrotitrasyon plakalarinda Ol¢iilmistiir.  Bakterilerin  biyofilmlerindeki EPS
bilesenlerinden karbonhidrat, protein ve eDNA miktarlari saptanmis ve bu bilegenlerden
eDNA’nin varligi molekiiler biyolojik calismalar ile kanitlanmis, ayrica bakterilerin
olgun biyofilmlerinin DNaz | enzimi ile muamelesi sonucu eDNA’nin EPS’deki 6nemi
belirlenmistir. Bakterilerin polikarbonat, paslanmaz ¢elik, polivinil kloriir, polipropilen,
polistiren ve cam menseyli 6 farkli abiyotik ylizeyden hangisinde yiiksek miktarda
biyofilm {irettikleri saptanmistir. Bakterilere ait biyofilmlerin, 15 farkli kimyasal
giderim ajani ile belirli sicaklik ve siirelerde muamelesi sonucunda, hangi bakteride,
hangi giderim ajaninin biyolojik giderimde daha ¢ok etkili oldugu, mikrotitrasyon
plakalar1 kullanilarak belirlenmistir. Bu asamadan sonra yiiriitilen giderim ve
mikroskobi ¢aligmalar1 ise sadece E334 izolat1 ile yapilmis olup, E334 igin en ideal

giderim ajanlar1 olduklar1 belirlenen ALP ve SDS varliginda polipropilen ve cam
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yiizeylerde olusturulan biyofilmlerde, giderim Oncesi ve sonrasi biyofilm yapist
hakkinda, hem canli hiicre sayimi sonuglari hem de CLSM ile elde edilen biyofilm

kiitlesi verileri dogrultusunda 6nemli bulgular elde edilmistir.

Termofilik A. pallidus E334 izolati, Gram pozitif, amilaz negatif, ¢ubuk seklinde
endospor olusturabilen, hareketli bir basildir. A. rupiensis ise A. pallidus’tan farkli
olarak amilolitik aktivite gostermemektedir (Cihan vd. 2011). A. pallidus E334 izolat
ve A. rupiensis DSM 17127 referans susu pelikiil olusturabilen, ayrica paslanmaz ¢elik
ve polistiren plakalar iizerinde giiglii biyofilmler olusturabilen bakterilerdir. E334
izolatinin optimum gelisim degerleri 65°C, pH 9.5 ve %1 NaCl konsantrasyonunda
olup, optimum biyofilm olusumu ise 60°C, pH 7.5 ve %1.5 NaCl konsantrasyonundadir.
DSM 17127 susunun ise, optimum gelisim degerleri 55°C, pH 8.0 ve %1 NaCl
konsantrasyonunda olup, optimum biyofilm olusumu ise 60°C, pH 8.0 ve % 0 NaCl
konsantrasyonundadir. Bu sonuglara gore, E334 izolatinin biyofilm olusumunun,
tireyebildigi pH degerlerinden daha dar bir aralikta gerceklestigi ve ¢cok daha diisiik bir
pH’da biyofilm irettigi goriilmiistir. DSM 17127 susu ise, yine E334 gibi dar pH
araliginda biyofilm tretebilmis, ancak biyofilm olusumu ve gelisimi i¢in optimal pH
degeri ayn1 kalmistir. Bu da sadece E334 i¢in notral pH’in biyofilm olusumu i¢in
sinirlandirict bir etkisi oldugunu gostermektedir. Tuz gerksinimine bakildiginda, E334
izolatinin gelismek icin halotolerant oldugu (%0.5-4.0), fakat optimal biyofilm
olusumunda daha yiiksek bir tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ duydugu gozlenmistir. DSM
17127 susu ise gelisiminde %1 kadar tuzu tolere edebilse de, biyofilm iiretirken hi¢ tuz
istememis ve tuz onun biyofilm olusumu i¢in siirlandirict etki gostermistir. Son olarak,
her iki bakteri de 50-65°C arasinda hem gelisebilmis, hem de biyofilm iiretebilmistir.
Ancak, optimum gelisimleri igin gerekli olan 65°C, biyofilm optimumlari i¢in 60°C’ye
diismiistiir. Bu da her iki bakteri i¢in yiliksek sicakliklarin biyofilm olusumunu

kisitladigina isaret etmektedir.

A. pallidus E334’iin EPS bilesenlerindeki toplam protein ve karbonhidrat degerleri
strastyla 210 pg/mL and 14.3 pg/mL olarak 6l¢ililmiis olup, DSM 17127 igin degerler
strastyla, 470 pg/mL and 24.8 pg/mL olarak Sl¢iilmiistiir. E334 izolatinin EPS matriksi,

yiiksek protein igerigine sahip oldugundan diger bilesenler ve hiicreler arasinda bir ag
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yapist olusturabilmektedir. CLSM incelemesinde canli hiicrelerin tutundugu ve matriks
icinde gomiili olarak mikrokoloniler olustugu goriilmiistiir. Bu yiizden protein, matriks
stabilitesinde ve A. pallidus E334 biyofilmlerinin korunmasinda ¢ok 6nemli olabilir.
Dahasi, saflagtirilmis genomik DNA miktar1 E334 i¢in 205 ng/uL iken, DSM 17127
icin 1101.2 ng/uL olarak Sl¢iilmiistiir. EPS’deki saf eDNA’nin miktari, E334 i¢in 247
ng/uL, DSM 17127 i¢in ise 766.8 ng/uL olarak Olclilmistir. Genomik DNA ve
eDNA’nin molekiiler agirliklart birbirlerinden farklilik gostermis olup, E334 ile DSM
17127°nin genomik DNA ve eDNA’larinin molekiiler agirliklar1 sirasiyla 24.5 kb - 21.4
kb ve 27.6 kb - 20.9 kb’dir. Genomik ve eDNA arasindaki bant profillerindeki
farkliliklar tespit etmek i¢in uygulunan RAPD-PCR analizi sonucu, sadece genomik
DNA’da bant profile olusturabilmisken, kullanilan primerler ile eDNA herhangi bir
amplikon vermemistir. Ancak, yine de EPS matriksinde bulunan eDNA’nin varligi,
agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometrik DNA o6lgiimleri ile dogrulanmistir.
Biyofilm hiicrelerin genomik DNA’sinda elde edilen pozitif PCR reaksiyonlarina
karsin, eDNA PCR deneylerinde herhangi bir sonu¢ vermemistir. Cogu mezofilik
bakterilerden eDNA’lar izole edilmistir. Bacillus, Staphylococcus, Helicobacter,
Salmonella, Pseudomonas ve Listeria gibi tiirlerle yiiriitiilen bu ¢alismalarda PCR
reaksiyonlar1 pozitif sonu¢ vermistir (Vilain vd. 2009, Grande vd. 2010, Harmsen vd.
2010, Shields vd. 2013, Wang vd. 2013, Dengler vd. 2015). Ancak, simdiye kadar
literatiirde termofilik basillerin eDNA igerigi hakkinda herhangi bir bilgi mevcut
degildir. Dolayisiyla, bu caligmada eDNA ile iligkili amplifiye edilemeyen PCR
reaksiyonlarinin ve matriksde eDNA varliginin kanitlanmasi sebebiyle, bu iki DNA
molekiilii arasindaki farkliligin, eDNA’nin ve genomik DNA’nin katlanma tipi ve
konformasyonel stabilite farkliliklarindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilabilir. Bu
farklilik, PCR reaksiyonlarinda DNA polimerazin hedef eDNA’ya ulasamamasindan
kaynaklanabilir. Hem genomik DNA hem de eDNA’nin saflastirilmasi asamasinda
benzer kimyasal ekstraksiyon metodlari uygulanmasina ragmen, Kimyasal
muamelelerden sonra eDNA yeniden diizenlenmis ve daha ¢ok kompakt hale gelmis

olabilir ve daha ¢ok katlanarak yogun bir 3D yap1 kazanmis olabilir.

E334 ve DSM 17127 olgun biyofilmlerinin 2 ila 12 saat siiresince DNaz I enzimi ile

muamele edilmesi sonucu, pozitif kontrol ile arasinda Onemli farkliliklar
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gozlemlenmistir. E334 olgun biyofilmleri, 2 saat enzimle muamele sonrasinda biyokiitle
giderimi %86.8 olurken, inkiibasyon siiresi arttirilarak 12 saate c¢ikarildiginda ise,
giderim oran1 %79.7 olarak bulunmustur. DSM 17127 i¢in ise, 2 saat enzimle muamele
sonrasinda biyokiitle giderimi %80.0 olurken, 12 saat sonunda giderim orani %88.0
olarak bulunmustur. Genomik DNA’lari, DNaz I, RNaz A and Proteinaz K ile muamele
edildiginde, sadece DNaz I enzimi tarafindan parcalanmiglardir. Bunun aksine,
eDNA’lar1 bu enzimlerin hi¢birinden etkilenmemistir. eDNA’nin DNaz | enzimine
direngliligini dogrulamak i¢in, DNaz I enziminin daha yiiksek konsantrasyonlari
uygulanmistir; ancak herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir. Saflastirilan
eDNA’nin, DNaz [ enzimine direncglilik gostermesi, enzimin EPS bilesenlerinden
protein ve karbonhidratdan arinmis ¢iplak eDNA’nin kendi iizerine daha siki bir
katlanma yapis1 gostermesi yiiziinden hedef DNA’ya kolaylikla erisememesi seklinde
aciklanabilir. Saflagtirma asamalarinda, genomik DNA ve ¢eDNA igin benzer kimyasal
saflagtirma yontemleri uygulanmasina ragmen, e¢DNA muhtemelen kimyasal
muamelelerden sonra yeniden diizenlenmis ve ilave katlanmalar ile siki bir yapi

kazanmis olabilir.

Yiiriitiilen bu ¢alisma, PCR reaksiyonlarinda eDNA ¢ogaltilamamis olmasina ragmen,
EPS matriksinde eDNA varligi ve DNaz I duyarlilig1 tespit edilmistir. Dahasi, matriks
icerisinde gomiilii olan eDNA, DNaz I’e duyarli iken, saflastirilan eDNA molekiilii
DNaz I’e direngli hale gelmistir. Tiim bu sonuglar, saflagtirilmis eDNA’nin katlanma
motifi degiskenligi ve konformasyon stabilitesi ile agiklanabilir. Dolayisiyla, protein ve
karbonhidrat agindan ayrilan saf eDNA molekiilii muhtemelen daha siki sekilde
paketlendiginden, PCR reaksiyonunda polimeraz enzimi hedef eDNA’ya ulasgamamis ve

PCR amplifikasyonu ger¢eklesememistir.

eDNA’larin DNaz I enzimine duyarliliklart E334 icin %86.8, DSM 17127 igin ise
%80.0 oldugu belirlendiginden, olgun eDNA’nin biyofilmlerin birer yapisal bileseni
olarak 6nemi ortaya koyulmustur. Elde edilen sonuglara gore DNaz I direngliligi, iki
hipotez ile agiklanabilir. Birincisi, eDNA {iizerinde olusan metilasyon desenleriyle ve
digeri ise, eDNA’nin yapisal olarak daha stabil ve daha siki1 bir sekilde paketlenmesi

sonucu enzimin hedef eDNA’ya ulagsamamasi ile iliskilendirilebilir. Bu nedenlerden
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dolay1r, hem PCR reaksiyonlardaki DNA polimeraz hem de DNaz | enzimlerinden
hi¢biri eDNA’ya ulasamamis olabilir (Hewish 1977, Burgoyne vd. 1978, Grande vd.
2010, Jakubovics vd. 2013). Ayrica, mikrotitrasyon plaka deneylerinde her iKi
bakterinin olgun biyofilmi iizerine DNaz I enziminin, biyofilm kiitlesini dagitarak etki
etmesi, DNaz I direncini gosterecek mevcut bir metilasyon deseninin olmadigina isaret
etmektedir. Bu sonuglara gore ikinci hipotez olan, saflastirma asamasindan sonra daha
sik1 paketlenmis eDNA’nin varligi daha olasidir. EPS matriksi igerisinde, protein ve
karbonhidrat bilesenlerinin varlig1 ve onlarin eDNA ile ekilesimleri sonucu matrikste
ortimcek ag seklinde bir ag olusabilmektedir ve bdylece olusan bu {i¢ boyutlu yapi ile
eDNA’nin stabilitesi artabilir ve daha siki paketlenebilir. E334 biyofilm bileseni
eDNA’lar muhtemelen protein ve karbonhidratlar ile etkilesimleri yiiziinden, 6riimcek
agina benzer bir ag goriintiisiindeki matriksde daha gevsek ve acilmis bir
konformasyona sahip olabilirler. Ancak, bdoyle bir durumda DNaz veya polimeraz

enzimleri etkilerini gosterebilecektir.

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda olgun biyofilmler ilizerine DNaz I enziminin etki ettigi
veya etmedigi ile ilgili sonuglar elde edilmistir. Calismalarin bir ¢ogu, DNaz
enzimlerinin ¢ogu mezofilik bakteri ve mantarlarin biyofilm gelisimlerini
engelleyebildigini ve dagitabildigini géstermistir (Whitchurch vd. 2002, Tetz vd. 2009,
Nijland vd. 2010, Harmsen vd. 2010, Martins vd. 2010). Diger taraftan, mezofilik
bakterilerin biyofilmlerinin eDNA igeriginin DNaz enzimlerine direngli oldugunu
gosteren de pek ¢ok caligma mevcuttur (Grande vd. 2010, Lappann vd. 2010, Shields
vd. 2013). Ancak su ana kadar literatiirde eDNA saflastirdiktan sonra, DNaz | enziminin
direncliligine veya PCR ile ilgili DNA polimeraz direngliligine dair herhangi bir
calisma yoktur. Bu sonuglar, termofilik bakterilerden izole edilen eDNA’nin

termostabilitesiyle de baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir.

E334 izolatinin, 6 farkli yiizey igerisinde (paslanmaz g¢elik, cam, polivinil kloriir,
polipropilen, polistiren, polikarbonat) en iyi polipropilen ve cam yiizeyine tutunarak
biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Polipropilen ve cam yiizeylerinde canli hiicre
sayilar1 sirastyla 5.80 ve 5.75 logCFU/cm? olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gore, E334

izolat1 i¢in, plastik tabiathi bir polimer olan polipropilenin hidrofobik dogasinin ve
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hidrofilik, pozitif yiiklii ve diiz bir ylizey olan camin tutunma i¢in en uygun yiizeyler
olduklart sonucuna varilmigtir. DSM 17127 susu igin ise, polikarbonat ve paslanmaz
celik en uygun iki yiizey olarak belirlenmis olup, bu yiizeyler tizerindeki canli hiicre

sayilar1 sirasiyla 5.68 ve 5.12 logCFU/cm2 olarak hesaplanmustir.

Yiizey yiikii, hidrofobisite, 1slanabilirlik ve yiizeyin piiriizliligi biyofilm olugumu igin
hiicrelerin tutunma yetenegini direk olarak etkiler (Van Houdt ve Michiels 2010).
Diisiik yiizey enerjili materyallerin genellikle hidrofobik, zayif pozitif veya zayif negatif
yiklii ve ¢ogunlukla plastik organik materyaller olduklari sdylenebilir (Carpentier ve
Cerf 1993, Kumar ve Prasad 2006).

Paslanmaz ¢elik yiizeyler {izerinde termofilik basillerin biyofilm olusumu {izerine bazi
caligmalar mevcut ve bu sonuglar gelik, cam veya plastik materyaller gibi abiyotik
yiizeylerde degiskenlik gostermektedir (Flint vd. 2001, Burgess vd. 2009). Bu
caligmadaki A. pallidus E334 izolati i¢in, hidrofobik ve diisik yiizey enerjili bir
materyal olan polipropilen yiizey, hiicre tutunmasi igin en ideal abiyotik substrat olarak
belirlenmistir. Ayrica, hidrofilik, piiriizsiiz ve pozitif yiizey yiikiine sahip cam, E334
hiicrelerinin tutunmasi i¢in ikinci en uygun yiizey olarak saptanmistir. A. rupiensis
DSM 17127 referansi igin ise, hidrofobik ve diisiik yiizey enerjili bir materyal olan
polikarbonat, hiicre tutunmasi igin en uygun abiyotik substrat olarak belirlenmistir.
Ayrica, hidrofilik, piiriizsiiz ve pozitif yiizey ylikiine sahip paslanmaz ¢elik, DSM
17127 hiicrelerinin tutunmast i¢in ikinci en ideal yiizey olarak saptanmistir. Boylece,
kullanilan abiyotik kuponun ylizey karakterine bagli olarak, bakterilerin olusturduklari
biyofilm miktarlar1 degisiklik gostermis olup, Marouani-Gadri vd. (2009)’un
caligmasinda oldugu gibi, hidrofilik yilizeylere kiyasla hidrofobik yiizeyler iizerinde

E334 izolatinin biyofilm gelisimi arasinda ¢ok az farklilik goriilmiistiir.

Mikrotitrasyon plakalar iizerinde olusan E334 biyofilmlerine uygulanan kimyasallar ile
biyofilm giderim c¢alismasi1 sonucunda, ALP ve SDS ile muamele sonrasinda sirasiyla
%95.3 ve %92.3 giderim basaris1 saglanmistir. Lizozim, tripsin, a-amilaz, proteaz ve
seliilaz gibi diger enzimatik ajanlar biyofilm iizerine yaklasik %50 oraninda giderim

etkisi saglamiglardir. SDS harig, furanon, triklosan, potasyum monopersiilfat/sodyum
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tiyosiilfat, sodyum metaperiodat ve TCA gibi enzimatik olmayan ajanlar biyokiitlenin
gideriminde etkili bulunmamistir (<50%). DSM 17127 susu igin biyofilm giderimi
sonucunda ise, ALP ve tripsin ile muamele sonrasinda sirasiyla %100 ve %96.7 giderim
basaris1 saglanmistir. Her iki bakteri icin de, en az biyofilm giderimi potasyum

monosiilfat ve sodyum tiyosiilfat ajanlarinin ardi sira kullanilmasi ile saglanmistir.

Bir ¢esit ALP olan ve B. licheniformis menseyli Subtilizin A, alkali pH’da (pH 9.0-
11.0) aktivite gdsteren bir enzim olup, sanitasyon deneylerinde kullanilmistir. Ayrica,
enzimatik ajan subtilizin, bir bakteriyel tip VIII proteaz (optimal pH 7.5-10.0)’dir. Her
iki proteazin da optimal pH’lart enzimatik aktivite icin birbirlerinden farklilik
gostermelerine ragmen, bu proteazlarin ikisi de endopeptidazdir ve proteinlerin peptit
baglarin1 ayirir ve serin, bu proteazlarin aktif bolgelerindeki niikleofilik aminoasit
olarak gorev yapar (Hedstrom 2002). Dahasi, enzimatik olmayan kimyasal ajan SDS,
anyonik bir siirfaktandir ve sahip oldugu negatif yiik ile proteinleri denatiire eder ve
proteinlerin birincil yapisina dondiirerek ii¢ boyutlu konformasyonunu degistirir. EPS
matriks analizlerinde E334’de yiiksek protein igerigi gozlemlenmistir. Bu yiizden,
matriks sonuglari ile de parallel sekilde, E334 biyofilmi iizerine en ¢ok proteinlere etki
eden temizleme ajanlar1 giderimde basarili olmustur. DSM 17127 biyofilmi i¢in ise, en

etkili kimyasallar alkalen proteaz, tripsin ve nisin olarak belirlenmistir.

Paslanmaz ¢elik kuponlarin yiizeyleri iizerinde termofilik bakterilerin kontrolii ve A.
flavithermus B12-C™ izolatimin biyofilmlerinin giderimi ile ilgili ¢aligmalarin birinde,
Paradigm olarak adlandirilan proteolitik bir enzim temizleyici preparati kullanarak canl
biyofilm hiicrelerinin azalmasini saglamistir; ancak mikroskop altinda hiicre materyal
kalintilar1 (%11) goriilebilmistir. Ayrica, Purafect olarak adlandirilan bir subtilizin
tirevi ile biyofilmlerin %100 Oldiiriilmesinde basar1 saglanamamisg; ancak canliligin

azaldig1 saptanmustir (Parkar 2004).

Parkar vd. (2003) yaptiklar1 ¢alismaya gore, A. flavithermus B12-C™ susu i¢in en az iki
farkli paslanmaz ¢elik kupon yiizeyi iizerindeki 18 saatlik biyofilmleri, %2’lik SDS ile
10 dk kaynatmiglar ve hiicre canliliginin %80 azaldigin1 ve sadece sporlarin hayatta

kaldigin1 bulmuslardir. Bu tez calismasinda ise, polistiren mikrotitrasyon plakalar
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tizerinde olusan biyofilmlerin, %3’lik SDS ile 10 dk kaynatilmasi sonrasi, E334
izolatinda biyofilm olusumunun %92.3 oraninda azaldigi, DSM 17127 referans susunda
ise, %92.6 azaldig tespit edilmistir. Tripsin kullanildiginda ise, E334 izolatinda %51.9,
DSM 17127 susunda ise, %96.7 oraninda biyofilm giderimi saglanmistir. Windholz
(1983), lizozim, sodyum metaperiodat veya TCA’nin muamelesi sonucu vejetatif
hiicrelerin tutunmasiin arttigini belirtmistir. Ayrica, Chen ve Stewart (2000), P.
aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae bakterilerine uygulanan 500 mg/L lizozim ile
canli hiicre sayisinda %87, biyofilm proteini gideriminde ise %40 basar1 elde
etmislerdir. Ayrica yine bu c¢alismada SDS (1000 mg/L) ile muamele de 6nemli bir
giderime neden olmus; ancak tiim canli hiicreleri 6ldiirememistir. Tez ¢alismasinda ise,
E334 kodlu izolat i¢in lizozim ile %53.9, sodyum metaperiodat ile %9.5 ve TCA ile
%17.9 giderim saglanmistir. DSM 17127 susu igin ise, lizozim ile %77.3, sodyum
metaperiodat ile %68.3 ve TCA ile %75.5 giderim saglanmistir. Giderim g¢alismalari
arasindaki bu farkliliklar; bakteri tiirlerinin farkli olusu ve abiyotik substratlarin yiizey

karakteristikleri ile agiklanabilir.

Daha ileri giderim ve mikroskobi ¢aligmalarinda sadece E334 izolati kullanilmis olup,
E334 biyofilmleri 6 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalarda 20 saat boyunca polipropilen
ve cam ylizeyler lizerinde gelistirilmistir. CLSM’de polipropilen yiizeyde EPS’de canli
ve Olu hiicreleri saran ag benzeri yapilar gozlemlenmistir. Bunun yani sira, CLSM
analizleri, E334 izolatinin cam iizerindeki biyofilmlerinin sadece 4 pm kalinliginda
oldugu gozlemlenirken, polipropilen iizerinde ise maksimum kalinlik 17 pm olarak
gozlemlenmistir. Yine mikroskobik analizlerde, polipropilenin hidrofobik karakterinin
E334 hiicrelerinin floresan bir EPS matriks ile iligkili kalin ve piiriizlii biyofilmler
olusmasina sebebiyet verdigi goriilmiistiir. Bunun yanisira, bakterinin farkli abiyotik
yiizeylerde olusturdugu biyofilm kiitlesinin morfolojik olarak da farkliliklar icerdigi

gozlenmistir.

Biitiin CLSM sonuglari, A. pallidus E334 igin, olgun biyofilmlerin olusumu ile abiyotik
yiizeylerin  fizikokimyasal karakterleri arasinda giicli bir iliski oldugunu
gostermektedir. Canli-6lii hiicreler igeren biyofilmlerin yapisi ve kalinligi ile EPS

matriksi, kullanilan abiyotik yiizeylere gore farklilik géstermistir. Ayrica, yiiksek
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protein igerigi ile yogun bir floresans Ozellige sahip olan EPS matriksi, biyofilm
yapisinin stabilitesinde ve gelisiminde 6nemli bir rol oynamis ve Oriimcek ag1 gibi
(spider web benzeri) matriks, ¢ogunlukla gomiilii canli hiicreler ile kaynasmistir. Bu
orimcek ag1 EPS matriksleri P. aeruginosa PAO1 and WFPAB801 biyofilmlerinde de
gozlemlenmis ve Psl proteinlerin varhigr ile agiklanmistir (Wang vd. 2013). Bu
calismada WFPAS8OI’in 6riimcek ag1 gibi matriks olusturan, mikrokolonileri baglayan,
coklu hiicre agregatlarini ¢evreleyen biyofilmlerinde giliclii floresan sinyaller
gozlemlemislerdir. EPS ile iliskili bu ag benzeri yapi, saflastirilarak protein ve
karbonhidratlardan yoksun eDNA’nin DNaz I enzimine direncliligine karsin, olgun
E334 biyofilmlerinde eDNA’nin DNaz I enziminde duyarlilifini agiklayabilir. EPS
matriks igerigi olan bu ag benzeri yapinin, hiicreler ve eDNA’nin stabilitesini korudugu
diisiiniilmektedir. Matrikse gomiilii eDNA’nin konformasyonu, saflastirilmis eDNA ile
karsilagtirildiginda enzimatik aktivitelere duyarliligi nedeniyle daha az katlanmig

olabilir.

Biyofilmlerin giderim sonras1 canli hiicre sayimi ve CLSM sonuglarmma gore,
polipropilen ve cam yiizeylerde SDS ve ALP uygulanmasi ile, cam yiizeylerden
biyofilm hiicreleri sadece %?25.9 giderilebilirken, polipropilen yilizeyinden canh
hiicrelerin tamami (%100) ALP ile giderilebilmistir. SDS muamelesi sonucu ise,
polipropilen ve cam yiizeylerinde sirasiyla %57.1 ve %85.3 canli hiicrelerin giderimi
saglanmistir. SDS ve ALP’m kullanilmas1 sonucu polipropilen ylizeylerden sirasiyla
biyokiitlenin %58.8 ve %52.9’unun giderilebildigi gorilmiistiir. Sonug olarak, alkalen
proteaz ile polipropilen yiizeyinden canli hiicrelerin tamaminin ve ALP ve SDS ile cam
yiizeylerden biyokiitlenin tamaminin giderimi CLSM ile mikroskobik olarak da
goriintiilenmistir. Yapilan bu biyogiderim ¢aligmasinda, proteinlere etki eden bu iki
ajanla muamele sonucu yiizeylerden biyofilm kiitlesinin ve canli hiicrelerin tamamen

elimine edilmesi, onemli bir basar1 kriteri olarak degerlendirilmistir.

EPS matriksi, hiicreler ve diger bilesenler arasinda bir ag yapisi olusturur ve ¢ogunlukla
fazla miktarda protein igerir. CLSM analizlerinde canli hiicrelerin floresan matriks
icerisinde gdmiilli olarak mikrokoloniler olusturdugu goézlenmistir. Bu yiizden, protein

matriksi, A. pallidus E334 biyofilmininin korunmasinda ve stabilitesinde ¢ok énemli bir
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yere sahiptir. Tiim bu bilgiler 15181 altinda, E334 kodlu izolatin, polipropilen yiizeyde
ALP ile giderim sonrasi canli biyofilm hiicrelerin tamaminin ve cam yiizeyde ise SDS
ve ALP varliginda biyofilm kiitlesinin timiiniin yok edilmesi, tekrar biyofilm
olusumunun O6nlenmesi agisindan olduk¢a 6nemli bir bulgudur. Sonug olarak, E334
izolatina uygulanan SDS ve ALP oranlarinin, siirelerinin ve sicakliklarinin biyogiderim
calismasi i¢in uygun oldugu gosterilmistir. Ayrica, bu iki protein giderici ajan kombine
kullanildiklarinda, tiim biyofilm kiitlesi ve canli hiicreler {izerinde yaratacaklar

sinerjistik etkilerinden dolay1 daha etkili bir giderim stratejisi olusturulmasi olasidir.

Sonug olarak, elde edilen tiim veriler géz 6niine alindiginda, tezde hedeflenen amaglar
dogrultusunda, termofilik basillerin biyofilm iiretimleri hakkinda 6nemli bilgiler elde
edilmistir. Elde edilen veriler, gesitli kosullar altinda A. pallidus E334 biyofilmlerinin
fizyolojisinin ve karakterizasyonunun yapildig:1 ilk sonuglardir. Pek c¢ok sanitasyon
rejiminin  etkisi gozlemlenmis ve abiyotik yilizeylerden basariyla termofilik
biyofilmlerin yok edilmesi saglanmigtir. Ayrica temel mikrobiyolojik, mikroskobik ve
molekiiler biyolojik ¢alismalarla desteklenmis bu biyofilm giderimi bulgular1 pek ¢ok
endiistriyel siirecte sorun teskil eden termofilik basil biyofilmlerinin gideriminde
kullanilabilecek sorunlarin  ¢oziimiine odakli yaklasimlar gelistirme imkani

dogurmustur.
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