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OZET

Doktora Tezi

FARKLI CEVRESEL KOSULLARIN SUT URUNLERI ENDUSTRISINDE SORUN TESKIL
EDEN GEOBACILLUS VE ANOXYBACILLUS BiYOFILMLERI UZERINE OLAN
ETKILERININ VE BIYOGIDERIM MEKANIZMALARININ BELIRLENMESI

Basar KARACA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dogent. Dr. Arzu COLERI CIHAN

Oncelikle 84 Anoxybacillus ve 20 Geobacillus cinsi iiyesi termofilik basilin genel biyofilm
iiretim karateristikleri belirlenmistir. Ayrica, bakterilerin tam yaglh siit icerigindeki biyofilm
iiretim kapasiteleri saptanmistir. Tam yagl siitte birgok Anoxybacillus tiyesi 6nemli diizeyde
biyofilm tiretmistir. Toplam 104 bakteriden 23’tiniin (8 Geobacillus, 15 Anoxybacillus) tam
yagli siit ortamindaki 316 L tipi paslanmaz celik ylizeyler tizerindeki biyofilm {iretim miktarlar
belirlenmis ve 8 bakteri (4 Geobacillus, 4 Anoxybacillus) secilmistir. Bu 8 bakteride temel
cevresel parametrelerin biyofilm fizyolojisi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu etkiler,
sus diizeyinde farklilik gdstermis, cins diizeyinde ise 6zellikle yiiksek sicakligin (65 °C) ve
alkali pH’nin biyofilm tiretimini tesvik ettigi goriilmiistiir. Biyofilm {iretiminde siitteki organik
bilesenlerin (kazein ve laktoz) belirleyici olmadigi ancak; inorganik bilesenlerden magnezyum
ve kalsiyumun onemli oldugu goériilmiistiir. Tam yagh siitte bakterilerin 55 °C’de cam gibi
yiiksek hidrofilik karakteristikte ylizeyleri, 65 °C’de ise goérece hidrofilik paslanmaz celik
yiizeyleri biyofilm iiretimi i¢in tercih ettigi goriilmektedir. Tam yaglh siitiin, yarim yagl ve
yagsiz siit tiplerine oranla biyofilm iliretimini ve sporulasyonu daha gok tetikledigi goriilmiistiir.
Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilmlerdeki hiicre disi DNA’nin (eDNA) rolii ilk kez
gosterilmistir. Biyofilmlerin gideriminde, en ¢ok proteinleri degrade eden ajanlarin etkin oldugu
saptanmigtir. Dinamik kosullarda statik kosullara nispeten daha kompozit ve kalin olan
biyofilmlerin, en etkin olarak belirlenen ajanlarla giderilebilmesi i¢in sanitasyon miidahalesinin
kritik noktalarda yapilmasi gerektigi anlasilmistir. Termofilik basillerin olusturduklar1 biyofilm
yapilari ve biyofilmlerin yilizeylerden giderim stratejisi sonuglari, CLSM analizleriyle de ortaya
konulmustur. Siit endiistrisinde sorun teskil eden yeni termofilik basiller tanimlanmis ve
termofilik biyofilmler ilk kez bu kadar genis kapsamda ele alinmistir.

Subat 2018, 289 sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik basil, Geobacillus, Anoxybacillus, Biyofilm olusumu ve
giderimi, Siit iiriinleri ve endiistrisi, Konfokal Lazer Taramali1 Mikroskobisi (CLSM)



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DETERMINING OF THE IMPACTS OF DIFFERENT ENVIRONMENTAL CONDITIONS
AND REMOVAL MECHANISMS ON PROBLEMATIC
GEOBACILLUS AND ANOXYBACILLUS BIOFILMS IN DAIRY INDUSTRY

Basar KARACA

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

The general biofilm forming characteristics of 84 Anoxybacillus and 20 Geobacillus were
determined. Also, the biofilm producing capacities of these bacteria in whole milk were
demonstrated. Most of the members of Anoxybacillus produced considerable amount of biofilm
in whole milk. The biofilm producing quantities of 23 (8 Geobacillus, 15 Anoxybacillus) out of
104 bacteria were determined on type 316 L stainless steel surfaces in whole milk and 8 bacteria
(4 Geobacillus, 4 Anoxybacillus) were selected. In these 8 bacteria, the effects of environmental
parameters on biofilm physiology were assessed. While these effects differed on the strain level,
especially higher temperatures (65 °C) and alkaline pH were shown to promote biofilm
production on genus level. While organic components (casein and lactose) of milk were not
found to be determinative on biofilm formation, the inorganic components including calcium
and magnesium were found to trigger the biofilm formation. In whole milk, bacteria were found
to prefer high hydrophilic surfaces such as glass at 55 °C and relatively hydrophilic surfaces
such as stainless steel at 65 °C. Compare to semi-skimmed and skimmed milk types, the whole
milk was found to promote better biofilm production and sporulation. The role of extracellular
DNA (eDNA) in biofilms of Geobacillus and Anoxybacillus was firstly demonstrated. In
biofilm eradication, the sanitation agents degrading proteins were determined to be most
effective. The biofilms of bacteria formed under dynamic conditions were more composite and
thick and their eradication by using the most effective agents were found to require sanitation
treatments at critical points. The structure and removal strategies of biofilms produced by
thermophilic bacilli were revealed with CLSM analyses. New thermophilic bacilli that pose
problems in milk industry were identified and their biofilms were addressed comprehensively
for the first time.

February 2018, 289 pages

Key Words: Thermophilic bacilli, Geobacillus, Anoxybacillus, Biofilm formation and removal,
Milk products and industry, Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)
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1. GIRIS

2012 yilinda “biyofilm” terimi IUPAC (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi) tarafindan; "mikroorganizmalarin kendi iirettikleri ve hiicre dis1 ortama
salgiladiklar1 polimerik bilesenlere (EPS) gomiilii vaziyette bir yiizeye ya da ara ylizeye
tutunmus agregatlar olarak tanimlanmistir (Vert vd. 2012). [IUPAC bu tanima ilaveten

bazi ilave aciklamalarda da bulunmustur:

1) Biyofilmler, kendisini olusturan mikroorganizmalarin dis c¢evrelerine adapte

olabilecekleri sekilde organize oldugu sabit sistemlerdir.

2) “Slime” olarak da bilinen ve mikroorganizmalarin kendi irettikleri EPS matriksi,

cesitli yapisal formlardaki hiicre dist biyopolimerlerin birikmesiyle olusmaktadir.

Mikrobiyal biyofilmlere yonelik yiiriitiilen ¢alismalarin son yillarda biiyiik bir ivmeyle
artmasina bagli olarak IUPAC tarafindan 6ne siiriilen bu tanim, biyofilm kavramini tam
olarak agiklayacak mahiyettedir. Mevcut tanim; ayni zamanda klinik, farmakoloji,
ziraat, gida, biyoteknoloji ve atik giderim sahalarinda da karsilasilan tiim biyofilm

sistemlerini kapsayacak sekilde bir betimleme olmustur (Vert vd. 2012).

Yirtitiilen tez calismasi kapsaminda, “biyofilm tanimi” ¢esitli abiyotik yiizeylere
tutunmus bakterilerin vejetatif ve spor formlarinin tirettikleri kompleks yapilar olarak
ele alinmistir. Biyofilm olusumu i¢in gereken ilk sart olan bakteriyal adezyonu,
bakterinin tutundugu yiizeyin topografisi ve fizikokimyas1 (fonksiyonel gruplar, yiizey
yik karakteristigi, ¢esitli kimyasallarin varlii, yiizeyin serbest enerjisi), cevresel
kosullar (sicaklik, pH, besinsel bilesenler, diger mikroorganizmalarin varlig), 6zellikle
gida cevrelerindeki iirin isleme kosullar1 (akis hizi ve kuvveti), biyofilmi olusturan
bakterinin sahip oldugu birtakim o6zellikler (yeter say1 algilama mekanizmasi, EPS
tretimi ve salgisi, pilus, fimbriya, adezin ve flagella gibi yapilarin varligi)

belirlemektedir (Vert vd. 2012).



Dogada mikroorganizmalar planktonik formlarindan farkli olarak biyofilm yapilar
icerisinde organize halde bulunmaktadir. Biyofilmler, tek bir tiir mikroorganizma
tarafindan tesis edilebilecegi gibi birden fazla tiir mikroorganizmanin da bir araya
gelmesiyle olusabilen kompleks sistemlerdir. Biyofilmler, sistemi olusturan
mikroorganizmalardan ve bu mikroorganizmalarin hiicre dig1 ortama salgiladiklari,
yapisal ve fonksiyonel proteinlerden, karbohidratlardan, hiicre disi DNA’dan ve
lipitlerden olusan matriks yapisindan olusmaktadir (Dongari-Bagtzoglou 2008, Donlan
2009). Matriks yapisi, biyofilmi olusturan mikroorganizmalar1 biyotik ya da abiyotik
yiizey/ara yiizeylerde stabil hale getirerek yakin iliskide tutmak suretiyle hiicreler arasi
iletisiminin ger¢eklesmesine ve sinerjetik bir mikrokonsorsiyumun olusumuna imkan

saglamaktadir (Flemming ve Wingender 2010).

Biyofilmler; insan yapimi ve dogal su sitemleri, gida iiretim ¢evreleri, konake1
organizmalarin biyotik (mukozal) yiizeyleri, kayaglar, buzullar, gida ve gida
ambalajlari, klinik sahada yaygin kullanimi olan damar ya da iiretra i¢i kateterler, dental
yiizeyler gibi dogadaki hemen hemen tiim abiyotik ya da biyotik yiizeyler iizerinde
saptanabilmektedir. Biyofilm yapilar1 igerisindeki mikroorganizmalarin planktonik
karsiliklarina oranla ¢ok ¢esitli stres faktoriine kars1 daha dayanikli ve inat¢i olmalari,
klinik ve endiistriyel sahalarda bazen 6nii alinamayan sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir (Gupta vd. 2016).

Termofilik basiller kendi dogal sicak su kaynaklarinda veya kaynaklara yakin
topraklarda yasadiklar1 gibi, enerji ve turizm sektoriinde kullanilan insan yapimi
jeotermal sondaj borularinda bir siire sonra ortamdaki organik ve inorganik maddeler ve
diger mikroorganizmalarla beraber mikrobiyal bir kiitle olusturacak sekilde bir biyofilm
tabakas1 meydana getirerek, borularin tikanmasina sebep olmaktadir. Endiistriyel agidan
onemli olan biyofilmler, borular icindeki suyun veya diger sivilarin akigini
yavagslatabilmekte ve dolayisiyla borularin korozyonunu arttirmaktadir (Flint vd. 1999,
20014, b, Ronimus vd. 2003, Rueckert vd. 2005, Burgess vd. 2009, Somerton vd. 2015).

Son yillarda yiiksek sicakliklara adaptasyon yetenekleri nedeniyle, termofilik

bakterilerin ¢esitli habitatlardan izole edilerek bu ekstrem ortamlara adaptasyon



yetenekleri iizerine ¢ok fazla ¢alisma yiiriitilmektedir. Termofilik bakteriler 45-85
°C’lik sicakliklarda gelisebilen, sicaklifa dayanikli bakterilerdir. Termofilik basiller
sicakliga adaptasyon mekanizmalarinin yaninda, bu c¢evrelerde diger termofilik
bakterilere gore, ekstrem kosullarda endospor olusumu gibi ¢ok 6nemli bir avantaja
sahiptir. Termofilik basillerin 1siya dayanikli olmalarina olanak saglayan endospor
yapilart topraga, endiistriyel islemlerde sogutma amaciyla kullanilan sogutma sularina
ve diger ortamlara karismasi sonucunda endiistriyel anlamda 6nemli bir paya sahip olan
siit ve siit iirlinlerinin, meyve sularinin, glukoz suruplarinin yapiminda kullanilan biiyiik
Olcekteki endiistriyel fermentdrlerde yiiksek sicakliga maruz kalmalarina ragmen,
triinleri kontamine edebilmekte ve bu ortamlarda kolaylikla gelisebilmektedir.
Sporlarin gelismesi sonucunda ortamdaki populasyonda baskin hale gelen termofilik
basiller fermentdrlerin biyokorozyonuna ve istenmeyen bir mikrobiyal ylike neden
olmaktadir (Etoa ve Michiels 1988, Flint vd. 2001b). Giiniimiize dek yiiriitiilen
calismalarda elde edilen bulgular daha ¢ok, termofilik basillerin sadece DNA, RNA ve
protein gibi sahip olduklar1 makromolekiillerin yapilarini degisiklige ugratarak yiiksek
sicakliklara uyum saglamalar1 yoniindedir. Ancak son zamanlarda termofilik bakteriler
ve mezofilik bakteriler ile yapilan karsilastirmali calismalarda, s6z konusu
makromolekiil yapilarinda ¢ok 6nemli farkliliklar olmadigi saptanmistir. Bu baglamda
termofilik basillerin termostabilitelerine yonelik yeteneklerine katki saglamasi itibariyle
bakteriyel biyofilm c¢alismalar1 son yillarda daha da 6nem kazanmistir. Termofilik
basillerin biyofilm olusturma gerekgeleri arasinda; korunma, savunma, iletisim kurma,
hiicrelerin uygun bir niste kalmalarin1 saglama ve dogal ortamlar1 i¢inde birbirleri ile
yakin iliskide olmalar1 gelmektedir (Flint vd. 2001a, Parkar vd. 2003, Burgess vd.
2009). Sonu¢ olarak, termofilik basiller biyofilmleri ile bulunabilecekleri zorlu
kosullara daha fazla dayanikli olabilmektedir. Termofilik basiller, igsel
termostabiliteleri, endospor olusturmalari ve bu iki 6nemli yetiye ilave olarak biyofilm
olusturabilmeleri nedeniyle son yillarda biyofilm g¢alismalarina dahilinde yeni bir odak

olusturmustur.

Siit ve siit iirlinlerinin islendigi c¢evrelerden en ¢ok izole edilen iki bakteri olan
Geobacillus spp. ve Anoxybacillus flavithermus bakterileri de termofilik basillere dahil

olup, siitii kontamine eden ve siitiin islenerek siit tozuna doniistiiriilmesi neticesinde



kontaminant olarak varliklarini siirdiiren baslica endospor iireten bakteriler arasinda
gelir. Siit tozunda bulunan termofilik basil sayisi, siitiin islenme ve market satig
kalitelerinin belirlenmesi acisindan 6nemlidir. Geobacillus spp. ve A. flavithermus
ozellikle 70 °C’ye dek vyiiksek sicakliklara ¢ikabilen 1s1 degisim plakalar1 ve
buharlastiric1 gibi siit tozu isleme birimlerinde siitiin temas ettigi yiizeylerde biyofilm
yapilart gelistirebilmektedir. Buralarda gelisen biyofilmler, siit {riinlerinin siirekli
kontaminasyonlar1 i¢in kaynak teskil etmektedir (Burgess vd. 2009, Hill ve Smythe
2012). Siit tozlarinda saptanan termofilik basillerin biiyiik bir kismi1 s6z konusu biyofilm

yapilarindan koken almaktadir (Hill ve Smythe 2012).

A. flavithermus ve Geobacillus spp. gibi siit endiistrisinde dnemli kontaminantlar olarak
bilinen bu basillerin birgogu patojenik olmamasina karsin, siit iiriinlerin igerisindeki
varliklari, triinlerin kotii hijyen kosullarinda islendiklerinin bir belirteci olmakla
birlikte, yine siit Uriinleri igerisinde yiiksek diizeyde bulunmalar1 da Triinlerin
tiiketicilere sunulmasina engel teskil etmektedir. Ilave olarak, bu basillerin siit iiriinleri
icerisinde gelismeleri kotii kokularin gelisimine neden olan asit ya da birtakim
enzimlerin {iretilmesine bagli olarak gida kalitesini 6nemli oranda diisiirmektedir. Siit
endistrisindeki bazi iirlin isleme kosullar1 bu tip basillerin gelisimlerine de 6nemli
Olctlide katki saglamaktadir. Bu gruba dahil bakteriler siit tiriinlerinin islendigi {initelerde
sicakligin 40—-65 °C’ye ulastig1 noktalarda ¢ok hizli bir sekilde gelisip cogalma olanagi
bulmaktadir. Hepsinden 6te s6z konusu basillerin spor olusturabilmeleri, onlarin elimine
edilmelerini oldukga zorlagtirmaktadir. Ayrica, bu basiller genis bir sicaklik aralifinda
hizli bir sekilde ¢ogalabilmekte (jenerasyon zamani yaklagik 15-20 dakika) ve biyofilm
olusturma egiliminde olabilmektedir (Burgess vd. 2010, Hill ve Smythe 2012). Siit
endiistrisinde termofilik basil biyofilmlerinin uzaklastirilmasi, engellenmesi ya da
geciktirilmesi igin bir¢ok strateji uygulanmakta fakat; bu stratejiler ¢ogu kez yetersiz
kalmaktadir. Bu durum, termofilik basil biyofilmlerinin yapisalligina ve
kompozisyonlarina yonelik bilginin kisith olmasiyla da iliskilidir. Ayrica giincel
temizlik rejimleri termofilik basil biyofilmleriyle miicadeleyi hedefleyecek nitelikte
degildir. Siit tirtinlerinin islendigi ¢evrelerde termofilik biyofilm yapilarinin ve biyofilm
liretim siirecinin sporulasyon ile olan iligkilerinin daha net bir sekilde agiklanabilmesi

ile etkin temizlik stratejilerinin de gelistirilmesine imkan taniyacaktir.



Siit ve siit iirlinleri, insanlarin en ¢ok tiikettigi gidalarin baginda gelmektedir. Tiirkiye,
stit ve siit Uriinlerinin tiretimi agisindan degerlendirildiginde, yillik 16 milyon tonluk
tiretimle, Diinya’da ilk 15 iilke arasinda bulunmaktadir (www.tepav.org, 2011).
Ulkemizde tiiketimi yaygim olan siit ve siit iiriinleri, cogunlukla kiiciik isletmelerde
hijyenik olmayan sartlarda iretilmektedir. Siitiin florasindan siklikla izole edilen
Geobacillus ve Anoxybacillus cinsi termofilik bakteriler, siit iriinlerinin dretim
siirecinde pastdrizasyon ve siit tozu tiretiminde kullanilan tanklarda, yiiksek sicakliklara
maruz kalmalarina karsin kolaylikla gelisebilmekte ve hem fermentorlerin
biyokorozyonuna hem de bu tiir ortamlarda istenmeyen bir mikrobiyal yiikiin
olugsmasina neden olmaktadir. Patojen olmamalarina ragmen, bu bakterilere siit
iriinlerinin islendigi {initelerde rastlanmasi diisiik hijyen kosullarina isaret etmektedir.
Termofilik basillerin bu c¢evrelerde cogalmalari, baz1 hiicre dis1 enzimlerin ortama
salinmasina neden olarak asidik Ozellikte {iriinlerin olusumuna ve sonug olarak besin
kalitesinin diismesine ve hatta gida bozulmalarina sebep olmaktadir. Ayrica, termofilik
basillerin sporlarinin ve vejetatif formlarinin patojenlerle bir arada bulunma ihtimali,
sporlarin uygun kosullarda cimlenerek yiizeylerde biyofilm olusturabilmeleri, gida
bozulmasina neden olan ve patojenik olan diger bazi mikroorganizmalarin termofilik
biyofilm yapilar1 icerisinde korunabilmeleri gibi nedenlerden otiirii, termofilik
biyofilmler en az gida patojenlerinin biyofilmlerinin yaratacagi riskler kadar sorun tegkil

edebilmektedir (Flint vd. 2001a, Parkar vd. 2003, Burgess vd. 2009).

Ulkemizde siit ve iiriinleri tiiketimi, kayitdis1 tiiketim de dahil Diinya ortalamasinin
tizerindedir. Tiirkiye’de iiretilen siitiin % 40’nin islenmeden ambalajsiz olarak tiiketiciye
ulastirildigi tahmin edilmektedir. Sokak siitli ve agik pazarlarda satilan siit Giriinlerinin
tiketimi de gilinimiizde yaygin olarak devam etmektedir (www.tepav.org, 2011).
Glinlimiizde tiiketicilerin biling diizeyinin artmasi, c¢evresel koruma ve sosyal
sorumluluklar ile ulusal ve uluslararas1 mevzuatlar neticesinde tiiketici glivenliginin 6n
plana ¢ikmasi, gida sektoriinde uluslararasi standartlara olan talebi arttirmaktadir. Siit ve
tirtinlerini de iceren gida giivenliginde uluslararast bir sistem olan HACCP (Tehlike
Analizleri ve Kritik Kontrol Noktalar1), hammaddeden tiiketicisine ulagincaya kadar
gergeklestirilen tlim basamaklarin, diizgiin isletildiginde olasi tiim tehlikeleri olusmadan

onlemeyi ve tiliketicileri sihhi risklerden korumayir amaglayan bir “risk yonetimi”


http://www.tepav.org/
http://www.tepav.org/

sistemidir. Ulkemizde uygun olmayan sartlarda iiretilen siit {iriinlerinde, depolamadan
tiketiciye ulastirilmasina kadar olan siirecte bozulmalar goriilmektedir. Gida
giivenligine ait riskler her gecen giin artmakta ve ger¢ek boyutuyla tiiketicilere
yansitilmamaktadir. Siit ve siit trlinleri liretiminde olasi riskleri onceden belirleyip,
insan sagligini tehdit edebilecek tehlikeleri en aza indirmek icin HACCP sisteminin tim
isletmelerde uygulanmasi ve mevcut planlarin, termofilik basillerin de bu ortamlarda

tireyebilmelerini gz Oniine alarak yeniden degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir (Hill

ve Smythe 2012).

Yukarida 6zetlenen bilgilerin 15181nda, tez calismasi dahilinde;

e Termofilik basillerin ve onlarmn biyofilmlerinin temel fizyolojik siireglerinin
anlasilmasi,

e Sporulasyon-biyofilm olusumu arasindaki iligkilerin aydinlatilmasi,

e Hiicre dist DNA varliginin Geobacillus ve Anoxybacillus gibi termofilik basillerin
biyofilmlerinde kanitlanmasi ve hiicre disi DNA’nin termofilik biyofilmlerdeki
yapisal ve fonksiyonel rollerinin anlagilmast,

e Siitiin icerigindeki organik ve inorganik bilesenlerin termofilik basillerin gelisimine
ve biyofilm iiretimine olan etkilerinin belirlenmesi,

e Siit Uriinlerinin islendigi cevrelerde siklikla kullanilan bazi ylizey materyallerinin
termofilik basillerin biyofilm iiretim stireglerine olan etkilerinin anlasilmasi,

e Statik ve dinamik kosullar simiile edilerek termofilik biyofilmlerin gelisim
stireclerinin ve bu siirecle biyofilm olusumunun sporulasyon kinetigiyle olan
iliskisinin karsilastirilmasi,

e Termofilik basillerin sanitasyonunda tercih edilen uygulamalarin termofilik
biyofilmler {izerindeki etkinliklerinin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi,

e Degerlendirilen sanitasyon uygulamalarinin Konfokal Lazer Mikroskopisi gibi ileri

tekniklerle degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Literatiirde, Ozellikle Geobacillus ve Anoxybacillus gibi siit iriinlerinin islendigi

cevrelerden en cok izole edilen iiyeleri iceren termofilik cinslerin biyofilmlerine yonelik



olduk¢a kisith sayida calisma bulunmaktadir. Ayrica bu ¢alismalar termofilik
biyofilmleri ve bu biyofilmlerin beraberinde getirecegi sorunlar1 biitlinliikli bir sekilde
ele almamaktadir. S6z konusu ¢alismalarda sadece A. flavithermus ve Geobacillus spp.
gibi iki termofilik tlire odaklanmilmistir. Tez ¢alismasinin baslangicinda kiiltiir
kolleksiyonumuzda bulunan ¢ok sayida termofilik basilin biyofilm iiretim kapasiteleri
belirlenmis olup, literatiirde vurgulanan tiirlerin haricinde diger pek ¢ok termofilik
basilin de biyofilm {iretim kabiliyetleriyle, siit ve siit endiistrisi i¢in sorun teskil
edebilecek potansiyelde olduklar1 kanitlanmistir. Tez calismasi, mevcut sorunlar1t ve
termofilik basillerin biyofilmlerini her yoniiyle ele alindig1 ¢cok kapsamli mahiyette bir
icerige sahiptir. Calisma bu yoOniiyle bircok soruyu aydinlatmasinin yani sira

beraberinde yeni ve 6zgiin ¢alisma konularini da giindeme getirmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyofilmin Kisa Tarihcesi, Tanmimi, Genel Olusum Mekanizmalar1 ve
Ozellikleri

2.1.1 Biyofilmin kisa tarihgesi

Bakteriyel biyofilm kavrami ilk olarak 1683 yilinda Antonie van Leeuwenhoek
tarafindan ifade edilmistir. Arastirici, insan disinden kazidigir plaklar1 kendi ilkel
mikroskobunda incelemis ve bu gézlemlerindeki yapilara “animalkuli” adin1 vermistir.
Heukelekian ve Heler (1940) deniz mikroorganizmalari i¢in “sise etkisi” kavramini 6ne
stirmiislerdir. Bu etkide mikrorganzimalarin cam yiizeyler {izerine tutunup kolonize
olduklar agiga ¢ikarilmistir. Antonie van Leeuwenhoek’tan 250 yil sonra, ZoBell ve
Eshter (1935) 151k mikroskobunda bazi deniz bakterilerinin cam slaytlarin yiizeylerine
tutunup mikrokoloniler olusturdugunu tespit etmistir. Bu arastirmacilar ayn1 zamanda
cam ylizeylerdeki bu yapilarin yikama ya da c¢alkalamayla dagilmadigini da
belirlemigtir. Characklis, endiistriyel su sistemlerindeki mikroorganizmalarin
olusturdugu biyofilmlerin klor gibi bazi1 dezenfektanlara direngli olabileceklerini
kesfetmistir (Characklis 1973). Sonrasinda bakterilerin biyofilmler icerisinde ¢ok ¢esitli
yollarla organize olabilecekleri saptanmistir. Ornegin; farkli bakteriyel tiirler agizda
farkli mikroflora iiyeleri ile birlikte tutunma o6zelligi gostermektedir. Mikroelektrot
teknolojisiyle birlikte 151k mikroskopisinde saglanan gelismeler sonucunda, bakteriyel
biyofilmlerin bir ylizeye tutunmus mikrokolonilerden olustugunu ve bu
mikrokolonilerle birlikte biyofilmlerin organize ve gelismis bir sekilde fonksiyonel
heterojeniteye sahip olduklari anlagilmistir. Biyofilm {izerinde yiiriitiillen ¢alismalar,
ekololojik ve endiistriyel sistemlerin disinda biyofilmlerin, halk sagligi acisindan da
ciddi bir 6nem tasidigini agik bir sekilde ortaya koymustur (Sekil 2.1 - 2.2), (Donlan
2001). Bakterilerin biyofilmler icerisindeyken tibbi malzemelerin {lizerinde uzun siire
hayatta kalabilmelerinden otiirii, klinik sistemlerde de gdz oOniinde bulundurulmasi

gereken bir olgu oldugu anlasilmistir.



Sekil 2.1 Stafilokokal bir biyofilmin medikal bir alet iizerinde gelistirdigi biyofilmin
TEM mikrografi (Donlan 2001)

Sekil 2.2 Endiistriyel bir su sistemi i¢indeki 8 haftalik biyofilmin TEM mikrografi
(Donlan 2001)



2.1.2 Biyofilmin tanim

Genel olarak biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin sivi faz igerisinden kati bir
ylizeye tutunmasiyla baslar. Bu ylizeyler bazi durumlarda besinsel bilesenlerle
kaplanarak ylizeylere tutunan mikroorganizmalarin gelisip c¢ogalmasina imkan
tanimaktadir (Costerton vd. 1987). Bakteriyel biyofilmler; bir nesneye, ara ylizeye ya da
birbirine yapisik halde duran bakteri topluluklari olarak tanimlanmaktadir (Costerton
vd. 1995). 1980’lerde ve 1990’larda bakteriyel biyofilmlerin yapisal, karmasik sistemler
oldugu gergegi anlasilmaya baslanmistir. Biyofilm, Costerton ve ortak calisma
gruplarinin elde ettigi veriler dogrultusunda; birbirlerine, ylizeylere ya da arayiizeylere
bir matriks araciligiyla tutunan bakteriyel populasyonlar olarak tanimlanmistir. Daha
sonra, Donlan ve Costerton (2002) tarafindan yeni bir biyofilm tanimi yapilmistir: Buna
gore; arayiizlere, birbirlerine ya da bir substrata geri dontisiimlii olarak tutunmus ve
tirettikleri hiicre dig1 polimerik matriksin i¢cine gomiilmiig, farkli mikrobiyal gelisme
fizyolojileri ve farkli genetik ifade ile iliskili bicimde degisen bir fenotip sergileyen

yapilar, biyofilm olarak adlandirilmistir.

Ayrica, mikrobiyal agregatlar, genellikle s1vi-hava ya da kati-s1v1 arayiizlerde sulu hiicre
dis1 polimerik bilesenlerden (EPS) olusan matriks yapilarina gémiilii vaziyette akiimiile
olan yapilardir. EPS, hiicrelerin gomiilii oldugu hiicre dis1 matriks materyalleri,
cogunlukla biyofilmi olusturan hiicreler tarafindan tiretilir. Matriks hiicre dis1 polimerik
bilesenler olarak bilinen farkli tipteki biyopolimerlerin birikimiyle olusmaktadir. Bu
birikim ii¢ boyutlu yapinin iskeletini olusturur. Bu iskelet, ylizey adezyonundan ve
kohezyondan sorumludur. Bu ifade dogrultusunda biyofilm tanimindan farkli olarak,
flok (ylizen biyofilm yapilar1) ve silaj yapilar1 da paylastiklar1 bazi karakteristikler
baglaminda biyofilm Ornekleri olarak da gosterilebilirler (Flemming ve Wingender
2010).

2.1.3 Biyofilmin genel olusum mekanizmalari ve o6zellikleri

Biyofilm olusumunun ilk asamasi; bakterilerin uygun bir ylizeye tutunmalaridir. Dogal

ortamlarinda bakteriler, cevresel kosullarda hayatta kalabilmeleri ve kendilerini
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koruyabilmeleri i¢in biyofilm olusturur. Herhangi bir yiizeyle etkilesime girecek olan
bakteriyel hiicreler tutunmadan 6nce yiizey boyunca hareket eder. Yiizeyle etkilesimden
sonra ayni ya da farkli tiirlere dahil bakteriler bir araya gelip mikrokoloniler
olusturabilmek i¢in tek tabakali hiicre hatlar1 olusturur. Biyofilmler, ayni tiirden
bakterilerin bir araya gelmeleriyle olusabilecegi gibi, farkli tiirden bakterilerin bir araya
gelmesi halinde daha karmagik bir yapida olabilir. Tutunma aktif bir siire¢ olup,
bakterinin yiizeye ve diger bakterilere geri doniisiimlii bir bi¢imde baglanabilmesi igin
gerekli olan hiicre dis1 polimerlerin sentezini gerektirir (Costerton 1999). Bakterilerin
geri donlisiimlii bir bicimde baglanmalarinin ardindan bakteriyel hiicreler cogalir ve
EPS iiretir (Kumar ve Anand 1998). Biyofilmler, elastiki davranis sergileyen oldukca
dayanikli esnek yapilardir (Stoodley vd. 1998). Bakteriyel tiirlere bagli olarak
biyofilmler; % 10-25 bakteri hiicrelerinden ve % 75-90 hiicre dis1 polimerik matriks
bilesenlerinden olusur. Biyofilm igerisindeki bakterilerin “Brown” hareketinden yoksun
olmalar1 karakteristik bir 6zelliktir. Biyofilmler siklikla mantar benzeri yapilar sergiler.
Bu yapimin bas kisminda hiicresel yogunluk, sap kismina oranla daha fazladir
(Costerton 1999). Olgun biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapilarinda bakteriyel kiimeler
arasinda su dolu kanallar bulunmaktadir; bu su dolu kanallar primitif bir dolasim
sistemine analog olacak sekilde metabolik siireclerde {iretilen toksik maddelerin
atilmasinda ve besinsel Ogelerin alinmasinda gorev yapar. Biyofilmlerin ilerleyen
sathalarinda biyofilmden kopmalar goriilebilir. Biyofilm hiicre toplulugundan koken
alan yavru hiicreler, hayatta kalabilmek ve yeniden kolonize olabilmek icin biyofilmden

ayrilabilir (Aparna ve Yadav 2008).

Biyofilmler bes temel asamada olusur: Bunlar; 1) bakterilerin yiizeyle temasa gegmeleri,
i1) bakterilerin yiizeye sikica tutunabilmeleri i¢cin EPS iiretmeleri, iii) biyofilm yapisinin
erken gelisimi, iv) biyofilmin olgunlagsmasi, v) olgun biyofilm {izerinden hiicrelerin

koparak ayrilmasidir (Sekil 2.3), (Stoodley vd. 2002).
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Sekil 2.3 Biyofilm olusumunun asamalart ve bu asamalar1 gosteren mikrograflar
(Stoodley vd. 2002)

1) Mikrobiyal tutunma, 2) Geri doniisiimsiiz tutunma ve EPS salgilanmasi, 3) Erken gelisim sathasi, 4)
Olgunlasma, 5) Dagilma.

Biyofilm olusumu en az iic mekanizmayla aciklanabilen bir siirectir. Bunlardan
birincisi; yiizey hareketi sonucunda tutunmus hiicrelerin yeniden dagilmasidir. ikinci
bir olusum mekanizmasi; tutunmus bakteri hiicrelerinin ikiye boliinerek ¢ogalmasiyla
ilgilidir (Heydorn vd. 2000). Hiicre boliinmesiyle birlikte yavru hiicreler tutunduklar
yiizeyden yukar: istikamette biyofilme yayilir ve kolonizasyonla yeni hiicre kiimeleri
olusturur. Uciincii mekanizmaysa, sivi fazda planktonik halde bulunan bakterilerin
gelismekte olan biyofilmin {izerine birikmesiyle ilgilidir. Bu mekanizmalarin biyofilm
olusumuna gorece katkilari, mevcut bakterilerin tiiriine, kolonize olunan yiizeyin

dogasina ve ¢evrenin fizikokimyasal kosullarina baglidir.

Kondisyonlanma, gidalarin temas ettigi yiizeylerde besin molekiillerinin kati-sivi ara
yiizeylerde birikmesidir. Zamanla bu birikmeye bagli olarak gidalarin temas ettigi
yiizeylerde besinsel bilesenlerin konsantrasyonu artmaktadir. Sivi fazdaki tiirbiilans da
mikroorganizmalarin kat1 ylizeylere tutunmalarini hizlandirmaktadir (Kumar ve Anand

1998).
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Mikrobiyal tutunma genelde iki agsama ile karakterize edilir: geri doniisiimlii tutunma ve
geri donlislimsiiz tutunma. Baslangictaki geri doniistimlii tutunmada zayif van der
Waals, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler kritiktir. Bu asamay1 takip eden geri
donilistimsliz tutunmada ise mikroorganizmalarin hiicre yiizeylerinde bulunan ve
mikroorganizmalarin yiizeylere ¢apalanmasima imkan taniyan yapilar ve yine
mikroorganizmalarin hiicre dis1 ortama salgiladiklar1 polimerik yapiskan bilesenler son

derece 6nemlidir (Ortega-Morales vd. 2008).

Kondisyonlanma ve biyofilm gelisim siirecleri yiizeylerin, mikroorganizmalarin ve
ulagilabilen besinsel bilesenlerin tiplerinden etkilenmektedir (Speers ve Gilmour 1985,

Herald ve Zottola 1988, Austin ve Bergeron 1995).

Cok hiicreli biyofilmler stabil bir mikro konsorsiyum olusturur. Bu olusum igerisinde,
fizikokimyasal gradiyentler olusmakta, yatay gen transferleri meydana gelmekte ve
hiicre-hiicre iletisimi ger¢eklesmektedir. Bu konsorsiyum ayni zamanda yiiksek

rekabetci bir cevre meydana getirir (Flemming ve Wingender 2010).

Biyofilmler, dogal ¢evrelerde yaygin bir sekilde bulunur ve cam, paslanmaz celik, su
borulari, implant, ve disleri de igeren sayisiz farkli ortamda gelisme gosterebilir
(Carpentier ve Cerf 1993, Costerton vd. 1999, Woodward vd. 2000, Joseph vd. 2001).
Biyofilmler bazi durumlarda antibiyotiklere ve dezenfektanlara toleransli olmalarindan
otlirii hastalik etkeni bakterilere koruyucu bir yap1 teskil ederler (Costerton vd. 1987,
Costerton vd. 1999, Ueda ve Kuwabara 2007, Janssens vd. 2008). Su endiistrisinde
biyofilmler hem sorun olarak algilanan ve hem de istenilen yapilardir. Atik su aritim
uygulamalarinda biyofilmler, bakteriler i¢in substrat olabilecek su kirleticilerinin
ortadan kaldirilmasinda basit ve ucuz bir yoldur. Igme suyu endiistrisinde istenmeyen
biyofilmler halk saglig1 acisindan 6nemli sorunlara neden olmaktadir (Rittmann 2004).
Biyofilm igerisinde bulunan hiicreler, kendi iirettikleri ve dis ¢evreye karsi kimyasal ve
mekanik koruma saglayan bir matriks igerisine gomiilii olarak bulunmakta ve
tizerlerinde ¢ok ¢esitli bilesiklerin birikmesine neden olduklar1 i¢in hem endiistriyel

hem de tip alaninda biiyiik sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Meretre vd.
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2009). Bu sebeple, biyofilm igerisindeki bakterilerin dezenfektanlara ve kurumaya karsi

oldukga direngli olduklari bilinmektedir (Matthysse vd. 1981, Zogaj vd. 2001).

Uzun siireli yapisal ve fonksiyonel arastirmalar sonucunda, mikroorganizmalarin zorlu
cevre kosullarinda neden biyofilm olusturduklar1 daha iyi anlasilmistir. Bu kosullar
dogal, endiistriyel ve medikal cevrelerdeki kosullar olup, mikroorganizmalar bazi
durumlarda bu ¢evrelerdeki biyotik ya da abiyotik yiizeylerde kolonize olarak komiinite
davranig1 sergilemeye yonelebilir. Biyofilm yapilarinda en dikkat c¢ekici 6zelliklerden
biri polimerik matriks igersinde gomiilii vaziyette bulunan bakterilerin planktonik
yasam tarzlarindan farkli olarak fenotipik ve morfolojik farkliliklar sergilemeleridir
(Davies 1999). Biyofilm yapisindaki bakteriler ve planktonik bakteriler arasinda
yaklasik olarak % 1-10 arasinda bakteriyel transkript farki saptanmistir. Gen ifade
diizeyleri ve metabolizma ayni sekilde biyofilm olusumunun farkli safthalarinda
cesitlilik gosterir (Schembri vd. 2003, Webb vd. 2003, Beloin ve Ghigo 2005). Gram
negatif bakterilerde cesitli cevresel kosullar (6rnegin; besin arzi, konak¢1 metabolitleri,
kolonize olunan ylizeylerin fiziksel ve kimyasal nitelikleri, sicaklik, oksijen gerilimi,
tuz konsantrasyonu ve ozmolarite) ve bakterinin kendi tirettigi sinyaller (6rnegin; indol,
siklik-diguanilat, asetil fosfat ve N-asilhomoserin laktonlar) biyofilm olusumunda,
olgunlasmasinda ve dagilmasinda rol oynar (Prouty vd. 2002, Shirtliff vd. 2002,
Hammer ve Bassler 2003, Martino vd. 2003, Wolfe vd. 2003, Tischler ve Camilli
2004).

Mikroorganizmalar, ayri1 ayri hiicrelerin saf kiiltiirleri halinde bulunmayabilir.
Cogunlukla, yiizeylerde ya da arayiizeylerde akiimiile olarak film, mat, flok, silaj ya da
biyofilm gibi polimikrobiyal agregatlar olusturur (Wingender ve Flemming 1999).

2.2 Biyofilm Matriksi

Biyofilmler igerisinde bulunan mikorganizmalar, kendi iirettikleri sulu EPS igerisine
gomiilii vaziyette kendi ideal dis ¢evrelerini yaratarak yasar. EPS genellikle,
polisakkaritlerden, proteinlerden, niikleik asitlerden ve lipitlerden olusmaktadir. Bu

yapisal bilesenler, biyofilmlere mekanik bir stabilite saglar, ylizey adezyonunu
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kolaylastirir ve kohezif bir sistem olustururlar. Bu ii¢ boyutlu polimerik ag, biyofilm
icerisinde hiicrelerin etkilesimini saglar ve hiicreleri immobilize eder. Ilave olarak,
biyofilm matriksi, eksternal bir sindirim sistemi gibi de fonksiyon gosterir. Hiicrelerin
yakininda bulunan hiicre dis1 enzimler, ¢6ziilmis, kolloid yapida ve kati
biyopolimerlerin metabolize edilmesine yardimei olmaktadir. Matriksin tesis ettigi bu
karmagik organizasyon diizeyi mikroorganizmalarin diinya tizerindeki en bagarili yasam
formlarindan birisi olmasini saglamaktadir (Flemming ve Wingender 2010). Bakteriyal
biyofilmlerdeki hiicre dis1 polimerik bilesenlerin fonksiyonlar1 ¢izelge 2.1°de

verilmigtir.

Cizelge 2.1 Bakteriyal biyofilmlerdeki hiicre dis1 polimerik bilesenlerin fonksiyonlar
(Flemming ve Wingender 2010)

Fonksiyon Biyofilmle olan iligkisi Icerdigi EPS bilesenleri
Adezyon Baslangi¢ asamasinda biyotik ve abiyotik Polisakkaritler,
kolonizasyona imkan tanir ve biyofilmlerin uzun proteinler, DNA ve
siire ylizeylere tutunmalarini saglar. amfilik molekiiller
Bakteriyal hiicrelerin Hiicreler arasinda koprii kurulmasini, gegici Polisakkaritler, proteinler
agregasyonu immobilizasyonu, yiiksek hiicresel yogunlugun ~ ve DNA

saglanmasi ve hiicre-hiicre taninmasini saglar.

Biyofilmlerin Mekanik stabiliteyi diizenleyen sulu bir polimer ~ Nétral ve yiiklii
Kohezyonu ag1 olusturur ve biyofilmin mimarisini belirler. molekiiller, proteinler
(amilodler ve lektinler
gibi) ve DNA
Suyun hapsedilmesi Yiiksek oranda sulu mikrogevreleri olusturur ve  Hidrofilik polisakkaritler
kurumaya kars1 koruma saglar. ve bazi muhtemel
proteinler
Koruyucu bariyer Infeksiyon siiresince spesifik ve non-spesifik Polisakkaritler ve
konake1 savunmalarina kars1 direnci saglar ve proteinler

cesitli antimikrobiyal ajanlara kars1 toleransi
artirir. Oksidasyon ve avci stresinden korur.

Organik bilesenlerin Cevreden besinlerin akiimiilasyonunu saglar ve  Yiiklii ya da hidrofobik
emilimi zenobiyotiklerin emilimini kolaylagtirir polisakkaritler ve
(cevresel detoksifikasyon) proteinler
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Cizelge 2.1 Bakteriyal biyofilmlerdeki hiicre dis1 polimerik bilesenlerin fonksiyonlari
(Flemming ve Wingender 2010) (devam)

Inorganik bilesenlerin
emilimi

Enzimatik aktivite

Besin kaynagi

Genetik bilginin
degisimi

Elektron vericisi ya da
alicisi

Hiicre bilesenlerinin
taginmast

Fazla enerjinin
depolanmast

Enzimlerin baglanmasi

Polisakkaritlerin jellesmesini ve iyon degisimini

saglar, minerallegsmeye imkan tanir ve toksik
molekiilleri akiimiile eder (¢evresel
detoksifikasyon)

Besinsel ihtiyaglarin giderilmesi i¢in ekzojen
makromolekiillerin sindirimi ve yapisal EPS
bilesenlerinin sindirimi (biyofilmden hiicrelerin
ayrilmasina imkan tanir).

Biyofilm komiinitesindeki hiicreler i¢gin karbon,
azot ve fosfor kaynagi teskil eder.

Biyofilm hiicreleri arasindaki yatay gen
transferini kolaylastirir.

Biyofilm matriksi igerisinde redoks
reaksiyonlarinin gergeklesmesini saglar.

Metabolik degisimlerin sonucu olarak hiicre
bilesenlerinin agiga ¢ikarilmasi.

Dengesiz karbon ve nitrojen oranlarinda fazla
karbon kaynaklarinin depolanmasi.

Polisakkaritlerle olan etkilesimlerinin
sonucunda enzimlerin akiimiile olmasi,
depolanmasi ve stabilize edilmesi.

Fosfat ve siilfat
bilesenleri igeren yiklii
polisakkaritler ve
proteinler

Enzimler (proteazlar,
lipazlar, niikleazlar vs.)

Potansiyel olarak tiim
EPS bilesenleri

DNA

Proteinler (pilus ve
nanotiipler) ve muhtemel
nemli bilesenler

Niikleik asit,
lipopolisakkarit,
fosfolipit ve enzimleri
igeren membran
vezikiilleri

Polisakkaritler

Polisakkaritler ve
enzimler

Bakteriler, cevresel yiizeyler ve arayiizeyler lizerinde, biyofilmler igerisinde organize
olur. Biyofilmler, cogunlukla kendisini olusturan bakterilere i¢ ve dis ¢evresel tehditlere
kars1 koruma saglar. Dogal olarak meydana gelmis biyofilmler, ¢ogunlukla farkl
bakteriyel tiirleri icermektedir. Ancak biyofilmlerin fizyolojik, kimyasal ve genetik

karakteristiklerinin anlasilmasinda, laboratuvarlarda tek tip tiirlerin olusturdugu
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biyofilmlerin analizi daha kolay bir yoldur. Cok hiicreli bir komiinite olusturmak {izere
bir araya gelen hiicrelerin yapisalligi, hiicre dis1 bilesenler tarafindan belirlenir. Bu
bilesenlerin ¢esitliligine gore de biyofilmlerin cesitliliklerinden s6z edilebilir (Branda
vd. 2005).

Bilindigi tizere prokaryotlar, ortam kosullarina genetik diizenlemeler ile ¢ok kolay
uyum saglar ve yiizeye yaklasirken diizenleyici genlerin ¢aligmasiyla dakikalar
igerisinde sesil yasam fenotipine donebilir. Planktonik ve sesil (bagli) bakteriler
arasindaki en carpici farkliliklardan bir tanesi biyofilmin yapisalligt i¢in gereken
biyofilm matriksidir. Matriks bilesenleri; biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin
tiiriine, biyolojik ve biyolojik olmayan birgok parametreye baglidir. Bu farkli bilesenler,
salgilanan ekzopolisakkaritler, proteinler ve hiicre disit DNA’lardir. Ekzopolisakkaritler
% 50-70 oraninda organik karbon igerirler. Bakteriyel tiirlerin farkliligina bagl olarak
ekzopolisakkaritlerin tipi ve miktar1 cesitlilik gostermektedir (Starkey vd. 2004).
Bakteriyel virlilense etkilerinden &tiirii hiicre dis1 polisakkaritler uzun yillardir
calisilmakta olan bir konudur. Hiicre dis1 polisakkaritler, kapsiiler polisakkaritler ya da
ekzopolisakkaritler seklinde siniflandirilmislardir. Gelistirilen bakteri kiiltiirleri santrifiij
edildikten sonra, hiicreyle baglantili sekilde kalan hiicre dis1 polisakkaritler kapsiil
olarak adlandirilirken, st sivi icerisinde kalan hiicre dis1 polisakkaritler,
ekzopolisakkaritler —olarak  adlandirilmaktadir.  Biyofilm ¢alismalarinda  bazi
polisakkaritlerin izolasyonunun zor olmasi, biyofilmin kimyasal kompozisyonunun

anlasilmasina engel teskil etmektedir (Branda vd. 2005).

Monosakkarit monomerlerinin B (1—4) glikozit baglariyla bir araya gelmesiyle olusan
selilloz, bircok bakteriyel matriks kompozisyonunda bulunan 6nemli bir bilesendir
(Zogaj vd. 2001, Romling vd. 2002, Aparna ve Yadav 2008, Ma vd. 2009). Bakteriyel
ekzopolisakaritler biyofilm matriksinin en temel 6gesidir. Matriks sulu bir tabiata sahip
olup birgok tiiriin biyofilminde anyonik bir karakter sergileyerek temel besinlerin ve
minerallarin yakalanarak konsantre hale getirilmesine olanak saglayan bir sistem
olusturur. Biyofilmler icerisinde yer alan bakteriler i¢in ¢evresel tehditlere, biyositlere,
antikorlara, surfaktanlara, serbest yasayan amip gibi predatorlere ve beyaz kan

hiicrelerine karsi koruyucu bir avantaj saglar. Matriks iic boyutlu bir kuvvet alani
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yaratarak bakterileri ¢evreler ve bakterilerin yiizeylere sikica tutunmalarini saglayarak

bakterilere stabilite kazandirir (Sekil 2.4), (Dunne 2000).

Sekil 2.4 Serbest ve matriksle ¢evrili mikrokolonilerin elektron mikrograflar1 (Dunne
2000)

a. Serbest hiicreler b. EPS biyosentezi ¢. Mikrokolonizasyon.

Proteinler de biyofilm matrikslerde seliiloz gibi énemli bilesenlerdendir. Proteinlerin
miktarlart ve tipleri biyofilm icerisindeki mevcut bakterinin tiiriine gore degisim
gosterir. Biyofilm matriksin kompozisyonuna dahil edilen lektinler bu duruma tipik bir
ornek teskil etmektedir. Lektinler, piluslar ve Gram-negatif bakteri dig membrani gibi
hiicre yiizey yapilariyla iliskilidir ve bakterilerin hem birbirlerine hem de konakgilarina
spesifik bir sekilde tutunmalarina olanak saglar (Starkey vd. 2004). Fimbriyalar temelde
fimbrin adi1 verilen monomerlerin bir araya gelmesiyle olusan yapisal elemanlar olup,
bakterilerin inert yiizeylerle olan etkilesiminde 6nemli bir rol oynar (Collinson vd.
1991, Muller vd. 1991, Woodward vd. 2000). Diger yandan hiicre dist DNA (eDNA),
matriksin yapisalliginda énem teskil eder. Bazi bakterilerin matriks yapisindaki DNA,
rasgele bir sekilde kromozomal DNA’dan koken almakta ve bu DNA matriks icerisinde

hiicre-hiicre etkilesimine katki saglamaktadir. Hiicre dist DNA’nin biyofilmin erken
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olusum safhalarinda yapisalliga katkida bulunan bir fonksiyon sergiledigi de

bilinmektedir (Starkey vd. 2004).

2.2.1 Hiicre dist DNA (eDNA)

Farkl1 bir¢ok biyofilm 6rneginde hiicre disit DNA’ya rastlanmaktadir. eDNA’ya atik su
sistemlerindeki biyofilm 6rneklerinde de biiyiik miktarlarda rastlanmaktadir (Frolund
vd. 1996). eDNA birgok bakteri tiirliniin biyofilminde bulunmakta ve biyofilm

yapilarinda 6nemli bir yapisal eleman olarak fonksiyon gostermektedir.

Hiicre dis1t DNA biyofilm sistemlerinde ¢ogunlukla lize olan hiicrelerden gelen kalinti
DNA pargalarindan olugsmaktadir ve ilk tutunmadan biyofilmin olgunlagmasina dek olan
tiim siire¢lerde 6nemli bir bilesen olarak rol almaktadir. Niikleik asitlerin mikrobiyal
agregasyondaki rolii 6zellikle diger major matriks bilesenleri arasindaki baglantilarin
olusturulmas1 ile iliskilidir. Ornegin Rhodovulum cinsi bakterilerin biyofilmlerine
niikleolitik enzimler uygulandiginda biyofilmler ¢ok hizli bir sekilde dagilabilirken aym
cinsin biyofilmlerine proteinleri ve karbohidratlari degrade eden enzimler
uygulandiginda biyofilm dagilmamaktadir (Watanabe vd. 1998). Hiicre dist DNA
benzer sekilde Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinde de hiicre-hiicre
etkilesimlerinin saglanmasinda 6nemli rollere sahiptir (Yang vd. 2007). Hiicre dis1
DNA’nin biyofilm sistemlerindeki yapisal ve fonksiyonel katkilarinin saptanmasi i¢in
yapilan calismalarda DNaz 1 enzim uygulamasi sonucunda P. aeruginosa ve B.
cereus’un biyofilm olusumlarinin baglangi¢ sathalarinda mikrobiyal adezyonun
engellendigi goriilmiistiir. Elde edilen bulgular eDNA’nin ilk tutunmada bir adezin gibi
rol istlendigini kanitlar mahiyettedir (Whitchurch vd. 2002, Villain vd. 2009). Hiicre
dis1 DNA, yapisal ve fonksiyonel etkilerinin yani sira antimikrobiyal bir ajan gibi de
davranabilmektedir. Hiicre dis1t DNA, katyonlar selatlayarak lipopolisakkaritlerin ve dig
membranin stabilizasyonuna katki saglamaktadir (Mulcahy vd. 2008).

eDNA, parcalanan hiicrelere ait kalint1 materyaller olarak goriilmesine karsin, matriksin
(Wingender vd. 1999) ve biyofilm yasaminin tamamlayicit bir pargasidir (Molin ve

Tolker-Nielsen 2003). Bazi bakteri biyofilmlerindeki matrikste eDNA ve genomik
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DNA’nin ayni orijinden geldigi goriilmektedir (Steinberger ve Holden 2005). S.
epidermidis biyofilmlerinin 6rneginde ise, eDNA biyofilmdeki bakterilerin alt
popiilasyonlarindaki lizizleri siiresince iki fonksiyonlu otolizin (AtIE) tarafindan
tretilmektedir (Molin ve Tolker-Nielsen 2003). Qin vd. (2007), S. epidermidis
biyofilmlerinde AtIE otolizini baglantili eDNA’nin hiicre disina salinim mekanizmasi
incelemislerdir. Ozetle eDNA biyofilm yapisindaki hiicrelerin lize olmasi sonucunda
aciga cikan genomik DNA kalintilarindan olusabilecegi gibi, genomik DNA’dan

bagimsiz 6zel salg1 mekanizmalariyla da hiicre dis1 ortama salgilanabilmektedir.

2.3 Termofilik Basillerin Genel Karakteristikleri

Taksonomik ¢alismalar Bacillus cinsinin dahil oldugu Bacillaceae familyasinin oldukga
genis oldugunu kanitlar mahiyettedir (Ash vd. 1991, Rossler vd. 1991, Rainey vd.
1994). Seksenli yillarda Bacillus iiyelerinin tek bir ya da birden ¢ok cinse dahil
olduguna dair tartismalar siirerken, bu siire¢ baslangicindaki hibridizasyon
calismalariyla birlikte 16 rRNA dizi analizleri tiirlerin teshisinde anahtar teknik olarak
kullanilmaya baslamistir (Sneath 1986, Rossler vd. 1991, Rainey vd. 1994). Doksanl
yillarda hiz kazanan bu tip ¢aligmalar, Bacillus cinsi iyelerinin yeniden
siniflandirilmasina  ve bazi yeni cinslerin tanimlanmasina imkan tanimigtir
(Wisotzkey vd. 1992, Shidavd. 1996, Heyndrickx vd. 1996, Heyndrickx vd. 1998,
Waino vd. 1999, Yoon vd. 2002, Heyrman vd. 2003, Jay 2003, Goto vd. 2004, Yoon vd.
2004, Ren ve Zhou 2005, Cihan vd. 2014). Nazina vd. (2001) yaptiklar1 taksonomik
caligmayla Bacillus stearothermophilus tip susunu, yeni tanimladiklari Geobacillus
cinsine dahil etmislerdir. Bacillus flavothermus, Anoxybacillus flavithermus tiirii olarak
yeniden smiflandirilmistir (Pikuta vd. 2000). 2001 6ncesinde B. flavithermus ve B.
stearothermophilus tiirleri Bacillus cinsi altinda dogru olmayan bir taksonomik

pozisyonda siniflandirilmiglardir.

Bacillaceae familyasinin iiyeleri ve obligat termofilik basillerin besinsel gereksinimleri
karmagik olmamakla birlikte bu tiyeler gelisimleri i¢in 6zgiil amino asitlerin varligina
gereksinim duymazlar. Bu iiyeler triptik soy agar (TSA) gibi basit bir besiyeri icerisinde
dahi kolaylikla gelisebilmektedir. Termofilik basillerin ideal gelisme sicakliklari
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genelde 50 ila 65 °C arasinda degismekle birlikte bu durum tiir diizeyinde degiskenlik
gosterebilmektedir. Sicaklik bir mikroorganizmanin gelisimini etkileyen en Onemli
cevresel faktorlerden biridir. Ureme sicakliklar1 80 °C’ye dek cikabilen termofilik
basiller termal adaptasyon yetileri, endospor ve biyofilm olusturmalari nedenlerinden
otlirli diinya tizerinde pek c¢ok habitattan izole edilebilmektedir. S6z konusu dogal
habitatlar arasinda volkanik siireglerle iliskili olan artezyen kuyulari, sicak su
kaynaklarindaki sedimentler, tas, aga¢ dal1 gibi yiizeyler, kaynayan ¢amurlar, giin i¢inde
devamli giinese maruz kalan toprak ve giibre yiginlari, fermente hayvan yemleri gibi
cesitli karasal ve sucul ortamlar bulunmaktadir. Termofilik basiller, jeotermal termik
santraller ve komiirle enerji iiretilen santraller, sicak su sondaj borularinin i¢ yiizeyleri,
siit ile siit tiriinlerinin, meyve sularinin, glukoz suruplarinin yapiminda kullanilan ve
cogunlukla paslanmaz celikten imal edilen biiyiik dlgekteki endiistriyel fermentdrler
gibi insan yapimi pek ¢ok ¢evreden de izole edilebilmektedir (Nazina vd. 2001, Vieille
ve Zeikus 2001).

2.3.1 Geobacillus cinsinin karakteristikleri

Geobacillus cinsi, Bacillus cinsinin rRNA Grup 5 olarak adlandirilan termofilik grup
icerisinde simiflandirilir (Ash vd. 1991). Giinliimiizde endospor olusturabilen ve
Bacillaceae familyasina dahil ¢ok sayida yeni termofilik basil cinsi teshis edilmistir. Bu
termofilik cinslerden ilki Geobacillus olup, 2001 yilinda G. stearothermophilus tip susu
ile tantmlanmistir. Bu cins dahilindeki tiirler 16S rRNA dizilerine gore kendi aralarinda
% 96,5-99,5 oraninda benzerlik gosterirler. Yine de bu cinsin iiyelerinde G+C igerigi %
45 ila 69 oraninda degismektedir. Subterminalden terminale kadar ¢esitlilik gosteren
endosporlar tretirler. Bu cins, basil seklinde morfoloji gosteren, endospor olusturan,
fakiiltatif anaerobik veya aerobik ve Gram-pozitif tiirleri kapsar. Geobacillus tiyeleri 37-
75 °C arasinda gelisim gostermektedir (Nazina vd. 2001). Ideal gelisme sicakliklar1 50
°C’nin Tlzerindedir. Geobacillus tiirleri kaplica, petrol bdlgeleri, derin deniz
sedimentleri, siit Uriinleri islendigi fabrikalar ve seker rafineleri gibi sicak ¢evrelerden
izole edilebildigi daha iliman bdlgelerden de izole edilebilmektedir (Zarilla ve Perry
1987, Nazinavd. 2001, Marchantvd. 2002, Ronimusvd. 2003, Taivd.
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2004, Takami vd. 2004, Scott vd. 2007). Giintimiizde Geobacillus 20 tiir ve 4 alt tiir ile
temsil edilmektedir (www.bacterio.net, 2010).

2.3.2 Anoxybacillus cinsinin karakteristikleri ve A. flavithermus

Anoxybacillus cinsi ise Pikuta vd. (2000) tarafindan tanimlanmis olup, ilk defa
Anoxybacillus pushchinoensis tip susu ve B. flavothermus tiiriiniin A. flavithermus
tiirtine dahil edilmesi sonucu iki tiir ile temsil edilmistir. A. pushchinoensis gibi zorunlu
anaerobik olan tip tiirlerden 6tiirti bu cinsin ad1 Anoxybacillus olarak adlandirilmigtir
(Pikuta vd. 2000). Ancak bu cinse daha sonra dahil olan iiyelerin ¢ogunun aslinda
acrotolerant ya da fakiiltatif anaerobik olduklar1 goriilmiistiir. Anoxybacillus tiirlerine de
Geobacillus tiyelerinin bulundugu birgok niste rastlanmakta ve her iki cinsin {yeleri
siklikla siit drilinlerinin islendigi endiistri ¢evrelerinden izole edilebilmektedir.
Anoxybacillus cinsi tiyeleri de yine Gram-pozitif, endospor olusturan, ¢ubuk sekilli,
aerotolerant anaerobik ya da fakiiltatif anaerobik bakterilerdir (Coorevits vd. 2012).

Anoxybacillus cinsinde ise 21 tiir ve 3 alt tiir tanimlanmistir (Www.bacterio.net, 2010).

Bu Anoxybacillus tiirlerinden 6zellikle A. flavithermus, siit driinlerinin islendigi
ortamlardan izole edilip tanimlanan ilk termofilik basil olmasi sebebiyle Onem
tasimaktadir (Riickert vd. 2004). Aslinda A. flavithermus ilkin Yeni Zelanda’daki bir
kaplicadan izole edilmistir. (Heinen vd. 1982). Ayni tiir daha sonrasinda pek ¢ok farkli
sicak su kaynagindan da izole edilmistir (Nold vd. 1996, Belduz vd. 2000). Bu tiir
kaplicalarin yani sira jelatin ekstraksiyon tinitelerinden (De Clerck vd. 2004a, De Clerck
vd. 2004b, De Clerck vd. 2004c) ve siit tozu iiretim iinitelerinden de izole edilmistir
(Flint vd. 2001b, Ronimus vd. 2003, Scott vd. 2007). A. flavithermus fakiiltatif
anaerobik, terminal sporlara sahip olan, hareketli, pH 6-9 araliginda gelisebilen ve % 61
oraninda G+C igerigine sahip bir tiirdlir (Heinen vd. 1982). Yeni Zelanda kaplica
susunun karakterizasyonu bu susun 30 ila 70 °C (ideal gelisim sicakligi 60 °C) gibi
genis bir sicaklik araliginda gelisebildigini gostermektedir. Ancak siit tozu iiretim
tinitelerinden izole edilen izolatlarin ideal gelisim sicakliklart 50 ila 65 °C arasinda

degismektedir (Cucksey vd. 2002, Ronimus vd. 2003, Scott vd. 2005). Aslinda 68 °C
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inkiibasyon sicakligi, siit tozundan izole edilebilen A. flavithermus ve Geobacillus

suslarinin ayriminda énemli bir sicaklik degeridir (Burgess vd. 2010).

2.4 Termofilik Basillerin Siit ve Siit Uriinleri Endiistrisindeki Onemi ve Neden
Olabilecekleri Riskler

Siit endiistrisi acisindan, termofilik basillerin siit {iriinleri igerisindeki varligi, tipki
ameliyathanelerdeki sterilizasyon kontrol kitlerine benzer sekilde, hijyen kontroloniin
bir indikatorii olarak kullanilmaktadir. Termofilik basiller siit iiriinlerinin islendigi
tinitelerde endospor ve biyofilm iiretebilmektedirler. Buna ilave olarak tirettikleri
enzimler ve asidik son {irlinlerden 6tiirii gidalarda bozulmaya neden olmaktadirlar. Bu
bozulmalar gidalarda kotii kokuya sebebiyet vermektedir. Termofilik basiller islem
sicakliklariin yiiksek oldugu (40-65 °C) bir¢ok endiistriyel siiregte ya da triinlerin
depolanmasimi  gerektiren kosullarin s6z konusu oldugu c¢evrelerde potansiyel
kontaminantlar olarak siklikla risk olusturmaktadirlar. Bahse konu olan siireglere; kagit
iiretimi, konserve, meyve suyu pastdrizasyonu, seker isleme, jelatin liretimi, kurutulmus
sebze tliretimi ve siit iirlinlerinin islenmesi gibi uygulamalarin dahil oldugu siirecler
ornek gosterilebilir (Denny 1981, Hayes 1985, Splittstoesser vd. 1998, Suihko vd. 2004,
Tai vd. 2004, De Clerck vd. 2004a, b, c, Jay vd. 2005, Chen vd. 2006, Scott vd. 2007).

Siit endiistrisinde, iiriinlerden izole edilen ve tanimlanan termofilik basiller gelismeleri
icin duyduklar1 sicaklik gereksinimlerine gore zorunlu ve fakiiltatif termofiller olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Zorunlu termofillere siit iirlinlerinin islendigi ortamlardan siklikla
izole edilen A. flavithermus ve Geobacillus spp. gibi iliyeler 6rnek verilebilir (Flint vd.
2001b, Ronimus vd. 2003, Scott vd. 2007). Fakiiltatif termofiller Bacillus cinsine dahil
olup hem mezofilik hem de termofilik sicakliklarda gelisebilmektedirler. Bacillus
licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus pumilus, Bacillus sporothermodurans ve
Bacillus subtilis fakiiltatif termofiliklere oOrnek olarak gosterilebilir (Crielly vd.
1994, Flint vd. 2001b, Ronimus vd. 2003, Scheldeman vd. 2006). Geobacillus ve
Anoxybacillus iiyelerinin de dahil oldugu, siit iiriinlerinin islendigi ¢evrelerdeki bazi

termofilik basillerin 6zellikleri ¢izelge 2.2°de verilmistir.
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Siit driinlerinin  islendigi {nitelerdeki siitlin temel kompozisyonunu olusturan
bilesenlerin varligi, bu ortamlarda bulunabilen mikroorganizmalarin gelisimlerine ve
cogalmalarina imkan taniyarak biyofilm olusumunun tetiklenmesi acisindan potansiyel
risk olusturmaktadir (Speers ve Gilmour 1985). Siit, islendigi cevrelerde siklikla
paslanmaz celik yiizeylerle temas etmektedir ve bu temas bir¢ok mikroorganizmanin

buralara tutunarak biyofilm olusturmasina olanak saglamaktadir (Barnes vd. 1999).

Mandira endiistrisi kolaylikla (yag ve peynir) ya da kismen bozulabilen (siit tozu ve
kazein) tiriinlerin tiretimini kapsayan bir endistridir. Steril bir sagim asamasindan sonra
inek siitiinlin, tasima, depolama ve isleme gibi bir¢ok asamada kontamine olma riski
bulunmaktadir. Sagim asamasindaki kontaminasyon, siklikla inegin memesinde ya da
sagim makinesinde bulunan mikroorgananizmalarca gerceklesmektedir. Siit bir kez
sagildiktan sonra ciftliklerde 7 °C’de 48 saate kadar bekletilebilmektedir. Soguk
kosullarda bekletilen siitiin icerisinde psikrofil mikroorganizmalar haricinde bir¢cok
mikroorganizmanin gelisimi inhibe olmaktadir. Siitiin transfer edildigi depolarda ve
transfer hatlarinda bekletildigi depolarda sogutma islemi olmadigindan kontaminasyon
riski 6zellikle bu agamalarda yiiksektir. Tiim bu siireglerde siitiin bulundugu ortamdaki
cevresel sicaklik, siitlin igindeki mikroorganizmalarin gelisimini belirleyen en 6nemli

faktordiir (Flint vd. 1997).
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T4

Cizelge 2.2 Siit tirtinlerinin islendigi ¢evrelerde bulunabilen bazi termofilik izolatlarin 6zellikleri (Burgess vd. 2010)

Anoxybacillus Geobacillus Geobacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
flavithermis stearothermophilus thermoleovorans licheniformis subtilis coagulans pumilus sporothermodurans

Azami gelisme 6572 6568 70 50-55  4555°  57-61 50-55 4555
sicaklig1 (°C)
Asgari gelisme 30-38 37 3547 15 520 1525 515 20
sicakligr (°C)
Anaerobik gelisim + - - + - + - -
pH aralig1 6,0-9,0 6,0-8,0 5,2-8,0 55-8,5 55-8,5 4,0-10,5 55-8,5 Bilinmiyor
Spor siskinlgi + + + + - D - -
Spor pozisyonu Terminal Terminal Terminal Merkezi Merkezi terSr:kiJr;al Merkezi Terminal
% 7’lik NaCl
... .. - - - + + - + -
icerisinde gelisim
NltFau nitrite + D + + + Dn B _
indirgeme
Kazein hidrolizi - + D + + D z
Jelatin hidrolizi - + D + + D -
Nisasta hidrolizi + D D + + + - -

*+; Var, -; Yok, D; Degisken, Z; Zayif



Siitlin  islendigi ortamlardaki bakteri kontaminantlar1 olarak c¢ogunlukla patojen
mikroorganizmalar ilizerinde durulmasina karsin, termofilik basillerin sporlarinin ve
vejetatif formlarinin da patojenlerle bir arada bulunma ihtimali, sporlarin uygun
kosullarda c¢imlenerek ylizeylerde biyofilm olusturabilmeleri, iirlinlerin oksidasyon-
rediiksiyon potansiyellerini etkileyerek besin kalitesini diigiirmeleri, gida bozulmasina
neden olan diger mikroorganizmalarin kendi olusturduklari biyofilmlere tutunmasina
imkan taniyarak gelismelerine destek olmalari nedeniyle, en az gida patojenlerinin
biyofilmlerinin yaratacagi riskler kadar sorun olusturabilecekleri bilinmektedir (Flint
vd. 2001a, Parkar vd. 2003, Rueckert vd. 2005, Burgess vd. 2009, Somerton vd. 2012,
2013, 2015).

Termofilik basiller, siit ve siit iirlinlerinin, meyve sularimin, glukoz suruplarinin
yapiminda kullanilan endiistriyel fermentdrlerde, yiliksek sicakliklara maruz kalmalarina
karsin gelisebilmektedirler. Boylelikle bu fermentodrlerin biyokorozyonuna ve bu tiir
ortamlarda istenmeyen bir mikrobiyel yiikiin olusmasina neden olurlar. Biyokorozyon
nedeniyle gida isleme iinitelerinde kullanilan alet, ekipman ve ylizey malzemelerinin
kullanim siirelerinin azalmasi 6nemli diizeyde ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Siit endistrisinde, en yaygin biyofilm izolatlar1 termofilik streptokoklar ve termoflik
basil iiyelerini kapsar. Ozellikle A. flavithermus ve G. stearothermophilus tiirleri, siit
tozunda bulunan en yaygin termofilik kontaminantlar bilinmektedir. Termofilik basil
biyofilmlerini, genis sicakliktaki hizli gelisim oranlari, spor olusturmalar1 ve sporlarin
sicakliga direncli olmalar1 sebebiyle, bu tiir ylizeylerden gidermek olduk¢a zordur (Flint

vd. 2001b, Parkar vd. 2003).

Siitiin igerigindeki organik materyallerin yiizeylerde birikmesi, bakterilerin buralara
tutunmasina ve biyofilm gelistirmesine olanak tanimaktadir. Pastorizasyon birimlerinde
organik materyal birikimine ve mikroorganizmanin boliinme hizina da baglh olarak
termofilik basiller, 12 saat igerisinde yiiksek yogunluklara (10° kob/mL)
ulasabilmektedir (Bouman vd. 1982, Bremer vd. 2009). Termofilik basil biyofilmlerinin
gideriminde irliniin kisa siirede islenmesinden ve rutin sanitasyon islemlerinden dolay1
tam bir basar1 saglanamamaktadir. Basarisizligin diger sebebi de termofilik basil

biyofilm yapilarina iliskin heniiz yeterli bilginin bulunmayisidir (Burgess vd. 2010).
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Pastorizasyon modelleri uygulanarak gergeklestirilen caligmalarda, siitiin florasinda
bulunan az sayidaki (<100 termofil/mL) termofilik basilin 1s1l isleme maruz kalmasi
sonucunda pastdrizasyon iinitelerinin sogutma kisimlarinda hizla artabildigi tespit
edilmistir (Bouman vd. 1982). Isil islemlere maruz kalan termofilik basillerin direngli
sporlar1 pastorizasyon sonrasinda siitiin kontaminasyonuna neden olarak {irlinlerin raf
Omiirlerini kisaltmaktadir (Driessen vd. 1984). Az sayidaki termofilik basil 20-30
dakikalik kisa 1s1] islem siire¢lerinde vejetatif hale gegebilmekte ve sayilar 106/h1'icreye
ulasabilmektedir. Arastirmacilar, artisin termofilik basillerin islem {initelerin
yiizeylerinde daha Onceden var olan ve giderilemeyen biyofilmlerle iliskili oldugunu
kanitlamiglardir (Scott vd. 2007). Termofilik basillerin biyofilmlerine ultrafiltrasyon ve
ters ozmoz membranlarinda da rastlanmaktadir (Tang vd. 2009a, b, 2010). Bu
membranlarmn, biyofilmler tarafindan kapatilmasi, siitiin akisin1 kisitlamakta ve bu da

rutin sanitasyon islemlerine mali bir ylik getirmektedir (Liao vd. 2004).

2.4.1 Termofilik basillerin neden olduklari gida bozulmalar:

Daha 6ncede bahsedildigi iizere, zorunlu ve fakiiltatif termofilik basiller asit ve cesitli
proteinaz-lipazlari da igeren 1si-stabil enzimler iireterek gidalarda bozulmaya neden
olmaktadir (Basappa 1974, Chopra ve Mathur 1984, Cosentino vd. 1997, Chen vd.
2004, Gundogan ve Arik 2004, Murugan ve Villi 2009). Siit {iriinlerinin genellikle 37
°C’nin altindaki sicakliklarda muhafaza edilmesinden 6tiirli zorunlu termofillerin bu
sicakliklarda siit liriinlerinde bozulmalara neden olmasi diisiik bir ihtimaldir. Mezofilik
sicakliklarda B. licheniformis’in de dahil oldugu bazi fakiiltatif termofiller yapiskan
hiicre dis1 bilesenler iireterek pastorize siit ve kaymagin kalitesini olumsuz yonde
etkilemektedir (Gilmour ve Rowe 1990). B. subtilis UHT siitlerde bozulmalarina neden
oldugu gibi ¢ig ve pastorize siitlerde de siinmeye neden olmaktadir (Heyndrickx ve
Scheldeman 2002). B. coagulans’ta UHT (ultra yiiksek sicaklik) siitlerin ve konserve
stit Urtilerinin laktik asit iiretimiyle bozulmasinda etken diger tiirlerden biridir (Gilmour
ve Rowe 1990). Zorunlu termofillerin patojenik olmadigi bilinmektedir. Ancak B.
licheniformis, B. pumilis ve B. subtilis gibi bazi fakiltatif termofiller mezofilik
sicakliklarda nadir de olsa toksinler iiretebilmektedirler (Oh ve Cox 2009, De Jonghe

vd. 2010). Baz1 nadir durumlarda, bu ii¢ mikroorganizmaya gida zehirlenmeleriyle
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iligkili  tablolarda karsilasilmaktadir (Griffiths 1995, Pavic vd. 2005). G.
stearothermophilus konserve gidalarda ve koyulastirilmig siit gibi gidalarda diiz
eksimeye neden olmaktadir (Kalogridou-Vassiliadou 1992).

Fakiiltatif termofiller disinda, siit ve siit iirlinleri endiistrisinde biyofilm iiretimleri
itibariyle risk teskil eden grup termofilik basillerdir (Burgess vd. 2010). Siit tiriinlerinin
tiretimindeki On 1sitma ve buharlastirma islemlerindeki sicakliklarin, bu bakterilerin
gelisimi icin ideal olmasi (45-65 °C) ilgili sorunun baglica nedenidir (Murphy vd. 1999,
Scott vd. 2007). Geobacillus ve Anoxybacillus cinsi bakterilerin, patojen olmamalarina
karsin, siit iirlinlerinin islendigi iinitelerden siklikla izole edilmesi durumu, s6z konusu
ortamlarda diisiik hijyen kosullarmin oldugunu gostermektedir (Chopra ve Mathur
1984, Chen vd. 2003). S6z konusu bakterilerin enzimatik faaliyetleri ve biyofilm
sistemleri icerisinde uzun siire var olmalari, siirekli kontaminasyon kaynagi olarak risk
olusturma potansiyellerini arttirmaktadir. Bu bakteriler iyi birer biyofilm {ireticCisi
olmakla beraber ayn1 zamanda yiiksek diizeyde amilolitik, proteolitik ve glukozidik
aktivitelere sahiplerdir (Cihan vd. 2009, 2011a,b, 2012b). Dolayisiyla, termofilik
basiller bakteriler hem enzimatik faaliyetleri ile hem de biyofilm iretim kapasiteleriyle

ekonomik anlamda 6nemli sorunlar dogurmaktadir.

2.5 Hijyen Indikatorleri Olarak Termofilik Basiller

Siit tozu gibi islenmis siit tirlinlerinin igerisinde termofilik basillerin yiiksek diizeyde
bulunmasi (> 10*kob/g) diisiik hijyen Kkalitesine isaret etmektedir. Termofilik
kontaminantlarin siit endiistrisindeki siire¢lere dahil olmasi ilkin endiistri birimlerine
transfer edilen ¢ig siitler igerisindeki endosporlarla miimkiin olmaktadir. Cig siit sagim
asamalarinda sagim ekipmanlarinda ve bu iste c¢alisan personelde bulunabilecek
kontaminantlarla ve 6zellikle ¢ig siitiin toprakla ve hayvan digkisiyla temas etmesi
sonucunda ¢ig siit hizli bir sekilde kontamine olabilmektedir. Termofilik basiller toprak
ve su kaynakli olduklarindan, siitiin islenme 6ncesinde ve sonrasinda, sporlariyla ortami
kontamine etmektedirler. Ancak ¢ig siitiin kalitesi islendikten sonra elde edilen son
tirtinlerin igerisindeki termofil yiikiiyle iliskili bir durum degildir (Muir vd. 1986).
Esasinda, ¢ig siit igerisindeki termofil sayisi genellikle ¢ok diisiik diizeydedir
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(<10 kob/mL) Hill ve Smythe 1994, McGuiggan vd. 2002). Nadir durumlarda, bu diizey
B. coagulans ve B. licheniformis gibi tiirlerin varliginda yiikselebilmektedir
(>100 kob/mL). Ancak siitiin islenmesi neticesinde gegirilen 1s1l islemlere bagl olarak
son iriin igerisinde bu tiirlerden farkli olarak daha fazla diizeyde A. flavithermus ve
Geobacillus tiirleri saptanmaktadir. Cig siit icerisindeki baslangigta bulunan diisiik
sayidaki termofil sporlari, islenmis siit {irlinleri icerisinde bulunan yiiksek sayidaki
termofil sporlarmin sayismi (10*-10° kob/g) tek basmna agiklamakta yetersizdir. Spor
sayisindaki bu artig ancak iriinlerin islendigi iinitelerde mevcut bulunan ve siirekli
kontaminasyonlarin kaynagini teskil eden kalic1 biyofilm yapilariyla agiklanabilir. Hatta
son lriin icerisinde bulunan spor sayisi iiriiniin islenme siiresindeki artiga bagli olarak

daha da kritik diizeylere ¢ikabilmektedir (Flint vd. 1997).

2.6 Termofilik basillerin endosporlari

Sporulasyon, bazi bakteri gruplarinda gelisme donglisiinlin dogal bir pargasidir.
Sporulasyon bir hayatta kalma mekanizmasi olup, ¢esitli stres kosullar1 altinda meydana
gelmektedir. Siit endiistrisindeki g¢evrelerde termofilik basillerin endospor olusumu,
hizl1 bir sekilde meydana gelmektedir fakat; bu siirece dahil olan faktorler heniiz net bir
sekilde anlagilmamistir. Bu konudaki ¢alismalarin 6nemli bir kism1 mezofilik B. cereus
ve B. subtilis iizerine yogunlagsmaktadir. Termofilik basillerin sporlari, onlarin
eliminasyonlarini kisitlayan en 6nemli faktordiir. Geobacillus endosporlar: ultra yiiksek
sicaklik uygulamalarina (134-145 °C’de 1-10 sn) dahi dayanabilmektedir (Hill 2004).
Mandira {nitelerinde termofilik basil biyofilmleriyle iliskili siirecler heniiz tam netlik
kazanmamistir. Az sayidaki bazi calismalarda, termofilik basillerin ¢imlenen
hiicrelerinin ve sporlarinin es zamanli olarak paslanmaz c¢elik ylizeylere tutunarak
biyofilm ftrettikleri saptanmistir (Seale vd. 2008, Burgess vd. 2009). Sporlarin vejetatif
hiicrelere nispeten abiyotik yiizeylere tutunma egilimi daha fazladir. Burgess vd. (2009)
Anoxybacillus biyofilmlerinde spor olusum oranmi ve sicakligin etkisini incelemistir.
Yagsiz siit igerisinde Anoxybacillus biyofilm gelisimleri i¢in kullandiklar1 biyoreaktorde
6-8 saat arasinda paslanmaz celik ylizeyde biyofilm olustugu gozlenmistir. 48°C’de
endospor olusumu gozlenmemis ancak, biyofilm olusumunda bir azalma goriilmiistiir.

55 ve 60 °C’de ise biyofilmin % 10-50’si kadarinin endosporlardan olustugu
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goriilmiistiir. Sonugta, A. flavithermus’da biyofilm olusumu ve spor olusumu hizinin
beraberce isleyen bir siire¢ oldugu ve sicaklik artisinin biyofilm sistemleri igerisinde
endospor olusumunda 6nemli etkisi oldugu saptanmistir. Bu siire¢ dikkate alindiginda
sporulasyon ve biyofilm iiretiminin es zamanli olarak devam ettigi diisiiniilmektedir

(Burgess vd. 2009).

Bacillaceae familyas: iiyelerince olusturulan sporlar, diger adiyla da protoplast olarak
bilinen ve genetik materyali igeren kordan ve bu kor kismimi ¢evreleyen kortikal
membrandan ve korteksten olusmaktadir. Tiim bu yapilarin en disinda spor ceketi
bulunmaktadir. Geobacillus spp. ve B. cereus gibi baz tiirler ekzosporyum adi verilen
spor ceketinin tizerinde bir dis katman daha bulundurmaktadir (Ellar 1966, Seale 2009)
ve B. cereus gibi tiirlerde apendiksler bulunmaktadir (Ankolekar ve Labba 2010). Tiirler
arasinda spor yapisindaki farkliliklar1 belirleyen en 6nemli unsur spor ceketlerindeki
katman sayisidir ancak; genelde korteks ve kor ¢ok fazla benzerlik gdstermektedir
(Aronson ve Fitzjames 1976, Atrih ve Foster 2001, Tipper ve Gauthier 1972). Ornegin,
bir¢ok spor i¢ ve dis ceket icermektedir. Ancak, diger sporlar ekzosporla ¢evrili yogun

bir ceket icermektedir (Ellar 1966, Vinter 1969).

2.6.1 Spor olusumu

Sporulasyon bir¢cok basamaktan olusan karmagik bir siirectir. Bu siire¢ aerobik ve
fakiiltatif anaerobik spor olusturan bakterilerde olduk¢a benzerdir (Ellar 1966, Palop vd.
1999). Siit endiistrisinde neden olabilecekleri sorunlar1 anlamak adina spor olusturan
tirlerin sporulasyon mekanizmalarini anlamak Onem arz etmektedir. Mezofillerde,
sporulasyon en basta aglik stresiyle, yliksek hiicre yogunluguyla ya da DNA hasariyla
tetiklenmektedir (Cooney ve Freese 1976, Russell 1982). Aslinda sporulasyon, erken
sathalarda kiiltiir besinsel agidan zengin yeni bir ¢evreye tasinirsa geri
dondiiriilebilmektedir (Greene ve Slepecky 1972, Cooney ve Freese 1976). Genel
olarak, spor olusumu icin ideal sicaklik ve pH degerleri vejetatif hiicre gelisimi i¢in
gereken kosullarla benzerlik gdsterse de sporulasyon icin gereksinim duyulan sicaklik
ve pH degerlerinin skalasi daha dar araliktadir (Russell 1982). Siit endiistrisi

cevrelerinde bulunan termofilik bakterilerin spor olusumlarin tetikleyen faktorler heniiz
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yeterince anlasilamamistir. Magnezyum, kalsiyum ve potasyum gibi minerallerin varligi
bu siiregte 6nemli roller sergilemektedir. Bu mineraller, olgun spor gelisimi i¢in dnemli
olmakla birlikte spor olusum siireglerini de tesvik etmektedir (Vinter 1969). Kalsiyum,
spor olusumunun baglangicinda kor igerisinde birikmektedir (Johnstone vd. 1980, Palop
vd. 1999). Kalsiyum ayn1 zamanda sporulasyon siirecini baslatan genlerin ifadelerinde
de artisa neden olmaktadir (Oomes vd. 2009). Mineral tuzlari sporulasyon
besiyerlerinde siklikla kullanilmaktadir (Cooney ve Freese 1976, Kaul ve Singh 1982,
Warriner ve Waites 1999). Bu mineraller siit iirlinleri icerisinde de bulundugu igin
termofilik basillerin sporulasyonu tesvik edilebilmektedir (Holt 1985). Bu kanit, siit
igerisine ilave bazi minerallerin bulundugu siit igerisinde de gelisen Geobacillus cinsi
tiyeleri igin laboratuvar 6lgekli bazi ¢aligmalarda sunulmustur (Seale vd. 2008). Ancak,
termofilik basillerde basarili bir spor formasyonu i¢in gereken siire, cinsler ve tiirler
arasinda cesitlilik gostermektedir. Ornegin; bazi termofilik basiller mineral katkili
sporulasyon besiyerleri igerisinde bir haftada tamamen sporlanirken, bazi Geobacillus
izolatlar1 mineral katkili (CaCl,, MnSQ,4, FeSO,ya da MgCl,) standart Triptik Soy
Broth (TSB) igerisinde 12 ila 18 saatte ciddi oranda sporlanabilmektedir (10°-
10" spor/mL), (Seale vd. 2008).

2.6.2 Endospor direnci

Sporlar, 1s1ya, mekanik pargalamaya ve bircok kimysala kars1 direnglidir. Bu 6zellikleri
sit endistrisinde elimine edilmelerini olduk¢a gliglestirmektedir (Chandler vd.
2001, Cortezzo ve Setlow 2005, Jones vd. 2005, Scheldeman vd. 2006). Mezofilik ve
fakiiltatif termofilik basillerin sporlarinda diisiik su igerigi, i¢ zarin gegirgensizligi, spor
ceketinin varhigi, peptidoglikan korteks, kiigiik asitte ¢oziiniir proteinler ve dipikolinik
asit (DPA) {iiretimleri gibi nitelikler direngi arttirmaktadir (Nicholson vd. 2000, Driks
2002, Cortezzo vd. 2004, Cortezzo ve Setlow 2005, Setlow 2005, 2006). Sporlardaki
1s11 dirence en biiyiikk katkiyr mineralizasyon ve diisiikk su aktivitesi saglamaktadir
(Beaman vd. 1982). Spor korunda bulunan divalan katyonlar DPA’yi_selatlarlar.
DPA’y1 en cok selatlayan katyon Ca?"dir (Setlow 2005). DPA lretemeyen mutant
sporlar korda kalsiyum biriktiremezler (Hintze ve Nicholson 2010). Spor korunda

bulunan divalan katyonlarin tipi 1s1l direnci dogrudan etkilemektedir. Ornegin; kalsiyum
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ve magnezyum igeren agar besiyerleri iizerinde tiretilen B. subtilis, B. coagulans ve B.
licheniformis sporlar1 yalnizca manganez igeren besiyerlerinde gelistirilen sporlar
nispeten 1s1ya daha da direnglidir (Cazemier vd. 2001). Su aktivitesi de yine ayn1 sekilde
spor direncinde énemli bir kriterdir. Ornegin; B. sporothermodurans’in UHT siitten
izole edilen sporlari, ham siitten izole edilen sporlarina nispeten daha yogun, daha
kiictik ve 1stya daha fazla direnglidir (Scheldeman vd. 2006). Konuya iligskin bir diger
fenomen, artan 1s1 stresinde olusan sporlarin optimum gelisme sicakliklarinda gelisen
sporlara nispeten daha direngli olabildigidir (Beaman ve Gerhardt 1986, Etoa ve
Michiels 1988, Palop vd. 1999, Sang ve Sim 2006). Termofilik basillerde, sporlar 1s1l
direncleri itibariyle cesitlilik gostermektedir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3 Baz1 termofilik basil sporlarinin 1s1l direng profilleri

inite

Tiirler Suslarin Deneysel kosullar
kokeni Kesikli/Akig Ekipman Inokiilasyon metodu Sicaklik Hayatta kalma Referanslar
G, Referans Paslanmaz
stearothermophilus koleksivonu Kesikli elik tiipler Ringer soliisyonu igerisinde 121 °C D-degeri 42 s Dogan vd. 2009
ATCC 7953 y genk ttp
G.
. Referans T . . L
stearothermophilus Koleksivon Akis Is1 degistirici  Ringer soliisyonu igerisinde 121 °C D-value 7.3 s Dogan vd. 2009
ATCC 7953 y
. HT pil Dogal olarak k i ilmi hwarzenbach v
Geobacillus spp. Siit tozu Akis U . pilot oA 0. ara . ontamine edilmis 143°C,4s Evet, 6.4-7.5 log 6liim S(? arzenbach ve
nite rekombine siit tozu Hill 1999
. UHT pilot Laboratuvarda hazirl H klagik olarak 9 | Schwarzenbach ve
Geobacillus sp. Siit tozu Akis . P avord .uvar..a AZITAnmIS 143°C,4s ay,l,r’,,ya agticofara Hill 1999
linite rekombine siit tozu log 6liim
) HT pil Dosal olarak kontami ilmi Schwarzenbach ve
A. flavithermus Siit tozu Akis U . pilot oA 0. ara . ontamine edilmis 143 °C,4s Hayir, 9.5-12 log 6liim Hill 1999
iinite rekombine siit tozu
B. licheniformis Referans UHT pilot Laboratuvarda hazirlanmis e Schwarzenbach ve
. Ak . . 120 °C, 3 Hayir, 9 log ol i
NCTC6346 koleksiyonu | <% {inite rekombine siit tozu s ayir, 7 log olum Hill 1999
o . UHT pilot Laboratuvarda hazirlanmis o Schwarzenbach ve
B. lichenif Ak 125°C, 4 H Sl 1 i
icheniformis Siit tozu 18 inite rekombine st tozu 5°C,4s ayrr, 8.5 log 6liim Hill 1999
. . . . - . Evet, log olii D-
B. licheniformis UHT puding | Kesikli Kapiler tiipler ~ Laboratuvarda hazirlanmis sporlar | 135 °C, 10 s V,e Y . o8 (.) um y.a da Mostert vd. 1979
degeri verilmemis
- HT pil L hazirl hwarzenbach v
B. subtilis Siit tozu Akis U . pilot aborat.uvaréa AATAnms 120°C,4s Hayir, 7-10.5 log 6liim S(? arzenbach ve
tinite rekombine siit tozu Hill 1999
. o . Evet, log olii da D-
B. subtilis UHT siit Kesikli Kapiler tiipler ~ Laboratuvarda hazirlanmig sporlar | 135°C, 10 s V? o oumya da Mostert vd. 1979
degeri verilmemis
) B - . . Evet, log 6liim ya da D-
B. pumilus UHT siit Kesikli Kapiler tiipler ~ Laboratuvarda hazirlanmis sporlar | 135°C, 10 s L . Mostert vd. 1979
degeri verilmemis
. UHT pilot R o .
B. sporothermodurans UHT siit Akis inite Laboratuvarda hazirlanmis, ¢ig siit | 125°C, 5 s Evet, D-degeri 13 dk Scheldeman vd. 2006
e UHT pilot - o .
B. sporothermodurans Cig siit Akis Laboratuvarda hazirlanmis, ¢ig siit | 125°C, 5 s Evet, D-degeri 2 dk Scheldeman vd. 2006)
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UHT uygulamalarinda sadece Geobacillus cinsine iiye termofilik basillerin hayatta
kalma potansiyeli goriilmektedir (134-145 °C, 1-10 sn). Test edilen B. cereus, B. subtilis
ve B. licheniformis suslarinin sicakliga karsi logaritmik azalma grafiklerinden elde
edilen tahminlere gore > 10 logaritmik spor azalmasi 140 °C’de 4 saniyede
gerceklesebilmektedir (Schwarzenbach ve Hill 1999). Mostert vd. (1979) B.
licheniformis, B. subtilis ve B. pumilus sporlariin 135 °C’de 10 saniye dayandiklari
rapor edilmistir. Daha giincel baska bir ¢alismada ise siitten izole edilen birgok Bacillus
izolatinda (B. licheniformis’i de kapsayacak sekilde) 120 °C’nin tizerindeki sicaklik
uygulamalarina yalnizca B. sporothermodurans’in sporlarinin dayandigi rapor edilmistir
(Scheldeman vd. 2006). Laboratuvar denemelerinden elde edilen bulgulardan hareketle
bir basilin sporunun sicaklik direncini kestirmek ¢ok da kolay olmamaktadir. Zira
sporun bulundugu ortam dahilinde, pH ve besiyeri kompozisyonu basta olmak iizere
birgok faktér, sporlarm sicakliga karsi olan direncliligini etkileyebilmektedir. Ornegin
stit igerisinde gelisen termofilik basil sporlar1 laboratuvar sicakliga karsi kosullarinda

besiyerlerinde iiretilen sporlarindan ¢ok daha direnglidir (Hill 2004).

Siit tozu {reticileri i¢in “is1 direngli (80-100 °C, 10 ila 30 dakika)” ve “yiiksek 1s1
direngli (> 106 °C, 30 dakika)” termofilik basillerin endosporlari, ¢ok biiylik bir sorun
teskil etmektedir. Zira daha sonra baska iirlinlerin islenmesinde kullanilmak iizere
tretilen siit tozu, UHT driinleri (Geobacillus ve fakiiltatif termofilik B.
sporothermodurans sporlarinin 6rneginde oldugu iizere; 140 °C’de yaklasik 3 saniye
hayatta kalabilmektedir) ve damitilmig iriinlerde (110-120 °C 15-20 dakika) devam
eden kontaminasyonlarin kaynagini teskil etmektedir (Hill 2004, Scheldman vd. 2006).
Geobacillus tiirleri gibi, B. sporothermodurans da siit endiistrisindeki c¢evrelerde
bulunabilmektedir. Ornegin; UHT iiriinlerin islendigi {initelerdeki geri doniisiim
noktalardan, Geobacillus ve B. sporothermodurans suslari izole edilmistir (Hammer vd.
1996, Petterson vd. 1996). Bacillus sporlar siit tozu igerisinde ¢imlenme igin uygun
kosullar saglanmadigi takdirde ise ¢ok uzun yillar dormant halde kalabilmektedir
(Brosius vd. 1978). Ornegin; B. subtilis’in ve B. licheniformis’in canli sporlar1 90 yillik

bir siit tozundan izole edilebilmistir (Ronimus vd. 2006).
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2.6.3 Endosporlarin vejetasyonu

Bir sporun vejetatif forma doniisiinii acgiklayan ii¢ siire¢ vardir. Bunlar; aktivasyon,
germinasyon ve agir1 biiylime siire¢leridir (Russell 1982). Spor aktivasyon mekanizmasi
heniiz net bir sekilde anlasilamamistir. Ancak, sporlarin germinasyon meydana
gelmeden once aktive oldugu genel olarak kabul gormektedir. Sicaklik, kimyasallar ve
pH distisii (pH 2-3) gibi faktorler sporlari aktive edebilmektedir (Kim ve Foegeding
1990, Iciek vd. 2006, Vries 2006, Ghosh vd. 2009). Siit endiistrisinde, iirlinlerin
islendigi siireclerde meydana gelen sicaklik artiglar1 termofilik basillerin sporlarinin
aktivasyonundaki en onemli faktordiir. Sicaklik artisina bagli olarak meydana gelen
spor aktivasyonu susa ve tiire 0zgii olarak degisebilmektedir (Finley ve Fields 1961,
Leuschner ve Lillford 1999). “Siiper dormant” sporlar aktivasyon icin gorece diisiik
sicakliklara gereksinim duyan mezofilik tiirlerin sporlarina nispeten ¢ok daha yiiksek

sicakliklara gereksinim duymaktadir (Ghosh vd. 2009).

Mezofilik sporlarin aktivasyonunu takiben, germinasyon bu sporlarda germinasyon
reseptorlerine baglanan besinsel bilesenlerle ya da yiiksek basing, tuzluluk ve lizozim
gibi diger ¢evresel faktorlerle devam ettirilmektedir (6rnegin; 1-alanin), (Setlow 2003).

Bu siire¢ termofilik basillerde ¢cok az anlagilmis durumdadir.

2.7 Siit ve Siit Uriinlerinin Islendigi Siireclerde Termofilik Biyofilmler

Mikroorganizmalar ¢esitli yiizeylere tutunarak tibbi, denizel, tath su ve icme suyu suyu
sebekesi gibi ¢evrelerde biyofilm iretebildikleri gibi gida iiretim isletmelerinin

cevrelerinde de biyofilm tiretebilmektedir (Flint vd. 1997).

Biyofilm {iretimi basamaklarinda mikroorganizmalar ilk olarak abiyotik bir substrata
tutunur. Bu asamada ilk etapta geri doniistimlii bir tutunma gergeklesir. Geri dontistimlii
tutunmay1 ¢evresel sinyallerdeki degisime bagli olarak geri donilisiimsiiz tutunma siireci
takip eder. Geri doniisiimsiiz tutunma sonrasinda ise mikroorganizmalar hiicre disi

ortama kendi tirettikleri polimerik bilesenleri salgilar ve mikrokolonizasyonu baglatirlar.
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Bu mikrokoloniler genisler, biiylir ve matriks ad1 verilen hiicre dis polimerik bilesenlere
gomiilerek ¢ok katmanli olgun biyofilm yapilarin1 olusturur (Stoodley vd. 1999,
Stoodley vd. 2002, Johnston vd. 2004). Hiicre dis1 ortama salinan polimerik bilesenler,
besinsel kriz artist durumlarinda biyofilm igerisindeki hiicrelere besinsel takviye
saglarlar. Matriks yapist icerisinde bulunan mikroorganizmalar, planktonik akranlarina

nispeten zorlu ¢evresel kosullara kars1 ¢ok daha direnglidir.

Biyofilm olusum siireci en basta c¢evresel kosullar olmak iizere mikroorganizmanin
tiiriine bagl olarak degisebilmektedir. Baz1 ¢evresel kosullar mikroorganizmalarin bir
substrata tutunarak ¢ok katmanli biyofilm yapilar iiretmelerine imkan tanimayabilir.
Termofilik  basillerin  {iretttikleri  biyofilmler “proses  biyofilmleri” olarak
tanimlanmaktadir (Flint vd. 1997). Proses biyofilmleri genelde tek bir tiitlin baskin
oldugu biyofilm sistemleri i¢in gegerli bir tamimdir. Siit endiistrisi ¢evrelerindeki 6zgiil
secici baskilar, bu tip biyofilmlerin gelismesi i¢in uygun olabilmektedir. S6z konusu
secici baskiy1 olusturan kosullara, siit iiriinlerinin besinsel kompozisyonlari, pH’s1 ve su
aktivitesi ornek verilebilir. Termofilik biyofilmlerin yapilar1 ve kompozisyonlar: heniiz
net bir sekilde aydinlatilamamistir. Termofilik mikroorganizmalar siit iriinlerinin
islendigi ¢evrelerde, iyi bilinen biyofilm yapilarindan farkli olarak (su kanallar1 bulunan
ve mikroorganizmalarin matrikse gomiilii vaziyette olusturduklari ¢ok katmanli yapilar),

genelde tek katmanli tipik biyofilm yapilari olusturur (Sekil 2.5), (Flint 2001a).

Sekil 2.5 A. flavithermus’un paslanmaz celik ylizey {izerindeki 18 saatlik
biyofilmi (Flint vd. 2001a)
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Yukarida bahsi gegen biyofilm yapilarina ¢ogunlukla, diizenli temizlenen, yiiksek akis
stresinin oldugu siit {riinlerinin islendigi c¢evrelerde rastlanmaktadir. Ancak bundan
farkl1 olarak gorece daha diisiik akis stresinin oldugu buharlastiricilarin  dagitim
plakalar1 gibi noktalarda ise ¢ok tabakali ve daha kompleks biyofilm yapilari
olusabilmektedir. Termofilik basiller, olusturduklar1 biyofilm yapilar1 ile ekstrem
ortamlara normalden daha da dayanikli olabilmektedir. Bdylece, termal
adaptasyonlarinin sebebinin kismi igsel termostabiliteleri ve endospor olusturabilme
yetenekleri oldugu diisiiniiliirken, asil mekanizmanin biyofilm yapis1 olusturma

ozelliklerinden kaynaklandig1 kanis1 giderek artmaktadir (Marchand vd. 2012).

Termofilik biyofilmlerin 6zellikle iirlinler islenirken sicakligin yiikseldigi noktalarda
(40-65 °C) olustugu bilinmektedir. Siit tozu tiiretim birimlerindeki 6n 1sitma ve
buharlastirma boéliimlerinde, pastorizasyon siirecinde kullanilan 1s1  degistirici
boliimlerde ve santrifiij seperatorlerinde (kremanin tam yagli siitten ayristirilmasi
saglanir) soz konusu sicakliklara ulagilabilmektedir. Ayrica yag tiretim birimlerindeki
geri doniisiim boliimlerinde, susuz siit yagi liretiminde kullanilan krema 1siticilarinda
sicaklik yine yaklasik 50 °C civarinda seyretmektedir. Siit iiriinlerinin iglendigi siiregte
sicakligin yiikseldigi iinitelerde termofilik biyofilmler mikrobiyal popiilasyonda baskin
hale gelmekte ve hizla biyofilm iretebilmektedir. Cig siit igerisinde neredeyse
saptanamayacak diizeyde olan termofilik basiller, sicakligin yiikseldigi bu noktalarda
hizla gelisebilmekte ve bunun sonucunda da biyofilm yapilar1 olusturabilmektedir
(Staudhouders vd. 1982, Flint vd. 1997, Murphy vd. 1999, Warnecke 2001, Scott vd.
2007).

Mandira isleme tnitelerinde biyofilmler iki kategoriye ayrilmaktadir: viz- biyofilmleri
denen ve sadece mandira isleme iinitelerine 6zgii olan biyofilmler. Islem biyofilmleri
olarak da bilinen bu biyofilmlere iiriinliin temas ettigi 1s1 esanjorii gibi birimlerde
rastlanmaktadir. Siire¢ biyofilmleri disinda gida g¢evrelerinde rastlanan biyofilmlerde
mandira trlnlerinin iglendigi ¢evrelerde goriilmektedir. Mandira isleme iinitelerindeki
stirec biyofilmlerinin diger gida c¢evrelerindeki biyofilmlerden bircok farkli yonii
bulunmaktadir. Siire¢ biyofilmlerinde genelde tek bir tiir baskin haldedir (Hup ve
Stadhiuders 1979, Bouman vd. 1982). Siire¢ biyofilmlerinde tek bir tiiriin baskin hale
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gelmesinin nedeni, pastdrizasyon gibi 1siya duyarli Gram-negatif tiirlerin gelisimini
inhibe eden ve siit ig¢inde siklikla bulunabilen Streptococcus thermophilus gibi
termodurik tiirlerin gelisimini aktive eden 1s1l islemlerin sonucudur. Siire¢ biyofilmleri
cok kisa siirede gelismeleriyle (pastorizoriin rejenerasyon biriminde 12 saatlik siirecte
10° bakteri/cm?) karakterize edilmektedir (Bouman vd. 1982). Biyofilmler, herhangi bir
yiizeyin sulu bir ¢evreye temasi sonucunda kolaylikla gelisebilmektedir. Biyofilmlerin
tutunma fazinda, siit i¢indeki proteinlerin denatiire olarak yiizeylerde olusturdugu
katman 6nemlidir (Kirtley ve McGuire 1989). Ancak baz1 ¢alismalarda, bakterilerin
yiizeylere tutunup biyofilm {iretebilmesi i¢in denatiire siit proteinlerinin olugturdugu bu

katmanlara gereksinim duyulmadigi saptanmaistir.

Mandira ¢evrelerinde bulunan bakteriler, kauguk conta ve paslanmaz ¢elik yiizeyler gibi
yerlere kolaylikla tutunabilmektedir (Austin ve Bergerson 1995). Bu bakterilerin
tutunmasini ve biyofilm olusturmalarin1 etkileyen faktorler igerisinde; bakterinin
geligsme fazi, bakterinin canlilig1, bakterinin ylizeyle temas stiresi, ortam sicakligi, yiizey
plriizliliigii, siit konsantrasyonu, akis hizi ve hidrofobisite ile yiik gibi yiizey
karakteristiklerine bagli faktorler bulunmaktadir (Langeveld vd. 1972, Hup vd. 1979,
Bouman vd. 1982, Hoffman 1983, Speers ve Gilmour 1985, Czechowski 1990, van der
Mei vd. 1993). Yiizey topografisi ve bakteriyal tutunma arasindaki iligkiye yonelik cok
sayida ¢alisma mevcuttur (Masurovsky ve Jordan 1958, Langeveld vd. 1972, Hoffman
1983, Mafu vd. 1990, Pedersen 1990, Leclercqg-Perlat ve Lalande 1994, Wirtanen vd.
1995). Bakteriyal tutunmay: etkileyen ve gida cevrelerinde kullanilan malzemelerin
ylizey topografisi, gida isleme standartlarim1 belirleyen ve diizenleyen birimler
tarafindan titizlikle ele almmaktadir. Ornegin; “US 3-A-Sanitary Standard 01-07
(1990)” standardina gore kullanilacak olan ylizeylerin karakteristigi No 4 diizeyinde
olmalidir (yiizeyler 150 grid’lik silikonlarla rodajlanmaktadir). Bir baska 6rnek vermek
gerekirse, mandira endiistrisinde kullanilan ytlizeylerde 0.8 um (R,) diizeyinden yiiksek
diizeyde piriizliliige izin verilmemektedir (DIN 11480-1978). Bazi arastirmacilarin
bulgularina gore artan yiizey piiriizliliigliyle biyofilm {iretimi arasinda pozitif bir
korelasyon bulunurken (Masurovsky ve Jordan 1958, Hoffman 1983, Pedersen 1990,
Leclercg-Perlat ve Latande 1994, Wirtanen vd. 1995); bazi arastirmacilar, yiizey

puriizliigiiyle bakteriyal tutunma arasinda bir korelasyon bulmamistir (Langeveli 1972,
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Mafu vd. 1990, Vanhacke vd. 1990). Bakteriyal tutunma, mandira isleme {initelerinde
siitlin kompozisyonuna ve bakteriyal tiire gore azalabilmekte ya da artabilmektedir.
Ornegin bircok bakterinin tutunmasi ¢ig siitte inhibe olurken, ilave laktoz igeren siit
iirinlerinde ya da kazein icermeyen protein soliisyonlar1 igerisinde bakteriyal tutunma

artabilmektedir (Speers ve Gilmour 1985, Suarez vd. 1992, Cariado vd. 1994).

Siitiin igeriginde bulunan yag kiirecikleri ve dogal antikorlar bakteriyal tutunmayi
engelleyebilmektedir. Siit 6rnekleri igerisindeki bulunabilecek bakteri tiirleri biyofilm
gelisimini dogrudan etkileyen bir faktordiir. Ornedin; pastdrize siit igerisinde
bulunabilen termodurik Streptokoklar ve Bacillus tiirleri ¢ig siite nispeten daha fazla
sayida bulunabilmekte ve pastorize siit icerisinde biyofilm gelisimine neden
olabilmektedir (Robinson 1990). Mandira isleme tinitelerindeki biyofilmlerin dogasin
ve gelisimini belirleyen bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Isletmeye gelen siitiin orijini, yasi
ve sicakligi gibi faktorler buna 6rnek verilebilir (Hup vd. 1979). Pastorizasyon sonrasi
asamalarda gida bozulmalarina neden olan psikotroflara (Acinetobacter, Pseudomonas
ve Flavobacter) rastlanmasi, isleme ve sanitasyon siirecinin yetersiz olduguna iliskin

fikir vermektedir (Koutzayiotis 1992).

2.7.1 Vejetatif hiicrelerin ve sporlarin tutunmasi

Termofilik basillerin biyofilm {iretiminin ilk asamasinda hem vejetatif hiicreler hem de
sporlar bir substrata tutunur. Farkli termofilik basil tiirleriyle yapilan ¢alismalarda spor
yapilarinin vejetatif hiicre formlarina nispeten yiizeylere daha fazla tutunma egiliminde
oldugu gdzlenmistir (6-7 logs Spor/cm?; 6-7 logyo hiicre/cm?), (Parkar vd. 2001).
Mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasi c¢ok faktorlii bir siirectir. Ornegin; hiicre
yiizey proteinler bazi tiirlerde tutunmada ¢ok 6nemli roller iistlenirken, bazi tiirlerde bu
proteinlerin etkisi yoktur (Faille vd. 2007). Ortamdaki fizikokimyasal karakteristikler de
sporlarin ylizeylere tutunmasinda kritiktir. Bazi ¢alismalarda, yiiksek hidrofobisiteye
sahip sporlarin yiizeylere daha fazla tutunma egiliminde oldugu saptanmistir (Ronner
vd. 1990, Wiencek vd. 1990, Faille vd. 2002). Ancak s6z konusu bulgulardan farkli

olarak Geobacillus cinsi iiyelerin sporlariyla yapilan ¢alismalarda hidrofilik

39



karakterdeki sporlarin paslanmaz gelik ylizeylere daha fazla tutunma egiliminde oldugu

saptanmustir (Parkar vd. 2001).

Yiizey proteinlerinin A. flavithermus’un vejetatif hiicrelerinin paslanmaz gelik yiizeylere
tutunmada onemli roller iistlendigi bilinmektedir. Yiizey proteinlerinin uzaklastirilmasi
paslanmaz ¢elik yiizeylere tutunma egiliminde 1-10g;0’luk bir azalmaya neden olmustur.
Daha sonrasinda ayn1 susun s6z konusu yiizey proteininin iiretimi itibariyle mutanti olan
bakteriyle yapilan karsilastirmadaa yine benzer sekilde mutantin paslanmaz ¢elik
yiizeye tutunma egiliminde azalma saptanmistir (Palmer 2008). Yiizey proteinlerinin
disinda termofilik basillerin hiicre dis1 polimerik Dbilesenlerinin diger bir¢ok
mikroorganizmanin biyofilmlerindeki rollerinin aksine yiizeylere tutunmada ¢ok da
kritik olmadig1 diisiiniilmektedir. Zira bu hiicre dis1 bilesenlerin uzaklastirilmast séz
konusu termofilik basillerin paslanmaz c¢elik yiizeylere olan tutunma egilimlerini
degistirmemistir (Parkar vd. 2001, Palmer 2008). Ancak bazi arastirmacilar da;
karbohidrat gibi protein digindaki matriks bilesenlerinin termofilik basillerin abiyotik
yiizeylere olan tutunma egilimini arttirdigina ydnelik bulgular sunmuslardir. Ornegin
Kilic vd. (2017) tarafindan termofilik bir Aeribacillus susu ile yiiriitiillen ¢alismada,
biyofilm matriksindeki yiiksek karbohidrat iceriginin susun paslanmaz c¢elik ve

polistiren gibi abiyotik ylizeylere tutunmasini kolaylastirdigi saptanmistir.

2.7.2 Tutunmus vejetatif hiicrelerin ve sporlarin gelismesi

Tutunmay1 takip eden siiregte, sporlarin ¢cimlenerek vejetatif formlarini olusturdugu ve
bu vejetatif formlarin biyofilm yapilarini gelistirdigi kabul edilmektedir (Burgess vd.
2009). Ancak biyofilm {iiretimin hem sporlar hem de vejetatif formdaki hiicreler
tarafindan da baslatiliyor olmast son derece muhtemeldir. Ornegin A. flavithermus ile
yapilan bir ¢aligmada biyofilm iiretimi hem sporlar hem de vejetatif hiicreler tarafindan
baslatilmaktadir (Burgess vd. 2009). A. flavithermus biyofilmleri, laboratuvar
kosullarinda 114 saati asan bir periyotta 6rneklendiginde, biyofilm igerisindeki hiicre
yogunlugu 2 ila 7 logio hiicre/cm?® arasinda dalgalanmaktadir. Ayni ¢alismada inokiile
edilmeden hazir formuyla kullanilan pastorize siit 6rneklemelerinde (normal sartlarda

pastOrize siit igerisinde bulunabilecek termofil sayisi <1 hiicre/mL) termofilik
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biyofilmlerin gelismesi i¢in uygun kosullarin saglanmasi durumunda olusan termofilik
biyofilmler igerisindeki hiicre yogunlugu 18 saat igerisinde 6 logyo hiicre/cm? diizeyine

cikmustir (Parkar vd. 2003).

2.7.3 Biyofilmler icerisindeki sporlarin gelisimi

[k tutunmadaki etkin rollerinden farkl1 olarak gelisen bir termofilik biyofilm igerisinde
hizla yeni sporlar da gelismektedir. Ornegin A. flavithermus ile yapilan ¢aligmalarda,
stirekli akis reaktoriinde yliriitiilen biyofilm orneklemesinde biyofilm iiretimi ve spor

formasyonu es zamanli olarak gergeklesmistir (Burgess vd. 2009), (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Termofilik biyofilm olusumu ve biyofilmin yapisi1 (Abee vd. 2011).

Bu gozlem yine siit endiistrisinde 6nem arz eden mezofilik basiller ile yapilan
calismalardaki gozlemlerden farklidir. Zira benzer kosullarda mezofilik basillerde
sporulasyon ve biyofilm iiretimi ayr1 zamanlarda ger¢eklesmektedir. Ornegin; B. subtilis
ile yapilan bir ¢alismada planktonik kiiltiir icerisinde sporulasyon 5. saatte saptanirken;
biyofilm kiiltiirii icerisinde 30. saatten itibaren saptanmistir (Lindsay vd. 2005).
Bilindigi iizere termofilik basillerdeki sporulasyon siirecinde inkiibasyon

sicakliklarindaki degisim en belirleyici faktorlerden biridir. Ornegin; 55 ve 60 °C’de
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gelistirilen A. flavithermus biyofilmlerinde sporulasyon orami 48 °C’de gelistirilen

biyofilm 6rneklerine nispeten % 10 ila % 50 oraninda artmaktadir (Burgess vd. 2009).

2.8 Siit Kompozisyonun ve Siitiin Islendigi Cevrelerin Termofilik Biyofilmlerin
Gelisimindeki Rolii

Cig siit birgok mikroorganizmanin gelisebilmesine olanak saglayan ideal bir besiyeridir.
Cig siitiin floras1 hem patojenik hem de gida bozulmalarina neden olan
mikroorganizmalar1 igermektedir. Siitiin sagildig ¢iftligin genel g¢evresel 6zellikleri,
siitlin depolandig1 ortamlar, farkli sagma metotlar1 ve ¢ig siitiin islenecegi tiniteye kadar
transfer edilmesinde kullanilan tanklarin nitelikleri gibi birgok etken siitiin
kontaminasyonuna neden olabilmektedir. Uriinlerin islendigi cevrelerde biyofilm
olusumunu etkileyen en temel faktdr, siitiin icerdigi organik kalintilarin ylizeylerde
birikmesidir. Temiz bir yiizey 5-10 saat gibi bir siirede siit ile temas etmesi halinde
tizerinde organik materyaller fazlasiyla birikebilmektedir (Mittelman 1998). Yiizeylerin
organik bilesenleriyle kaplanmasi yiizeyin serbest enerji diizeyini, hidrofobisitesini ve
elektrostatik o6zelliklerini etkileyebilmektedir (Dickson ve Koohmaraie 1989). 65 °C ve
tizerindeki 1s1l uygulamalarda “whey” proteinlerinin (laktaloumin ve laktoglobulin)
denatiire olmas1 ve birikmesiyle paslanmaz celik ylizeylerin karakteristigi degigsmekte
ve daha adezif bir yiizey olusabilmektedir (De Jong 1997). Bu yiizeylerde G.
stearothermophilus’un vejetatif hiicreleri ve sporlar1 10-100 kat daha fazla
tutunabilmektedir (Flint vd. 2001b). Organik bilesenlerin yiizeylerdeki birikimi, yiizeyin

yapildig1 malzeme ile dogrudan iliskilidir.

Siit su, spesifik proteinler, yaglar, laktoz, mineraller ve vitaminlerden olusan bir gidadir.
Siitiin pH’st notral pH’ya yakindir (Jensen 1995). Kazein, serum albiimini ve whey
proteinleri siit icerisindeki baslica proteinlerdir (Swaisgood 1995). Kazein miselleri,
siitli akiskan kismindaki en biiyiik yapilardir ve bu miseller toplam protein iceriginin %
80’ine tekabiil etmektedir (Jensen 1995). Kazein, siitiin toplam igeriginin ise ortalama %
3.3’line (w/v) karsilik gelmektedir. En yogun bulunan yag igerigi triagilgliseroldiir
(TAG). TAG 400’den fazla tipte yag asiti icermektedir (Rudd 2013). Yag komponenti

yag globiilleri formunda salgilanmaktadir ve siit yag globiil membran1 adi verilen
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(MLGM) bir membran ile g¢evrilmektedir (Jensen 1995). Toplam yag icerigi siitiin
ortalama % 3.4’tine (w/v) karsilik gelmektedir. Siitiin karbohidrat i¢erigine bakildiginda
ise en yogun karbohidrat tipinin laktoz (toplam igerigin yaklasik % 5.5°1) oldugu
gorilmektedir. Bu igerigi ¢cok az miktarlarda glukoz ve galaktoz takip etmektedir
(Newburg and Neubauer 1995). Sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum, sitrat,
fosfat ve siilfat ise siitiin igerigindeki baslica minerallerdir (Atkinson vd. 1995). Inek
siitliniin temel kompozisyonu inegin laktasyon fazi, irki ve beslenme rejimi gibi

faktorlerden fazlasiyla etkilenebilmektedir (Chandan ve Kilara 2010).

15 farkli bakteriyal kiiltiiriin farklt siit kompozisyonlarinda cam, kauguk ve paslanmaz
celik gibi farkli yiizeylerdeki tutunma paternlerini belirlemeye yonelik bir calismada,
laktozun ve non-kazein (kazein olmayan) proteinlerin ¢aligilan bakterilerin bu {i¢ yilizeye
de tutunma egilimini arttirdigi saptanmistir (Speers ve Gilmour 1985). Baska bir
calismada, sodyum, kalsiyum, magnezyum ve katyonik siirfektanlarin siitiin islendigi
cevrelerde bazi birimlerde kullanilan ve negatif ylikli membran filtreleri notralize
ederek bakterilerin bu yiizeylere tutunmalarin1 kolaylastirdigi saptanmistir (Bellona ve
Drewes 2005). Listeria monocytogenes ve Serratia marcescens gibi bakteriyal tiirlerin
calisildig1 bagka bir calismada ise ferr6z iyonlarin bu bakterilerin paslanmaz celik
yiizeylere olan tutunma egilimini arttirdig1 saptanmistir (Barnes vd. 1999). Giincel bazi
caligmalarda yine divalan katyonlarin monovalan katyonlara olan oraninin artmasinin,
yani divalan katyon konsantrasyonundaki artisin termofilik basillerin paslanmaz ¢elik
yiizeylere olan tutunma egilimini tesvik ettigi kanitlanmistir (Sommerton vd. 2012,

2013).

2.8.1 Organik bilesenlerin etkisi (proteinler ve lipitler)

Kirtley ve McGuire (1989) abiyotik ylizeylerde protein tabiatli bir film tabakasinin
sekillenmesinin siit iriinlerinin islendigi ¢evrelerde biyofilm gelisimine davetiye
cikardigmmi bulgulamiglardir. Basta “whey” proteinleri olan laktoglobin ve a-
laktalbumin olmak iizere kazein olmayan siit proteinleri siitiin dogal florasinda bulunan
mikroorganizmalarin abiyotik yilizeylere tutunmalarini kolaylastirmaktadir (Speers ve

Gilmour 1985). Speers ve Gilmour’a (1985) gore kazein olmayan (non-kazein)

43



proteinlerin viskozitesi bakterileirn akiimiile olmalarina imkan tamiyarak ylizeylere
tutunmalarinin yolunu acarak biyofilm olusumunu baslatict bir etki olusturmaktadir.
Siitliin protein bilesenlerinden farkli olarak yag igeriginin biyofilm olusumuna olan
etkileri degerlendirildiginde, siitiin kompozisyonundaki fosfolipitlerin etkin oldugu
goriilmektedir. Fosfolipitler siitiin temas ettigi yiizeylerde ince sar1 bir film tabakasi
olusturmaktadir ve bu tabaka igerisinde gomiilii vaziyette bir¢ok mikroorganizma
bulunmaktadir (Pasvolsky vd. 2014). Fosfolipitlerin bipolar dogasi, bakterilerin
paslanmaz celik gibi yiizeylere tutunmalarini tetiklemektedir. Yag asitleri, 6zellikle
biitirik asit, siitiin icerisindeki mikoorganizmalarin mikrobiyal matlar halinde organize
olmalarina kolaylik saglamaktadir. Bacillus tiirleri ile yapilan bir ¢alismada bu matlar
icerisinde hapsolan bakteri sporlar1 ve vejetatif formlar pastdrizasyon islemleriyle
elimine edilememektedir (Pasvolsky vd. 2014). Bu hipotezi desteklemek adina farkl
konsantrasyonlarda biitirik asit iceren (% 0,1-0,02) lizogeni sivi besiyerlerinde
gelistirilen Bacillus kiiltiirlerinde artan biitirik asit konsantrasyonuna bagli olarak daha
fazla mikrobiyal mat olusumu gézlenmistir. S6z konusu bulgulara dayanarak bitirik
asitin siit florasinda bulunan Bacillus cinsine {iye bakteriler i¢in bir stres sinyali
olabilecegi ve bu strese maruz kalan bakterilerin korunabilmek adina mikrobiyal matlar
icerisinde organize olduklari diisiiniilmektedir (Pasvolsky vd. 2014). Ileri arastirmalar,
biitirik asitin Bacillus’ta biyofilm iiretimini tesvik eden tapA geninin ifadesini
arttirdigin1 kanitlamistir (Vinkelman vd. 2013, Pasvolsky vd. 2014). Yine ¢ig siitiin
dogal florasinda bulunan 1siya direngli ve lipolitik aktivite gosteren bakterilerin siitiin
igerisindeki yaglar1 hidrolize etmeleri sonucunda agiga ¢ikan biitirik asit, bu bakterilerin
biyofilm yanmiti gelistirmelerine neden olarak s6z konusu stresten korunmalarini

saglamaktadir (Teh vd. 2013).

Siitlin -~ icerisindeki ~ her  bilesen  bakterilerin  yiizeylere  tutunmalarini
kolaylastirmamaktadir. Ornegin; bir ¢calisamda siit tozu icerigi ile kaplanmis paslanmaz
celik yiizeylerde Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve Serratia marcesens
gibi bakterilerin bu yiizeylere olan tutunma egilimlerinde bir azalma saptanmistir
(Barnes vd. 1999). o- Kazein, f-Kazein ve k- Kazein bilesenleriyle muamele edilmis
paslanmaz celik ylizeylere olan bu bakterilerin tutunma egilimi, bu bilesenlerle

muamele edilmemis paslanmaz ¢elik yiizeylere olan tutunma egilimlerine oranla daha
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az olmustur. Bu ¢alismadan elde edilen bulgulara dayarak, calisilan bakterilerde bu tip
kazeinlerin tutunmada 6nemli olan hidrofilik kisimlari maskeledigi ve yiizeye tutunma
egilimini azalttig1 diisiiniilmektedir. a-Laktalbuminin s6z konusu kazein bilesenlerinden
farkl1 olarak yiizeye daha az tutunmakta, bdylelikle bakterilerin paslanmaz ¢elik
yiizeyler lizerinde tutunmalarina imkan saglayacak daha fazla alan kalmasina bagh
olarak, bakterilerin daha kolay bir sekilde tutunup biyofilm gelistirebildikleri
bilinmektedir. Ornegin, siitiin seyreltilmesiyle birlikte kazein konsantrasyonu
azaltildiginda bakterilerin yiizeylere yine daha fazla tutunabildikleri saptanmistir
(Barnes 2001). Ancak, Speers ve Gilmour’a gore (1985) siitiin igerisindeki yag ve
kazeininin, laktoz wvarligi haricinde, bakteriyel tutunmada Onemli olmadigi
ongoriilmektedir. Fletcher’a gore (1976) siitiin icerisindeki BSA (bovin serum albiimin),
jelatin, fibrinojen ve pepsin gibi farkli proteinlerin ylizeyle temas etmeleri sonucunda
bakteriyal tutunmada bir azalma olmaktadir. Farkli calismalardan elde edilen
birbirinden farkli bu bulgular, siitiin varliginda meydana gelen mikrobiyal tutunmanin
bakteri tiiriine gore c¢esitlilik gdsterebidigini ve siitiin bilesenlerinin yiizeye olan
tutunmalarindaki yarismanin s6z konusu tutunma karakteristiklerini belirleyen baslica
faktor oldugunu diisiindiirmektedir. Yine Speers ve Gilmour’a gore (1985) baz1 yag
globiilleri ve dogal antikorlar bakterilerin yiizeylere tutunma egilimini azaltan diger
faktorlerdendir. Brooks ve Seaman’a gore (1976) siitiin icerigindeki bazi proteinler,
yiizeyin iyonik kondisyonunu modifiye ederek makromolekiiler yap1 iskeleleri
olusturmaktadir. Bu yapilar birgok bakterinin bu ylizeylere tutunmalarini
giiclestirmektedir. Siit tozu, kremas1 alinmis siit ve yag serumu ile kaplanmis yiizeylerde
Lactococcus lactis, Leuconostoc cremoris ve Lactobacillus casei gibi bakterilerin
tutunma egiliminin azaldigir saptanmistir (Dat vd. 2014). Barnes’e gore (2001) siitiin
icerisinde bulunan bakterilerin paslanmaz celik yiizeylere tutunmalarini giiglestiren
bilesenlerden olusan bir karisim ile iirlinlerin islendigi cevrelerin 6n muameleden
gecirilmesi s6z konusu bakterilerin neden olabilecegi biyofilmlerle ilgili sorunlar1 gegici

olarak giderebilecek bir ¢oziimdiir.

Tam yagl siitte bakteriyel tutunma yagsiz siite nispeten daha fazladir. Denatiire
proteinler iceren siit icerikleriyle ve denatiire olmamis protein igeren siit igeriklerinin

mikrobiyal tutunmaya olan etkilerine bakildiginda, denatiire olmamis protein icerigine

45



sahip tam yaglh siit bulunduran ortamlarda, bakterilerin daha fazla biyofilm

tiretebildikleri saptanmistir (Marchand vd. 2012).

2.8.2 Iyonlarin etkisi

Yeni Zelanda’daki, siit tozu tiretim tesislerindeki go6zlemlere dayanarak sodyum
icerigince yiikksek, ancak kalsiyum ve magnezyum igerigince diisiik st
formiilasyonlarinin islendigi birimlerde Anoxybacillus ve Geobacillus cinsi termofilik
basillerin biyofilm iiretim kapasitelerinde azalma oldugu sdylenebilmektedir (Somerton
vd. 2012). Siit tozu iiretim tesislerinde sicakligin yiikseldigi birimlerde (40-60 °C)
termofilik  basillerin  artisginda patlama  yasanabilmektedir. Pratik ¢oziimler
gelistirebilmek adina Somerton vd. (2012) farkli konsantrasyonlarda monovalan (Na,
K*) ve divalan (Ca?*, Mg?") katyon igeren siit iceriklerini kullanarak A. flavithermus ve
Geobacillus spp. tiirleriyle yaptiklari bir ¢alismada, siitiin katyonik bilesenlerinin bu
basillerin biyofilm iiretimlerine olan etkilerini test etmislerdir. Bu g¢alismadan elde
edilen sonuglara gore katyonik bilesenlerin termofilik biyofilmlerin gelisimine olan

etkilerini agiklamaya yonelik ii¢ hipotez gelistirilmistir. Buna gére minerallerin;

1) Katyon homeostazisindeki etkileri ve besinsel bilesenler olarak tercih edilip

kullanilmalari,

2) Dogrudan kohezif kuvvetler lizerindeki elektrostatik etkileri (Bu etkiler bakterilerin
kendi tirettikleri hiicre dis1 polimerik bilesenlerle olan etkilesimlerini ve paslanmaz ¢elik

yiizeylerle olan etkilesimlerini dogrudan etkilemektedir).

3) Bakterilerin fizyolojileri ve metabolizmalar {izerindeki dogrudan etkileri.

Ca?* ve Mg?* gibi divalan katyonlar, A. flavithermus ve Geobacillus spp. gibi tiirlerin
mikrobiyal gelisimine katki saglamaktadir (Somerton vd. 2012). Bu bakterilerin
kiiltiirlerindeki optik yogunluk artis1 yalnizca bakteriyel popiilasyon yogunlugunun
artisana bagli olmayip, ayni zamanda yogun miktarda iiretilen ylizey proteinlerinin ve

hiicre dis1 polisakkaritlerin varligina da baglidir. Geobacillus ve Anoxybacillus cinsine
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iiye bakterilerin Ca®* ve Mg*" varhginda, yiizey proteinlerinin iiretimindeki artis, bu
bakterilerin farkli susbstratlara olan tutunma egilimini de artirmaktadir (Somerton vd.
2013). Bu bulgular, divalan katyonlarin Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilmlerindeki
fizyolojik etkilerine yonelik ilk ve tek bulgudur. Yalnizca Na*, K* ve ca®* katyonlar1
iceren besiyerlerinde Geobacillus ve Anoxybacillus bakterileri gelistirildiginde optik
yogunlukta kayda deger bir azalma saptanmistir ancak; ortama Mg?" ilave edildiginde
mikrobiyal gelisimde yeniden bir artig saglanmistir. Bu durum katyon homeostazisi ile
aciklanmaktadir ve magnezyum burada sodyum, potasyum ve kalsiyumun inhibe edici
etkilerini tolere etmektedir. Bu bulgulara dayanarak, monovalan katyonlarin divalan
katyonlara oranla konsantrasyonlarindaki artisin Geobacillusun gelisimini inhibe edici
bir etkisi oldugu sdylenebilmekte ve bu durumun pratikte de uygulanabilirligini
gindeme getirmektedir. Sonu¢ olarak yiiksek konsantrasyonda Mg2+ katyonunun
bulunmasi, Geobacillus spp. ve A. flavithermus’ta mikrobiyal gelisimi tetiklemekte ve
popiilasyon yogunlugundaki bu artis dolayli olarak biyofilm iiretimini de tesvik

etmektedir (Somerton vd. 2013).

MALDI-TOF kiitle spektroskopisi Na*, K*, Ca?* ve Mg?* gibi katyonlarm Geobacillus
sp. F75 susunun biyofilmi iizerindeki etkilerinin protein ifade diizeyindeki kesfi icin
kullanilmistir. Elde edilen bulgular, her bir katyonun biyofilm fizyolojisi lizerinde
onemli etkileri oldugunu gostermektedir. Yine aymi ¢alismada Geobacillus
biyofilmlerinde fonksiyonel oldugu diisliniilen bir proteinin, kiiltiir ortamina Mg2+
katkis1 ile ifadesinin arttigi bulgulanmistir. Paralel sekilde ifadesi baskilanan bes
proteinin de sporulasyondan sorumlu olan enzim ve proteinler oldugu saptanmistir. Elde
edilen yaklasim itibariyle, Mg?* katyonunun Geobacillus’ta sporulasyonu engellemesine
ve hiicre boliinmesini tesvik etmesine bagli olarak biyofilm gelisimine katki sagladig:
sOylenebilmektedir. Monovalan katyon oraniin divalan katyon oranindan fazla oldugu
durumlarda sporulasyon tetiklenmekte ancak; hiicre boliinmesindeki ve biyofilm
tretimiyle iliskili proteinlerin ifadelerindeki azalmalara bagli olarak biyofilm iiretimi
zayiflamaktadir. Bu sonuglarin 1518inda, mevcut fenomenden hareketle yeni siit
formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve siit-siit tiriinleri isleme {initelerindeki son tiriinlerin
igerisindeki Geobacillus yiikiiniin azaltilmasi1 kuvvetle muhtemeldir. Farkli Geobaillus

ve A. flavithermus izolatlar1 ile yapilan denemelerde erken saftha biyofilmlerin (6-18
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saat) olusumunun monovalan katyon oraninin, divalan katyon oranindan yiiksek oldugu
durumlarda inhibe oldugu saptanmistir. S6z konusu ¢alisma, farkli Geobaillus ve A.
flavithermus izolatlarinin biyofilmlerinin, ¢esitli monovalan ve divalan katyonlar1 i¢eren
farkli siit formiilasyonlar1 tercih edilerek nasil inhibe olabilecegini, 18 saatlik bir siirece
tekabiil eden tipik bir siit tozu tiretiminde son iiriin i¢erisinde termofilik basil yiikiiniin
nasil azaltilabilecegini ve yilksek konsantrasyonda Na® katyonlari, diisiik
konsantrasyonlarda Ca** ve Mg** katyonlari ile karakterize edilmis siit formiilasyonlari
igerisinde Geobacillus biyofilm fizyolojisinin nasil degistigini agiklar mahiyettedir
(Somerton vd. 2013). Divalan katyonlar ayrica monovalan katyonlarin toksik etkilerini
de azaltarak termofilik basillerin hayatta kalma olanaklarini arttirmaktadir. Benzer
sonug, biyofilm sistemlerinden farkli olarak planktonik termofilik basil kiiltiirleriyle
yapilan caligmalarda da elde edilmistir (Somerton vd. 2012). Yiiksek monovalan ve
diisiik divalan katyon igeren siit formiilasyonlarindaki elektrostatik etkilerin de
Geobacillus  biyofilmlerinin gelisimini inhibe ettigi disiiniilmektedir. Katyonlarin,
hiicre ylizeylerinde ve biyofilm matriksinde bulunan polimerlerle olan elektrostatik
etkilesimi hemen hemen tiim bakterilerde aynidir (Neuhaus ve Baddiley 2003). Ancak
iliskili ¢alismada Geobacillus biyofilmlerinin inhibisyonunun yiiksek monovalan, diisiik
divalan katyon iceren formiilasyonlardaki elektrosatik etkilesimlerle ilisikili oldugu
diisiiniilmemektedir. Inhibisyonun, katyon homeostasizindeki dengesizlik ile ya da
yiiksek monovalan-diisiik divalan konsantrasyonlarinin termofilik basil biyofilmlerinin
fizyolojisinde neden oldugu degisimler ile ilgili oldugu 6ne siiriilmektedir. Geobacillus
biyofilmlerindeki durumun aksine A. flavithermus biyofilmlerinde yiiksek monovalan
icerigine sahip siit formiilasyonlarinda biyofilm gelisiminde bir inhibisyon
gdzlenmemistir. A. flavithermus Na* gibi monovalan katyon igeriginin yiiksek oldugu
igeriklerde toksisiteden Geobacillus izolatlarina gore daha az etkilenmektedir (Somerton
vd. 2013).

2.8.3 Siit ve siit iiriinlerinin islendigi yiizeylerin etkisi

Bakteriyel adezyonda ylizeylerin piiriizliiliik durumu kritiktir (Sreekumari vd. 2005,
Oliviera vd. 2006). Kullanilan yiizeyler iizerinde az piirliz ve c¢atlak bulunmasi

bakteriyel tutunmanin azaltilmasi ve etkin sanitasyonun gergeklestirilebilmesi igin
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onemlidir (Bremer vd. 2009). Siitiin fizikokimyasal igerigi de mikrobiyal adezyonu
etkilemektedir.

Siit dirtinlerinin islendigi ¢evrelerde kullanimi olan kauguk ve paslanmaz celik gibi siit
tirlinlerinin biriktigi yiizeylerde, baz1 bakterilerin biyofilm iiretebildikleri bilinmektedir
(Czechowski 1990, Krysinski vd. 1992). Gida kaynakli hastaliklara ve gida
bozulmalarina neden olan bazi bakterilerin 6zellikle aluminyum, teflon ve naylon
materyaller {izerinde birikip, biyofilm tiretebildikleri rapor edilmistir (Herald ve Zottola
1988, Mafu vd. 1990, Blackman ve Frank 1996).

Siitiin ~ islendigi ¢evrelerde kullanilan malzemelerin mekanik karakteristikleri,
ekspansiyon katsayisi, termal iletkenligi ve kolay kullanilir olmasi gibi 6zellikler tercih
nedeni olarak géz &niinde bulundurulabilmektedir (Bremer vd. 2009). Uriinlerinin
islendigi cevrelerde, paslanmaz celigin yerine baska bir malzemenin tercih edilmesi su
an i¢in hala miimkiin goériinmemektedir. Yine de bazi tesislerde lastik ve plastik gibi
alternatif malzemelerin kullanilmasina karsin, bu malzemeler kendi igerisinde kisitlayici
bazi 6zellikler de bulundurmaktadir. Lastik ve plastikten yapilan malzemeler tagima
bantlari, konteynir, conta ve kesim yiizeyleri gibi yerlerde kullanilabilmektedir.
Bunlarin yani sira bir¢ok plastik malzemenin de kullanim potansiyeli varken bunlardan
ancak gidalarla uyumlu olabilen polipropilen (PP), polikarbonat (PC), yiiksek
yogunluklu polietilen (HDPE), polivinil kloriir (PVC) ve bir floropolimer olan
politetrafloroetilen (PTFE, Teflon®) gibi birka¢ tanesi kullanilabilmektedir. Gidalarin
islendigi tinitelerde kullanilan malzemeler rutin sanitasyon ve dezenfeksiyon
uygulamalarina karsin, c¢alisan personelin elle temasi, ¢alisilan ortamdaki havanin

kalitesi ve zamana bagli olarak kontamine olabilmektedir (Marouani-Gadri vd. 2010).

2.9 Siit isleme Birimlerinde Termofilik Biyofilmlerin Kontrolii

Gida endiistirisinde mikrobiyal biyofilmlerle miicadele ¢esitli stratejiler tercih

edilebilmektedir. Bu stratejiler:
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1) Gidalarin temas ettigi yiizeylerin mekanik olarak temizlenmesi (firgalama),

2) Cesitli antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasi,

3)Yiizeyler {izerinde higbir surette nem ve besinsel arttk birakmadan
mikroorganizmalarin biyofilm gelistirmelerini engellemek,

4) Gidalarin islendigi ylizeyelerin fizikokimysal Ozelliklerini degistirerek gidanin
islendigi cevrede ya da gidada bulunabilecek mikroorganizmalarin yiizeylere
tutunmasini fizisksel ve kimyasal modifikasyonlarla engellemek,

5) Uygun sanitasyon islemlerinin uygulanmasi gibi yaklasimlar1 kapsamaktadir (Stewart
vd. 2000).

Gida hijyeninin devamliligr icin gidanin islendigi ¢evredeki mikrobiyal biyofilmlerin
mutlak surette giderilmesi gerekmektedir. Gidanin temas ettigi yiizeyde az miktarda
besinsel artik kalmasi dahi, bircok mikroorganizmanin bu yiizeylere tutunarak biyofilm
tiretebilmesine imkan saglamaktadir. Sayet besinsel bulasinin oldugu yiizeylerde gelisen
biyofilmler giderilmezse daha sonra bu yiizeylerle temas eden gidalarin stirekli olarak
kontamine olmasi s6z konusudur. Bu nedenle, fabrika plani1 ve cihazlarinin hijyenik
amaglara uygun dizayni, materyallerin se¢imleri, dogru kullanilmasi, fiziksel metodlarin
yanisira kimyasal giderimde dogru deterjanlarin ve dezenfektanlarin se¢imi gibi gesitli
onlemler ve kontrol stratejileri ile gida temasl ylizeyler lizerinde biyofilm olusumunun
kontrolii rutin bir sekilde yapilmalidir. Gida endiistrisinde biyofilmler fiziksel, kimyasal
ve biyolojik yaklasimlarin esas alindigr c¢esitli stratejiler ile kontrol altina
alinabilmektedir. Ozellikle son yillarda tiiketici sagligi gozetilerek yeni biyolojik
kontrol stratejileri yayginlik kazanmaktadir. Ornegin; antimikrobiyal peptitler olan
bakteriyosinler ve enzimler de biyofilmlerin elimine edilmesi ic¢in gidalarin islendigi
cevrelerde siklikla kullanilmaya baslanmistir (Kumar ve Anand 1998). Ayrica proteaz
ve karbohidraz gibi enzimlerin de biyolojik olarak aktif karisiminlarini igeren 6zel
temizleyiciler de kullanilmaktadir (Johansen vd. 1997). Buna ilaveten, gida paketleme
materyallerine eklenmis antimikrobiyal kimyasallar mikrobiyal bulasiyr engellemek
tizere kullanilabilmektedir (Halek ve Garg 1988). Gorece uzun vadede maliyeti
diistirmesi agisindan mikroorganizmalarin adezyonunu en basindan engellemek i¢in
modifiye yiizeylerin kullanilmas1 gibi yeni yaklasimlar da degerlendirilmektedir.

Ornegin; yiizeylerin hidrofobisitesinin ya da yiizey piiriizliiliigiiniin azaltilmas: gibi
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modifikasyonlar bakteriyel tutunmayi asgari diizeye indirebilmektedir (Boulane-

Petermann 1996).

Termofilik biyofilmlerin siit iirlinlerinin islendigi ¢evrelerde kontroliine iliskin alinan
oncelikli tedbir triinlerin isleme siiresinin kisaltilmasidir. Bu tedbirden farkli olarak
cesitli sanitasyon ajanlarinin  kullanilmasi ve sanitasyon sikliginin arttirilmasi,
sicakliklarin mantiiple edilmesi, gidalar ile temas yiizeyinin azaltilmas1 gibi tedbirler de
almmaktadir. Uriin isleme siiresinin santrifiij seperatorlerinde ve pastdrizasyon
asamasinda kullanilan 1s1 degistirme plakalarinda 6 ila 8 saat arasina cekilerek
azaltilmasi termofilik basil gelisimini 6nemli Slgiide azaltabilmektedir. Siit tozu isleme
tinitelerinde termofil gelisimini miimkiin mertebe azaltmak i¢in siire¢ 18 ila 24 saat
arasinda siirlandirilir. Her bir iiretim dongiisiinde, iinitelerdeki 1slak ylizeyler, yerinde
temizlik rejimleriyle (CIP) temizlenir. Bu rejimler ¢ogunlukla sicak suyla yikama, %
1.5’1ik kaustik bir ajanla 75 °C’de 30 dakikalik bir yikama islemini, % 0.5’lik nitrik
asitle 75 °C’de 20 dakikalik bir yikama islemini ve kimyasal temizligi takiben son bir
sicak suyla yikama ve durulama asamalarini kapsar (Bylund 1995). Kaustik yikama
organik materyallerin giderimine imkan tanirken, nitrik asitle yikama inorganik
materyallerin uzaklastirirmasini saglar. Siit isleme tinitelerinde kullanilan bir sanitasyon
ajan1 ekipman yiizeylerinde kalan mikrobiyal popiilasyonu inaktive etmek iizere
kullanilir. Ancak s6z konusu ylizeylerde biyofilm yapilarinin varligi mevcutsa, tercih ve
tavsiye edilen sanitasyon ajanlarmin ve yerinde temizlik rejimlerinin etkinlikleri
tartismaya agik bir konumdadir (Watkinson 2008). Kullanilacak sanitasyon ajan
biyofilm yapilarin1 da yok edebilecek nitelikte olmalidir. Yerinde temizlik rejimlerini
termofilik basillerin biyofilmlerinin giderimindeki etkinligi olduk¢a degiskendir.
Ornegin; siit endiistrisinde yerinde temizlik islemlerinde tekrar tekrar kullanilan sodali
kasutik yikama soliisyonlarindan bazi Bacillus spp. suslar1 izole edilebilmistir (Lindsay
vd. 2000). Ancak benzer temizlik islemlerinin ve bu islemlerde kullanilan ajanlarin
(kombine bir sekilde kaustik soliisyon ve nitrik asit uygulamasi) bircok termofilik
biyofilmlerin giderimine imkan tanimistir (Parkar vd. 2004). Ancak sanitasyon
rejimlerinde kullanilan ajanlarin tavsiye edilen konsantrasyon degerlerinin altina
inilmesi ya da uygulama sicakliklarinin azaltilmasi, s6z konusu ajanlarin biyofilmleri

giderme potansiyellerini ciddi o6l¢lide azaltmaktadir. Kaustik ve asidik ajanlarin
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kombine bir sekilde uygulanmalar1 sporisidal etkinlik de gostermektedir (Knight ve
Weeks 2008, Seale 2009). Siit endiistrisindeki termofilik basillerin gideriminde siklikla

tercih edilen stratejiler Cizelge 2.4 te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4 Siit endiistrisindeki termofilik basillerin giderimi i¢in kullanilan yaklagimlar
stratejiler (Gopal vd. 2015)

Strateji Uygulama

Mekanik temizlik (fircalama),

Fiziksel Ultrasonikasyon
Siirfaktanlar, organik madde bilesikleri, emiilsiyon yapan ajanlar,
Enzim ilavesi
Asidik  (HNOs.) ve alkalen (NaOH.) deterjanlarin
kombinasyonlari

Kimyasal Oksitleyici ajanlar (hidrojen peroksit), klora dayali ajanlar

(sodyum hipoklorit), yiizey aktif bilesikler (kuaterner amonyum
bilesikler vb.), iyodoforlar

Molekiiler ozon veya onun  ayrismis tlirevleri (hidroksil
radikaller vb.)

Enzimler (proteaz ve polisakkariti pargalayan enzimler vb.) ve
Biyolojik bakteriyosinler (nisin, laktisin 3147 veya pediosin PA1 vb.)
Enfekte bakterilere litik veya lizogenik yol araciligi ile (fajlar)

Siit endiistri ¢evrelerindeki termofilik biyofilmlerin kontrolii i¢in kimyasal olmayan
yollardan biri de iiriin islem sicakliklarmi maniiple etmektir. Ornegin; kremanin siitten
ayristirildig santrifiij seperatdlerinde sicakligr 15 ila 30 °C arasma ¢ekmek iiriiniin
islenme siiresini geciktirse de son asamada termofilik biyofilm olusumunu ve termofil
yiikiinii 6nemli Olciide azaltmaktadir. Bir diger 6rnekte pastorizasyon lnitelerindeki 1s1
degisim plakalarinda sicakliklarin diistiriilmesi, Streptococcus thermophilus biyofilm
olusumunu 6nemli Ol¢lide azaltmistir (Knight vd. 2004). Yine baska bir laboratuvar
calismasinda inkiibasyon sicakliginin 55 °C’den 48 °C’ye diisiiriilmesi, A. flavithermus
biyofilmleri igerisindeki sporulasyonu ¢ok ciddi diizeyde azalttifi saptanmistir. S6z
konusu yaklasimin siit endiistrisinde in situ (yerinde) uygulanmasi mevcut riski
azaltabilecek potansiyeldedir. Uriinlerin temas ettiklerin yiizeylerinin alanlarmin
kiigiiltiilmesi de ilgili alandaki bir diger kimyasal olmayan stratejidir. Termofilllerin
optimum kosullarda gelisebilecegi sicakliklarda dogrudan buhar enkeksiyonu (DSI) gibi

dogrudan temasa dayali 1sitma sistemleri bu anlamda riski azaltacak sekilde sonuclar

52



vermistir. Dogrudan buhar enjeksiyonu, siitiin i¢erisine buhar1 dogrudan enjekte ederek
stitiin ¢ok hizli bir sekilde 1sitilmasina olanak saglar ve bu yoniiyle termofilik basillerin
gelisimini yavaglatir ya da tamamen engeller (Refstrup 1998, 2000). Ancak s6z konusu
sistem plaka 1s1 degistiricileri gibi dolayli 1sitma sistemlerine nispeten oldukca pahalidir.
Ayrica siitiin igerisine dogrudan buhar enjekte edilmesi siitiin sulanmasina neden olarak,
fazla suyun uzaklagtirilmasi i¢in flag pastdrizasyon uygulanmasini zorunlu kilarak
maliyeti arttirmaktadir. Gelecekte siit endiistrisinde termofilik biyofilmlerin neden
olabilecekleri riskleri asgari diizeye ¢ekebilmek adina en basta iiriin isleme stireglerinin
(sicaklik, siire) modifiye edilmesine yonelik stratejilerin belirlenmesi bazi arastirma
gruplarinca hedeflenmektedir. Bu yaklagima ilaveten termofilik basillerin tutunma
egilimini azaltacak mahiyette ve kalitede yeni paslanmaz c¢elik malzemelerin
gelisitirilmesi ve daha etkin sanitasyon prosediirlerinin gelistirilmesi yine 6n planda

olan stratejilerden bazilaridir (Bremer vd. 2009).

Pastorizasyona (72 °C, 15 s) dayanan isleme siireglerinde ¢ig siitiin igindeki 1siya
duyarl patojenik ve gida bozlulmalarina neden olan bakteriler elimine olmaktadir. leri
isleme siireclerinde (starter’in ilavesiyle pH’in diisiiriilmesi, kurutma, tuz ilavesi ve
sogutma) 1sil isleme dayanikli termodurik bakterilerin gelisiminin engellenmesi
hedeflenmektedir. Mikrobiyal gelisimi inhibe eden maniplasyonlar Otesinde, siitiin
islendigi her siiregte Oncelikle iyi hijyen kurallarina riayet edilmesi gerekmektedir.
Siitiin islendigi siireclere disaridan bir kontaminant dahil olmadigi halde bozulmalardan
kaynakli bir iiriin kayb1 yasaniyorsa ilk etapta diigiiniilmesi gereken durum, siit isleme
ekipman ve initelerinde siirekli kontaminasyona neden olabilecek biyofilmlerin

varligidir (Bouman vd. 1982, Koutzayiotis 1992).

2.10 Biyofilm Calismalarinda Uygulanan Mikroskobi Temelli Metodlar

Biyofilm calismalarinda 6zellikle yiizeylerin analizinde taramali elektron mikroskobu
(SEM) onemli bilgiler elde edilmesine imkan saglamaktadir (Sekil 2.7) (Notermans vd.
1991, Zottola 1991). Bazi calismalarda ayrica akridin oranj ile muamele edilmis
preparatlar epifloresan mikroskobu ile de analiz edilebilmektedir (Holah vd. 1989).

Interferens kontrast mikroskobu, atomik giic mikroskobu (AFM) ve konfokal lazer
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taramali mikroskobu (CLSM) calismalar1 da biyofilm aragtirmalarinda kullanilan
onemli mikroskobik tekniklerdir (Ladd ve Costerton 1990, Caldwell vd. 1992, Beech
1996, De beer vd. 1997). AFM’de ince bir sonda 6rnege ¢ok yaklastirilir. Boylece sonda
ile Ornek arasinda zayif atomik giicler tesis edilir. Bu mikroskobun elektron
mikroskobuna gore avantaji zahmetli preparasyon gerektirmemesidir. FISH (floresan in
situ hibridizasyon) zenginlestirilmis organizmalar1 izlemek veya tanimlamak igin
kovalent olarak floresans boya bagli 6zgiil bir niikleik asit probu kullanilarak yapilan bir
yontemdir. FISH teknolojisi mikrobiyal ekolojinde, gida endiistrisinde ve klinik tanida
Ozgill patojenlerin tanimlanmasinda siklikla tercih edilmektedir. FISH, ekolojide
mikroskobik teshisde ve organizmalar1 yagsam ortamlarinda dogrudan izlemek amaciyla
kullanilabilir. FISH ayni zamanda mikrobiyal topluluklarin komposizyonunu direk
olarak mikroskopta belirlemede kullanilan bir yontemdir (Madigan ve Martinko 2010).
Ayrica biyofilm sayimi igin yaygin olarak gevresel taramali elektron mikroskobu
(ESEM) kullanilmaktadir (Little vd. 1991, Hodgson vd. 1995).

Sekil 2.7 B. subtilis biyofilmlerinin CLSM ve SEM goriintiisii (Bridier vd. 2013)

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

Konfokal mikroskopisinin ilk kullanimi 1955’te  Marvin Minsky tarafindan
gerceklestirilmis olup, CLSM biyofilmdeki EPS bilesenlerine zarar vermeden onlarin
yerinde incelenmesinde floresan boyalar kullanilan 6énemli bir mikroskopik yontemdir.
(Semwogerere ve Weeks 2005, Lawrence vd. 2007). Diger 151k mikroskobu metodlari
nispeten, biyofilm ¢alismalari icin CLSM ¢ok daha uygun tekniktir (Tolker-Nielsen vd.
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2000, Neu vd. 2001, Donlan ve Costerton 2002, Dunne 2002, Mattila 2002). Canli
biyofilmlerin ilk CLSM analizleriyle, biyofilmi tesis eden mikrokoloniler arasinda agik
su kanallarmin varligin1  gosterilmistir (Lawrence vd. 1991). CLSM biyofilm
calismalarinda sagladigi avantajlar: “Orneklerin dehidrasyon ve fiksasyon islemlere
gerek duyulmadan, onlar1 dogal sulu durumunda incelenmesi, odaklanma biyofilmlerin
derinliklerine dogru ince optik kesitler halinde kaydedilmesi” (Wimpenny ve Colasanti
1997). Biyofilm ¢alismalarinda CLSM ile FISH kombine edilirse, bir biyofilm
ornekgindeki kompleks mikrobiyal popiilasyonu detayli bir sekilde arastirmak miimkiin

olabilemektedir (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 mimkiindir. CLSM’de
mikrobiyal film gibi nispeten kalin bir drnekte, sadece biyofilmin yiizeyindeki hiicreler
degil, farkli tabakalardaki hiicreler de lazer 1smimnin odak diizlemi ayarlanarak,
gozlenebilmektedir. CLSM i¢in hazirlanan preparatlar genellikle floresan boyalarla
boyanir ve belirgin hale getirilir. CLSM, bilgisayar yazilimlari ile donatilarak, daha
sonra dijital goriintiilerin islenmesi saglamaktadir. Boylece, farkli biyofilm tabakalarini
olusturan diizlemlere ait goriintiiler dijital olarak {ist liste getirilir ve tim 6rnegin 3D
gorintiisii elde edilir (Sekil 2.8) Dahasi, CLSM teknigi mikrobiyal bilesimin derinligene
bagli olarak nasil degistigini gozlemlemek istedigimiz kalin ornekler igin

kullanilabilmektedir (Madigan ve Martinko 2010).
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Sekil 2.8 Cam yinii iplikleri lizerinde 28 oC’de, 24 saatlik B. cereus biyofilmlerinin
BacLight boyalar ile boyanarak elde edilen CLSM goriintisii (Vilain vd.
2009)

a,b.Kirmiz1 goriinen hiicreler (Propidium iodide) a. Farkli kanallarda goriintiilendiklerinde yesil
floresansli merkezlere (Syto 9) sahiptirler b. 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 olduklarini gosterir

CLSM ile goriintiilemede, tutunan bakterilerin dogrudan boyanmasi ile canli/6li hiicre
DNA’simin Adenin ve Timince zengin bolgelerine baglanan, DAPI (4' 6-diamidino-2-
phenylindole) kullanilabilir. Bu teknik, biyomateryale tutunan bakteriler igin CFU
sayilarin1 karsilastirmada toplam bakteriyel miktarin hesaplanmasi ve goriintiilenmesi
icin uygundur. Ayrica, proteinler ve molekiiller i¢in floresan boyalar mevcuttur.
Ornegin, EPS matriksi konkanavalin A gibi 6zel 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, Propidium iodide (PI), 1,3-dichloro-7-hydroxy-9,9-dimethyl-2(9H)-
acridinone (DDAOQO), TOTO-1, TO-PRO 3, PicoGreen ve SytoX gibi hiicre igine
giremeyen DNA baglayici floresan boyalar kullanilarak analiz edilebilir. Ayrica eDNA,
LIVE/DEAD BacLight™ kitinde bulunan Syto ile Pl’un karisimi 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 calismak ic¢in bir avantajdir (Schlafer ve Meyer 2016). PI diisiik bir iyonik
yiike sahip oldugundan, DNA i¢in yiliksek bir afiniteye sahiptir. Canli hiicreler i¢in,

kiiciik molekiillii Syto 9, canli ve cansiz hiicreler icin kullanilabilirken, buna karsin PI
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boyast sadece Olii 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 goriintiilenebilir.
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 boyalar ile de boyanabilmektedirler (Schlafer ve Meyer
2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri izolatlar ve referans suslar

Tez siirecinde 6n ¢alismalar kapsaminda, A.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii,
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvart kiiltiir kolleksiyonunda mevcut olan ve tiir/cins
tanimlar1 yapilmis Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine dahil, 20 Geobacillus ve 84
Anoxybacillus izolat ve referans susunun biyofilm iiretim kapasiteleri belirlenmistir. On
calismalarda kullanilan izolatlarin ve referans suslarin sayis1 ve listesi, cizelge 3.1 -

3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Calisma dahilinde biyofilm iretim miktarlar1 belirlenen Geobacillus ve
Anoxybacillus izolatlari ile referans suslarinin sayilari

Bacteria

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Cinsler Bakteri izolatlar1 Referans sus sayis1  Bakteri sayisi
sayisl

Anoxybacillus 65 19 84

Geobacillus 10 10 20

Toplam 75 29 104
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Cizelge 3.2 On ¢alismalar kapsaminda biyofilm iiretim karakteristikleri itibariyle
taranan izolatlar ve referans suslar

KOI}fé(;Lyon Cins/Tiir ad1
GEOBACILLUS
A353 Geobacillus sp.
C304 Geobacillus sp.
D413 Geobacillus sp.
E173b Geobacillus sp.

DSM 7263" | G. kaustophilus

Al13 G. stearothermophilus
DSM 227 G. stearothermophilus
ATCC 432237 | G. stearothermophilus
DSM 59347 G. stearothermophilus
DSM 22625" | G. thermodenitrificans
DSM 465" G. thermodenitrificans
D195 G. thermodenitrificans

DSM 22628" | G. thermodenitrificans subsp. calidus
DSM 22629 | G. thermodenitrificans subsp. calidus

DSM 25427 G. thermoglucosidans
B84a G. thermoglucosidans

DSM 5366" | G. thermoleovorans

E134 G. toebii
DSM 145907 | G. toebii

DSM 13174" | G. vulcanii
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Cizelge 3.2 On ¢alismalar kapsaminda biyofilm iiretim karakteristikleri itibariyle
taranan izolatlar ve referans suslar (devam)

Koleksiyon . .
Kodu Cins/Tiir ad1
ANOXYBACILLUS
A3210 Anoxybacillus sp.
A321 Anoxybacillus sp.
E184aa Anoxybacillus sp
E184ab Anoxybacillus sp.
E208a Anoxybacillus sp.
DSM 15939" [ A. amylolyticus
NCIB 139727 | A. ayderensis
Al42 A. caldiproteolyticus
Al146 A. caldiproteolyticus
A335 A. caldiproteolyticus
A392b A. caldiproteolyticus
A394 A. caldiproteolyticus
A403 A. caldiproteolyticus
A404 A. caldiproteolyticus
A412b A. caldiproteolyticus
A413 A. caldiproteolyticus
C226 A. caldiproteolyticus
D504 A. caldiproteolyticus
D621 A. caldiproteolyticus
D623 A. caldiproteolyticus
D494 A. caldiproteolyticus
DSM 157307 | A. caldiproteolyticus
DSM 255207 | A. calidus
A35la A. flavithermus
A352b A. flavithermus
A371 A. flavithermus
D486 A. flavithermus
DSM 26417 A. flavithermus
DSM 2641" | A. flavithermus subsp. flavithermus
D401a A. flavithermus-A. thermarum
D404 A. flavithermus-A. thermarum
D463 A. flavithermus-A. thermarum
DSM 2641" [ A. flavithermus subsp. flavithermus
NCIB 13933" [ A. gonensis
D433a A. kamchatkensis
DSM 14988" | A. kamchatkensis
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Cizelge 3.2 On ¢alismalar kapsaminda biyofilm iiretim karakteristikleri itibariyle
taranan izolatlar ve referans suslar (devam)

Ko:glgglgon Cins/Tiir ada
ANOXYBACILLUS

DSM 21706" | A. kaynarcensis
D52b A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
D222b A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
D376b A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E183 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E184b A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E206b A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E208b A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E272 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E331 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
D371a A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
D394 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
D455 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
D594 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E123 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E237 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
E243 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
F81 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
NCIB 139717 [ A. kestanbolensis
DSM 19169" | A. mongoliensis
DSM 171277 | A. rupiensis
DSM 22626' | A. salavatliensis
A414 A. salavatliensis
D232a A. salavatliensis
D242b A. salavatliensis
A402b A. salavatliensis
C245 A. salavatliensis
D36 A. salavatliensis
D392 A. salavatliensis
Cl163a A. salavatliensis
D98a A. salavatliensis
D202a A. salavatliensis
D203b A. salavatliensis
D204 A. salavatliensis
D205 A. salavatliensis
D211 A. salavatliensis
D213 A. salavatliensis
D214 A. salavatliensis
D221a A. salavatliensis
D243 A. salavatliensis
D487 A. salavatliensis
D503 A. salavatliensis
E206a A. salavatliensis
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Cizelge 3.2 On calismalar kapsaminda biyofilm iiretim Kkarakteristikleri itibariyle
taranan izolatlar ve referans suslar (devam)

Koleksiyon

Kodu Cins/Tiir ad1

ANOXYBACILLUS
D591 | A salavatliensis

DSM 273747 | A. suryakundensis

DSM 16325" | A. tepidamans

DSM 171417 [ A. thermarum

DSM 17075" | A. voinovskiensis

Tez galismalarinin baslangicinda 20 Geobacillus ve 84 Anoxybacillus referans susun ve

izolatin, biyofilm iiretim kapasiteleri belirlenmistir. Bu amagla;

i) Polistiren mikrotitrasyon plaklarinda, iki farkli TSB igerigi (NaCl ihtiva eden ve
etmeyen TSB) iki farkli inkiibasyon sicakligi (55 °C ve 65 °C) ve iki farkli inkiibasyon
stiresi (48 ve 96 saat) gibi 8 farkli parametrede tiim bakterilerin biyofilm tiiretim

potansiyelleri taranmistir.

ii) Ilk asamayi takiben, tiim bakteriler yine biyofilm iiretim kapasitelerinin saptanmasi
adina standart tam yaglh siit icerisinde gelistirilmistir. S6z konusu igerigin tercih
edilmesi, tez dahilinde ileride c¢alismalarda bu bakterilerin siit ortaminda nasil bir

biyofilm davranisi sergileyeceklerini saptamak amaciyla yapilmigtir.

1i1) Ayrica siit igeriginin modifiye edilecegi ve bu modifikasyonlarin biyofilm iiretimi
tizerine olan etkilerinin degerlendirilecegi daha sonraki ¢aligmalara yon vermesi adina;
tez dahilindeki bakterilerin “laktozu fermente edebilme” ve “kazeini hidrolize

edebilme” nitelikleri de saptanmaistir.
iv) Calisilan 104 bakteri igerisinden polistiren mikrotitre plakalarda TSB ve standart

tam yagl siit icerisindeki biyofilm iiretim kapasiteleri géz Onlinde bulundurularak

secilen 23 bakterinin gida cevrelerinde siklikla kullanilan bir ylizey materyali olan
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paslanmaz ¢elik yiizeyleri iceren standart tam yagl siit icerikli ortamlardaki biyofilm

tiretim karakteristikleri belirlenmistir.

v) Nihai olarak bakterilerin gerek TSB/Standart Tam Yagl Siit igeren polistiren
plakalardaki biyofilm iiretim potansiyelleri, gerekse ara se¢imle belirlenen 23 bakterinin
standart tam yagl1 siit iceren ortamlardaki paslanmaz celik yiizeylerdeki biyofilm tiretim
potansiyelleri ve laktoz fermentasyonu/kazein hidrolizi gibi fenotipik 6zellikleri baz
alinarak daha sonraki c¢alismalarda kullanmak iizere toplam 8 Geobacillus ve

Anoxybacillus cinsine dahil referans sus ve izolatin se¢imi yapilmustir.

Gerek 8 bakterinin se¢im siireci gerekse se¢im siirecinden sonraki ¢alismalarin akis

semasi sekil 3.1°de verilmistir.

63



=Toplam 104 adet bakterinin temel genTessl parametreler (ommolarite, =mcaklhk. sire) goz
ominde tulundurilarak bivofilm dratim reiktariannm mikrotiors plakalarda belirlerenesi

=104 adet bakterinin t=m vaZlh =it icersm mikrotitre plakslards bivofls Gretin kapasitelerinin
belirleameszi

=K azein hidrolizilsktoz fermentazyonw dzellifderinin belirlenmesi

»Ilk fir azama somnomda Geobaciffus (2 adet) ve dmoxbacillius (15 adet) cinslaring fve
bakgerilerden toplamdzs 23 adet secilmesi 316L tipi paslanmar celik yizeylerde ve tam 3.r:iEI1
5iit iperiEinds bivafilm fivetim potansivellerinin belirlenmesi

=11k dirt asamanm sannclan giz dainds bolmdnrnlerak 4 adet Geobaeiius ve 4 adst
Anpypbacillus (foplan §) dyesinin secimi ve diZer calismalara gapilreasi

(((((

e F L STTNas

Sekil 3.1 Tez siirecinde yliriitiilen ¢aligmalarin yontemsel akis semast
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3.1.2 Besiyerleri

Cizelge 3.3 Medium I Agar besiyeri igerigi (Suzuki vd. 1976a, b)

Medium | Agar g/L Kimyasal marka ve kodlari
Nisasta 10g Sigma S2004
Kazein pepton 5¢ Merck 1.07213
Yeast ekstrakt 30 Merck 1.03753
Meat ekstrakt 30 Merck 1.03979
Potasyum fosfat dibazik 30 Sigma P8281
Potasyum dihidrojen fosfat 1lg Scharlau PO0260
Agar 30¢ Scharlau AG0020
Distile su 1000 mL
pH: 7,0+ 0,2

Icerik 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Cizelge 3.4 Triptik Soy Agar besiyeri igerigi

Triptik Soy Agar g/L Kimyasal marka ve kodlari
Kazein pepton 17g Merck 1.07213
Soya pepton 30 Fluka 70178
(D+) Glukoz 250 Merck 1.08342
Potasyum fosfat dibazik 2549 Sigma P8281
Sodyum kloriir 59 Merck 1.06404
Agar 3049 Scharlau AG0020
Distile su 1000 mL
pH: 7,3+ 0,2
Icerik 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Cizelge 3.5 Standart tam yagli siit igerigi

Standart tam yagh siit g/L Kimyasal marka ve kodlar
Skim Milk 100 g Sigma 7166
Distile su 900 mL
pH: 7,0+ 0,2
Icerik 118 °C’de 5 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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Cizelge 3.6 Bazal Medium igerigi (Claus ve Berkeley 1986)

Bazal Medium g/L Kimyasal marka ve kodlari
Diamonyum hidrojen fosfat 19 Merck 1.01207.0500
Potasyum kloriir 0,29 Sigma P9541
Magnezyum siilfat 0,29 Sigma 230391
Yeast extract 0,29 Merck 1.03753
Distile su 1000 mL
pH: 7,0+ 0,2

Icerik 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Cizelge 3.7 Laktoz katkili Bazal Medium igerigi (Claus ve Berkeley 1986)

pH: 7,0+ 0,2

Laktoz katkili Bazal Medium g/L Kimyasal marka ve kodlar:
Diamonyum hidrojen fosfat 1lg Merck 1.01207.0500
Potasyum kloriir 0,29 Sigma P9541
Magnezyum siilfat 0,29 Sigma 230391
Yeast extract 0,29 Merck 1.03753
Laktoz 59 Merck 1076601000
15 mL % 0,04’liik fenol red ¢ozeltisi | 15 mL Merck 968241
Distile su 985 mL

Icerik 121 °C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Cizelge 3.8 Skim Milk Agar icerigi

Skim Milk Agar g/L Kimyasal marka ve kodlari
Skim Milk 100 g Sigma 7166
Agar 30¢g Scharlau AG0020
Distile su 900 mL
pH: 7,0 £ 0,2
Skim milk igerigi 118 °C’de 5 dakika siiresince otoklavlanarak sterilize edilmistir. Agar
katkist 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilize edilen igerikler
otoklavlamadan hemen sonra karistirilmistir.

3.1.3 Calismalarda kullanilan cozeltiler

Cizelge 3.9 1 N NaOH c¢ozeltisi igerigi

1 N NaOH cozeltisi g/L Kimyasal marka ve kodlari
NaOH 409 Merck 106469
Distile su 1000 mL
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Cizelge 3.10 1 N HCI ¢ozeltisi igerigi

1 N HCI ¢ozeltisi mL (v/v) Kimyasal marka ve kodlari
HCI (% 37°lik) 82,6 mL Merck 1003172500
Distile su 917,4 mL

Cizelge 3.11 Serum fizyolojik igerigi
Serum Fizyolojik g/L Kimyasal marka ve kodlari
Sodyum kloriir 850 Merck 1.06404
Distile su 1000 mL

Cizelge 3.12 Kristal viyole ¢ozeltisi igerigi

Kristal viyole c¢ozeltisi

% 0.1 (w/v)

Kimyasal marka ve kodlari

Kristal viyole 0,1¢ Merck C0O775
Distile su 100 mL
Cizelge 3.13 Metanol ¢ozeltisi icerigi
Metanol cozeltisi % 95 (v/v) Kimyasal marka ve kodlari
Metanol 95 mL Merck 1.01408
Distile su 5mL

Cizelge 3.14 Etanol/Aseton ¢ozeltisi igerigi

Etanol/Aseton cozeltisi 70:30 (v/v) Kimyasal marka ve kodlari
Saf etanol 70 mL Scharlau ET0013
Aseton 30 mL Merck 1.00013

Cizelge 3.15 % 10’luk SDS ¢ozeltisi icerigi

% 10’luk SDS c¢ozeltisi icerigi

% 10 (w/v)

Kimyasal marka ve kodlari

SDS
Distile su

109
100 mL

Sigma L4390

Cizelge 3.16 1 mg/mL’lik glukoz ¢ozeltisi igerigi

1 mg/mL’lik glukoz ¢ozeltisi mg/mL Kimyasal marka ve kodlari
(10 mL)
Glukoz 0,01¢g Merck 1.08342
Distile su 10 mL
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Cizelge 3.17 % 5°lik fenol ¢ozeltisi igerigi

% 5’lik fenol ¢ozeltisi

% 5 (W/v)

Kimyasal marka ve kodlari

Fenol
Distile su

59
95 mL

Merck 1002060250

Cizelge 3.18 BSA (Bovine Serum Albumin) ¢ozeltisi icerigi

2,5 mg/mL’lik BSA (Bovine Serum mg/mL .

Albumin) cézeltisi (10 mL) Kimyasal marka ve kodlar:
BSA 0,025¢g Sigma A-2153
Distile su 10 mL

Cizelge 3.19 Protein tayininde kullanilan A ve B reaktifi igerik ve miktarlari

A ve B reaktifleri % (w/v) Kimyasal marka ve kodlari
A reaktifi
Na,COs % 2 Sigma S7795
NaOH (0,1 N) % 0,4 Merck 1.06482
Na,C4H406. 2H,0 % 0,16 Merck 1.06663
B reaktifi
CuS04.5H,0 %4 Sigma C8027

Cizelge 3.20 Kloroform/izoamil alkol ¢6zeltisi igerigi

Kloroform/izoamil alkol ¢ozeltisi

100 mL (24:1)
(VIV)

Kimyasal marka ve kodu

Kloroform
[zoamil alkol

96 mL
4 mL

Merck 107024
Merck 100979

Cizelge 3.21 Fenol/kloroform/izoamil alkol ¢6zeltisi igerigi

Fenol/kloroform/izoamil alkol

100 mL

Kimyasal marka ve kodu

cozeltisi (25:24:1) (viv)
Fenol 50 mL Merck 1002060250
Kloroform 48 mL Merck 107024
[zoamil alkol 2mL Merck 100979

Cizelge 3.22 % 70’lik etanol ¢ozeltisi igerigi

% 70’lik etanol cozeltisi icerigi

100 mL (v/v)

Kimyasal marka ve kodu

Etanol
Distile su

70 mL
30 mL

Merck 100983
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Cizelge 3.23 Tris-EDTA tamponu igerigi

Tris-EDTA (TE) Tamponu 50 mL (w/v) | Kimyasal marka ve kodlar
Tris 0,39 Sigma T6066
EDTA 4,69 Sigma E-5134
Distile su 50 mL
pH: 7,0+ 0,2

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 uM por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek sterilize edilmistir.

Cizelge 3.24 10 mM Tris-HCI tamponu igerigi

10 mM Tris-HCI tamponu

100 mL (w/v)

Kimyasal marka ve kodu

Trizma base
Distile su
pH: 8.0+ 0.2

0.12¢
100 mL

Sigma T6066

Icerik hazirlandiktan sonra 0.22 uM por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gegirilerek sterilize edilmistir.

Cizelge 3.25 50 mM Tris-HCI tamponu igerigi

50 mM Tris-HCI tamponu

100 mL (w/v)

Kimyasal marka ve kodu

Trizma base
Distile su
pH: 8,0+ 0,2

0,61lg
100 mL

Sigma T6066

Icerik hazirlandiktan sonra 0.22 uM por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek sterilize edilmistir.

Cizelge 3.26 0,02 N HCI tamponu igerigi

0.02 N HCI tamponu

100 mL (v/v)

Kimyasal marka ve kodu

HCI 0.167 mL Merck 1.00314
Distile su 100 mL
pH: 4,0+ 0,2

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 uM por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek sterilize edilmistir.
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Cizelge 3.27 50 mM Sodyum asetat tamponu igerigi

50 mM Sodyum asetat tamponu 50 mL (w/v) Kimyasal marka ve kodu
Sodyum asetat (3 sulu) 0,349 Sigma 25022
Distile su 50 mL
pH: 5,0+0,2

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 uM por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

gecirilerek sterilize edilmistir.

Cizelge 3.28 Sodyum fosfat- NaCl tamponu igerigi

Sodyum fosfat- NaCl tamponu 10 mL (w/v) Kimyasal marka ve kodu
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

gegirilerek sterilize edilmistir.

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 uM por capli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

Cizelge 3.29 Borat - CaCl, tamponu igerigi

Borat - CaCl, tamponu 10 mL (w/v) Kimyasal marka ve kodu
0,1 M Borik asit 0,062 g Sigma B6768

0,1 M CacCl; (3 sulu) 0,147 ¢ Scharlau CA0193

Distile su 10 mL

pH: 8,0+ 0,2

gecirilerek sterilize edilmistir.

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 uM por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

Cizelge 3.30 50mM Glisin-NaOH tamponu igerigi

50mM Glisin-NaOH tamponu

100 mL (w/v)

Kimyasal marka ve kodu

Glisin 0,375 ¢ Sigma G-8898
Distile su 100 mL
pH: 9,0+ 0,2

gegirilerek sterilize edilmistir.

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pM por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri Kkiiltiirlerinin biyofilm caliymalarinda kullanilmadan onceki on
aktiflestirme islemleri

-86 °C’de gliserol stoklarindaki 20 Geobacillus ve 84 Anoxybacillus izolat ve referans
sus, oncelikle MI (Medium I) besiyerine, bakterilerin gelisebilecegi optimum sicaklik
gereksinimlerine gore (55 °C) 18 saat siiresince gelistirilmistir (Suzuki vd. 1976). Bu
asamadan sonra kiiltiirler, NaCl igeren TSA (Triptik Soy Agar) besiyerinde 18-24 saat
daha gelistirilmistir. Bu kiiltiirden 3 mL’lik NaCl katkili TSB (Triptik Soy Broth) sivi
besiyerine yogun bir bulaniklik olacak sekilde inokiile edilen Kkiiltiirler, 18 saat
calkalamali1 kosullarda (170 rpm) gelistirilmistir. 5 mL’lik aktif s1v1 kiiltiirlerden 200 pL.
aliarak (% 4 inokiiliim oran1), 3 mL’lik NaCl igcermeyen TSB s1v1 besiyerine asilanmig
ve son olarak kiiltiirler ¢alkalamali kosullarda (170 rpm) 6 saat gelistirildikten sonra
biyofilm ¢alismalari i¢in hazir hale getirilmistir. Bakterilerin inokiilasyonu i¢in 6nerilen
siireg, laboratuvarimizda daha Once yiiriitiilen proje ve tez calismalari dahilinde
belirlenen kosullar gz onilinde bulundurularak yapilmistir (Kilic vd. 2017). Bu ii¢
basamakli  inokiilasyon islemi, calisilacak  bakterilerin  6zellikle  biyofilm
caligmalarindan Once sporulasyon fazina ge¢melerini engelleyerek vejetatif hiicre
seklindeki aktif yasam formunda kalmalarin1 saglamak amaciyla, tiim biyofilm iiretim
caligmalarindan once gergeklestirilmistir. Ilgili hazirligin, sporulasyonu asgari diizeye
cektigi  faz-kontrast mikroskopisiyle de kanitlanmistir. Yine daha Onceki
caligmalarimizda da saptadigimiz iizere, ilgili inokiilasyon siireci calisilan kiiltiirlerin
“logaritmik fazda” maksimum hiicre yogunluguna ulagabilmeleri icin gerekli
goriilmektedir. Bu sebeple, mevcut kiiltiir koleksiyonumuzdaki termofilik basillerin
biyofilm {iretim potansiyellerinin istikrarli ve dogru bir sekilde belirlenebilmesi igin,

kiiltiirlerin logaritmik fazda ve ideal yogunlukta olmalar1 saglanmistir.

3.2.2 Biyofilm iiretim miktarlarinin polistiren mikrotitre plakalarda tayini

Inokiiliim hazirhig yukarida agiklandigi sekliyle gergeklestirildikten sonra, 190 pL
NaCl’siz ve standart TSB (% 0.5 NaCl) besiyerlerini igeren 96 kuyuluk mikrotitrasyon
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plaklara her bir kiiltiiriin inokiiliimden 10 pL aktarilmigtir. Mikrotitrasyon plaklari
termofilik basillerin optimum gelisebildigi 55-65 °C gibi iki kritik sicaklikta 48-96 saat
siiresince inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi bitiminde, kuyular 2 defa steril
serum fizyolojik ile yikanmis ve planktonik fazdaki bakteriler uzaklastirilmistir.
Kuyular 200 pL % 95°lik metanol ile 15 dakika fikse edilmistir. Plakalar oda
sicakliginda kurutulmus, % 0,1°1ik kristal viyole ¢dzeltisinden kuyulara 200 pL
eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Tutunmayan boyanin
uzaklastirilmasi i¢in plakalar distile suyla yikanmistir. Son olarak kuyulara 200 pL
etanol:aseton (70:30 w/w) ilave edilmistir. Plakalar 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra biyofilm tabakasina baglanan boyanin ¢6ziinmesi saglanmigtir.
Inkiibasyon bitiminde ¢dziinen kristal viyole boyasinin olusturdugu optik yogunluk,
595,n’de Eliza okuyucusunda oOl¢iilmiistir. Biyofilm Ol¢limiiniin sonucu her alt1
paralelde belirlenen absorbans degerlerinin ortalamasindan, kontrol (yalnizca besiyeri
iceren) kuyularmin ortalamalarmin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. Mikrotitrasyon
plaklarindaki biyofilm iiretim miktarlari, sinir degerleri (cut off) esas alinarak; iiretici
degil, zayif, orta ve kuvvetli seklinde kategorize edilmistir (Cizelge 3.31). Calisma iki
tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Ayrica sekil 3.2°de kristal viyole boyasinin plaka
kuyularindaki biyofilm orneklerine baglanmasi1 gosterilmistir. Kristal viyole boyasi,
kuyu ceperlerinde olusan biyofilmlerin matriksine niifuz ederek bu Orneklerin
boyanmasina olanak saglamaktadir. Bu yontem matriks miktarinin belirlenmesine
yonelik bir yontem oldugu i¢in indirekt bir yontemdir (Stepanovi¢ vd. 2000, Vestby vd.
2009).

Cizelge 3.31 Negatif test kuyularindan elde edilen optik yogunluk (OD) degerlerine
gore sinir degerlerin (cut off) hesaplanmasi

Sinir degeri (cut off) Biyofilm iiretim karakteristigi
OD < ODyi off Uretici degil

ODcutoff <OD <2 x ODcyt off Zayif Uretici

2 X ODcytotf <OD <4 x ODgyiof  Orta diizey iiretici

4 X OD¢yt otf < OD Giiglii iiretici
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Sekil 3.2.a. Ceperlerdeki biyofilm matrikslerine tutunmus kristal viyole boyast,
b. Tutunmus boyanin organik ¢dziiciilerle muamele edilmis hali

3.2.3 Standart tam yagh siit iceriginde biyofilm iiretim miktarlarinin polistiren
mikrotitre plakalarda tayini

Belirtilen ¢alismada yine bir onceki calismada biyofilm {iiretimleri itibariyle taranan
izolat ve referans suslarin tamamu kullanilmistir. Inokiilim hazirhigi daha &nce
belirtildigi sekliyle yapilmigtir (Yontem 3.2.1). Bu asamada, bir onceki 3.2.2 bashigi
altinda anlatilan yontem “standart tam yagl siit” icerigine gore modifiye edilmistir.
llgili ¢aliymada kullanilan besiyeri iiretici firmanm (Sigma-Aldrich, Almanya)
tavsiyesine gore hazirlanmis olup “standart tam yagl siit” igerigine karsilik gelmektedir.
Bu calismada, yine iki kritik inkiibasyon sicaklig1 (55 °C ve 65 °C) tercih edilmis olup
tek bir inkiibasyon siiresi ¢alisilmistir (48 saat). Zira uzun inkiibasyon kosullarinda
kullanilan standart tam yagl siit igerigindeki yliksek orandaki “whey” proteinleri,
yiiksek sicakliklarda denatiire olmakta ve siitiin temas ettigi ylizeylere yogun bir sekilde
akiimiile olmaktadir (Flint vd. 2001b). Standart tam yagh siit ile modifiye edilen
polistiren ylizey ve kristal viyole baglanma esasli biyofilm iiretim miktarlarim
belirlemeye yonelik bu yontem literatiire gore ilk kez uygulanmig olup, bu yontemin
dogrudan siit ya da siit katkili besiyeri igeriklerinin termofilik basillerin biyofilm iiretim
karakteristiklerinin hizli ve giivenilir bir sekilde belirlenmesinde tercih edilebilecegi
kanitlanmistir. Ancak inkiibasyon siiresinin Ozellikle yiiksek sicakliklarda kisa
tutulmasi, negatif kontrol kuyularinda (yalnizca standart tam yagl siit iceren kuyular)
ve test kuyularinda (inokiiliim + standart tam yagh siit iceren iceren kuyular) standart

tam yaglh siit igerigindeki whey proteinlerinin denatiire olup polistiren yiizeylerde
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yogun bir sekilde akiimiile olmasina bagl olarak yanilticit ve istikrarsiz sonuglardan
kacinilmasi agisindan son derece kritiktir. Bu ¢alisma, bir 6nceki ¢alismada belirtilen
(Yontem 3.2.2) kristal viyole boyamasindaki tiim basamaklar uygulanarak
gerceklestirilmistir. Her bir ornegin biyofilm iiretim miktarinin belirlenmesi i¢in 6
paralel olacak sekilde plaka kuyularina uygulama yapilmistir. Calisma iki tekrar

seklinde yliriitilmiistiir.

3.2.4 Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine dahil iiyelerin laktozu fermente ve
kazeini hidrolize edebilme yeteneklerinin belirlenmesi

Laktoz fermentasyon testinde % 0,5 laktoz katkili Bazal besiyeri kullanilmistir (Claus
ve Berkeley 1986). Aktif bakteri kiiltiirlerinden 0,5’er mL alinarak 5 mL laktoz katkili
Bazal Medium ve durham tiipii igeren test tliplerine inokiile edilmistir. Tiipler 48 saat
stiresince ¢alkalamali kosullarda (170 rpm) 55 °C’de inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiipler renk doniisiimiine ve gaz olusumuna gore
degerlendirilmistir. Rengin kirmizidan sariya dondiigii tiipler pozitif olarak (laktozu
fermente edebilen) degerlendirilmistir. Her bir bakteri i¢in iki paralel test tilipi

hazirlanmistir. Negatif kontrol olarak inokiiliimsiiz test tiipleri kullanilmistir.

Igili fenotipik karakteristigin saptanmas igin % 3 agar katkili standart tam yagl siit (10
g “skim milk” + 90 mL distile su) tercih edilmistir. Bakterilerin inokiiliim hazirliklari
tamamlandiktan sonra kiiltiirlerden steril yuvarlak 6ze ucuyla Ornekler alinip agar
besiyerlerine ¢izgi ekim teknigiyle ekim yapilmistir. Pozitif sonuglar besiyerlerinde
kazeinin hidrolize edilmesi sonucunda olusan seffaf zonlarin varligina gore
degerlendirilmistir. Petriler 55 °C’de 48 saat siiresince inkiibasyona kaldirilmistir. Her

bir bakteri i¢in iki paralel petri inokiile edilmistir.
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3.2.5 TSB/Standart tam yagh siit iceriklerinde biyofilm iiretim kapasitelerine ve
fenotipik karakteristiklerine gore secilen bakterilerin paslanmaz celik
yiizeylerde biyofilm iiretim miktarlarinin belirlenmesi

Farkli inkiibasyon kosullarinda iki farkli TSB igerigine (standart TSB, NaCl’siz TSB),
standart tam yagh slt igerigine ve fenotipik karakteristiklerine (laktoz
fermentasyonu/kazein hidrolizi) gore gli¢lii birer biyofilm iireticisi oldugu saptanan 23
adet [Geobacillus (8) ve Anoxybacillus (15)] bakterinin paslanmaz gelik yilizeyler

tizerindeki biyofilm {iretim kapasiteleri belirlenmistir.

Yontem dahilinde siit iiretim cevrelerinde siklikla tercih edilmesinden o6tiirii 316 L tip
paslanmaz celik yiizeyler (0,8 cm, 2.5, 0,1 cm) kullanilarak termofilik izolatlar ve
referanslarin biyofilm iiretim kapasiteleri belirlenmistir. lgili ¢alismada, Giaoruis vd.
(2005) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Besiyeri olarak
standart tam yagl siit kullanilmis ve tliplere (3,5 mL) dagitilmistir. Paslanmaz celik
kuponlar, biyofilm c¢alismalarindan Once tizerindeki olasi organik kalintilarin
temizlenmesi i¢in 6ncelikle % 10’luk SDS ile 1 saat siiresince karistirilarak temizlenmis
ve sonra distile su ile bolca durulanmistir. Steril ¢elik kuponlar, tiiplere transfer edilmis
ve besiyeri ile beraber 118 °C’de 5 dakika sterilize edilmistir. Hiicre sayisini belirlemek
amaciyla, kuponlar lizerindeki biyofilmleri parcalamakta kullanilacak cam boncuklar (r:
3 mm), 4,5 mL serum fizyolojik (SF) iceren tiiplere yerlestirilmeden Once ve tiiplere
konduktan sonra toplamda 2 kez 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. inokiilasyon
daha oOnce belirtildigi sekliyle yapilmistir (Yontem 3.2.1). Hazirlanan kiiltiir
siispansiyonlarindan 1’er mL alinarak paslanmaz celik yiizey igeren tiiplere inokiile
edilmigtir. Tiipler 55 °C ve 65 °C’de statik kosullarda 48 saat siiresince inkiibasyona
kaldirilmustir. inkiibasyon sonunda kuponlar aseptik kosullarda tiiplerden ¢ikarilmis ve
iki kez 10 mL’lik SF bulunduran tiiplere planktonik hiicreleri uzaklastirmak amaciyla
daldirilmistir. Yikanan kuponlar steril bos petrilere aktarilmis ve 5 dakika kurumaya
birakilmigtir. Kuponlar cam boncuk igeren tiiplere aktarilmis ve 2 dakika siiresince en
yiiksek devirde vortekslenmistir. Sayim i¢in bir seri dillisyon yapilmis ve her bir
dilisyondan 10’ar pL alinarak MI agar bulunduran petrilere damla plak yontemiyle
ekim yapilmistir. Petriler 18 saat boyunca 55 °C’de sicaklikta inkiibe edilmistir. Sayim

islemleri logl0 tabanina g¢evrilerek cm? basina diisen koloni olusturan birim (kob/cmz)
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dikkate alinarak hesaplanmistir. Calisma 2 paralel ve 2 tekrar olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Calismada tercih edilen 316 L tipi paslanmaz ¢elik kupon, kuponun
daldirildig1 ortam ve ylizeyler iizerinde gelisen biyofilmlerin mekanik olarak dagitilmasi

icin kullanilan cam boncuklar sekil 3.3°te gosterilmistir.

Sekil 3.3.a. 316L tipi paslanmaz celik kupon (0.8 x 2.5 x 0.1 cm), b. Tam yagh siit
iceren ortama daldirilmis kupon, c. Mekanik olarak (cam boncuklar)
pargalanan biyofilm 6rnegi

3.2.6 Farkh c¢evresel parametrelerin (tuzluluk, sicakhlk ve pH) termofilik
Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilmleri iizerine olan etkilerinin
arastirilmasi

flgili ¢alisma, bu asamadan 6nceki asamalarda elde edilen bulgulara gore segimleri
yapilan toplam 8 Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine {iye bakteriler ile
yiiriitiilmiistiir. Inokiilim hazirhgr (Yéntem 3.2.1) yukarida agiklandign sekliyle
gerceklestirildikten sonra, ilk asama tuzlulugun biyofilm {iretimi {izerindeki etkilerinin
saptanmasi lizerine tasarlanmigtir. 190 pL farkli konsantrasyonlarda NaCl (% 0,0-0,5,-
1,0, 1,5-2,0,-2,5-3,0-3,5, 4,0-4,5-5,0) ile hazirlanmig TSB igeren besiyerleri eklenen 96
kuyuluk mikrotitrasyon plaklarina her bir kiiltiiriin inokiiliimiinden 10’ar pL
aktarilmistir. Mikrotitrasyon plaklari, termofilik basillerin optimum gelisebildigi 55-65
°C gibi iki kritik sicaklikta, biyofilm iiretimi i¢in ideal oldugu kanitlanmis ve daha
onceki ¢alismalarimizda saptanmis 96 saatlik siire boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon stiresi bitiminde plakalar mikrobiyal gelisimi saptamak adina ODsgspm’de

Olglim yapildiktan sonra bosaltilmis, kuyular 2 defa steril PBS (fosfat tamponu) ile
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yikanmig ve planktonik fazdaki bakteriler uzaklastirilmistir. Mikrotitre plakala
kuyulariin ¢eperlerine tutunmus biyofilm 6rneklerinin kristal viyole baglanma esasina
gore boyanmasi daha once izah edildigi sekliyle gergeklestirilmistir (Yontem 3.2.2).
Biyofilm Ol¢iimiiniin sonucu her alti paralelde belirlenen absorbans degerlerinin
ortalamasindan, kontrol (yalnizca besiyeri iceren) kuyularmin ortalamalarmin
cikarilmasiyla hesaplanmistir. pH ve sicaklik gibi gevresel parametrelerin biyofilm
liretimi iizerine olan etkileri es zamanli olarak sinanmistir. Bu baglamda ilgili deney
diizenegi yine yukarida izah edildigi sekliyle tasarlanmistir. Farkli pH degerlerine (pH
4,0-5,0-6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-8.5-9,0-10,0-11,0) ayarlanmis (1 N NaOH, 1 N HCI ile)
TSB iceren kuyulara ilgili bakterilerin inokiilasyonlar1 yapildiktan sonra mikrotitre
plakalar 45-50-55-60-65-70 °C’de statik kosullarda inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyon bitiminde biyofilm iiretim miktarlar1 yine yukarida aciklandigi sekliyle
saptanmistir.  Inkiibasyon siirelerinin  bitiminde biyofilm {iretim miktarlarini
belirlemeden hemen once (kuyulari bosaltmadan) 595 nm dalga boyunda bakterilerin
tanimlanan cevresel kosullardaki mikrobiyal gelisimleri de Olgiilmiistiir. Bu yoniiyle
bakterilerin biyofilm {iretim davranislari ve mikrobiyal gelisim kapasiteleri arasindaki

iliskinin tayin edilmesi amaglanmistir.

3.2.7 Kompeks biyofilm sistemleri icerisinde Geobacillus/Anoxybacillus cinsi
bakterilerin etkilesimlerinin arastirilmasi

Segilen 4 bakterinin (A. flavithermus DSM 26417, A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81, G. thermodenitrificans DSM 465, G. thermoglucosidans B84a)
her birinin tek tek ve ikili kombinasyonlar1 (Geobacillus/Anoxybacilllus), polistiren
mikrotitre plakalarda, standart TSB besiyeri igeriginde ve 60 °C’de kiiltiire alinmistir.
Belirtilen sicakligin ve besiyeri igeriginin tercih edilmesinin gerekgesi, dort bakterinin
ideal biyofilm iiretimi igin ortalama kosullar1 saglamak adinadir. Inokiiliim hazirlig:
Yontem 3.2.1°de belirtildigi lizere yapilmistir. Biyofilm miktarlarinin tayini ise Yontem
3.2.2°de belirtildigi sekliyle yapilmigtir. Burmolle vd. (2006) tarafindan Onerilen
yontem esas alinarak ve bazi modifikasyonlarla yiiriitiilen deneyde, kiiltiire alma islemi
her bakteri icgin farkli inokiilim oranlari kullanilarak toplamda on dort farkli

kombinasyonda gergeklestirilmistir;
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1) % 50 inokiiliim oraninda DSM 26417 (5 uL 6 saatlik kiiltiir + 195 pL TSB)

2) % 100 inokiiliim oraninda DSM 26417 (10 uL 6 saatlik kiltir + 190 uL TSB)

3) % 50 inokiiliim oraninda F81 (5 uL 6 saatlik kiiltiir + 195 uL TSB)

4) % 100 inokiiliim oraninda F81 (10 uL 6 saatlik kiiltiir + 190 uL. TSB)

5) % 50 inokiiliim oraninda DSM 465" (5 uL 6 saatlik kiiltiir + 195 pL TSB)

6) % 100 inokiiliim oraninda DSM 465" (10 pL 6 saatlik kiiltiir + 190 pL TSB)

7) % 50 inokiiliim oraninda B84a (5 uL 6 saatlik kiiltiir + 195 pLL TSB)

8) % 100 inokiiliim oraninda B84a (10 pL 6 saatlik kiiltiir + 190 uL TSB)

9) % 50 inokiiliim oraninda DSM 26417 + % 50 inokiiliim oraninda F81 (5 pL 6 saatlik
kiiltiir + 5 pL 6 saatlik kiiltiir + 190 uLL TSB)

10) % 50 inokiiliim oraninda DSM 26417 + % 50 inokiiliim oraninda DSM 465" (5 uL
6 saatlik kiiltiir + 5 pL 6 saatlik kiiltiir + 190 uL TSB)

11) % 50 inokiilim oraninda DSM 26417 + % 50 inokiilim oraninda B84a (5 pL 6
saatlik kiiltiir + 5 pL 6 saatlik kiiltir + 190 L. TSB)

12) % 50 inokiiliim oraninda F81 + % 50 inokiiliim oraninda DSM 465" (5 pL 6 saatlik
kiiltiir + 5 pL 6 saatlik kiilttir + 190 uL TSB)

13) % 50 inokiiliim oraninda F81 + % 50 inokiilim oraninda B84a (5 pL 6 saatlik
kiltir + 5 pL 6 saatlik kiltiir + 190 uL TSB)

14) % 50 inokiilim oraninda DSM 465" + % 50 inokiilim oraminda B84a (5 pL 6
saatlik kiilttir + 5 pL 6 saatlik kiiltiir + 190 uLL TSB).

3.2.8 Major (kazein-laktoz) ve minér (K*, Na*, Mg?*, Ca®") siit bilesenlerinin
mikrobiyal gelisim ve biyofilm iiretimi iizerine olan etkilerinin arastirilmasi

Siit iceriginde bulunan major ve mindr bilesenlerin etkileri aragtirilirken “Bazal
Medium” igerigi modifiye edilmistir. Bazal Medium mikrobiyal gelisim i¢in gerekli
minimal besinsel gereksinimleri bulundururken, ilave edilen bilesenin biyofilm iiretimi
tizerindeki etkisini dogrudan gdzlemlemeye de imkan tamimaktadir. Belirtilen
bilesenlerin etkileri arastirilirken, inokiilasyon hazirlig1 ve biyofilmlerin miktarsal tayini
yukarida anlatildig1 sekliyle yapilmistir (Yontem 3.2.1 ve 3.2.2). Major ve mindr
bilesenlerin Bazal Medium igerikleri modifiye edilirken, farkli standart siit tipleri
igerisinde bulunan konsantrasyonlar dikkate alinmistir (www.milkfacts.info, 2017).

Konsantrasyon degerleri belirlenirken mevcut siit standartlarinin digina ¢ikilmamaya
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ozen gosterilmistir. Inkiibasyon siiresi i¢in yine 96 saat tercih edilmis (azami biyofilm
eldesi i¢in) ve mikrotitre plakalar statik kosullarda her bir izolat ve referans bakteri i¢in
iki inkiibasyon sicakliginda (55 °C ve 65 °C) inkiibe edilmistir. Her bir bilesen ve

bilesenin konsantrasyonu icin 6 paralelli deney diizenekleri hazirlanmistir.

Degerlendirmeye alinan;

Kazein konsantrasyonlari; % 0,0-0,5-1,0-1,5-1,8-2,1-2,4-2,7-3,0 (pankreatik kazein
hidrolizat1 kullanilmistir).

Laktoz konsantrasyonlari; % 0,0-.0,5-1,0-1,5-2,0-2,5-3,0-3,5-4,0-4,5-5,0-5,5-6,0.
Kalsiyum konsantrasyonlari;0,0-0,25-0,50-0,75-1,0-1,25-1,50-1,75-2,0 mg/mL CacCl,
Potasyum konsantrasyonlari; 0,0-0,25-0,50-0,75-1,0-1,25-1,50-1,75-2,0 mg/mL KCI
Magnezyum konsantrasyonlari; 0,0-0,1-0,2-0,3-0,4 mg/mL MgCl,

Sodyum konsantrasyonlari; 0,0-0,1-0,2-0,3-0,4-0,5-0,6 mg/mL NaCl

Inkiibasyon bitiminde biyofilmlerin miktarsal tayinine ge¢meden &nce plakalar

mikrobiyal gelisimleri saptamak adina ODsgsnm’de okutulmustur.

3.2.9 Farkh abiyotik yiizeylerin Geobacillus ve Anoxybacillus cinsi iiyelerinin siit
ortaminda biyofilm iiretimlerine olan etkilerinin arastirilmasi

Ilgili galismada, biyofilm iiretimlerinin takibi igin steril standart tam yagl siit igerigi
kullanilmistir.  Calisma, 6 kuyulu mikrotitre plaka diizeni esas alinarak
gerceklestirilmistir. Abiyotik yiizey olarak; 6zel olarak kestirilmis polikarbonat,
polipropilen, cam, paslanmaz gelik, polivinil kloriir ve polistiren ylizeyler kullanilmistir
(R: 14 mm, her birinin toplam yiizey alant: 3.08 cm?; cam yiizey: 4 cm?). Bu yiizeyler,
biyofilm caligmalarindan Once iizerindeki olast organik kalintilarin temizlenmesi igin
oncelikle % 10’luk SDS ile 1 saat siiresince karistirilarak temizlenmis ve sonra distile su
ile bolca durulanmistir. Durulama islemini miiteakip, kuponlar saf izopropanol
igerisinde bir gece bekletilmistir (Kilic vd. 2017). Bekletme isleminden sonra kuponlar
yine distile su ile bolca durulanmis ve sikica paketlenerek 121 °C’de otoklavlanmistir
(Yontem 3.2.5). Calismada kullanilan abiyotik yiizeyler (kuponlar) sekil 3.4’te

verilmistir.
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Sekil 3.4.a Polipropilen, b. Polikarbonat, c. Polivinil klortiir, d. Polistiren, e. Paslanmaz
celik, f. Cam

Caligilan bakterilerin ve izolatlarin inokiilasyon hazirligi daha once belirtildigi sekliyle
gerceklestirilmistir (Yontem 3.2.1). Inkiilasyon hazirhgindan sonra, steril abiyotik
yiizeylerden birer adet (iki paralel kuyuya) 6 kuyulu mikrotitre plaka kuyularina transfer
edilmistir. Daha sonra, kuyulara aktif kiiltiirler asilanmis (%4 inokiiliim orani) siit
orneklerinden 5’er mL transfer edilmistir. Plakalar yine iki kritik sicaklikta (55-65 °C)
48 saat siiresince inkiibe edilmistir. Ilk 24 saatin sonunda kuyulardaki siit icerikleri
bosaltilarak yenileriyle degistirilmis ve her bir kuyudaki kupon aseptik kosullarda
tersyiiz edilmistir. Bu igslemden sonra inkiibasyona devam edilmistir. 48 saatin sonunda
kuyulardaki kuponlar aseptik kosullarda ¢ikarilmig ve tutunmayan ve planktonik fazdaki
bakterilerin uzaklastirilmasi i¢in 2 kez steril SF ile yikanmigtir. Yikama iglemini takiben
kuponlar, 4.5’er mL steril serum fizyolojik ve 10 g cam boncuk igeren falkon tiiplerine
transfer edilmistir. Tiipler azami yogunlukta 2 dakika siiresince vortekslenmistir.
Hazirlanan biyofilm silispansiyonlarindan bir seri dillisyon iglemi (10-10®) sonrast
sayim islemine gecilmistir (Kilic vd. 2017). Sayim islemi i¢in damla plak yontemi esas
alimmustir. Diliisyonlar MI agar besiyerine inokiile edilmis ve petriler 24 saat siiresince
55 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde, petrilerdeki ideal diliisyonlarda
gelisen koloniler damla plak yontemiyle sayilmis ve sayim sonuglar1 logaritmik dlgege

cevrilerek istatistiksel olarak da degerlendirilmistir.

3.2.10 Farkh yag icerigine sahip inek siitlerindeki Geobacillus ve Anoxybacillus
cinsi iiyelerinin biyofilm iiretim kapasiteleri ve sporulasyon kinetikleri

llgili galisma bir 6nceki deney diizenegi esas almarak tasarlanmustir. Bir Onceki
calismadan farkli olarak; her bir bakteri i¢in iki farkli inkiibasyon sicakligindaki ideal

abiyotik yiizeylerin se¢imi ve piyasada satisa sunulan farkl yag igerigine [Tam yaglu siit
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(% 3.0 yag), yarim yagl siit (% 1.5 yag), yagsiz siit (% 0.1 yag)] sahip standart inek
stitleri kullanilmigtir. Piyasada satisa sunulan standart ve farkli yag iceriklerine sahip
uzun 6miirli stitler (UHT) her ne kadar steril olsalar da ¢alismalardan 6nce tedbiren 121
°C’de 5 dakika siiresince otoklavlanmistir. Biyofilm iiretimlerinin tespiti i¢in bir dnceki
calismanin yontemindeki (Yontem 3.2.9) basamaklar takip edilirken; spor sayimlar i¢in
hazirlanan biyofilm siispansiyonlart 100 °C kaynar su banyosunda 15 dakika siiresince
muamele edilmistir. Isil islemden sonra spor sayim islemleri yine daha 6nce damla plak

yonteminde belirtildigi sekliyle yapilmistir (Yontem 3.2.9).

3.2.11 A. flavithermus DSM 26417 ve G. thermodenitrificans DSM 465" referans
suslarmin statik kosullarda ve farkh inkiibasyon sicakliklarinda zamana
bagh biyofilm iiretim yanitlarinin belirlenmesi

Bu calismada iki referans susun (A. flavithermus DSM 2641" ve G. thermodenitrificans
DSM 465") 316 L tipi paslanmaz celik yiizeylerde, farkli inkiibasyon sicakliklarinda
zamana bagli olarak biyofilm iiretim yamitlarinin saptanmasi amaglanmustir. lgili
calisma, sonraki asamada “biyofilm giderim” stratejilerinin degerlendirilecegi
caligmalarda, zamana bagl olarak hangi noktada giderim ic¢in miidahale edilmesi
gerektigi hususunda fikir vermesinin yan1 sira uzun siireli bir inkiibasyon siirecindeki
biyofilm olusum kinetiklerinin acikliga kavusturulmasi agisindan da kritik verilerin elde
edilmesi adina 6nem arz etmektedir. Bu baglamda calisilan iki referans susun ti¢ kritik
sicaklikta (55-60-65 °C) ve farkli inkiibasyon siirelerinde (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 18,
24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 saat) standart tam yagl siit icerisindeki paslanmaz celik
yiizeylerde biyofilm 6rneklemeleri yapilmustir. lgili ¢alismada biyofilm iiretimlerinin
takibi i¢in steril standart tam yagh siit igerigi (% 10’luk sulandirilmis “skim milk™)
kullanilmistir.  Calisma, 6 kuyulu mikrotitre plaka diizeni esas aliarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Abiyotik yiizey olarak; 6zel olarak kestirilmis paslanmaz
celik (316 L tipi) yiizeyler tercih edilmistir (R: 7 mm, toplam yiizey alani; 3.08 cm?). Bu
yiizey, biyofilm ¢alismalarindan 6nce tizerindeki olas1 organik kalintilarin temizlenmesi

i¢in ve sterilize edilmesi i¢in birtakim islemlerden gegirilmislerdir (Yontem 3.2.5).

Calisilan bakterilerin ve izolatlarin inokiilasyon hazirligi daha dnce belirtildigi sekliyle

gerceklestirilmistir (Yontem 3.2.1). Inkiilasyon hazirligindan sonra, steril paslanmaz
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yiizeylerden birer adet (iki paralel kuyuya) alimarak 6 kuyulu mikrotitre plaka
kuyularina transfer edildi. Kuyulara daha sonra aktif kiiltiirler asilanmis (% 4
inokiilasyon orani) siit 6rneklerinden 5’er mL transfer edilmistir. Plakalar belirtilen
sicakliklarinda ve siirelerinde inkiibe edilmistir. Belirtilen her bir inkiibasyon siiresinin
sonunda, kuyulardaki kuponlar aseptik kosullarda ¢ikarilarak biyofilm siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlardan bir seri diliisyon (10™-10°) yapilarak

sayim islemi ger¢eklestirilmistir (Yontem 3.2.9).

Sekil 3.5 Altili mikrotitre plaka diizeni. Tam yagh siit iceren kuyularda galigilan
abiyotik yiizeyler bulunmaktadir

3.2.12 Termofilik biyofilmlerin karbohidrat iceriklerinin belirlenmesi

Termofilik biyofilm matriksindeki polimer iceriklerinin tayini i¢in ¢alisma kapsamina
alman Anoxybacillus cinsi iiyelerinin (A. flavithermus DSM 26417, A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens F81) ve Geobacillus cinsi iiyelerinin (G. thermodenitrificans
DSM 465", G. thermoglucosidans B84a) biyofilm iiretebildikleri en ideal kosullar
dikkate alinmistir (Cizelge 3.32).
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Cizelge 3.32 Calisma kapsamindaki referans suslarin ve izolatlarinin ideal biyofilm
iretim kosullar1

Referans sus/ ideal tuz icerigi Ideal pH degeri Ideal inkiibasyon
izolat ad1 (% NaCl) sicakhigi
A. flavithermus o
DSM 26417 0,0 7,5 55°C
A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens 1,5 8,5 55°C
F81
G.
thermodenitrificans 1,0 7,5 65 °C
DSM 26417
G.
thermoglucosidans 0,5 6,5 55°C
B84a

Tanimlanan kosullarda 96 saat siiresince TSA tizerinde gelistirilen biyofilm 6rnekleri
inkiibasyon siiresi sonunda aseptik kosullarda toplanarak onceden darasi alinmis 15
mL’lik steril Falkon tiiplerine transfer edilmis ve toplanan biyofilm orneklerinin yas
kiitlesi tartilmistir. Tartim isleminden sonra tiiplerin her birine 3 mL steril SF (Serum
Fizyolojik) ve 5 g cam boncuk ilave edilmistir. Tiipler en yliksek devirde 2 dk boyunca
vortekslenmistir. Vorteks asamasindan sonra tiipler 6000 rpm’de +4 °C’de 15 dk
boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij basamagindan sonra silipernatantlarin yaklasik 2.5
mL’si temiz tiiplere transfer edilmistir. Son olarak olasi hiicre ve hiicre kalitilarindan
slipernatant1 ayristirmak i¢in fazlar 0,22 pm por ¢apli membran filtrelerden (Sartorious,
Fransa) gecirilmistir. Filtratlar daha sonra tayin islemlerinde kullanilmak iizere -20

°C’de muhafaza edilmistir.

EPS bileseninde bulunan karbonhidrat miktarinin tayini, fenol-siilfiirik asit metodu ile
gerceklestirilmistir (Dubois vd. 1956). Serbest metil eterleri veya potansiyel olarak
serbest indirgeyici gruplar iceren basit sekerler, oligosakkaritler, polisakkaritler ve
onlarin tiirevleri, fenol ve konsantre siilfiiriik asit ile muamele edildiginde portakal-sar1
renk verir. Bu reaksiyon ¢ok duyarli olup renk sabit kalir. Kullanilan bu fenol-siilfiiriik
asit metodu sekerlerin ve ilgili maddelerin ¢ok diisik miktarlari1 dahi
saptayabilmektedir (Dubois vd. 1956). Cam tiiplere, 1 mL 6rnek, 0,5 mL % 5’lik 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
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bekletilmistir. Meydana gelen portakal-sar1 renk degisimi, ODggonm’de okutulmustur.
Standart egri elde etmek i¢in 5, 10, 25, 35, 50, 60, 75, 85, 100 ung/mL olacak sekilde
glukoz ¢ozeltileri hazirlanarak fenol-siilfiirik asit metodu uygulanmistir. Standart egri
yardimiyla Eliza’da okunan absorbans degerine karsilik gelen karbonhidrat miktari
hesaplanmistir.  Kontrol olarak distile su kullanilmigtir. Caligmalar 3 paralelli

yiirtitiilmiistir.

3.2.13 Termofilik biyofilmlerin protein i¢eriklerinin belirlenmesi

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

Calismalar 3 paralelli olacak sekilde yiiriitilmiistiir.

Standart egri elde etmek icin, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 ve 0.1562 mg/mL oranlarinda
diliisyon yapilarak BSA c¢ozeltileri hazirlanmis ve Lowry metodu uygulanmigtir.
Standart egri yardimiyla Eliza’da okunan absorbans degerine karsilik gelen protein

miktar1 hesaplanmistir. Protein miktar tayininde tiim 6rnekler 3 paralelli ¢alisilmastir.

3.2.14 Termofilik biyofilmlerin eDNA igeriklerinin belirlenmesi

EPS bilesenlerden olan eDNA izolasyonu i¢in oncelikle filtre edilen iist faza, 750 pL
kloroform-izoamil alkol (24:1 oraninda) eklenmistir. 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmis ve {ist faz yeni bir ependorfa alinmistir. Uzerine 750 pL fenol-kloroform-
izoamil alkol (25:24:1 oraninda) eklenerek tekrar 12.000 rpm’de 5 dk santrifiy
edilmistir. Ust fazin iizerine hacminin 0,6’s1 (yaklasik 350 pL) kadar izoproponal
eklenmistir. -20 °C’de 20 dk bekletilmis ve tekrar 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Ust s1v1 dokiilmiis, ¢okelti iistiine 350 uL % 70°lik soguk etanol eklenmistir.
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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 ol¢iilmiistiir.
Daha sonra, ornekler 1,5 pL etidyum bromiir (Sigma E-8751) igeren % 1,5’luk agaroz
(Sigma A9539) jel elektroforezinde 120 V’da 1 saat yiiriitiilmiis ve UV transliiminator
ile goriintiilenmistir. eDNA 6rneklerinin molekiiler agirliklari, Quantum-Capp software

goriintlileme sistemi yardimiyla kilobaz (kb) cinsinden hesaplanmustir.

3.2.15 eDNA’nin termofilik basillerin gelismekte olan biyofilmleri iizerindeki
yapisal ve fonksiyonel rollerinin arastirilmasi

eDNA’nin gelismekte olan termofilik biyofilm iiretimi iizerine olan etkilerinin
arastirilmasinda oOncelikle daha once de belirtildigi sekliyle inokiilasyon hazirlig
yaptlmistir (Yontem 3.2.1). Calismada hiicre dis1 ortama salinan DNA’nin
degredasyonu i¢in DNaz I enzimi kullanilmistir (Sigma-Aldrich, Almanya). Kullanilan
bu enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 37 °C olmasindan &tiirii enzimin
dogrudan kiiltlir ortamima ilave edilerek biyofilm Orneklemesinin termofilik
sicakliklarda (60 °C) gergeklestirilmesi miimkiin olmamistir. Bu handikapin asilmasi
adina, inokiilasyon hazirliginin son asamasindaki 6 saatlik kiiltiirlere (5 mL) son
konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde DNaz I enzimi uygulanarak kiiltiirler 60
dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona kaldirilmistir. Inokiilasyonun son basamagindaki
kiiltiir aktivasyonu her bir referans sus ve izolat i¢in daha dnce saptanmis ideal tuz
(NaCl), pH ve sicaklik gereksinimlerine gore gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak
da enzim ihtiva etmeyen kiiltiirler de yine aym kosullarda inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyon sonunda test ve kontrol gruplarindan 200’er puL olacak sekilde (4 paralel)
mikrotitre plaka kuyularina transfer edilmistir. Plakalar her bir referans sus ve izolatin
biyofilm tiretimleri i¢in yine daha dncesinde saptanan ideal inkiibasyon sicakliklar1 esas
almarak, statik kosullarda, 24, 48 ve 96 saat siirelerince bekletilmistir. Ilgili calismada
yine A. flavithermus DSM 26417 ve G. thermodenitrificans DSM 465" referans suslar

ile, A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 ve G. thermoglucosidans B84a
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izolatlar1 degerlendirmeye alinmistir. Calisma dahilindeki referans suslarin ve
izolatlarin ideal biyofilm iiretim kosullar1 dikkate alinmistir (Cizelge 3.32). Her bir
inkiibasyon siiresinin sonunda plakalara yine daha once detaylar1 belirtildigi iizere
kristal viyole baglanma uygulamasi yapilarak biyofilm {iretim miktarlar1 saptanmistir

(Yontem 3.2.2).

eDNA’nin olgun termofilik biyofilmler iizerindeki yapisal etkilerinin arastirildigt
caligmada ise; mikrotitre plakalarina, toplam hacim 200 uL olacak sekilde, % 10’luk
sulandirilmis siit tozu (tam yaglh standart siit icerigi) iceriginde 190 uL ve son aktif
kiiltiirden 10 pL eklenerek, optimum kosullarda 48 saat (Anoxybacillus iiyeleri igin) ve
72 saat (Geobacillus tiyeleri igin) siirelerince, 60 °C’de ve statik kosullarda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda, kuyulardaki besiyerleri bosaltiimis ve baglanmayan
hiicreler ile hiicre kalintilarin1 gidermek i¢in kuyular iki defa SF (Serum Fizyolojik; %
0,9 NaCl) ile yikanmigtir. Daha sonra, kuyularda tutunan biyofilmler, DNaz | enzimi
(100 pg/mL; 200 pL) ile 1, 2 ve 4 saat siirelerince muamele edilmis ve 37°C’de
inkiibasyona kaldirilmistir. Kontrol kuyularina ise yalnizca enzim tamponu transfer
edilerek ayni islem uygulanmistir. Enzim muamelesi sonrasinda kuyular bosaltilimis ve
bu sefer enzim kalintilarin1 gidermek i¢in kuyular yine 2 defa SF ile yikanmustir.
Ardindan, biyofilmlerin miktarim1 belirlemek iizere kuyularin kristal viyole ile
boyanmasi sonrasi, tutunan biyofilmlere baglanan boya miktar1 Eliza’da
spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir (Yontem 3.2.2). DNaz I enziminin etkinligine
bagli olarak biyofilm miktarinda meydana gelecek olasi degisimler [(C-B)-(T-B)] / [(C-
B)] x 100 formiilii esas alinarak hesaplanmistir (C; biyofilm igeren kontrol kuyulari, B;
sadece besiyeri igeren kuyular, T; kimyasal veya enzim ile muamele edilmis kuyular),
(Pitts vd. 2003).

3.2.16 Polistiren mikrotitrasyon plakalarinda tam yagh siit ihtiva eden ortamlarda
gelistirilen termofilik biyofilmlerin ¢esitli sanitasyon ajanlariyla giderimi

Ilgili calismada, antibakteriyel ve antioksidan ajanlar, proteaz enzimleri, polisakkarit
giderici ve pargalayici ajanlar ile sinyal reseptdrlerini inhibe eden ajanlar (yeter say1
algilama sinyalizasyonunun inhibisyonu) gibi ¢ok c¢esitli amaglarda 15 farkli sanitasyon

ajan1  kullanilmistir. S6z konusu ajanlarin  etkin  dozlarmmin  saptanmasinda ve
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uygulanmasinda ¢izelge 3.33’te refere edilen konsantrasyonlar ve stireler tercih edilmistir.
Degerlendirilen giderim islemleri, ¢esitli sanitasyon ajanlarinin kullanim miktarina,
sicakligina ve siiresine bagli olarak ayarlanmistir. Kontrol grubu, biyofilm 06rneginin
sanitasyon ajani ile muamele edilmedigi kuyular olarak kabul edilmistir. Giderim
calismalarinda mikrotitrasyon plakalarinin kuyularma, 190 pL tam yagli standart siit
igerigine aktif kiiltirden 10 pL eklenerek, toplam hacim 200 pL olacak sekilde, her bir
referans ve izolat i¢in optimum kosullarda (48 saat, 60 °C Anoxybacillus tiyeleri; 72 saat, 60
°C Geobacillus iiyeleri igin) statik olarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda,
kuyulardaki besiyerleri bosaltilmis ve kuyu ceperlerine baglanmayan bakteriler ile hiicre
kalintilarin1 gidermek i¢in kuyular iki defa SF ile yikanmistir (Yontem 3.2.2). Daha sonra,
kuyularda tutunan biyofilmler, kimyasallar veya enzimler ile daha 6nce tanimlandig: haliyle
muamele edilmistir. Sonrasinda kuyular bosaltilmis ve bu sefer ajanlarin kalintilarii
gidermek icin kuyular yine 2 defa SF ile yikanmistir. Ardindan, biyofilmlerin miktarin
belirlemek tizere daha oOnce detaylar1 belirtildigi sekliyle kristal viyole ile boyanmasi
sonrasi, tutunan biyofilmlere baglanan boya miktar1 Eliza’da spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir (Yontem 3.2.2). Uygulanan kimyasal temizleme rejiminin basarisi,
biyofilmlere uygulanan her bir kimyasal veya enzim i¢in % giderim orani cinsinden
hesaplanmigtir. Sanitasyon ajaninin etkinligine bagli olarak biyofilm miktarinda meydana
gelecek olasi degisimler [(C-B)-(T-B)] / [(C-B)] x 100 formiilii esas alinarak hesaplanmistir
(C; biyofilm igeren kontrol kuyulari, B; sadece besiyeri iceren kuyular, T; kimyasal veya
enzim ile muamele edilen kuyular), (Pitts vd. 2003). Ilgili calismada A. flavithermus DSM
26417 ve G.thermodenitrificans DSM 465" referans suslari ile, A. kamchatkensis subsp.

asaccharedens F81 ve G. thermoglucosidans B84a izolatlar1 degerlendirmeye alinmustir.
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Cizelge 3.33 Calismada kullanilan sanitasyon prosediirleri ve kullanim amaglar1

Kimyasal — Enzimatik Marka ve kodlar1  Referansta uygulanan Tezde ¢ahsilan Coziildiigii tampon Ortam Siire Referans
Ajanlar 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 duvan biitiinliigiinii bozan ajan

Lizozim Sigma L-7651 % 2 % 2 10 mM Tris-HCI 37°C 60 dk Parkar vd. 2003

Proteinleri parcalayan ajan

Sodyum dodesil siilfat Sigma L-5750 % 2 %3 dH,0 100 °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 5 dk

Antibakteriyel bakteriyosin ajan

Nisin Sigma N5764 1 mg/mL 2 mg/mL 0.02 N HCI 37°C 24 saat Boziaris ve Adams

1999

Enzime dayal temizleyiciler

a. Proteaz ajanlari

Alkalen proteaz Sigma P4860 % 0,08 0,16 U/g 50 mM Glisin-NaOH 37°C 60 dk Parkar vd. 2004

Subtilizin Sigma P5380 % 0,5 %1 0.1 M Borat, 0.1 M CaCl, 37°C 30 dk 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 30 dk 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




3.2.17 Statik-dinamik kosullarda ve siit ortaminda termofilik basillerin biyofilm
iiretim Kkapasitelerinin karsilastirilmas1 ve sanitasyon stratejilerinin
termofilik biyofilmler iizerindeki etkinliklerinin degerlendirilmesi

flgili calismada sadece A. flavithermus DSM 26417 ve G. thermodenitrificans DSM
465" referans suslar1 kullanilmistir. Her iki referans sus icin de daha Onceki
caligmalarda siit ortaminda biyofilm iiretimleri i¢in belirlenen en ideal iki abiyotik

yiizey, biyofilm 6rneklemelerinin yapilmasi i¢in tercih edilmistir (Cizelge 3.34).

Cizelge 3.34 llgili ¢alismada referans suslar icin biyofilm drneklemesinde tercih edilen

abiyotik yiizeyler
Abiyotik Yiizeyler
A. flavithermus DSM 2641" Paslanmaz Polistiren
celik
G. thermodenitrificans DSM Paslanmaz Cam
465" celik

Her iki referans sus i¢in de biyofilm orneklemesi standart tam yagl siit icerisinde
yapilmistir. Inokiilasyon hazirlig1 yine daha dnce belirtildigi sekliyle gerceklestirilmistir
(Yoéntem 3.2.1). Inokiilasyon hazirligmni takiben, her bir referans sus icin ideal olan
steril abiyotik ylizeylerden birer adet (iki paralel kuyuya) alinarak 6 kuyulu mikrotitre
plaka kuyularina transfer edilmistir. Kuyulara daha sonra aktif kiiltiirle agilanmis (% 4)
siit orneklerinden 5’er mL eklenmistir. Plakalar 60 °C’de (her iki referans i¢in de ideal
inkiibasyon sicakligi) her bir referans sus i¢in daha dnceki calismalarda saptanmis farkli
inkiibasyon siirelerindeki biyofilm {iretimleri goz Onilinde bulundurularak secilen
siirelerde (A. flavihermus DSM 2645 icin; 5, 24 ve 48. saatler, G. thermodenitrificans
DSM 465" icin; 2, 24 ve 72. saatler) esas alimarak inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyon islemi sonrasi biyofilm &rneklerindeki hiicrelerin sayim islemi yine daha

once tanimlandig1 haliyle yapilmistir (Yontem 3.2.9).

Dinamik kosullardaki biyofilm 6rneklemesi i¢in laboratuvar ekibimizce daha once

tasarlanmis olan modifiye CDC (Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi) reaktorii
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kullanilmistir (Kilic vd. 2017). S6z konusu reaktor 600 mL reaksiyon kapasitesine
sahiptir. Biyofilm Orneklemelerinin yapildigi 7 mm yaricapli abiyotik yiizeylerin
(Toplam yiizey alant; 3.08 sz) yerlestirilebildigi li¢ gozeli toplam 4 adet teflon tasiyic
bulundurmaktadir. Reaktére ayrica 2x2.5 cm ebatlarinda dikddrtgen cam ylizeyleri
tagiyacak nitelikte “slide” tasiyicilar da entegre edilebilmektedir. Reaktordeki dinamik

kosullar, manyetik tabla {izerinde sirkiiler akim araciligryla gerceklestirilmektedir.

Dinamik kosullardaki biyofilm orneklemesi i¢in ilgili inokiilasyon hazirlig1 yine daha
once tanimlandig1 sekliyle yapilmustir. igerisinde 576 mL standart tam yagl siit igeren
ve tiim aksamiyla birlikte sterilize edilen reaktor sistemine inokiilasyon sonunda her bir
referans susun kiiltiiriinden toplam 24 mL asilama yapilarak % 4’likk bir inokiilasyon
gerceklestirilmistir. Reaktér dinamik kosullarda (manyetik tabla yerlestirilmis
inkiibator; 170 rpm) her bir referans sus ic¢in belirtilen inkiibasyon siirelerinde ve
sicakliklarinda (60 °C) inkiibe edilerek, bu siirelerin sonunda aseptik kosullarda her bir
abiyotik yiizeyden ikigser adet alinmis ve biyofilm hiicrelerinin sayimi i¢in daha
oncesinde tanimlanan islemler tekrar edilmistir. Son olarak statik ve dinamik kosullarda
yapilan biyofilm Orneklerinden elde edilen sayim sonuglari logaritmik Olgekte

kiyaslanmistir. Reaktor diizenegi sekil 3.6°da verilmistir.

Sekil 3.6.a Calistirilmaya hazir reaktor, b. Farkli abiyotik yiizeyleri tutan tasiyicilar
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Statik ve dinamik kosullarda iki referans susun biyofilm iiretim kapasitelerinin
karsilagtirilmasinin yani sira, es zamanli olarak daha Onceki biyofilm giderim
caligmalarina gore belirlenen etkin sanitasyon stratejileri de biyofilm hiicrelerinin
elimine edilmesi ve  biyokiitlenin  giderilmesi  {izerindeki etkinliklerinin
degerlendirilmesi adina degerlendirilmistir. Bu agamada statik kosullarda elde edilen
biyofilm 6rnekleri sanitasyon uygulamasina tabi tutulmustur. Kontrol grubu olarak
sanitasyon stratejisi uygulanmayan abiyotik yiizeylerden elde edilen biyofilm hiicre
sayimlar1 esas alinmistir. S6z konusu caligma kapsaminda etkinlikleri degerlendirilen
sanitasyon ajanlar1 ¢izelge 3.35°te verilmistir. Bu sanitasyon ajanlarinin se¢iminde daha
once mikrotitre plakalarda gelistirilen termofilik biyofilmlere uygulanan 15 farkli

sanitasyon ajanindan elde edilen sonuglar esas alinmistir.

Cizelge 3.35 Calisma kapsaminda degerlendirmeye alinan sanitasyon ajanlari

Sanitasyon Stratejileri

Tripsin (% 3) Tripsin (% 3)
Alkalen proteaz (0,16 U/g) Alkalen proteaz (0,16 U/g)
Trikloro asetik asit (TCA) Trikloro asetik asit (TCA)
(% 10) (% 10)
A. flavithermus Sodyum dodesil siilfat G. thermodenitrificans Sodyum dodesil siilfat
DSM 26417 (SDS) (% 3) DSM 4657 (SDS) (% 3)
Furanon (1 mg/mL) Furanon (1 mg/mL)
Lizozim (% 2) Lizozim (% 2)
Seliilaz (%1.66) Seliilaz (%1,66)
a-amilaz (% 1) a-amilaz (% 1)

Sanitasyon stratejilerinin  biyofilm hiicrelerinin ve biyokiitlelerinin  giderimleri
tizerindeki toplam etkinliklerinin saptanmasinin yani sira, ilgili stratejilerin biyofilm
sistemi igerisindeki termofilik sporlarin giderimi iizerindeki etkinlikleri de
degerlendirilmistir. Bu baglamda, kontrol ve test gruplarindan (sanitasyon stratejisi
uygulanmis abiyotik ylizeyler) hazirlanmis biyofilm siispansiyonlar1 15 dakika
siiresince vejetatif formdaki bakteri hiicrelerinin elimine edilmesi i¢in kaynatma

islemine tabi tutulmustur. Bu islemden sonra yine bir seri seyreltme (10%-10°) islemi
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yapilarak daha once belirtildigi sekliyle sayim islemi gerceklestirilmistir (YOntem
3.2.10).

3.2.18 A. flavithermus DMS 26417 ve G. thermodenitrificans DMS 465" suslarimn
biyofilm iiretimleri icin en ideal iki abiyotik yiizeyde dinamik kosullarda
olusturdugu biyofilmlere sanitasyon islemlerinin uygulanmasi1 ve CLSM
(Konfokal Lazer Mikroskopisi) Analizleri

Termofilik basillerin standart tam yagl siit i¢eriginde dinamik kosullar dahilinde statik
kosullara nispeten daha yogun bir sekilde biyofilm iiretebildikleri daha oOnceki
calismalarda elde edilen bulgulara dayanarak sdylenebilmektedir (Kilic vd. 2017). Bu
calismada ise her bir referans i¢in yine biyofilm iiretimleri itibariyle, daha once
tanimlanmis iki ideal abiyotik yiizey (Cizelge 3.34) kullamilmistir. Her bir abiyotik
yiizey i¢in bir onceki ¢alismanin sonuglarina dayanarak sadece en etkin bulunan birer

sanitasyon ajani secilmistir (Cizelge 3.36).

Cizelge 3.36 Calisma kapsaminda uygulanan kosullar (abiyotik yiizeyler-sanitasyon

ajanlari)
Abiyotik yiizey-Sanitasyon ajani
A. flavithermus DSM Paslanmaz ¢elik-Sodyum dodesil Polistiren-Trikloro  asetik
26417 stilfat asit
G. Paslanmaz celik-Trikloro asetik asit Cam-Proteaz
thermodenitrificans
DSM 465"

Konfokal Lazer Mikroskopisi analizlerinden 6nce, dinamik kosullarda yogun biyofilm
tretimine bagl olarak suslarin biyofilm orneklemeleri yapilirken inkiibasyon siireleri
daha kisa tutulmustur (A.flavihermus DSM 26417 icin; 60 °C’de 5., 12. ve 18. saatler,
G. thermodenitrificans DSM" 465 igin; 60 °C’de 2. 12. ve 18. Saatler). Zira ilk
denemeler dahilinde dinamik kosullarda uzun stireli inkiibasyon stireleri sonucunda (18
saat <) hazirlanan biyofilm 6rneklerinin analizi azami 6lgiide artan biyofilm kalinligina
bagli olarak Konfokal Lazer Mikroskopisi’nin analizlerinde, 0Ozellikle kesit
analizlerinde, saglikli bir sekilde inceleme yapilmasini engellemektedir. Biyofilm
orneklemesi, sanitasyon uygulamalar1 ve sayim islemleri daha once belirtildigi sekliyle

yapilmistir (Yontem 3.2.17).
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Sanitasyon uygulamalar1 sonucunda gergeklestirilen sayim islemlerinin paralelinde,
aynit Ornege uygulanan sanitasyon isleminin mikroskopik degerlendirmeleri i¢in de
Konfokal Lazer Mikroskopisi ¢alismalar1 yiiriitilmiistiir. Sanitasyon islemi oncesi ve
sonrast CLSM ile incelenecek abiyotik yiizeyler yikama islemini miiteakip 5 uM Syto 9
(Molecular probes, S34854) ve 15 uM Propidium iodide (PI, Molecular probes,
P1304MP) ile boyandiktan sonra, 30 °C’lik etiivde karanlik bir ortamda 20 dk
bekletilmis ve inkiibasyon sonrasinda distile su ile yikanmistir (Bridier vd. 2010,
Grande vd. 2010). Syto 9 boyasi (floresan uyari: 488 nm, emisyon: 498 nm), direk
olarak canli hiicrelerle etkilesime girerek yesil floresan 11k verirken, PI (floresan uyari:
543 nm, emisyon: 617 nm), hiicre zar1 zarar gérmiis Olii hiicreler tarafindan emilerek
onlarin kirmizi spekturumda floresan 6zellik gdstermelerini saglar (Vilain vd. 2009). PI
ayni zamanda biyofilm matriksindeki hiicre dist DNA’larin da her iki floresan boyanin
karigimi sarimsi bir renk ile boyanmasinda da fonksiyon gosterir (Mulcahy vd. 2008).
Boyama isleminden sonra, yiizeyler steril distile su ile iki kere yikandiktan sonra,
CLSM ile incelenene kadar karanlikta 4 °C’de saklanmmstir (Kolari vd. 1998).
Calismada, Syto 9 ve PI boyalar1 ile boyanmis ve bakteri inokiile edilmemis ylizeyler

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Biyofilm oOrnekleri Carl Zeiss marka ve LSM 510 model CLSM ile incelenmistir.
Calismada Plan-Neofluar 40X/1.3 DIC objektif lensleri kullanilmistir. Syto 9’un yesil
floresan1 488,nm’de argon lazer kaynagi, PI'nin ise kirmizi floresan1 543 nm’de
helyum/neon lazer kaynagi kullamlarak uyarilmistir. iki lazer kaynagimi ayirmak igin
floresan iki farkli diakronik aynada BP 488/543 and LP 585 nm’de kaydedilmistir.
Biyofilm 6rnegi icin iki (yalmiz x veya y ekseni: 230.34 x 230.34 um) veya ii¢ boyutlu
yatay diizlem (x: 230.34 um, y: 230.34 um ve z ekseni: 4 um) goriintiilerini iceren her
bir preparattaki mikroskopik alanlar belirlenmistir. CLSM ile goriintiilenen alanlarda,

canli/611 hiicre yogunluklar1 ve ii¢ boyutlu biyofilm kalinliklar1 da (um) 6l¢tilmiistiir.

93



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Tez Cahsmasimin Baslangicindaki On Cahsmalar Kapsaminda Geobacillus ve
Anoxybacillus Cinsi Izolatlarin ve Referans Suslarin Biyofilm Uretim
Potansiyellerine Gore Taranmasi

On calismalarda, 20 Geobacillus ve 84 Anoxybacillus referans susun ve izolatin,
biyofilm tiretim kapasitelerini belirlemek iizere polistiren mikrotitrasyon plaklarindaki
biyofilm iiretim potansiyelleri saptanmistir. Mikrotitrasyon plaka kuyular1 tizerinde
gelisen biyofilmlerin kristal viyole boyasini baglama esasina dayanan bu yaklasim,
biyofilm iireticisi izolat ve referanslarin tespiti icin hizl1 ve giivenilir bir yontemdir. ilk
etapta calisilacak olan tiim bakterilerin biyofilm iiretim kapasitesi, s6z konusu
bakterilerin ideal olarak gelisebildigi TSB besiyerinin standart igerigine (% 0,5 NaCl
katkili) ve NaCl katkisiz igerigine gore belirlenmistir. Yiiriitiilen calismalarda, besiyeri
ozmolaritesinin biyofilm iiretimi iizerinde major bir fizyolojik etken olmasindan 6tiirii
tuz igerigine gore iki farkli besi ortaminin kullanilmasi gerektigi saptanmistir. Besiyeri
ozmolaritesinin yani sira, inkiibasyon siiresi (48 saat ve 96 saat) ve sicaklik gibi (55 °C
ve 65 °C) temel ¢evresel faktorlerin de bu bakterilerin biyofilm iiretimleri iizerine olan
etkileri arastirilmistir. Calisilan tiim bakterilerin NaCl igeren ve icermeyen TSB
besiyelerindeki, farkli inkiibasyon sicakliklarindaki ve 48-96 saatlik inkiibasyon siireleri
sonundaki biyofilm {iretim miktarlar1 ve karakteristikleri ¢izelge 4.1’de verilmistir.
Cizelgede ayrica daha once “Yontem 3.2.2” dahilinde tanimlandig1 haliyle “cut-off”
degerlerine gore izolatlarin ve referans suslarin biyofilm iiretim karakteristikleri de
tanimlanmistir. Farkli besiyeri igerigi, inkiibasyon siiresi ve sicakliina gore termofilik

[Pl : 29 (13

basiller biyofilm iiretim kapasitelerine gore; “giiclii”, orta diizey”, “zayif” ve “Uretici

olmayan” seklinde kategorize edilmistir.
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Cizelge 4.1 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm {iretim miktarlar1 ve karakteristikleri

GEQBACILLUS
48 52at-55°C- | 96 saat-seeC- | B tEFC | H6aaatSNC 4o 650 | 96 saatgmeg. | B oastESC ) 96 aat 5T
Lahoratuvar . N . . NaCl MNaCl . . NaCl NaCl
Kodu et 2l e pak] e icermeyen icermeyen TSB Gkl e L L0 e icermeven icermeyven
TSB besiyeri | TSB besiyeri TSE bestveri basiveri TSB besiyeri TSE beziyeri TSE hesiveri | TSE besiveri
4333 Geobacillus op. 004 ] vD |oom|[ D (003 vD | o0ls [ UD |02 ] & | 0263 G |0l o [ ] &
Cid Geobarillus op. 0z | UD [op | UD [ 00w | UD o001l | UD |0081 | Z | 0113 0 |op2| D [ooms]| =
Ddl3 Geobacillus op. 0007 | up Jopsl| z [omeT | Z 0,323 G | 019 | 0O | 0375 G |034] G |o0862| G
El73k Geobacillus op. 0034 | Z |oosi| z (0119 | o | o013 | UD |o@Me| z | 0121 o |op1| uD (o077 | ©
DEM 72677 | G. baustophilus [0118] © [o00M] UD [0073] © | 0233 O [0342] & | 0.729 G |0205] G [2964] G
4113 G. stearothermophilus 00 D [o1e2] & [oooe | UD Jo0le [ UD [0132] © G Jope| = Jo132] o
DEM 22T G stearethermophilus 0002 up [oom| UD (0054 | UD | 000 | UD | 0024 | UD ] 0027 | UD |00l | UD
ATCC 43221 | G. stearothermaphilus 0000 | UuD |opi2| UD [ o084 | Z 0020 | UD (0123 © 008 | D o4 | ©
DELL S5 G. stearothermophils 0,005 | UD | 0013 | UD | 0105 z 0,010 | UD | 0109 | =% 0028 | UD 003l | ©
DEM 22625 | G. thermodsnitrificans 0035 ] vD Joose | o (oo uD [ 0037 Z [oliz] o [ 0068 0 Jopse| Z Jopss] =
DEM 465 G. thermodenitrificarns 0031 UD [ 0061 | UD | 0021 | UD | 0047 | UD |0336| & | L33z G |o00s7| O |03z G
D193 G. thermodenitrificans 0016 | UD |o00s2| UD [ 0003 | UD [ 003l | UD |o0@5| © | L&3n G |omi| Z |oess| &
DEM 22628 | G. thermodenitrificans subsp. calidus | 0010 | UD |00 [ UD | 0042 | UD [ 0031 ] UD 0040 UD 297 G Jopa| UD [o066] =
DEM 22629 | G. thermodenitrificans subsp. calidus | 0,002 | UD | 0037 | UD | 0033 | UD | 0008 | UD | 0302 & | 0136 0o |ootl| Z [oals| &
DEM 2347 G. thermozlucozidans 0007 ] UD Jo023] UD [ 0141 0 1.041 G Jol92] o [o012 0 Jopo] UD [o0@6] &
BEda G thermozlucosidans 0315 & |oow| up |00l | UD | 0113 z |oois| = |03 0O |ops7| o |02 ©
DEM 3366' | G thermolsovorans [0023] UD [0015] UD [ 0015 ] UD | 0047 | UD [0054] O | 0.366 O [0026] UD [0237] O
E G. toehii 018 & Jopi2] Up [ 01n z 0.143 G |0413] & | 0543 G Jooe] Z [o3] &
DEM 14590 | G. taehii 0035 | UD [ 183 | & | 0020 | UD | 0216 0 |o0242| & | 1932 G |07 G |38l &
DEM13174" [ G vuleanii [o0034] D Jooos] UD Joco20 | U o033 | UD [ooed | G [ 0442 G (0079 o [1382] G
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Cizelge 4.1 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarin biyofilm tiretim miktarlar1 ve karakteristikleri (devam)

ANOXYBACILLT®

Laboratavar 1850at55°C- | 96 saae5sC- | B3 5",;‘:;:5:5“ =] R 5;;:‘(:5,15"‘3 18 52t.65°C- | 96 saat 65°C- “*;’;ﬁ = ke S'r;;gf =

Kodu IzolatReferans Ad: NaCl iceren NaCl iceren. ipe_rmel-'en igermeyen TSB NaCl iceren NaCl igeren o S

TSE besiveri | TSB besiveri TSB hns-ij'e:ri besiveri TSE hesiveri TSB besiyeri TSB besiveri | TSB besiyeri

A3210 Anoxybacilus 3p. 0043 | UD | 0002 [ UD | 0027 D 0.051 Z 0,828 G 0,287 G 0020 | UD | 0078 [v]
A37T Ancxybacillus sp. 0033 | UD [ 0000 [ UD | 0,018 D 0,000 UD 0,0Ie | UD | 0,088 UuD OO | UD [0Ix ] UD
E184aa Anoxybacillus sp. 0,053 UD | 0023 [ UD | 0,033 Z 0,105 O 0038 | UD [ 0.114 Z 0,123 Z 0,150 G
ET18dab Anoxybacillus sp. 0,028 il 0,086 [a] 0,087 Z 0,037 Z 0,058 | UD | 0,028 |88 o015 | UD | 00Z8 Z
EllEa Anoxybacillus 3p. 000> | UD (00| UD | 0,055 D 0,000 |80 0,028 | UD | 0.0Z0 |80 po0I | UD [ 0008 [ UD
DSM 138307 | 4. amylolyiicus [0285] G [O0Ida] Z TO30 [ G JINXIT] G JOUIGA [ G I ] 2 Jo047 UD JO0I0] O
WNCIB 138717 | 4. ayderensis (03] G J4000] G Jo036 ] 2 T4 ] G JOOMI [ O 018 ] 2 JOo00] 2 JO0I5] Z
R E A caldiprafeolyticus 0,083 Z 1308 G 0,042 Z 1,050 G 0008 7 UD T 0,114 Z 0,113 Z 0532 G
Alda A. caldiproieolyticus 0,069 Z 0,546 G 0011 U 0,021 un 0012 | UD | 0029 Z 0,097 Z 0,166 [a]
A335 A caldiproieolyticus 0037 UD [ 0,008 | UD | 0,000 U 0,020 |88 0,050 Z 0,003 G 0,07% Z 0,055 [a]
A300b A caldiprofeolyticus 0,043 z 0012 | UD | 0022 Z 0,025 UD 0000 | UD [ 0000 UD 0032 | UD (0040 | UD
A304 A caldiprofeolyticus 0,202 G 00151 UD | 0033 Z 0,056 Z 0,143 [+] 0,001 |80 003 | UD (0041 | UD
A403 A. caldiproieolyticus 0034 | UD | 0,77 G 0,013 U 0,718 G 027 G 0,563 G 0,183 [} 0,797 G
-ELE A caldiproieolyticus 000 | UD | 0,089 [a] 0,017 U 0,050 [a] 0ol | UD | 0,088 Z 0,109 Z 0T G
A410b A caldiprofeolyticus 0018 | UD | 0022 UD | 0,022 U 0,042 uD 0,104 [v] 0,093 Z 0010 | UD [ 0008 | UD
AJ13 A caldiprofeolyticus 0,119 [8] 0,407 G 0,07 Z 0,055 0 0,163 G 0147 ] 0,133 [8] 0473 G
C236 A caldiprofeolyticus 0,023 D | 0182 G 0.oI7 U 0,230 G 0000 | UD | 0,123 Z 0,149 8] 0434 G
D304 A. caldiproieolyticus 0,094 Z 0,346 [} 0,068 Z 0,287 G 0,130 G 0,110 Z 0,123 Z 0,409 G
DaZl A caldiprofeolyticus 00IE | UD | 018 [a] 0,050 Z 0,253 G 0oos | UD | 0,083 Z 0,123 Z 0,475 G
D&23 A caldiprateolyticus 0,040 z 0,091 [a] 0,180 [a] 0,568 G 0,231 G 0,443 G 0,000 Z 0,360 G
|BELE! A caldiprofeolyticus 0337 G 0,036 | UD | 008 Z 0,020 D 0111 Z 0,767 G 0,211 8] 0,178 G
DEM 157307 | 4. caldiproieoiyticus 0,037 Z 0022 | UD | 0030 D 0,027 Z 0,151 [a] 0,483 G 002 | UD | 0137 G
DEM 233207 | A. calidus [0020] UD [O000] UD [o026] UD JOO4 ] UD [OQ0@ [ UDJOMI2] Z Jo06| UD [0243] G
A35la A flavithermus 0020 | UD | 0006 [ UD | 0007 U 0,042 U 0,068 [} 0,099 Z post | UD [ 001 UuD
A35ID A flavithermus 0040 UD 0033 UD | 0,039 U 0,070 Z 000 T UD | 0,143 ] 0043 UD [00I7 ] UD
A3T1 A, flevitharmus 0,073 z 0,023 Z 0021 Z 0,039 Z 0028 | UD [ 0.008 uD 0o31 | UD [ 0033 UD
DEa A flavithermus 000 | UD [ 0002 [ UD | 0,081 Z 0,020 D 0,030 1 UD | 0,027 |80 00T | UD [ 0022 Z
DSMI 2641" A flavithermus 0,331 G 0017 ] UD | 0032 D 0,044 U 022 G 0,103 Z 0023 ] UD | 0147 z
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Cizelge 4.1 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm tiretim miktarlari ve karakteristikleri (devam)

ANOXYBACILLUS
L u G0,
48 2ast 55°C- | 96 saaegpog. | BtSSC | MaaatBNC | . 6590 | 06 aaaresep | 526N | MaaatbSC
Laboratuvar . : . NaCl NaCl . : NaCl NaCl
Kodua IzolatReferanz Ady NaCl iceren NaCl iceren . e - en TSE NaCl iceren NaCl iceren i .
TSB besiveri TSB besiveri TSB; begivers besiyeri T5B besiyeri T5E besiyeri TSB besiyeri T5B besiveri
DSMDE4T A, flavithermus subsp. flavithsrmus 0150 | © |0030] UD | 0044 ] UD | 0013 ] UD | 0206 ] @ | 0019 | UD | 0020 UD | 0031] ©
D40la A, flavithermus-A. thermarum 0050 | UD [0155] UD | 0046 =Z | 0169 | & [ 0024 | UD [ 0135 | ©O [0023] UD [0102] ©
D404 A, flavithermus—A. thermarum 0023 | UD |o00%2| UD | 0010 | UD | 0046 | =z | 0024 | z | 0105 | = | 0018 | UD | 0,006| UD
D463 A. flavithermus—A. thermarum 0004 | UD |0012| UD | 0036 | £ | 000l | UD | 0029 | UD | 0015 | UD | 0003 | UD | 0023 | %
DEM 25293 | 4 favithermus subp vunnanensiz | 0422 | @ [ 2964 | G [ 0288 | G [ 2261 | G [ 046l & [ 3537 [ & [1118] G [35630] G
NCIB 13933 | A gonensiz [0.048 | UD [ 0070 ] [ 0023 ] UD | 0362 ] ©O [ 00l UD [ 0004 | = [ 0016 UD [ 0806] ©
D433a A kamchatkensiz 0033 | UD [0026] UD | 0041 ] UD | 008l ] = [ 0l06] © [ 0147 | © [0025] UD | 0040] =
DSM 14988° | 4. bamchatkensis 0025 | UD |0085| =z | 0014]| UD | 030 ]| & |09 | & | 234 | & |02 G | 1099 &
DSM 21706 | A. haynarcensis [0004 | UD [0013] UD | 0038 | UD | 0010 | UD | 0,026 | UD | 0020 | UD | 0005 | UD [ 0.010] UD
526 A. kamchatkensis subsp. 0027 | D |oms| vp | oood | D | 2485 | & | ooz | up|ooez| z |opor| vD | oos| vD
azaccharedarns
D376b i j::’gjdf: i subsp. opt0 | o |opo7| vD | ooos | un | oozs | up | oloo | o | o107 Zz |ooo| vo | opee| uD
Elg3 i j::’g“:df:’ subsp. 0026 | D [omo| up |opso| z | 0114 | © 003l | D | 0137 | o o023 | uD | 0033 | UD
Elg4b 4 kamchatkensis subsp. 0037 | UD | 0063 | Z 0018 | UD | 0,058 z 0.7 | Z | 0137 0 poos | UD | 0073 O
aaccharederns
206k i j:;”g“:f?f i subsp. 07 | vn |ows| z | oos4| UD | ole0 | O po12 | Uo | ome | & |oos2| zZ | odes| @
208b 4. Jeamohathensiz subsp. 0207 [ G [0000| UD | 0037| UD | 0002 | UD | 0285 | & | 0005 | UD |0003| UD | 0000| UD
272 A Jamchatiensic subsp. 0006 | UD |00s6| Z |o0040| UD | 0004 | UD | 0035 | UD | 0019 | UD |0001| UD |0083| &
E31l A. kamchatkensis subsp. 00 | UD |oosz| Z 0.067 z 0,043 z 0024 | UD | 0017 | UD | 0008 | UD | 0014 | UD
asaccharedans
D37la i j:;"gjﬁ: i subsp. 0025 | o |opoo| vD | o011 | vn | ooo2 | UD | oo | UD | oosz | UD |00 | UD | oso| z
D394 A kamshatkensis subsp. 0051 | up |ooos| vp | ooso| vp | ooos | up | ooz | o | oz | z |opn| z 01| z
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Cizelge 4.1 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarin biyofilm tiretim miktarlar1 ve karakteristikleri (devam)

ANOXYBACILLUS
W . | =a

48 523t559C- | 96 saatsEeg | TDoRatISC- | M6aaatSNC | o 665C | 96saateEoc. | 10t | 96 saat65°C-

M . . . NaCl NaCl . : NaCl NaCl
Kodu Izolat/Referanz Ada NaCl iceren NaCl iceren . — o en TSE NaCl iceren NaCl iceren i .

T5B besiveri | TSB besiyveri TSB; basiver: b ’ ari TSB besiveri TSE besiyeri TSB; b Y i TSB; b Y i
D433 i jfﬂ"gj;ﬁf” subsp. 0015 | D |opw| vp | o011 | UD | oooo | UD | ool | UD | 03 | UD |0017| UD | 0241 ©
D394 i jfﬂ"g“;df:’ subsp. 0017 | D |opo2| UD | o020 | UD | oosl | UD | 0151 | & | 0137 z |oow| vp |o3ez| o
E123 i jjﬂ"ggﬁ:’ subsp. 0021 | UD (o000 | UD | 0013 | UD | 0003 | UD | 0013 | UD | opE2 | UD |ogs0 | UD | 02m| Z
E237 i jfﬂ"g“;df:’ subsp. 0o | D |opoz| vD | o036 | uD | ooz | UD | olsd| o | oo3z| up |00l | uD | opoe| UD
E243 i jfﬂ"g“;df:’ subsp. 0015 | D |o037| uD | 0031 | UD | o033 z o4l | D | o1z | UD | oo | UD | oo27| Z
F3l A kamchatkensic subsp. 0033 | D |00 | vp | o026 | vp | oose | up | oooe | vD | 00z | v ooz | vp |oa3| z

azaccharedarns

DS 183757 | & Bamchatiensic aubsp. 0029 | Z |0075| vD |o0e7| Z |06l | O |oo42| UD| 0425 | G |0040| UD [ 0253| G
MCIE 139717 | 4. kscranbolensis Joop4 ] D Joooo [ D Jop22] D Jooze [ D [ o2l | & [ 0521 G 007 | Z 0271 0O
DSM 19168 | 4. mongelisnsis [0036 [ UD [004] = [o0019] UD [ 0158 ] © [o024] = [ol2] = [o00d2] Z [0lH] zZ
DEM 171277 | A vupiensis [0165 ] & [oo090] = [oon1] 2 [ o190 ] & [ 0227 ] & | 003 ] UD [0016] UD | 0,006] UD
DSM 226267 | A. salavardiensis 0022 ] UD [0013] UD [ 0000 UD | 0010 | UD | 0012 ] UD 0015 | UD | 0018] UD
Ad14 A salavatisnsiz 0055 | Zz |06 =z | 0036] Z | 014 [ © 006l | = 0040 | UD [ 0237 &
D232a A salavatisnsis 0021 | UD | 0006 UD | 0016 | UD | 0012 | UD | 00| & 0092 | Z |o0l08| O
D242 A salavatisnsis 0020 ] O Jo00Bl] © |0077 ] © | 0083 | O 0277 | G 0111 | O |00%6] =
2402 A. salavatisnsis 0,001 | UD | 0001 | UD | 0,017 | UD | 0001 | UD | 0017 | UD 0005 | UD | 0000 | UD
C243 A. salavatisnsis 003 | UD | 0050 UD | 0023 | UD | 0012 | UD | 0016 | UD 0022 | vp [0277] ©
D36 A salavatisnsis 0025 | UD | 0015 | UD | 0025 | UD | 0005 | UD | 001l | UD 0021 | UD | 0308 ©
D352 A salavatisnsis 0000 | UD | 0002 | UD | 0017 | UD | 0020 | UD | 0007 | UD 0,005 | UD | 0000 | UD
Cl63a A salavatisnsiz 0012 | UD | 0000 UD | 0011 | UD | 0000 | UD | 0005 | UD 0000 | UD | 000l UD
D5%a A calavatisnsiz 0047 | UD | 0031 ] UD | 0034 | UD | 0105 | O 0036 | = 0027 | UD | 0066 =
D202a A calavatisnsiz 0029 | UD | 0004 | UD | 0003 | UD | 0025 | UD | 0028 | UD 0005 | UD | 0018 | UD
D203b A calavatisnsiz 0049 | UD | 0090 © | 0057 | UD | 0063 Z 036l | G 0292 | G |06l7]| G
D204 A calavatisnsiz 003 | UD | 0014 UD | 0005 | UD | 0027 | UD | 0430 & 0065 | Z |0l08]| O
D203 A calavatisnsiz 0075 | Zz |o062] O 0072 ] © | 0077 | © 0Tl | G 0077 | Z |0lss]| O
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Cizelge 4.1 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslariin biyofilm tiretim miktarlar1 ve karakteristikleri (devam)

ANOXYBACILLL'S
N N BT
48 30t 5FC- | 96 maatseeg. | TSIMEINC [ 96:aabINC o 650 | 96 saatgee. | 5 aENC | 96 aaat 65°C-
Laboratuvar : : : NaCl Na(1 ; - NaCl NaCl
Kodu IzolatReferanz Adi NaCl iceren NaCl iceren . = - en TSE NaCl iceren NaCl iceren P == . =
T5B beziyeri | T5B beziyeri TSB; besiyer besiyeri TEB besiyeri | TSB besiyeri T5B besiyeri | TSB besiveri
D211 A_ salavartlisnsiz 003 [ UD (o] F 005 [ Un | o008 [ UD | 0003 [ UD | 0103 zZ 000s [ UD [o0013] UD
D213 A salavatlisnsiz 0,051 Z |oois] Up [ 002 ] UD | 0033 zZ 0008 | TD | 0004 | UD [ 0073 Z [opel] E
D214 A salavatisnsiz 0034 | vp (o2 | & | o025 | UD [ 0070 Z 0030 [ D [ oloz z 00w | Z [oos4| E
D22la A salavadisnsiz 0016 | UD o000 | UD [ o004 | UD [ 0000 | UD [ 0008 | UD [ 0120 z 0008 | UD [0lln| UD
D245 A_salavartlisnsiz 0,106 Z |ooo0 ] UD | o000 | UD | 0043 zZ 0111 zZ 0000 | UD [ 0000 | UD
D487 A_salavatlisnsic 0,036 Z |oows] Z 0113 o 0,082 0 0046 | UD [ 0033 Z o] @&
D305 A salavatisnsiz 0,080 Z o] = 0,058 Z 0,083 Z 0.173 0 0033 | D [0148| &
206a A salavadisnsiz 0,054 Z |[2sm | & | o003 ]| UD | 0238 0 0,133 z 0020 | UD [0235] O
Daa1 A_salavatlisnsic 0017 | UD | 00236 | UD | 0073 il 0,04 zZ 0,617 G _[01% | 0O |0d7| G
DaM 273747 | A, rwryabundensic [opiz] vD Joozs | v Joo3 | o | ooos [ UD 0097 | o [ops] vp [onz] up
DEM 16325 [ A. tepidmmans [oF2 ] & Jogs] & [0474] G [Jogs ][ G 0,341 0 Jopse] O J[o0d96] G
DEM 171417 | 4. thermarum [ooe7 ] & Jo13s] o Joosda] v Jonis | & 0,100 z Jope] z Joan] &
DEMIT073" | A, veinousksnsic [opies ] 7 Jo2e6[ © Jol2o] o Jo22 ] O 0,774 G [oom2] o [156] G

*UD; Uretici degil, Z; Zayif iiretici, O; Orta diizey, G; Giiclii iiretici




Tiim bakterilerin biyofilm iiretim kapasitelerinin belirlenmesi, iki kritik inkiibasyon
sicakligr (55 °C ve 65 °C), iki farkl tuz igerigine sahip TSB besiyeri (standart ve NaCl
icermeyen) ve iki farkli inkiibasyon siiresi (48 saat ve 96 saat) esas alinarak
gergeklestirilmistir. Geobacillus cinsine iliskin sonuglar dikkate alindiginda, uzun siireli
inkiibasyon siiresinin (96 saat) ve 65 °C inkiibasyon sicakliginin biyofilm iiretimini
tesvik edecek mahiyette oldugu saptanmistir. Bu cinse dahil bakterilerin genel biyofilm
iretim karakteristikleri sinir degerleri (cut off) gbéz Oniinde bulunduruldugunda;
ozmolaritenin biyofilm {iretimindeki etkisinin tiir diizeyinde belirleyici oldugu ancak;
cins diizeyindeki genel biyofilm firetim egilimi {iizerinde belirleyici olmadigi
goriilmektedir. (Sekil 4.1 ve 4.2). Bu cins dahilinde giiclii biyofilm {ireticisi
karakteristiklere yalnizca 65 °C inkiibasyon sicakliginda rastlanmistir. Bu cinse dahil
tiyeler arasinda en yiiksek diizeyde biyofilm iiretim potansiyeli, G. kaustophilus DSM
72637 ve G. toebii DSM 14590" referanslarinda rastlanmistir (65 °C’de, OD: 2,964 ve
OD: 3,911 sirasiyla). G. stearothermophilus DSM 22" referans susunda ise hicbir

inkiibasyon kosulunda biyofilm iiretimi saptanmamistir (Cizelge 4.1).

20 °
8 - 3 .
15 - a 3 m Uretici Degil
2 = S mZayif Uretici
= 101 ~~ ~ Orta Diizey Uretici
< o ..
2 5 - < < Giiclii Uretici
(D) N N N @ (\K\lm N

55°C-48 saat-Standart TSB

55°C-96 saat-Standart TSB

55°C-48 saat-NaCl icermeyen
TSB

55°C-96 saat-NaCl icermeyen
TSB

65°C-48 saat-Standart TSB

65°C-96 saat-Standart TSB

65°C-48 saat-NaCl icermeyen

TSB

65°C-96 saat-NaCl icermeyen = 1
TSB

Sekil 4.1 Geobacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin tanimli kosullar dahilindeki
biyofilm iiretim karakteristikleri
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Sekil 4.2 Geobacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin tanimli kosullar dahilindeki
biyofilm iiretim miktarlarinin histogramlari

Sekil 4.2°de de goriildiigii izere Geobacillus cinsinde biyofilm iiretimini artiran temel
kosullar, uzun inkiibasyon siiresi ve yliksek sicakliktir. Biyofilm {retim miktarinin
maksimum oldugu bu iki kosulda besiyeri ozmolaritesinin, genel biyofilm tiretim profili
ele alindiginda, belirleyici olmadig1 istastistiki olarak saptanmigtir (Tukey Testi, p=
0,308, p<0,05). Cevresel faktorlerin (besiyeri tipi, sicaklik, inkiibasyon siiresi) biyofilm
iiretim miktar1 (bagiml degisken) lizerindeki etkilerini tek tek ve kombine bir sekilde

degerlendirmek adina “Univariate” analizi gergeklestirilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Coklu gevresel degiskenlerin Geobacillus cinsine tiye bakterilerin biyofilm
iretimi lizerine olan etkileri

Bagimh degiskenler F Sig. (p)

Model 4,173 ,000
Intercept 33,679 ,000
Besiyeri ozmolaritesi ,050 ,823
inkiibasyon sicakligi 11,068 ,001 -
Inkiibasyon siiresi 11,851 001"
Besiyeri ozmolaritesi-inkiibasyon sicaklig ,049 ,825
Besiyeri ozmolaritesi-inkiibasyon siiresi ,494 ,483
Inkiibasyon sicakligi-Inkiibasyon siiresi 5,206 024"
Besiyeri ozmolaritesi-Inkiibasyon sicakligi-

Inkiibasyon siiresi 430 48

*Univariate analizi;“p” degerleri bagimli degiskenler arasindaki iliskinin anlamli olduguna isaret
etmektedir (p<0,05).

Geobacillus cinsine dahil iyelerin biyofilm {iretim kapasiteleri ilizerine c¢evresel
faktorlerin kombine etkileri degerlendirildiginde, yine yiiksek inkiibasyon sicakliginin
(65 °C) ve uzun inkiibasyon siiresinin (96 saat) biyofilm firetimini tesvik edici
mahiyette oldugu goriilmektedir. Bu iki faktor, besiyeri tipinden bagimsiz olarak bu

cinsin liyelerinin biyofilm tiretimleri tizerinde belirleyicidir (Cizelge 4.2).

Anoxybacillus cinsine dahil iyelerin ilgili ¢alisma dahilinde genel olarak biyofilm
uretim karakteristiklerine bakildiginda ise inkiibasyon sicakliginin ve besiyeri
ozmolaritesinin belirleyici olmadig1 goriilmektedir. Bu gruba dahil bakterilerin biyofilm
tiretimlerindeki artista asil belirleyici ¢evresel faktoriin uzun inkiibasyon periyodu (96
saat) oldugu saptanmistir. Yine besiyeri ozmolaritesi dikkate alindiginda; biyofilm
dretimi i¢in tuz ihtiyacimin tiir diizeyinde farklihik gosterdigi gozlenirken, cins
diizeyinde genel iiretim profiline bakildiginda bu faktoriin belirleyici olmadig:
goriilmektedir (Tukey Test, p=1,0, p <0,05). Artan inkiibasyon sicakliginin (65 °C) bu
cinsin iiyelerinde biyofilm iiretim kapasitesi itibariyle “gli¢lii” karakteristik sergileme

yoniinde bir etkisi olsa da, cinsin tiim tiyeleri ele alindiginda iki inkiibasyon sicaklig
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arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4.3 - 4.4). Anoxybacillus cinsinde en
yiiksek diizeyde biyofilm iireticisi olarak saptanan iyeler, A. flavithermus subsp.
yunnanensis DSM 23293" (65 °C’de OD: 3,630) ve A. ayderensis NCIB 13972" (55
°C’de OD: 4,000) referans suslaridir. A. kaynarcensis DSM 21706", A. suryakundensis
DSM 273747 referans suslarinda ve A. salavatliensis A402b, A. salavatliensis D392, A.

salavatliensis 202a izolatlarinda ise higbir inkiibasyon kosulunda biyofilm iiretimi

saptanmamustir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.3 Anoxybacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin tanimli kosullar dahilindeki
biyofilm iiretim karakteristikleri
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Sekil 4.4 Anoxybacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin tanimli kosullar dahilindeki
biyofilm iiretim miktarlarinin histogramlari

Anoxybacillus cinsine dahil tyelerin biyofilm iiretim kapasiteleri {izerine kombine
cevresel faktorlerin etkileri degerlendirildiginde (Univariate analizi), uzun inkiibasyon
siiresinin (96 saat) biyofilm iiretimini tesvik edici mahiyette tek faktor oldugu
goriilmektedir. Bu faktor, besiyeri tipinden ve inkiibasyon sicakligindan bagimsiz olarak

bu cinsin iiyelerinin biyofilm tiretimleri iizerinde belirleyicidir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Coklu cevresel degiskenlerin Anoxybacillus cinsine {iye bakterilerin
biyofilm iiretimi iizerine olan etkileri

Bagimh degiskenler F Sig. (p)
Model 3,758 ,001
Intercept 96,039 ,000
Besiyeri ozmolaritesi 150 ,699
[nkiibasyon sicakligi 410 022
[nkiibasyon siiresi 25,069 000"
Besiyeri ozmolaritesi-Inkiibasyon sicakligi ,086 769
Besiyeri ozmolaritesi-Inkiibasyon siiresi 015 473
[nkiibasyon sicakligi-Inkiibasyon siiresi 059 ,808
Besiyeri ozmolaritesi-inkiibasyon sicaklig - 017 896

Inkiibasyon siiresi
*Univariate analizi; “p” degerleri bagimli degiskenler arasindaki iliskinin anlamli olduguna isaret
etmektedir (p<0,05).

4.2 Anoxybacillus ve Geobacillus Cinslerine Uye izolatlarin ve Referans Suslarin
Standart Tam Yagh Siit Ortaminda Biyofilm Uretim Miktarlarinin Polistiren
Mikrotitre Plakalarda Belirlenmesi

Calisma dahilinde siitteki proteinlerin yiiksek adhezif Ozelliklerinden otiirii negatif
kontrol kuyularindan (yalnizca standart tam yaglh siit iceren kuyular) elde edilen sinir
degerleri, TSB besiyerinden elde edilen sinir degerlerine gore yliksek ¢ikmaktadir. Bu
nedenle, siit icerigindeki “whey” proteinlerinin yiiksek inkiibasyon sicakliklarinda belli
zaman sonra koagiile olmasindan 6tiirii inkiibayon siiresi bu calismada bir 6nceki
calismadakinden farkli olarak 48 saat ile sinirlandirilmistir. Calisma yine iki kritik
inkiibasyon sicakliginda yiiriitiilmiistiir (55-65 °C). Calismaya dahil edilen tiim
Geobacillus ve Anoxbacillus cinsleri iiyelerinin polistiren mikrotitre plakalardaki

biyofilm iiretim miktarlar1 ve karakteristikleri ¢izelge 4.4°te verilmistir.
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Cizelge 4.4 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin standart

tam yagl siit igerisindeki biyofilm {iretim miktarlar1 ve karakteristikleri

GEOBACILLUS
izolat ve
. 48 saat-55 °C- 48 saat-65 °C-

Referans Izolat/Referans Adi STYS STYS

Kodlan
A353 Geobacillus sp. 0,289 Z 1,087 0
C304 Geobacillus sp. 0,190 uUD 0,811 0
D413 Geobacillus sp. 0,278 Z 0,780 Z
E173b Geobacillus sp. 0,266 V4 0,295 ubD
DSM 7263" | G. kaustophilus 0,159 | UD 0441 | Z
Al13 G. stearothermophilus 0,249 ub 0,529 z
DSM 227 G. stearothermophilus 0,152 ubD 0,183 uD
ATCC 432237 G. stearothermophilus 0,169 uD 0,552 z
DSM 59347 G. stearothermophilus 0,129 uD 0,323 uD
DSM 22625" G. thermodenitrificans 0,328 Z 0,369 uD
DSM 465" G. thermodenitrificans 0,160 ubD 0,327 0
D195 G. thermodenitrificans 0,195 ub 1,490 )
DSM 22628" G. thermodenitrificans subsp. calidus 0,239 uD 0,316 ub
DSM 226297 G. thermodenitrificans subsp. calidus 0,216 ub 0,395 ub
DSM 25427 | G. thermoglucosidans 0225 | UD 0829 | O
B84a | G. thermoglucosidans 023 | UD 1,126 | O
DSM 5366" | G. thermoleovorans 0149 | UD 0326 | UD
E134 G. toebii 0,243 uD 0,244 uD
DSM 145907 G. toebii 0,143 uD 1,536 0]
DSM 13174" | G. vulcanii 0277 | Z 062 | Z
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Cizelge 4.4 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin standart

tam yagl siit icerisindeki biyofilm iiretim miktarlar1 ve karakteristikleri

(devam)
ANOXYBACILLUS
izolat ve Referans - 48 saat-55 °C- 48 saat-65 °C-
Kodlar1 Izolat/Referans Adi STYS STYS
A3210 Anoxybacillus sp. 0,158 z 0,616 G
A321 Anoxybacillus sp. 0,187 O 0,466 4
E184aa Anoxybacillus sp 0,180 Z 0,343 )
E184ab Anoxybacillus sp. 0.098 ub 0,487 )
E208a Anoxybacillus sp. 0,233 G 0,284 z
DSM 15939" | A. amylolyticus | 0150 O [ 0198 [ UD
NCIB 13972" | A. ayderensis l0283|] G | 08%3] O
Al42 A. caldiproteolyticus 0,474 G 0,403 0
Al46 A. caldiproteolyticus 0,124 z 0,675 G
A335 A. caldiproteolyticus 0,161 Y4 0,652 G
A392b A. caldiproteolyticus 0,251 0 0,950 G
A394 A. caldiproteolyticus 0,711 G 0,530 G
A403 A. caldiproteolyticus 0,203 0 2,119 G
A404 A. caldiproteolyticus 0,103 uUb 0,977 G
A412b A. caldiproteolyticus 0,228 ) 0,175 z
A413 A. caldiproteolyticus 0,120 z 0,359 )
C226 A. caldiproteolyticus 0,108 Y4 0,480 G
D504 A. caldiproteolyticus 0,076 uUb 0,406 0
D621 A. caldiproteolyticus 0,152 z 0,375 )
D623 A. caldiproteolyticus 0,140 Y4 0,222 Y4
D494 A. caldiproteolyticus 0,115 0] 1,213 G
DSM 157307 A. caldiproteolyticus 0,433 0] 1,023 G
DSM 25520" A. calidus 0,143 z 0422 O
A35la A. flavithermus 1,044 G 0,581 G
A352h A. flavithermus 0,468 G 0,166 Y
A371 A. flavithermus 0,196 0 0,325 0
D486 A. flavithermus 0,113 Z 0,211 Y
DSM 26417 A. flavithermus 0,232 G 0,428 Z
DSM 26417 | A. flavithermus subsp. flavithermus | 0,454 | G [ 0624 | G
D401a A. flavithermus-A. thermarum 0,164 Y4 0,194 Z
D404 A. flavithermus-A. thermarum 0,155 Z 0,485 G
D463 A. flavithermus-A. thermarum 0,202 0 0,359 0
DSM 23293" | A. flavithermus subp. yunnanensis | 1407 ] G |0901| G
NCIB 13933" | A. gonensis |0138] O [0285| zZ
D433a A. kamchatkensis 0,140 Y4 0,223 Z
DSM 149887 A. kamchatkensis 0,138 @) 0,144 uUb
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Cizelge 4.4 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin standart
tam yagl siit icerisindeki biyofilm iiretim miktarlar1 ve karakteristikleri
(devam)

ANOXYBACILLUS

izolat ve Referans ; 48 saat-55 °C- 48 saat-65 °C-
Kodlar1 Izolat/Referans Adi STYS STYS

DSM 21706" A. kaynarcensis 0729 | G 0249 | O
A. kamchatkensis subsp.

D52b asaccharedens 0,180 @] 1,927 G

D222b A. kamchatkensis subsp. 0,409 G 0,727 G
asaccharedens

D376b A. kamchatkensis subsp. 0,375 G 0,680 G
asaccharedens

£183 A. kamchatkensis subsp. 0,123 7 0,382 0
asaccharedens

E184b A. kamchatkensis subsp. 0,205 0 1,163 G
asaccharedens

E206b A. kamchatkensis subsp. 0,320 G 1,165 G
asaccharedens

E208b A. kamchatkensis subsp. 0,421 G 1,691 G
asaccharedens

E272 A. kamchatkensis subsp. 0,217 G 0,322 7
asaccharedens

E331 A. kamchatkensis subsp. 0,229 G 0,684 0
asaccharedens

D371a A. kamchatkensis subsp. 0,127 0 0,475 7
asaccharedens

D394 A. kamchatkensis subsp. 0,113 0 1,680 G
asaccharedens
A. kamchatkensis subsp.

D455 asaccharedens 0,170 @] 1,017 G

D594 A. kamchatkensis subsp. 1,857 G 1,685 G
asaccharedens

E123 A. kamchatkensis subsp. 1,540 G 1,482 G
asaccharedens

£237 A. kamchatkensis subsp. 1,565 G 0,887 G
asaccharedens

E243 A. kamchatkensis subsp. 0,273 0 0,775 G
asaccharedens

81 A. kamchatkensis subsp. 0,178 0 0,586 0
asaccharedens

DSM 183757 A. kamchatkensis subsp. 0992 & |o02;5| o
asaccharedens

NCIB 13971" | A. kestanbolensis 10160 | O [0154 | UD

DSM 19169" | A. mongoliensis 069 | G [0486| G

DSM 171277 | A rupiensis |0136 ] z [o0289] O
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Cizelge 4.4 Geobacillus ve Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin standart
tam yagl siit icerisindeki biyofilm iiretim miktarlar1 ve karakteristikleri
(devam)

ANOXYBACILLUS

i o o

Izola;(\':dlltliflerans izolat/Referans Adi o Si;&_\IE-YSS & e SEéa_F?SS &
DSM 22626" A. salavatliensis 0,156 Z 0,436 G
A414 A. salavatliensis 0,139 Z 0,422 0]
D232a A. salavatliensis 0,221 @) 0,279 @)
D242b A. salavatliensis 0,375 G 0,504 G
A402b A. salavatliensis 0,211 @) 0,437 Z
C245 A. salavatliensis 0,142 @) 0,236 ubD
D36 A. salavatliensis 0,132 0] 0,257 Z
D392 A. salavatliensis 0,124 0] 0,386 Z
Cl163a A. salavatliensis 0,136 Z 0,341 0]
D98a A. salavatliensis 0,108 Z 0,403 0]
D202a A. salavatliensis 0,163 Z 1,058 G
D203b A. salavatliensis 0,100 Z 0,721 G
D204 A. salavatliensis 0,147 Z 1,029 G
D205 A. salavatliensis 0,154 Z 0,531 G
D211 A. salavatliensis 0,139 Z 0,459 G
D213 A. salavatliensis 0,176 0] 1,539 G
D214 A. salavatliensis 0,170 0] 2,441 G
D221a A. salavatliensis 0,158 Z 2,036 G
D243 A. salavatliensis 0,184 0] 0,159 Z
D487 A. salavatliensis 0,241 0] 0,291 @)
D503 A. salavatliensis 0,119 Z 0,208 Z
E206a A. salavatliensis 0,224 G 0,956 0]
D591 | A salavatliensis |30 | G 0716 G
DSM 273747 | A. suryakundensis |2619] G Jo611|] G
DSM 16325" | A. tepidemans 0550 ] G [o0355| O
DSM 171417 | A. thermarum 1134 ] G J0529] G
DSM 17075" | A. voinovskiensis |1278] G Jo0661] G

*UD; Uretici degil, Z; Zayif tiretici, O; Orta diizey, G; Giiclii tiretici, STYS; Standart Tam Yagl Siit

Bir onceki ¢aligmada elde edilen sonuglara paralel olarak, bu ¢alismada da Geobacillus
cinsine dahil liyelerde yiiksek inkiibasyon sicakliginin (65 °C) biyofilm iiretimini tesvik
edecek mahiyette oldugu saptanmistir (Karsilastirmali T testi, p<0,05), (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6). Ancak TSB igerikli besiyerlerine nispeten gii¢lii biyofilm iireticisi bakterilere
rastlanmamustir. G. stearothermophilus DSM 227, G. stearothermophilus DSM 5934,
G. thermodenitrificans subsp. calidus DSM 22628", G. thermodenitrificans subsp.
calidus DSM 22629", G. thermoleovorans DSM 5366' referans suslarinda ve G. toebii
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E134 izolatinda polistiren yiizeylerde, standart tam yagl siit i¢eriginde biyofilm tiretimi

saptanmamustir (Cizelge 4.4).

& 20

I 15 = Uretici Degil

c 15 retici Degi

g 9 i u Zayif Uretici. '

= 10 5 ! Orta Diizey Uretici
8 5 4 Giiglii Uretici

8 0 0 0

6 0

55 °C-48 saat-
Standart Tam Yaglh
Siit
65°C-48 saat-Standart
Tam Yagh Siit

Sekil 4.5 Geobacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin standart tam yagli siit
icerisindeki biyofilm iiretim karakteristikleri

1,59

1.0

Biyofilm Uretim Miktarlarn

— 1

T I
559C 65°C
inkibasyon Sicakliklan

Sekil 4.6 Geobacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin standart tam yaglh siit
icerisindeki ve iki farkli sicakliktaki biyofilm iiretim miktarlarinin
karsilastirmasi
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Anoxybacillus cinsine dahil iiyelerde de yine benzer sekilde 65 °C’de biyofilm iiretim
miktar1 artmaktadir (Karsilagtirmali T testi, p<0,05), (Sekil 4.7, 4.8). Bu grupta yiiksek
inkiibasyon sicakliginda TSB besiyerine nispeten ¢ok daha fazla sayida giiclii biyofilm
iireticisi bakteriye rastlanmistir. Ozellikle A. caldiproteolyticus, A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens ve A. salavatliensis tiirlerine iiye izolat ve referans suslarin polistiren
yizeylerde 65 °C’de “giiclii” biyofilm {iiretim karakteristigi gostermeleri dikkat

¢ekmektedir.

<
f > 4 o
< 40 ® Uretici Degil
3 28 28 .
= 30 25 23 Zayif Uretici
20 I 16 | Orta Dl.J:ZGy Uretici
< Giiclii Uretici
é 0°0+—51 1 - —4—4 - — —
g: 0 _— ||

g g

< <

= =

p= b=

< <

T = =

< B S ;

5 % =R

g g =

o0 o0

hi i

& &

pe 3

Sekil 4.7 Anoxybacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin standart tam yagl siit
igerisindeki biyofilm iiretim karakteristikleri
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Sekil 4.8 Anoxybacillus cinsine dahil izolat ve referanslarin standart tam yagh siit
icerisinde ve iki farkli sicakliktaki biyofilm {retim miktarlarinin
karsilastirmasi

4.3 Geobacillus ve Anoxybacillus Cinslerine Dahil Uyelerin Laktozu Fermente ve
Kazeini Hidrolize Edebilme Niteliklerinin Belirlenmesi

Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine iiye bakterilerin laktozu fermente ve kazeini
hidrolize edebilme sonugclari cizelge 4.5’te verilmistir. S6z konusu biyokimyasal testler,
termofilik basillerin siit igerisindeki kazein ve laktoz gibi major komponentlerin
varliginda sahip olduklar1 fenotipik karakteristiklerin etkilerine bagli olarak biyofilm
tiretim kapasitelerinin nasil degisebilecegi hususunda yorum yapabilmek admna

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.5 Anoxybacillus ve Geobacillus cinslerine iiye bakterilerin laktozu fermente
ve kazeini hidrolize edebilme 6zelliklerinin belirlenmesi

GEOBACILLUS Laktoz fermentasyonu Kazein Hidrolizi
Referans ve . Laktoz - Gaz Kazein -
izolat Kodlari Izolat/Referans ad: Fermentasyonu Ureme Olusumu pH Hidrolizi Ureme
A353 Geobacillus sp. + Iyi Yok Asidik + Iyi
C304 Geobacillus sp. - Yok Yok — + Cok iyi
Iyi
D413 Geobacillus sp. - (halka Yok Bazik + Cok iyi
formu)
E317b Geobacillus sp. ++ Cok iyi Yok Asidik ++ Cok iyi
DSM 72637 G. kaustophilus - Tyi Yok Bazik ++ Tyi
Al113 G. stearothermophilus - Zayif Yok Bazik - Iyi
DSM 227 G. stearothermophilus + Zayif Yok Asidik - -
ATCC 43223 G. stearothermophilus + Zayif Yok Asidik + Iyi
DSM 59347 G. stearothermophilus - Zayif Yok Bazik + Cok iyi
DSM 22625" G. thermodenitrificans - Zayif Yok Bazik - Tyi
DSM 465" G. thermodenitrificans - Yok Yok — - Cok iyi
D195 G. thermodenitrificans + Zayif Yok Asidik ++ Cok iyi
DSM 22628" g, thermodenitrificaly + Zapf | Yok | Asidik + Cok iyi
subsp. calidus
DSM 226297 SR oceOiRgpes " Zayf | Yok | Asidik ¥ iyi
subsp. calidus
DSM 25427 G. thermoglucosidans - Tyi Yok Bazik - Tyi
B84a G. thermoglucosidans - Iyi Yok Bazik + Zayif
DSM 5366" G. thermoleovorans - Iyi Yok Bazik ++ Iyi
Cok iyi
E134 G. toebii - (halka Yok Bazik - Cok iyi
formu)
Tyi
DSM 14590" G. toebii - (halka Yok Bazik - Cok iyi
formu)
DSM 13174" G. vulcanii + Tyi Yok Asidik ++ fyi
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Cizelge 4.5 Anoxybacillus ve Geobacillus cinslerine iiye bakterilerin laktozu fermente
ve kazeini hidrolize edebilme 6zelliklerinin belirlenmesi (devam)

ANOXYBACILLUS Laktoz fermentasyonu Kazein Hidrolizi
Referans ve . Laktoz - Gaz Kazein -
izolat Kodlari Izolat/Referans ad: Fermentasyonu Ureme Olusumu pH Hidrolizi Ureme
A321 Anoxybacillus sp. - Tyi Yok Bazik +++ Cok iyi
A3210 Anoxybacillus sp. - Iyi Yok Bazik - —
E184aa Anoxybacillus sp. - Iyi Yok Bazik - Zayif
E184ab Anoxybacillus sp. - Iyi Yok Bazik - Zayif
E208a Anoxybacillus sp. - Iyi Yok Bazik - —
Iyi -
DSM 159397 A. amylolyticus - (halka Yok Bazik Iyi
formu)
NCIB 139727 A. ayderensis + Tyi Yok Asidik +++ Cok iyi
Al42 A. caldiproteolyticus - Cok iyi Yok Bazik +++ Cok iyi
- Cok iyi
Al46 A. caldiproteolyticus (halka Yok Bazik + Cok iyi
formu)
- Cok iyi
A335 A. caldiproteolyticus (halka Yok Bazik + Cok iyi
formu)
5 Cok iyi
A392b A. caldiproteolyticus (halka Yok Bazik + Cok iyi
formu)
- Iyi
A394 A. caldiproteolyticus (halka Yok Bazik - Zayif
formu)
Iyi
A403 A. caldiproteolyticus ++ (halka Yok Asidik ++ Iyi
formu)
A404 A. caldiproteolyticus - Tyi Yok Bazik +++ Cok iyi
A412b A. caldiproteolyticus - Cok iyi Yok Bazik +++ Cok iyi
F Cok iyi
A413 A. caldiproteolyticus (halka Yok Bazik +++ Cok iyi
formu)
C226 A. caldiproteolyticus - Tyi Yok Bazik +++ Cok iyi
D504 A. caldiproteolyticus - Zayif Yok Bazik +++ Cok iyi
Cok iyi
D621 A. caldiproteolyticus - (halka Yok Bazik +++ Cok iyi
formu)
Tyi
D623 A. caldiproteolyticus ++ (halka Yok Bazik + Cok iyi
formu)
- Cok iyi
D494 A. caldiproteolyticus (halka Yok Bazik + Cok iyi
formu)
DSM 157307 A. caldiproteolyticus - Tyi Yok Bazik + Cok iyi
- Zayif ++
DSM 255207 A. calidus (halka Yok Bazik Tyi
formu)
A351a A. flavithermus - Zayif Yok Bazik ++ Iyi
A352b A. flavithermus - Zayif Yok Bazik ++ Cok lyi
- Cok -
A371 A. flavithermus (h'g’l'ka Yok Bazik lyi
formu)
D486 A. flavithermus + Zayif Yok Asidik - —
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Cizelge 4.5 Anoxybacillus ve Geobacillus cinslerine iiye bakterilerin laktozu fermente
ve kazeini hidrolize edebilme 6zelliklerinin belirlenmesi (devam)

ANOXYBACILLUS

Laktoz fermentasyonu

Kazein Hidrolizi

Referans ve . Laktoz - Gaz Kazein -
izolat Kodlari Izolat/Referans ad: Fermentasyonu Ureme Olusumu pH Hidrolizi Ureme
DSM 26417 A flavithermus subsp. - Zayf | Yok | Asidik . -
flavithermus
. Zayif
D463 A flavithermus-A . (halka | Yok | Bazik " iyi
thermarum formu)
. Zayif
D401a A flavithermus-A. - (halka | Yok | Bazik + Zayif
thermarum formu)
D404 A. flavithermus-A. - (hiaylLa Yok | Bazik - Zayif
thermarum formu) ay
DSM 232937 | A flavithermus - iyi Yok | Bazik - Cok iyi
subp. yunnanensis
NCIB 13933 A. gonensis - Iyi Yok Bazik - Iyi
D433a A. kamchatkensis - Iyi Yok Bazik - Cok iyi
DSM 149887 A. kamchatkensis - fyi Yok Bazik - Zayif
Yy Y
DSM 217067 A. kaynarcensis ’ Iyi Yok Bazik - Zayif
. - Iyi
D52b A. KGRI TS (halka | Yok | Bazik - Zayif
subsp. asaccharedens formu)
D222b A. kamchatkensis - Yok Yok o ) .
subsp. asaccharedens
A. kamchatkensis - .
D376b subsp. asaccharedens Zayif Yok Bazik - Zayif
. Iyi
A. kamchatkensis .
D520 subsp. asaccharedens i f(:fnLkS he ol i Zayif
A. kamchatkensis - .
D37la subsp. asaccharedens by Yok Asidik ) -
A. kamchatkensis - .
D394 subsp. asaccharedens ) byi Yok Bazik ) *
D455 A. kamchatkensis ) Yok Yok o ) -
subsp. asaccharedens
A. kamchatkensis . ..
D594 subsp. asaccharedens - Zayif Yok Bazik +++ Cok iyi
A. kamchatkensis - .
E123 subsp. asaccharedens ) by Yok Bazik ) Zayif
A. kamchatkensis - .
E183 subsp. asaccharedens Zayif Yok Bazik i -
E184b A. kamchatkensis ; Yok Yok — - Zayf
subsp. asaccharedens
E206b A. kamehatkensis - fyi Yok | Bazik - Zayif
subsp. asaccharedens
. Tyi
E208b A. kamchatkensis - (halka | Yok | Bazik - Zayif
subsp. asaccharedens formu)
A. kamchatkensis lyi
E237 ‘ - (halka Yok Bazik - Iyi
subsp. asaccharedens formu)
A. kamchatkensis lyi
E243 ' - (halka Yok Bazik - Zayif
subsp. asaccharedens formu)
E272 A. kamehatkensis - Iy Yok | Asidik - Zayif
subsp. asaccharedens
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Cizelge 4.5 Anoxybacillus ve Geobacillus cinslerine iiye bakterilerin laktozu fermente
ve kazeini hidrolize edebilme 6zelliklerinin belirlenmesi (devam)

ANOXYBACILLUS

Laktoz fermentasyonu

Kazein Hidrolizi

Referans ve . Laktoz - Gaz Kazein -
izolat Kodlar Izolat/Referans ad: Fermentasyonu Ureme Olusumu pH Hidrolizi Ureme
. Iyi
E331 A. kamchatkensis . (halka | Yok | Bazik . iyi
subsp. asaccharedens f
ormu)
A. kamchatkensis .. - ..
F81 subsp. asaccharedens + Iyi Yok Asidik - Cok iyi
DSM 18475 A. kamchatkensis . iyi Yok | Bazik - —
subsp. asaccharedens
NCIB 13971" A. kestanbolensis - Iyi Yok Bazik - Zayif
DSM 19169" A. mongoliensis - Tyi Yok Bazik - Zayif
DSM 171277 A. rupiensis - Tyi Yok Bazik - Zayif
DSM 22626" A. salavatliensis - Tyi Yok Bazik - —
A402b A. salavatliensis - Tyi Yok Bazik - —
Cok iyi
Ad14 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - —
formu)
C163a A. salavatliensis - Zayif Yok Bazik ++ Iyi
Cok iyi
C245 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - —
formu)
Cok iyi
D36 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - —
formu)
D98a A. salavatliensis - Tyi Yok Bazik - —
Zayif
D202a A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - Zayif
formu)
D203b A. salavatliensis - Zayif Yok Bazik - Cok iyi
D204 A. salavatliensis + Tyi Yok Asidik - —
Iyi
D205 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - —
formu)
D211 A. salavatliensis - Yok Yok — - Zayif
Tyi
D213 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - Zayif
formu)
Tyi
D214 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - —
formu)
D221a A. salavatliensis - Yok Yok — - Zayif
D232a A. salavatliensis - Iyi Yok Bazik - Cok iyi
D242b A. salavatliensis ++ Tyi Yok Asidik - —
Tyi
D243 A. salavatliensis - (halka Yok Bazik - Zayif
formu)
D392 A. salavatliensis - Iyi Yok Bazik - —
- Cok iyi -
D487 A. salavatliensis (halka Yok Bazik Tyi
formu)
D503 A. salavatliensis - Zayif Yok Bazik - Zayif
E206a A. salavatliensis - Zayif Yok Bazik +++ Cok iyi
D591 A. salavatliensis ++ Iyi Yok Asidik - —
DSM 273747 A. suryakundensis - Tyi Yok Asidik - —
DSM 16325" A. tepidamans - Yok Yok — - fyi
DSM 171417 A. thermarum - Tyi Yok Bazik + Cok iyi
DSM 17075" A. voinovskiensis - Cok lyi Yok Bazik +++ Cok iyi

+; reaksiyon var,

++; giiclii reaksiyon, +++;
(Halka formu; test tiip ceperinde gozlenen

etmektedir (Romling 1998)
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4.4 TSB/Standart Tam Yagh Siit iceriklerindeki Biyofilm Uretim Kapasitelerine
ve Fenotipik Karakteristiklerine (Laktoz Fermentasyonu/Kazein Hidrolizi)
Gore Secilen Bakterilerin Paslanmaz Celik Yiizeylerde Biyofilm Uretim
Miktarlarinin Belirlenmesi

Farkli inkiibasyon kosullarinda, iki farkli besiyeri igeriginde [(standart TSB, NaCl’siz
TSB)] ve standart tam yagli siit (% 10’luk Skim Milk)] igeriginde giiclii birer biyofilm
ireticisi oldugu saptanan ve fenotipik karakteristiklerine (laktoz fermentasyonu/kazein
hidrolizi) gore segilen 23 Geobacillus (8) ve Anoxybacillus (15) cinsi bakteri ¢izelge
4.6’da listelenmistir. Bu siirece kadar yiiriitiilen tiim ¢alismalar, mevcut Anoxybacillus
ve Geobacillus tyeleri arasindan en ideal izolat ve referanslari se¢gmek adina
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada secilen 23 bakterinin se¢im kriteri gida endiistrisinde
gidalarin islendigi ve siklikla tercih edilen 316 L tipi paslanmaz celik kuponlar
tizerindeki ve standart tam yagl siit igerisindeki biyofilm {iretim davranislari
arastirilmistir. Secilen bakterilerin biyofilm oOrneklemesi yine iki kritik inkiibasyon
sicakliginda (55 °C-65 °C) 48 siiresince standart tam yagh siit icerisinde yapilmistir.
Cizelge 4.6 bu zamana kadar ideal termofilik basil se¢imi i¢in yiiriitilen se¢im
calismalarinin 6zeti mahiyetindedir ve paslanmaz celik tizerinde gelistirilen biyofilm
orneklerinden yapilan sayimlar logaritmik olcekte verilmistir. Segilen 23 bakterinin
paslanmaz ¢elik yiizeyler tizerinde trettikleri biyofilmlerin sayim sonuglar sekil 4.9°da

verilmistir.
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Sekil 4.9 Secilen 23 bakterinin paslanmaz gelik yiizeylerdeki biyofilm iiretim kapasiteleri (*Segilen bakterileri isaret etmektedir)
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Cizelge 4.6 Paslanmaz celik ylizeylerde biyofilm iiretim miktarlar1 saptanacak olan 23 bakterinin biyofilm {iretim ve fenotipik

karakteristikleri

Lab.

A3s3

DSAL
18427

4657

Dl18s

145907

72637

131747

48 sant- 45 maat-
EEC-RSM- | 65°C-RSM- |
Celik yiizey | Celik yizey
fogiem’) | (logiem’)
. 251 + | =
1,7 5 - -
L4 4,08 -
iz 4,58 -
512 - + | +
451 -
LN L] - -
4,40 130 + | +
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Cizelge 4.6 Paslanmaz celik ylizeylerde biyofilm iiretim miktarlar1 saptanacak olan 23 bakterinin biyofilm iiretim ve fenotipik
karakteristikleri (devam)

ANOXYBACILLLS
453aat | 96saat “‘;.G';‘“ lgc-_'lhu 45 sant- P6iaat | 45 3mat 96 saat- —— s 45 saat- 45 saat
L SSC-NaQl SFCNaCl | 6FCNaCl | 6FCNaC1 | SURE | (SURI | secRsM | eCRSM | [ L
Kodu igeren TSE | igeren TSB | WSRO | OO | (o TSE | igeren TSE | igermeven | icermeven | Soooionr | SSCRSM ) o e | Celik yiizey
beiveri | beived buived | beivei | TSBbeives | TSBbeaives (log car’)
) 0,015
AdDd | A. caldiproteelyticus D D L - - -
A b arkem s 0,027 0,018 0,004 0,018 0,092 0,007 0,038
DE2b | subsp. 2,18 139 .
e AP D w o D z ) D
D242b | A. selevertionsis L L™ . -
Lagny" | A-apdemansis 405 Y- 8050 85 2 - 1
DAL : 0,017 (X8 0,044 0,108 5,003 0,147 23
26417 | A fevithermas o) D D z D z 3 1 48 i
P E— b2 045 b023 B0 o91s T 5,021 o ™ -
- 0,003 0,028 0,026 0,080 0,008 0,003 0,022 0,133
A kamech atkem gt
F3l 490 327 +
subsp. cracharedes | 1p Y D D D D D z I
X0k (X303 (X3 X -
DS | A selevedionss  [—"p > z z 2,00 .
A. kamehatkensis 8,017 0,002 0,020 0,061 0,137 0,010
DEgs subap. 4.7 144 - +
. radens ™ ™ D ™ z ™
DM |, : L (N353 .05 (X2 a0 - —1
157397 | 4 caldiproteolyticus z o D z D
1agr | A eopidemans 547 390 + | -
DsAL 0,054 0,100 0,059 1.
171417 A tharmerum D z 7 404 100
T pPRe— mi 153 . - |-
DSAL | A favichermur
23203 | subp. yumnoensis 3,50 L e
Do | 4 mryetandensis 0,002 0,008 0,023 0,006 0,014 0,097 0,019 0,112 546 . - -

*L,; laktoz fermentasyonu, K; kazein hidrolizi



Nihai olarak bakterilerin gerek TSB/Standart Tam Yagl Siit igeren ortamlardaki
polistiren yiizeylerde biyofilm {iretim potansiyelleri, gerekse ara se¢imle belirlenen 23
bakterinin “standart tam yagh siit” i¢eren ortamlardaki paslanmaz celik yilizeylerdeki
biyofilm iiretim potansiyelleri ve laktoz fermentasyonu/kazein hidrolizi gibi fenotipik
Ozellikleri baz alinarak daha ileriki ¢aligmalarin yiiriitilmesi adina toplam 8 Geobacillus
(4) ve Anoxybacillus (4) cinsine dahil referans sus ve izolat se¢imi tamamlanmistir
(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 lleriki ¢aligmalar1 devam ettirmek adina secilen bakterilerin listesi

izolat ve Referans kodlari izolat/Referans adi
DSM 465" G. thermodenitrificans

B84a G. thermoglucosidans

D195 G. thermodenitrificans

DSM 131747 G. vulcanii

A403 A. caldiproteolyticus

DSM 26417 A. flavithermus

F81 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
DSM 16325" A. tepidamans

4.5 Farkh Cevresel Parametrelerin Termofilik Geobacillus ve Anoxybacillus
Biyofilmleri Uzerine Olan Etkilerinin Arastirilmasi

4.5.1 Tuzlulugun termofilik basillerin biyofilm iiretimi ve mikrobiyal gelisime olan
etkileri

Daha 6nceki galismalar dahilinde se¢imi tamamlanan Geobacillus ve Anoxybacillus
cinslerine iiye izolatlarin ve referans suslarin farkli konsantrasyonda NaCl (% 0,0,-0,5,
1,0-1,5-2,0-2,5-3,0-3,5-4.0-4,5-5,0) iceren TSB besiyerlerindeki, iki farkli inkiibasyon
sicakligindaki (55, 65 °C, pH 7,3) ve 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki mikrobiyal
gelisim ve biyofilm tliretim miktarlar sekil 4.10-4.19°da verilmistir. Calisma dahilindeki
8 bakteri i¢in de farkli tuz konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon sicakliklarindaki ideal
biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim kosullar istatistiksel olarak da saptanmistir
(Tukey Testi, p<0,05). Ayrica inkiibasyon sicakliklarmin ve farkli tuz
konsantrasyonlarinin mikrobiyal gelisim ve biyofilm iretimi {izerindeki etkileri

kombine olarak degerlendirilmis (Univariate Analizi, p<0,05) ve tanimlanan kosullar
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dahilinde mikrobiyal gelisim-biyofilm iiretimi arasindaki korelasyonlar da belirlenmistir

(Pearson Korelasyonu, p<0,05), (Cizelge 4.8 - 4.17).

“Univariate” analizlerinin sonuglar ele alindiginda gerek tiir diizeyinde gerekse her iki
cinsin kiimiilatif olarak degerlendirilmesi neticesinde, iki farkli kritik inkiibasyon
sicakliginin (55, 65 °C, pH 7,3) ve farklit NaCl konsantrasyonlarinin hem bagimsiz birer
degisken olarak hem de kombine degiskenler olarak biyofilm iiretimi iizerinde anlamli
etkileri oldugu saptanmistir (Cizelge 4.8 - 4.17). “Univariate” analizlerinin mikrobiyal
gelisim tizerindeki etkileri dikkate alindiginda A. flavithermus DSM 26417, A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 ve G. thermodenitrificans D195
bakterilerinde tercih edilen inkiibasyon sicakliklarinin  belirleyici  olmadigi
goriilmektedir (Cizelge 4.9 -4. 10 ve Sekil 4.15). Yine tiim Anoxybacillus iiyelerinin
farkli tuz konsantrasyonlardaki mikrobiyal gelisim egilimleri degerlendirildiginde
“inkiibasyon sicakligi-NaCl konsantrasyonlar’” kombine etkisinin belirleyici olmadigi
goriilmektedir (Cizelge 4.12). Her iki cinse de liye tiim izolatlarin ve referans suslariin
biyofilm iiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri arasindaki iliskilere bakildiginda belirli

diizeylerde pozitif yonde bir korelasyon saptanmustir (Cizelge 4.8 - 4.17).

Anoxybacillus cinsine dahil A. caldiproteolyticus A403 ve A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81 izolatlarinda oldukga yiiksek tuz tolerensi saptanmis olup, bu
izolatlar yiiksek tuz konsantrasyonlarinda en yiiksek diizeyde biyofilm iiretim
miktarlarina ulagsmistir (% 2,0 ve 2,5), (Sekil 4.10, 4.12). A. flavithermus DSM 2641
referans susu biyofilm iiretimi itibariyle en diisiik tuz toleransini gosteren bakteri olarak
belirlenmistir (% 0,0), (Sekil 4.11). A. tepidamans DSM 16325" referans susunda ise
cok genis bir tuz konsantrasyon araliginda mikrobiyal gelisim saptanmis olup, bu sus
NaCl igermeyen besi ortaminda en yiiksek diizeyde biyofilm {iretim miktarina ulagsa da,
belirtilen tuz konsantrasyonlarinda mikrobiyal gelisim ve biyofilm tiretim egilimleri
arasinda yiiksek bir korelasyon saptanmistir (r: 0,618, p<0,05), (Sekil 4.13 ve Cizelge
4.11).

Geobacillus cinsine dahil G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunda yiiksek

tuz konsantrasyonlarinda mikrobiyal gelisim saptanabilirken, biyofilm gelisimi icin
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diisiik tuz konsantrasyonlarinin daha etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15, Cizelge
4.13). G. thermoglucosidans B84a izolatinin ise hem mikrobiyal gelisim ig¢in hem de
biyofilm {retimi i¢in diisiik diizeyde tuz konsantrasyonuna gereksinim duydugu
goriilmektedir (% 0,0 ve % 0,5), (Sekil 4.16, Cizelge 4.14). G. vulcanii DSM 131747
susu ise gerek mikrobiyal gelisimi i¢in gerekse biyofilm {iretimi i¢in diisiik tuz toleransi
sergilemektedir (Sekil 4.18, Cizelge 4.16). “Univariate” analizleri dahilinde her bir
bakterinin anlamli diizeyde ve en yiiksek miktarda mikrobiyal gelisim ve biyofilm
tretimi gosterdigi degerler ¢izelgelerde sunulmustur. Son olarak ¢alismadaki
Geobacillus ve Anoxybacillus iiyelerinin “en ideal” diizeyde mikrobiyal gelisim ve

biyofilm tiretimi gdsterdigi degerler ¢izelge 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.10 A. caldiproteolyticus A420 izolatinin farkli tuz konsantrasyonu igeren
besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar1

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; cizgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.
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Cizelge 4.8 NaCl konsantrasyonlarmin iki farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm
tiretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine olan etkileri (A. caldiproteolyticus

A403)

A. caldiproteolyticus A403

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Geligim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degisgkenler F oIt degisgkenler F I
Model 7,345 000 Model ,000 ,000
Intercept 383,082 .000 Intercept 1000 1000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 8,554 ,000 Konsantrasyonlar1 ,000 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklar: 24,031 ,000 Sicakliklar: ,000 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlari
*[nkiibasyon 4,467 ,000 *[nkiibasyon ,000 ,000
Sicakliklar: Sicakliklar1

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, ideal NaCl
Konsantrasyonlar1) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlart) p<0,05

% 1,0-2,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami biyofilm
iiretiminin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

% 0,5-2,0 (Belirtilen konsantrasyonlar azami mikrobiyel
gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,384-Zay1f korelasyon
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Sekil 4.11 A. flavithermus DSM 26417 referans susunun farkli tuz konsantrasyonu
iceren besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah c¢ergeveli siitun azami biyofilm tliretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.
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Cizelge 4.9 NaCl konsantrasyonlarmin iki farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm
tiretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine olan etkileri (A. flavithermus DSM

2641")
A. flavithermus DSM 26417
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degiskenler F oIt degiskenler F I
Model 10,371 000 Model 73,690 ,000
Intercept 773,002 ,000 Intercept 1.005,955 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari 12,981 ,000 Konsantrasyonlari 134,049 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 6,285 016 Sicakliklari 063 803
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlar1
*Inkiibasyon 8,171 ,000 *Inkiibasyon 20,693 ,000
Sicakliklart Sicakliklari
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, ideal NaCl Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05 Konsantrasyonlari) p<0,05
o i - o
..A) 00 1.’0 (BeI|rt|IerLk.onsantrasyonIar azal) b'yqﬁlm % 1,0 (Belirtilen konsantrasyon azami mikrobiyl
iiretiminin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler elisimin gerceklestiai konsantrasyondur)
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir). EClls gereeriestis Y ’
Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)
0,360-Zayif korelasyon
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Sekil 4.12 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinin farkli tuz
konsantrasyonu igeren besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal
gelisim miktarlari

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.
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Cizelge 4.10 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
tiretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine olan etkileri (A. kamchatkensis

subsp. asaccharedens F81)

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh n Bagimh .
degisgkenler 3 Siig, degisgkenler 3 S
Model 12,161 000 Model 30,970 ,000
Intercept 242,293 000 Intercept 1.663,642 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari 11,364 ,000 Konsantrasyonlar1 55,264 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklart 59,633 ,000 Sicakliklari 617 436
NaCl NaCl
Konsantrasyonlart Konsantrasyonlar1
*Inkiibasyon 8,212 ,000 *Inkiibasyon 9,711 ,000
Sicakliklari Sicakliklari

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlart) p<0,05

% 1,0-2,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami biyofilm
iiretiminin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

% 0,0 ve 0,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami
mikrobiyel gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar
olup, degerler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,492-Orta siddette korelasyon
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Sekil 4.13 A. tepidamans DSM 16325" referans susunun farkli tuz konsantrasyonu
iceren besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah ¢ergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir
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Cizelge 4.11 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
tiretimi ve mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (A. tepidamans DSM

16325")
A. tepidamans DSM 16325"
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degiskenler F oIt degiskenler F I
Model 15,734 000 Model 29,169 ,000
Intercept 530,030 ,000 Intercept 1.053,518 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari 23,149 ,000 Konsantrasyonlari 16,660 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 53,413 ,000 Sicakliklari 406,335 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlar1
*nkiibasyon 4,550 ,000 *Inkiibasyon 3,961 ,001
Sicakliklart Sicakliklart
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05 Konsantrasyonlari) p<0,05
- i - — -
% 0,0 (Belirtilen konsantrasyon azami biyofilm 4 00 410 (Bellrtllen_prnsantrasyonlar azaml mlk[Oblyel
iretiminin gerceklestigi konsantrasyondur) gelisimin gfarqekl.e Stlg.l konsantrasyonlar olup, d.e gf.:rler
’ arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,618-Yiiksek korelasyon
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Sekil 4.14 Tim Anoxybacillus iyelerinin farkli tuz konsantrasyonu igeren
besiyerlerindeki biyofilm tiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah ¢ergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir)
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Cizelge 4.12 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
tiretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine olan etkileri (Tiim Anoxybacillus

tyeleri)

Tiim Anoxybacillus Uyeleri

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh n Bagimh .
degiskenler 3 Siig, degiskenler 3 S
Model 6,871 000 Model 7,200 ,000
Intercept 375,876 ,000 Intercept 646,833 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlart 8,174 ,000 Konsantrasyonlar1 13,205 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 33,989 ,000 Sicakliklar1 13,456 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlart Konsantrasyonlar1
*[nkiibasyon 2,857 002 *[nkiibasyon 1569 839
Sicakliklari Sicakliklart

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl
Konsantrasyonlar1) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlar1) p<0,05

% 0,0-2,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami biyofilm
iiretiminin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

% 0,5-3,0 (Belirtilen konsantrasyonlar azami
mikrobiyal gelisimin gerceklestigi konsantrasyonlar
olup, degerler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,283-Zayif korelasyon
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Sekil 4.15 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun farkl tuz konsantrasyonu
iceren besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir)
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Cizelge 4.13 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm

uretimi

ve

mikrobiyal
thermodenitrificans DSM 465

1gelisim iizerine olan etkileri (G.
)

G. thermodenitrificans DSM 465"

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Geligim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degisgkenler F oIt degisgkenler F I
Model 61,308 000 Model 29,169 ,000
Intercept 970,788 ,000 Intercept 1.053,518 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 57,984 ,000 Konsantrasyonlar1 16,660 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklar: 298,631 ,000 Sicakliklar: 406,335 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlari
*Inkiibasyon 40,900 ,000 *Inkiibasyon 3,961 ,001
Sicakliklar: Sicakliklar1

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, ideal NaCl
Konsantrasyonlar1) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlart) p<0,05

% 0,0-1,0 (Belirtilen konsantrasyonlar azami biyofilm
iiretiminin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

% 0,5-2,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami mikrobiyel

gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,591-Orta siddette korelasyon
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Sekil 4.16 G. thermoglucosidans B84a izolatinin farkli tuz konsantrasyonu igeren
besiyerlerindeki biyofilm {iretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir
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Cizelge 4.14 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
iretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine olan etkileri (G.
thermoglucosidans B84a)

G. thermoglucosidans B84a
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degisgkenler F oIt degisgkenler F I
Model 119,437 000 Model 133,289 ,000
Intercept 1.248,356 ,000 Intercept 3.227,935 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari 119,757 ,000 Konsantrasyonlari 204,301 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 427,411 ,000 Sicakliklart 194,037 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlari
*Inkiibasyon 88,320 ,000 *Inkiibasyon 56,202 ,000
Sicakliklari Sicakliklar1
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05 Konsantrasyonlari) p<0,05
% 0,0 ve 0,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami
% 0,5 (Belirtilen konsantrasyon azami biyofilm mikrobiyel gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar
iretiminin gergeklestigi konsantrasyondur). olup, degerler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlt
degildir).
Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)
0,518-Orta siddette korelasyon
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Sekil 4.17 G. thermodenitrificans D195 izolatinin farkli tuz konsantrasyonu igeren
besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah ¢ergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.
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Cizelge 4.15 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
iretimi ve mikrobiyal gelisim lizerine olan etkileri (G.
thermodenitrificans D195)

G. thermodenitrificans D195

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degiskenler F oIt degiskenler F I
Model 119,437 000 Model 32,952 ,000
Intercept 1.248,356 000 Intercept 1.109,386 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari 119,757 ,000 Konsantrasyonlari 63,191 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 427,411 ,000 Sicakliklart 3,321 075
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlari
*Inkiibasyon 88,320 ,000 *Inkiibasyon 5,675 ,000
Sicakliklar Sicakliklar
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05 Konsantrasyonlari) p<0,05
- i — — -
% 0,5 (Belirtilen konsantrasyon azami biyofilm 4 05 210 (Bellrtllen_prnsantrasyonlar azaml mlkrvoblyel
iiroRiein gercellE IR o nsantragiantur) gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
’ arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,672-Yiiksek korelasyon
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% 08 - 08
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0,4 0,4
0.2 - — 0.2
0 - N | 0
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%0.5

%1.0 [
%1.5 [
%2.0 'L*
%2.5 %
%3.0

%3.5

%4.0

%4.5

%5.0

NaCl Konsantrasyonlar1

mm= Biyofilm Uretimi-55°C
Biyofilm Uretimi-65°C
Mikrobiyal Gelisim-55°C
Mikrobiyal Gelisim-65°C

Sekil 4.18 G. vulcanii DSM 131747 referans susunun farkli tuz konsantrasyonu iceren
besiyerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir
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Cizelge 4.16 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
iretimi ve mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (G.vulcanii DSM

131747)
G. vulcanii DSM 131747
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degiskenler F oIt degiskenler F I
Model 166,080 ,000 Model 87,844 ,000
Intercept 1.776,506 ,000 Intercept 2.781,592 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 149,312 ,000 Konsantrasyonlar1 160,326 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 626,831 ,000 Sicakliklart 133,858 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlari
*Inkiibasyon 136,772 ,000 *Inkiibasyon 10,761 ,000
Sicakliklari Sicakliklar1
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05 Konsantrasyonlari) p<0,05
o y r— — -
% 1,0 (Belirtilen konsantrasyon azami biyofilm & 00 115 (Bellrtllen_prnsantrasyonlar azaml mlkrvoblyel
P nin goro R il fcantras;dRaRT) gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
’ arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).
Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)
0,476-Orta siddette korelasyon
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% 1,5

NaCl Konsantrasyonlari

mm= Biyofilm Uretimi-55 °C
Biyofilm Uretimi-65 °C
Mikrobiyal Gelisim-55 °C
Mikrobiyal Gelisim-65 °C

Sekil 4.19 Tiim Geobacillus iiyelerinin farkli tuz konsantrasyonu igeren besiyerlerindeki
biyofilm tiretim miktarlar

Siyah cerceveli siitun azami biyofilm {iretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir
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Cizelge 4.17 NaCl konsantrasyonlarinin iki farkli inkiibasyon sicaklifinda biyofilm
tretimi ve mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (Tiim Geobacillus

tyeleri)
Tiim Geobacillus Uyeleri
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Geligim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degiskenler F oIt degiskenler F I
Model 18,637 000 Model 18,688 ,000
Intercept 320,045 ,000 Intercept 969,072 ,000
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari 21,135 ,000 Konsantrasyonlari 36,194 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 71,091 ,000 Sicakliklart 8,026 005
NaCl NaCl
Konsantrasyonlari Konsantrasyonlari
*Inkiibasyon 10,893 ,000 *Inkiibasyon 2,247 ,016
Sicakliklari Sicakliklar1
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal NaCl Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, ideal NaCl
Konsantrasyonlari) p<0,05 Konsantrasyonlari) p<0,05
% 0,0-1,0 (Belirtilen konsantrasyonlar azami biyofilm % 0,0-1,5 (Belirtilen konsantrasyonlar azami mikrobiyal
iiretiminin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler gelisimin gergeklestigi konsantrasyonlar olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir). arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,428-Orta siddette korelasyon

Cizelge 4.18 Anoxybacillus ve Geobacillus {iyelerinin mikrobiyal gelisimleri ve
biyofilm iiretimleri i¢in gereken en ideal NaCl konsantrasyonlari

Biyofilm tiretimi Mikrobiyal Geligim
(% NaCl) (% NaCl)
A.caldiproteolyticus A403 2,0 0,5
A. flavithermus DSM 26417 0,0 1,0.
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 1,5 1,0
A. tepidamans DSM 163257 0,0 2,0
G. thermodenitrificans DSM 465" 1,0 0,5
G. thermoglucosidans B84a 0,5 0,5
G. thermodenitrificans D195 0,5 0,5
G. vulcanii DSM 131747 0,0 0,5

4.5.2 Sicakhigin ve pH’nin termofilik basillerin biyofilm iiretimi ve mikrobiyal
gelisime olan etkileri

Farkli pH (pH 4,0-5,0-6,0-6,5-7,0-7,5-8,0-8,5-9,0-10,0-11,0) ve inkiibasyon sicakligi
degerlerinin (45, 50, 55, 60, 65, 70 °C) biyofilm iiretimi ve mikrobiyal gelisim {lizerinde
olan etkilerinin degerlendirildigi ¢alismada, TSB besiyeri icerikleri her bir izolatin ve

referans susun, bir onceki calismada elde edilen biyofilm gelisimindeki ideal tuz
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gereksinimlerine gére modifiye edilmistir (Cizelge 4.18). Ilgili gevresel parametrelerin
biyofilm {iretimi ve mikrobiyal gelisim {izerindeki etkileri Sekil 4.20-4.27°de
verilmistir. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin ve pH degerlerinin biyofilm {iretimi ve
mikrobiyal gelisim {lizerindeki etkileri arasindaki farklar “Tek Yonlii Varyans Analizi”
ve Tukey Testi” esas alinarak belirlenmistir (p<0,05). Cizelge 4.19, 4.21, 4.23, 4.25,
4.27, 4.29, 4.31 ve 4.33’te her bir Anoxybacillus/Geobacillus izolat ve referansi igin
mikrobiyal gelisimin ve biyofilm {retiminin gozlendigi degerler isaretlenmistir.
Cizelgelerde izolat ve referanslar sirasiyla verilmis, her ¢izelgede belirtilen en ideal
mikrobiyal gelisim ve biyofilm iiretim kosullart “Tek Yonli Varyans Analizi” ve
“Tukey Testi” esas alinarak saptanmigtir (p<0,05). Biyofilm iiretimlerinin saptandigi
sicaklik ve pH degerlerinde “cut-off” degerlerine gore “giliglii” biyofilm iiretim
karakteristikleri esas alimmistir. Mikrobiyal gelisim iginse pozitif degerler olarak
“OD595nm > 0.2” yogunluklar dikkate alinmistir.

Temel ¢evresel parametrelerin  termofilik basilllerin  {izerine olan etkilerinin
degerlendirildigi bu c¢alismada, farkli inkiibasyon sicakliklarinda, farkli pH degerlerine
sahip besiyerlerinde Anoxybacillus ve Geobacillus cinslerine iiye 8 bakteri igin ideal
biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim kosullar istatistiksel olarak degerlendirlmistir
(Tukey Testi, p<0,05). Ayrica inkiibasyon sicakliklarinin ve farkli pH degerlerinin
mikrobiyal gelisim ve biyofilm iiretimi iizerindeki etkileri kombine olarak
degerlendirilmis (Univariate Analizi, p<0,05) ve tanimlanan kosullar dahilinde
mikrobiyal gelisim-biyofilm {iretimi arasindaki korelasyonlar da belirlenmistir (Pearson

Korelasyonu, p<0,05), (Cizelge 4.20, 4.22, 4.24, 4.26, 4.28, 4.30, 4.32 ve 4.34).
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—— Mikrobiyal Gelisim-65°C —— Mikrobiyal Gelisim-70°C
Sekil 4.20 A. caldiproteolyticus A420 izolatinin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki

biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlari

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna;
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir

cizgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

Cizelge 4.19 Besiyeri pH’sinin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm iiretimi ve

mikrobiyal gelisim iizerine olan

etkileri (A. caldiproteolyticus A403)

A. caldiproteolyticus A403

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degiskenler F Sig. degiskenler F Sig.
Model 23,780 ,000 Model 18,884 ,000
Intercept 1.689,307 ,000 Intercept 1.671,423 ,000
pH 73,345 ,000 pH 73,690 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklart 49372 ,000 Sicakliklart 21,929 ,000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon
Sicakliklar: 11,308 ,000 Sicakliklar 7,619 000
Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05 Uo7 Al (M1krob1y:1<%egglm, Al

pH 7,5- 8,5 (Belirtilen pH degerleri azami biyofilm
iiretiminin gergeklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

pH 7,0-9,0 (Belirtilen pH degerleri azami mikrobiyel
gelisimin gergeklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

55 °C, 65 °C (Belirtilen inkiibasyon sicakliklar1 azami
biyofilm iiretiminin gergeklestigi degerler olup, degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

60 °C, 65 °C, 70 °C (Belirtilen inkiibasyon sicakliklari
azami mikrobiyel gelisimin gergeklestigi degerler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,558-Orta siddette korelasyon
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Cizelge 4.20 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm tiretim karakteristikleri (A. caldiproteolyticus A403).

A. caldiproteolyticus A403
pH Skalas1

Sicakh
k

40| 50

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 55 °C-pH 8,0 (% 0,5 NaCl)

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 55 °C-pH 8,5 (% 2,0 NaCl)

A. caldiproteolyticus A403 izolatinda en ideal biyofilm retimi 55 °C’de pH 8,5°ta
saptanmistir (Sekil 4.20). Calisilan tiim sicakliklarda (45-70 °C) mikrobiyal gelisim
saptanirken, biyofilm iiretimi 45-65 °C arasi sicakliklarda saptanmistir. Bu izolatin
yiiksek inkiibasyon sicakliklarindaki mikrobiyal gelisiminde goriilen alkali tolerans
dikkat cekmektedir (Cizelge 4.20).
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—— Mikrobiyal Gelisim-70°C

Sekil 4.21 A. flavithermus DSM 2641" referans susunun farkh pH ve sicaklik
degerlerindeki biyofilm {iretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir

Cizelge 4.21 Besiyeri pH’sinin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm iiretimi ve
mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (A. flavithermus DSM 2641")

A. flavithermus DSM 26417

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degiskenler 3 Siig degiskenler 3 Sig.
Model 34,873 ,000 Model 42,325 ,000
Intercept 3.404,244 ,000 Intercept 2.954,424 ,000
pH 52,291 ,000 pH 153,107 ,000

Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 74033 ,000 Sicakliklart 17,505 000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon

Sicakliklart 27,474 ,000 Sicakliklart 22,651 ,000

Tukey Testi (Biyofilm, ideal pH degerleri) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyl gelisim, Ideal pH degerleri)

p<0,05

gerceklestigi degerdir).

pH 7,5 (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin

pH 7,0-8,5 (Belirtilen pH degerleri azami mikrobiyel
gelisimin gergeklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon

sicakliklari) p<0,05

55 °C (Belirtilen inkiibasyon sicaklig1 degeri azami
biyofilm tiretiminin gergeklestigi degerdir).

65 °C, 70 °C (Belirtilen inkiibasyon sicakliklar1 azami
mikrobiyel gelisimin gerceklestigi degerler olup,
degerler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlt

degildir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,126-Korelasyon yok

137




Cizelge 4.22 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm tiretim karakteristikleri (A. flavithermus DSM 2641").

A. flavithermus DSM 26417
pH Skalas1

Sicakhk

40| 50 55

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 70 °C-pH 8,0 (% 1,0 NaCl)

*

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 55 °C-pH 7,5 (% 0,0 NaCl)

A. flavithermus DSM 26417 referans susunda en ideal biyofilm iiretimi 55 °C’de pH
7,5’te saptanmistir (Sekil 4.21). Bu susta mikrobiyal gelisim tiim sicaklik degerlerinde
ve genis bir pH aralaginda saptanirken (45-70 °C), biyofilm iiretimi dar bir inkiibasyon
sicakligi ve pH araliginda saptanmistir (Cizelge 4.22). Farkli pH degerlerindeki
mikrobiyal gelisim egilimi ile biyofilm {iretim egilimi arasinda korelasyon

saptanmamustir (r: 0,126, Pearson Korelasyonu, p<0,05), (Cizelge 4.21).
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Sekil 4.22 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinin farkli pH ve sicaklik
degerlerindeki biyofilm {iretim ve mikrobiyal gelisim miktarlari

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami
mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir

Cizelge 4.23 Besiyeri pH’sinin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm iiretimi ve
mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81)

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05
Bagimh . Bagimh .
degiskenler F Sig. degiskenler F Sig.
Model 26,933 000 Model 24,994 ,000
Intercept 1.137,572 ,000 Intercept 1.208,179 ,000
pH 34,400 ,000 pH 65,587 ,000
Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklart 142,032 ,000 Sicakliklari 65,933 ,000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon
Sicakliklart 13,930 ,000 Sicakliklart 12,781 ,000
Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05 U7 (M1krob1y;:)1 <%eg§1m, =il e
pH 8,0-9,0 (Belirtilen pH degerleri azami biyofilm ; p.H.8'0'9'0IEFelT‘:t?le“vde{ger"f azami m]‘kmb‘yel y
firetiminin gerceklestigi degerlerdir) gelisimin gergeklestigi degerler olup, deger.er.arasmda i
' fark istatistiksel agidan anlamli degildir).
Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05 sicakliklari) p<0,05
55 °C (Belirtilen inkiibasyon sicaklig1 degeri azami 70 °C (Belirtilen inkiibasyon sicaklig1 degeri azami
biyofilm iiretiminin gergeklestigi degerdir). mikrobiyel gelisimin gerceklestigi deger).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,434-Orta siddete korelasyon
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Cizelge 4.24 Farklh inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm {iretim karakteristikleri (A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81).

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81

pH Skalas1

Sicakhk

40| 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 9,0 | 10,0 | 11,0

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 70 °C-pH 8,5 (% 1,0 NaCl)

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 55 °C-pH 8,5 (% 1,5 NaCl)

F81 izolatinda yine diger Anoxybacillus iiyelerine benzer sekilde mikrobiyal gelisim
acisindan daha genis bir sicaklik ve pH aralaginda bir egilim goriilmiistiir. Bu izolat
dahilinde dikkat ¢eken bir diger durum 55 °C’de biyofilm {iiretimi itibariyle genis bir
alkali toleransin goriilmesidir (pH 6,5-11,0), (Cizelge 4.24). Bu izolatta en ideal
biyofilm iiretim kosulu 55 °C’de pH 8,5 olarak saptanmistir. Yine yiiksek inkiibasyon
sicakliginda (70 °C) kayda deger diizeyde biyofilm iiretimi saptanmasi, bu izolat i¢in

dikkate deger bir diger durumdur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23 A. tepidamans DSM 16325T referans susunun farkli pH ve sicaklik
degerlerindeki biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah cergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; cizgisel grafiklerdeki siyah igaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.

Cizelge 4.25 Besiyeri pH’sinin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm iiretimi ve
mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (4. tepidamans DSM 16325")

A. tepidamans DSM 16325"

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degiskenler 3 Siig degiskenler 3 Sig.
Model 85,171 ,000 Model 51,408 ,000
Intercept 3.659,648 ,000 Intercept 5.729,899 ,000
pH 265,953 ,000 pH 161,145 ,000

Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklari 120973 ,000 Sicakliklar: 135,568 000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon

Sicakliklart 45435 ,000 Sicakliklari 21,045 ,000

Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05

Tukey Testi (M. gelisim, Ideal pH degerleri) p<0,05

gerceklestigi degerdir).

pH 6,5 (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin

pH 6,5-10,0 (Belirtilen degerler azami mikrobiyel
gelisimin gerceklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

gerceklestigi degerdir).

55 °C (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin

70 °C (Belirtilen inkiibasyon sicakligi degeri azami
mikrobiyel gelisimin gerceklestigi deger).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsay1si-Yorumu)

0,04-Korelasyon yok
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Cizelge 4.26 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm tiretim karakteristikleri (4. tepidamans DSM 16325")

A. tepidamans DSM 163257
pH Skalas1

40| 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 9,0 | 10,0 | 11,0

Sicakhk

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 70 °C-pH 8,0 (% 2,0 NaCl)

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 55 °C-pH 6,5 (% 0,0 NaCl)

A. tepidamans DSM 16325 referans susunda en ideal biyofilm iiretim kosullari pH 6,5
ve 55 °C olarak saptanmustir (Sekil 4.23). Bu sus asidik pH degerlerinde en ideal
diizeyde biyofilm iiretebilen tek iiye olarak saptanmistir. S6z konusu sus yine diger
diger Anoxybacillus tiyelerinde de belirlendigi iizere hem genis bir sicaklik araliginda
(45-70 °C) hem de genis bir pH araliginda (pH 6,0-11,0, 55 °C haricinde) mikrobiyal
gelisim gostermistir (Cizelge 4.26). Bu iiye dahilinde farkli pH degerlerindeki
mikrobiyal gelisim ve biyofilm {iretimi egilimleri arasinda korelasyon saptanmamaistir

(r: 0,04, Pearson Korelasyonu, p<0,05), (Cizelge 4.25).
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Sekil 4.24 G. thermodenitrificans DSM 465T referans susunun farkli pH ve sicaklik
degerlerindeki biyofilm {iretim ve mikrobiyal gelisim miktarlari

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; cizgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.

Cizelge 4.27 Besiyeri pH’sinin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm {iretimi ve
mikrobiyal gelisim {izerine olan etkileri (G. thermodenitrificans DSM

465")

G. thermodenitrificans DSM 465"

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degiskenler 3 Siig degiskenler 3 Sig.
Model 72,227 ,000 Model 51,408 ,000
Intercept 2.572,168 ,000 Intercept 5.729,899 ,000
pH 86,329 ,000 pH 161,145 ,000

Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklart 333,017 ,000 Sicakliklart 135,568 ,000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon

Sicakliklari 43,328 ,000 Sicakliklari 21,045 ,000

Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05

Tukey Testi (M. gelisim, Ideal pH degerleri) p<0,05

pH 7,5 ve 8,0 (Belirtilen pH degerleri azami biyofilm
tiretiminin gerceklestigi degerlerdir).

pH 6,5-7,5 (Belirtilen degerler azami mikrobiyel
gelisimin gergeklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

65 °C (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin
gerceklestigi degerdir).

55 °C, 60 °C, 65 °C (Belirtilen inkiibasyon sicakligi
degeri azami mikrobiyel gelisimin gerceklestigi deger).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,443-Orta siddette korelasyon
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Cizelge 4.28 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm {iretim karakteristikleri (G. thermodenitrificans DSM

465"
» G. thermodenitrificans DSM 465"
= pH Skalas1
]
& | 40| 50 | 55

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 60 °C-pH 7,0 (% 0,5 NaCl)

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 65 °C-pH 7,5 (% 1,0 NaCl)

G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunda en ideal biyofilm kosullari olarak
65 °C inkiibasyon sicaklig1 ve pH 7,5 degeri saptanmistir. Bu susta daha genis bir pH ve
sicaklik skalasinda mikrobiyal gelisim saptanirken, 45 °C ve 50 °C gibi diisiik

inkiibasyon sicakliklarinda biyofilm {iretimi saptanmamistir (Cizelge 4.28).
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Sekil 4.25 G. thermoglucosidans B84a izolatinin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki
biyofilm iiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.

Cizelge 4.29 Besiyeri pH’sinin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm iiretimi ve
mikrobiyal gelisim tizerine olan etkileri (G. thermoglucosidans B84a)

G. thermoglucosidans B84a

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degiskenler 3 Siig degiskenler 3 Sig.
Model 25,626 ,000 Model 79,682 ,000
Intercept 2,072,042 ,000 Intercept 2.499,511 ,000
pH 30,351 ,000 pH 204,048 ,000

Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklar 75,103 ,000 Sicakliklari 245,617 ,000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon

Sicakliklart 19,733 ,000 Sicakliklart 38,216 ,000

Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05

Tukey Testi (M. gelisim, Ideal pH degerleri) p<0,05

pH 6ii5 (Belirtilen pH degeri azami biyofilm {iretiminin
gergeklestigi degerdir).

pH 6,5-7,5 (Belirtilen degerler azami mikrobiyel
gelisimin gergeklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

55 °C (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin
gerceklestigi degerdir).

55 °C (Belirtilen inkiibasyon sicaklig1 degeri azami
mikrobiyel gelisimin gergeklestigi deger).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,302-Zay1f korelasyon
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Cizelge 4.30 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm tiretim karakteristikleri (G. thermoglucosidans B84a)

G. thermoglucosidans B84a
pH Skalas1

Sicakhk

40| 50

10,0 | 11,0

En ideal mikrobiyal gelisim kos

ulu; 70 °C-pH 7,5 (% 0,5 NaCl)

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 55 °C-pH 6,5 (% 0,5 NaCl)

G. thermoglucosidans B84a izolat1 i¢in en ideal biyofilm iiretim kosulu 55 °C’de asidik

pH’da saptanmistir (pH 6,5), (Sekil 4.25). Bu izolatta biyofilm iiretimi olduk¢a dar bir
skalada gozlenmistir (Cizelge 4.30).
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Sekil 4.26 G. thermodenitrificans D195 izolatinin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki
biyofilm tiretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah gergeveli siitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.

Cizelge 4.31 Besiyeri pH’smin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm tiretimi ve
mikrobiyal gelisim tizerine olan etkileri (G. thermodenitrificans D195)

G. thermodenitrificans D195

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh . Bagimh .
degiskenler 3 Siig degiskenler 3 Sig.
Model 26,933 000 Model 24,994 ,000
Intercept 1.137,572 ,000 Intercept 1.208,179 ,000
pH 34,400 ,000 pH 65,587 ,000

Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklar 142,032 ,000 Sicakliklari 65,933 ,000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon

Sicakliklart 13,930 ,000 Sicakliklart 12,781 ,000

Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05

Tukey Testi (M. gelisim, Ideal pH degerleri) p<0,05

pH 7,5 (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin
gergeklestigi degerdir).

pH 7,0 ve 7,5 (Belirtilen degerler azami mikrobiyel

gelisimin gergeklestigi degerler olup, degerler arasindaki

fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

65 °C (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin
gerceklestigi degerdir).

70 °C (Belirtilen inkiibasyon sicaklig1 degeri azami
mikrobiyel gelisimin gergeklestigi deger).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,434-Orta siddette korelasyon
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Cizelge 4.32 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm iiretim karakteristikleri (G. thermodenitrificans D195)

G. thermodenitrificans D195
pH Skalasi

Sicakhk

40| 50 | 55

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 70 °C-pH 7,0 (% 0,5 NaCl)

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 65 °C-pH 7,5 (% 0,5 NaCl)

G. thermodenitrificans D195 izolatinda ideal biyofilm {iiretimine yiiksek inkiibasyon
sicakliginda rastlanmistir (65 °C, pH 7,5), (Sekil 4.26). Bu izolatta genis skalada asidik

ve alkali pH’da mikrobiyal gelisim g6zlenirken, biyofilm iiretimi gérece daha dar bir
skalada gozlenmistir (Cizelge 4.32).
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Sekil 4.27 G. wvulcanii DSM 13174T referans susunun farkli pH ve sicaklik
degerlerindeki biyofilm {iretim ve mikrobiyal gelisim miktarlar

Siyah ¢ergeveli slitun azami biyofilm iiretim kosuluna; ¢izgisel grafiklerdeki siyah isaretleyici ise azami

mikrobiyal gelisim kosuluna karsilik gelmektedir.

Cizelge 4.33 Besiyeri pH’smin alt1 farkli inkiibasyon sicakliginda biyofilm {iretimi ve
mikrobiyal gelisim iizerine olan etkileri (G. vulcanii DSM 13174")

G. vulcanii DSM 131747

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05

Univariate Analizi (Mikrobiyal Gelisim) p<0,05

Bagimh ] Bagimh .
degiskenler 3 Siig degiskenler 3 Sig.
Model 19,856 ,000 Model 11,393 ,000
Intercept 780,329 ,000 Intercept 1.492,174 ,000
pH 17,904 ,000 pH 43,627 ,000

Inkiibasyon Inkiibasyon
Sicakliklar 106,895 ,000 Sicakliklari 34,194 ,000
pH *Inkiibasyon pH *Inkiibasyon

Sicakliklar 11,542 ,000 Sicakliklart 2,667 ,000

Tukey Testi (Biyofilm, Ideal pH degerleri) p<0,05

Tukey Testi (M. gelisim, Ideal pH degerleri) p<0,05

pH 7,5 (Belirtilen pH degeri azami biyofilm liretiminin
gerceklestigi degeridir).

pH 6,5-8,0 (Belirtilen degerler azami mikrobiyal
gelisimin gerceklestigi degerler olup, degerler arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli degildir).

Tukey Testi (Biyofilm Uretimi, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

Tukey Testi (Mikrobiyal gelisim, Ideal inkiibasyon
sicakliklari) p<0,05

65 °C (Belirtilen pH degeri azami biyofilm iiretiminin
gerceklestigi degerdir).

65 °C, 70 °C (Belirtilen inkiibasyon sicaklik degerleri
azami mikrobiyel gelisimin gerceklestigi degerlerdir).

Biyofilm Uretimi-Mikrobiyal Gelisim Korelasyonu (Korelasyon Katsayisi-Yorumu)

0,309-Zay1f korelasyon
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Cizelge 4.34 Farkli inkiibasyon sicakliklart ve pH degerlerindeki mikrobiyal
gelisim/biyofilm tiretim karakteristikleri (G.vulcanii DSM 13174")

G.vulcanii DSM 131747

pH Skalas1

9,0 | 10,0 | 11,0

En ideal mikrobiyal gelisim kosulu; 70 °C-pH 6,5 (% 0,5 NaCl)

gy ———

En ideal biyofilm iiretim kosulu; 65 °C-pH 7,0 (% 0,0 NaCl)

G.vulcanii DSM 13174" refeans susunda ¢ok diisik pH degerlerinde dahi mikrobiyal
gelisim saptanmistir (pH 4,0). Bu susun ideal biyofilm kosulu olarak da 65 °C
inkiibasyon sicaklig1 ve notral pH degeri saptanmistir (pH 7,0), (Sekil 4.27).

Geobacillus cinsi tiyeleri (G. glucosidans B84a izolati harig) yiiksek sicakliklarda (65
°C ve 70 °C) giiclii bir biyofilm tiretimi sergilemektedir. pH ve sicaklik degerlerinin
biyofilm iiretimine olan etkileri genel olarak degerlendirildiginde Anoxybacillus cinsi
tiyelerinin daha genis bir pH ve sicaklik skalasinda biyofilm iretebildigi
goriilmektedir.Her iki cinsin iiyeleri de genel olarak alkali pH’da biyofilm iiretim

egilimi gostermektedir (Sekil 4.28).
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A. caldiproteolyticus
A403

A. flavithermus DSM

. o 26417
A. tepidamans DSM G. wulcanii DSM

163257 131747 A. kamchatkensis

: subsp. asaccharedens
G. hermoglucosidans _ F81

B84a G. thermodenitrificans

DSM 4657

G. thermodenitrificans
D195

Sekil 4.28 Secilen 8 Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine iiye bakterilerin pH
gereksinimlerine gore ideal diizeyde biyofilm iiretebildigi kosullar

4.6 Kompeks biyofilm sistemleri icerisinde Geobacillus/Anoxybacillus cinsi
bakterilerin etkilesimlerinin arastirilmasi

Calisma dort termofilik bakteri i¢cin de miimkiin mertebe ideal olan inkiibasyon kosullar
almarak yiriitilmiistiir [pH 7,0, 60 °C, standart TSB (% 0,5 NaCl katkili)]. Her bir
bakterinin tek tek ve olasi tiim ikili kiiltiir kombinasyonlar1 denenerek, dort bakterinin
ortak bir biyofilm sistemi icerisindeyken gorece ne diizeyde toplam biyofilm iiretimine

katkida bulunduklar1 saptanmistir.

A. flavithermus DSM 26417 referans susu ile G. thermoglucosidans B84a izolatinin ikili
kiltirti disinda, tim ikili Anoxybacillus-Geobacillus ikili kiiltiir kombinasyonlarinda
toplam biyofilm iiretim kapasitesinde anlamli bir artis saptanmistir (Tek Yonlii Varyans

Analizi, p<0,05), (Sekil 4.29).

151



imi

(05%-05%) T84-ev8d

(05 %-05 %) T84-59% INSA

(0S %-% 0S) eY89-59t INSA

8&9- (05 %-0G %) T84-Tv9Z WSA

2020 - (05 %-0G %) ev8a-Tv9Z NS

. (0s
5907 I %-0S %) SO INSA-Tr9Z INSA

-

<P

5 8170 (-05 9%) eveg
£

5

z soe'o {8 (007 9%) eveg
0

=

=

= )

v erir'Q H (-0S %) S9¥ INSA
.m

o

6T0'T (00T %) G9v INSA

092'0 t  (-0S %) 184

Gi7'0 H (00T %) T84

<t

vzl0 - (05 %) T¥92 WS

/G0'T (00T %) T¥9Z INSA

wusesdo

152

Sekil 4.29 Terfomilik basillerin tekli kiiltiirlerinin ve farkli olasi kombinasyonlar ile hazirlanan ikili kiiltiirlerin biyofilm {irrtiminin
belirlenmesi




4.7 Major (kazein-laktoz) ve minér (K', Na', Mg?*, Ca®") siit bilesenlerinin
mikrobiyal gelisim ve biyofilm iiretimi iizerine olan etkilerinin arastirilmasi

Bu asamada ilk etapta biyofilm {iretimi i¢in c¢alisilan bakterilerin gereksinim duyacagi
temel cevresel parametlerinden (pH, tuzluluk, sicaklik) farkli olarak siit igerigini
yansitacak mahiyette major ve minor siit bilesenlerindeki degisimlerin biyofilm iiretimi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Mevcut siit bilesenlerinin biyofilm iiretimi iizerindeki
etkisi degerlendirilirken, siit bilesenlerinin Bazal Medium besiyerine ilavesi sonucu s6z
konusu durumda neden olabilecegi olast riskler termofilik basillerin biyofilm iiretim
kapasitelerine olan etkileri agisindan degerlendirilmistir. Calismalar yine iki kritik

inkiibasyon sicakliginda (55 °C ve 65 °C) ve polistiren yiizeylerde yiiriitilmiistiir.

4.7.1 Kazeinin termofilik basillerin mikrobiyal gelisimi ve biyofilm iiretimi iizerine
olan etkileri

A. caldiproteolyticus A403 izolatinda her iki sicaklikta da artan kazein miktari
mikrobiyal gelisimi tesvik ederken, biyofilm {iretimindeki tesvik g¢alisilan en yiliksek
kazein konsantrasyonunda (% 3,0) gortilmiistiir (Tukey Testi, p<0,05), (Sekil 4.30.a). A.
flavithermus DSM 2641 susunda kazein konsantrasyonundaki hafif artis (% 0,5)
mikrobiyal gelisimi tesvik etmeye kafi gelmistir. % 0,5-% 3,0 konsantrasyonlarinin
mikrobiyal iiretime olan artistaki etkileri arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmamistir (Tukey testi, p<0,05). Kazeinin bu referans sugun biyofilm {iretimine bir
katki sagladigi goriilmemistir (Sekil 4.30.b). A. kamchatkensis subsp. asaccharedens
F81 izolatinda 65 °C’de kazeindeki her konsantrasyon artist mikrobiyal gelisimi
artirirken, 55 °C’de % 1,5-% 3,0 kazein konsantrasyonlarinin mikrobiyal iiretime olan
katkilart arasindaki fark anlamli bulunmamistir (Tukey testi, p<0.05). Kazein
konsantrasyonundaki artis biyofilm iiretiminde hafif bir artisa neden olmustur (65 °C,
istatistiksel acidan anlamli degildir), (Sekil 4.30.c). A. tepidamans DSM 16325"
susunda kazein konsantrasyonlarindaki artis her iki inkiibasyon sicakliginda mikrobiyal
gelisimi tesvik ederken, biyofilm iiretimi iizerinde bir etki saglamamistir (Sekil 4.30.d).
G. thermodenitrificans DSM 465" susunda 65 °C’de kazein artisi mikrobiyal gelisimi
tesvik ederken, 55 °C’de mikrobiyal gelisimde herhangi bir etki gostermemistir.

Kazeinin yine bu susun biyofilm iiretimine miispet bir katkis1 olmamistir (Sekil 4.31.a).
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G. thermoglucosidans B84a izolatinda 65°C’de artan kazein konsantrasyonu mikrobiyal
gelisime katki saglarken (% 1,0-1,5-1,8-2,1-2,4-2,7-3,0 gruplar1 arasindaki fark anlamli
degil Tukey testi, p<0,05), 55 °C’de artan kazein konsantrasyonlar1 mikrobiyal gelisimi
inhibe etmistir (Sekil 4.31.b). G. thermodenitrificans D195 izolatinda 65 °C’de artan
kazein konsantrasyonu mikrobiyal gelisime katki saglarken (% 1,0-1,5-1,8-2,1-2,4
gruplar1 arasindaki fark anlamli degil Tukey testi, p<0.05), 55 °C’de degisen kazein
konsantrasyonlar1 mikrobiyal gelisimi etkilememistir (konsantrasyonlar arasindaki fark
anlamli bulunmamistir Tukey testi, p<0,05). 65 °C’deki biyofilm iiretiminde % 1,0 ve
tizeri kazein konsantrasyonlarinda kayda deger bir artis gozlenmistir (Sekil 4.31.c).
G.vulcanii DSM 131747 susunda her iki inkiibasyon sicakhiginda artan kazein
konsantrasyonlar1 mikrobiyal gelisimi tesvik ederken, biyofilm {iretimi iizerinde miispet

bir etki gostermemistir (Sekil 4.31.d).
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Sekil 4.30 Kazeinin Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
iiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri {izerine olan etkileri
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Sekil 4.31 Kazeinin Geobacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm tiretimleri
ve mikrobiyal gelisimleri {izerine olan etkileri
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4.7.2 Laktozun termofilik basillerin mikrobiyal gelisimi ve biyofilm iiretimi
iizerine olan etkileri

Farkli laktoz konsantrasyonlarinin A. caldiproteolyticus A403 izolatin gerek mikrobiyal
gelisimi gerekse biyofilm tiretimi {izerinde anlamli bir etkisinin olmadigi saptanmistir
(Sekil 4.32.a). A. flavithermus DSM 26417 referans susunda 55 °C’de laktoz
konsantrasyonundaki artis mikrobiyal gelisim {lizerinde miispet bir etki gosterirken, 65
°C’de % 1’lik laktoz igerigi mikrobiyal gelisim {izerinde anlamli bir etki gostermistir
(Tukey Testi, p<0,05). Bu susta laktozun biyofilm tiretimi tizerinde 6nemli bir etkisi
saptanmamustir (Sekil 4.32.b). A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinda
laktozun tek anlamli etkisi 55 °C’de mikrobiyal gelisim iizerinde olmustur (Sekil
4.32.c). A. tepidamans DSM 16325" susunda yalmizca yiiksek konsantrasyonda laktoz
iceriginde (% 5,5 ve % 6,0) 55 °C’de mikrobiyal gelisim iizerinde kayda deger sonuglar
elde edilmistir (Tukey Testi, p<0,05) (Sekil 4.32.d). G. thermodenitrificans DSM 465"
referans susunda laktozun ne mikrobiyal gelisim ne de biyofilm {iretimi iizerinde bir
etkisi saptanmistir (Sekil 4.33.a). G. thermoglucosidans B84a izolatinda laktoz yliksek
konsantrasyonlarda yalnizca mikrobiyal gelisim iizerinde diisiik diizeyde bir artisa
neden olmustur (Sekil 4.33b). G. thermodenitrificans D195 izolatinda laktozun herhangi
bir etkisi saptanmamustir (Sekil 4.33c). G. vulcanii DSM 131747 susunda diisiik
konsantrasyonlu laktoz igerigi (% 1,0) mikrobiyal gelisim iizerinde anlamli bir artis
saglamistir (Sekil 4.33.d). Besiyeri igerigine farkli konsantrasyonlarda laktoz ilavesi
yalnizca laktozu fermente edebilen (A. caldiproteolyticus, A. flavithermus, A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens, G. vulcanii) izolat ve referans suglarin mikrobiyal
gelisimini  olumlu ydnde etkilerken, biyofilm {iretimini kayda deger diizeyde

etkilememistir.
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Sekil 4.32 Laktozun Anoxybacillus izolatlarnin ve referans suslarinin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri {izerine olan etkileri
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Sekil 4.33 Laktozun Geobacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm tiretimleri
ve mikrobiyal gelisimleri {izerine olan etkileri
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4.7.3 Kalsiyumun termofilik basillerin mikrobiyal gelisimi ve biyofilm iiretimi
iizerine olan etkileri

Anoxybacillus izolat ve referanslarinda artan kalsiyum konsantrasyonlari mikrobiyal
gelisimi inhibe edecek mahiyette etki gosterirken, A. flavithermus DSM 26417 susu
hari¢ diger tim Anoxybacillus iiyelerinde yiiksek kalsiyum konsantrasyonu (1,75-2,0
mg/mL) biyofilm iiretimini ciddi 6lgiide tesvik etmistir. Ancak belirtilen kalsiyum
konsantrasyonu siklikla tiikketime sunulan standart inek siitliniin igerdigi ortalama
kalsiyum igeriginden yiiksektir (1,0-1,5 mg/mL). 1,75 mg/mL {iizerindeki kalsiyum
konsantrasyonlar1 ilgili bakterilerin biyofilm iiretimleri acisinda kritik bir esige isaret
etmektedir (Sekil 4.34). G. thermoglucosidans B84a izolat1 disindaki tiim Geobacillus
tiyelerinde artan kalsiyum konsantrasyonlart biyofilm iiretimi tesvik edecek
mahiyettedir. Anoxybacillus tyelerindekinden farkli olmayacak sekilde biyofilm
iiretiminin tesvik edilmesi icin gereken konsantrasyon esigi bu grubun iiyelerinde de
aynt bulunmustur (1,75 mg/mL). S6z konusu durum bu bilesen acisindan hem
Anoxybacillus hem de Geobacillus cinsi iiyelerinin biyofilm iiretimleri itibariyle benzer

riskler dogurabilecegine isaret etmektedir (Sekil 4.35), (Tukey Testi, p<0,05).
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Sekil 4.34 Kalsiyumun Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri lizerine olan etkileri
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Sekil 4.35 Kalsiyumun Geobacillus izolatlarinin ve referans suslarimin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri lizerine olan etkileri
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4.7.4 Potasyumun termofilik basillerin mikrobiyal gelisimi ve biyofilm iiretimi
iizerine olan etkileri

Artan K* konsantrasyonlari, A. flavithermus DSM 26417 susu haricinde Anoxybacillus
cinsi liyelerinin gerek mikrobiyal gerekse biyofilm iiretimleri ilizerinde kayda deger bir
etki goOstermemistir. Belirtilen susta artan potasyum konsantrasyonlar1 mikrobiyal
gelisim iizerinde inhibe edici bir etki gostermistir (Sekil 4.36). Artan K
konsantrasyonlari, G. thermoglucosidans B84a izolati haricinde Geobacillus cinsi
tiyelerinin gerek mikrobiyal gerekse biyofilm iiretimleri lizerinde kayda deger bir etki
gostermemistir. Belirtilen izolatta ise artan potasyum konsantrasyonlart mikrobiyal

gelisim iizerinde miispet bir etki gostermistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.36 Potasyumun Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
iiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri lizerine olan etkileri
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Sekil 4.37 Potasyumun Geobacillus izolatlarinin ve referans suslarmin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri {izerine olan etkileri
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4.7.5 Mazgnezyumun termofilik basillerin mikrobiyal gelisimi ve biyofilm iiretimi
iizerine olan etkileri

A. flavithermus DSM 26417 referans susunda ve A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81 izolatinda artan magnzeyum konsantrasyonlari mikrobiyal gelisimi
tesvik etmistir. Artan magnezyum konsantrasyonlarinda biyofilm {iretimindeki artis
yalnizca A. tepidamans DSM 16325 referans susunda goriilmiistiir (Tukey Testi,
p<0,05), (Sekil 4.38). Degisen magnezyum konsantrasyonlarinin Geobacillus cinsi
tiyelerinin mikrobiyal gelisimleri ve biyofilm {iretimleri {izerinde genel olarak bir etkisi
saptanmazken, biyofilm iretiminde artis bir tek G. thermodenitrificans DSM 465"
susunda saptanmistir (Tukey Testi, p<0,05) (Sekil 4.39).

166



a A. caldiproteolyvticus A403
0.6 —4—Mikrobival Gelisim
g (55°C-96 saat)
i 0.4 ; = = 3 m  —B=Mikrobiyal Gelisim
) I T - {65°C-96 saat)
8 g2 :___%:—é—H Biyofilm Uretimi (55°C-
o= 96 saat)
0 =—ri=Biyofilm Uretimi (65°C-
. . = . . 96 saat)
g g g = =
“&n “&n =) & “&n
g g g g g
s g & g 3
(=] [==] (=]
Magnezyum Konsantrasyonlari
b A. flavithermus DSM 2641
0.6 ——Mikrobiyal Geligim
g (55°C-96 saat)
w04 —B—Mikrobiyal Gelisim
7 (65°C-96 saat)
g 0.2 = _ —+—Biyofilm Uretimi (55°C-
96 saat)
0 ; s . =wimBiyvofilm Uretimi (65°C-
= = = = = 96 saat)
= = = = =
“gh “8h “&h & &n
8 8 8 8 8
] ] (] (=] =t
= — ™~ o =
=] =] [
Magnezyum Konsantrasyonlar:
¢ A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81
a 0.6 —o—=Mikrobiyal Gelisim
g (55°C-96 saat)
v 0.4 —B—Mikrobival Gelisim
= (65°C-96 saat)
o] 0.2 . -Biyofilm Uretimi (55°C-
96 saat)
0 - —=Biyofilm Uretimi (65°C-
3 = = = = 96 saat)
= (= (= = =
“gh "8 “8h “&n “&h
g g g g g
] L] ] ] =g
=1 — o ot =1
(=] [==] (=]
Magnezyum Konsantrasyonlar:
a A. tepidamans DSM 16325
1 —¢—Mikrobiyal Gelisim
0.8 L= “"'—\?i-—c.— (55°C-96 saat)
0.6 —B—\likrobival Gelisim
g p - = {(65°C-96 saat)
e 04 — ™ = -Bivofilm Uretimi (55°C-
(=) o = £ .
o2 = = — 96_ saat} o
8 0 —~=Biyofilm Uretimi (65°C-
96 saat)
= — = — —
g g g g g
&N “&h “8h “8n &
g = = g8 g
[==] = [=] [=] =t
[ — ™~ o1 o
] [e] (=]
Magnezyum Konsantrasyonlar:

Sekil 4.38 Magnezyumun Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri lizerine olan etkileri
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Sekil 4.39 Magnezyumun Geobacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri lizerine olan etkileri
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4.7.6 Sodyumun termofilik basillerin mikrobiyal gelisimi ve biyofilm iiretimi
iizerine olan etkileri

Tiim Anoxybacillus ve Geobacillus cinsi iiyelerinin biyofilm tiretimleri i¢in gereksinim
duyduklar1 Na® gereksinimleri, daha &ncesinde “biyofilm iiretimleri icin farkli NaCl
konsantrasyonlarinin etkileri” konulu c¢alismadan elde edilen bulgularla paralellik
gostermektedir. Ancak standart siit tipleri icerisindeki sodyum konsantrasyonlarinin
daha onceki caligma planinda tercih edilen sodyum konsantrasyonlarinin ¢ok altinda
olmasina bagli olarak, artan Na® konsantrasyonlarmda biyofilm iiretiminde goriilen
carpict artis bu calismadan elde edilen biyofilm {iiretim degerlerindeki artisin ¢ok
{izerindedir. Ozetle standart siit tiplerinin igerisindeki ortalama Na® konsantrasyonlari
biyofilm iiretimi {izerinde olumsuz bir etki yaratmazken, bazi sus ve izolatlarin biyofilm

tiretimine belirgin bir katki saglamaktadir (Sekil 4.40 - 4.41).
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Sekil 4.40 Sodyumun Anoxybacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
iiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri lizerine olan etkileri
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Sekil 4.41 Sodyumun Geobacillus izolatlarinin ve referans suslarinin biyofilm
tiretimleri ve mikrobiyal gelisimleri {izerine olan etkileri
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4.8 Geobacillus ve Anoxybacillus Uyelerinin Siit Ortamindaki Farkh Abiyotik
Yiizeylerde Biyofilm Uretim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Geobacillus ve Anoxybacillus cinslerine iiye toplam 8 bakterinin polikarbonat,
polipropilen, polivinil kloriir, paslanmaz ¢elik, polistiren ve cam tabiatinda olan 6 farkl
abiyotik ylizeyde, standart tam yagh siit i¢eriginde ve iki kritik inkiibasyon sicakliginda
(55 °C ve 65 °C) ve 48 saat sonunda olusturduklar1 biyofilmlerdeki koloni sayimlariin
hiicre yiizey alanlarina boliinmesiyle elde edilen oranlar (log(kob/cm?) ile bu sonuglarin
istatistiksel analizleri, ¢izelge 4.35-4.44’te sunulmustur. Istatistiksel analizler dahilinde
hem yiizeylerin hem de inkiibasyon sicakliklarinin her bir izolat ve referans susun
biyofilm tiretimleri tizerine olan etkileri “Univariate” analizi ile saptanmistir (p<0,05).
Tiim bakteriler i¢in her bir sicaklikta abiyotik yiizeylerin bakteriyal tutunma tizerindeki
etkileri “Tukey Testi” ile kiyaslanmstir (p<0,05). Istatistiksel sonuglarin 6zetlendigi
cizelgelerin yani sira farkli abiyotik yiizeylerdeki biyofilm {iretim miktarlar1 sekil 4.42-
4.51°de verilmistir.
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Cizelge 4.35 A. caldiproteolyticus A403 izolatinin standart tam yaglh siit igeriginde 6
farkli abiyotik ylizey iizerindeki biyofilm iiretim miktarlari

A. caldiproteolyticus A403
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l g a}]l(:Yuzey/Yuzeyler) p<0,05
Bagimh .
< F Sig.
degiskenl
cetRenter 1) Cam, Paslanmaz Celik, Polipropilen, Polikarbonat*
Model 17,004 ,000 2) Polivinil kloriir, Polistiren*
Intercept 1.112,484 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklart 8,395 ,000 65 °C
Abiyotik Yiizeyler 34,817 ,000 1) Polistiren
Inkiibasyon 2) Polivinil kloriir, Polikarbonat, Cam*
Sicakliklarr™ 18,226 ,000 3) Paslanmaz gelik, Polipropilen*
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm iiretimi ilizerine olan etkilerine gore siralanmistir
(Yiiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamaistir.

4,0

3,07

log(kob/cm2)

ylzeyler
% [_IPolikarbonat

Abiyotik

P Paslanmaz celik
[FPolipropilen

Ef Polistiren
[MPolivinil klorair

T
55°C

T
65°C

Sekil 4.42 A. caldiproteolyticus A403 izolatinin standart tam yagl siit iceriginde 6 farkli
abiyotik yiizey tizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

A. caldiproteolyticus A403 izolat1 tam yagh siit igeriginde 55 °C’de sirasiyla cam,

paslanmaz celik, polipropilen ve polikarbonat yiizeyler {izerinde biyofilm tiretirken, 65

°C’de hidrofobik bir yiizey olan polistiren ylizeyde biyofilm iiretimistir (Cizelge 4.35,

Sekil 4.42).

173




Cizelge 4.36 A. flavithermus DSM 2641" referans susunun standart tam yagl siit
iceriginde 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

A. flavithermus DSM 26417
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l g a}]l(:Yuzey/Yuzeyler) p<0,05
Bagimh n
< F . .
degiskenler Sig 1) Polistiren
Model 18711 000 2) Polivinil 1_<lorur, Pzislanmaz celik, Polikarbonat
3) Cam, Polipropilen
Intercept 1.125,654 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklari 14,098 ,000 65 °C
Abl_y()tik Mz 129,464 ,000 1) Polivinil kloriir, Polistiren, Polikarbonat, Paslanmaz
Inkiibasyon celik, Polipropilen*
Sicakliklart* 3,798 ,015 2) Cam
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm {iretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmustir
(Yiiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamaistir.

| Abiyotik
3.0 yluzeyler
% [1Polikarbonat
. ¥ WP Praslanmaz celik
+0 _%ﬂ EfPolipropilen
. B Polistiren
= [P olivinil klorar
L 3.07 am
K=
=]
=
[=2]
2 2’0_ M

1.0

T T
55°C 65°C

Sekil 4.43 A. flavithermus DSM 2641" referans susunun standart tam yagli siit
iceriginde 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

A. flavithermus DSM 26417 referans susu tam yagl siit ieriginde 55 °C’de hidrofobik
karakteristikte olan polistiren ylizey iizerinde biyofilm {retirken, 65 °C’de yine
hidrofobik yiizeyler olan (paslanmaz ¢elik hari¢) polivinil kloriir, polistiren,

polikarbonat ve polipropilen yilizeylerde biyofilm tiretmistir (Cizelge 4.36, Sekil 4.43).
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Cizelge 4.37 A. kamchatkensis subsp. asaccharadens F81 izolatinin standart tam yagh
stit igeriginde 6 farkli abiyotik ylizey lizerindeki biyofilm tiretim miktarlar

A. kamchatkensis subsp. asaccharadens F81
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Testi (Biyofilm, Ide?i:Yuzey/Yuzeyler) p<0.0555
Bagimh . .
degiskenler F Sig. 1) Pas_lanme_lz gelik
2) Polipropilen
Model 71,228 ,000 3) Polikarbonat, Cam*
Intercept 5.639,845 000 4) Polistiren, Polivinil klortir*
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklari 122,667 ,000 65 °C
Abl_y()tik Yuzeyler 22,412 ,000 1) Polipropilen, Paslanmaz gelik*
Inkiibasyon 2) Polikarbonat, Polistiren*
Sicakliklar1* 38,859 ,000 3) Polivinil kloriir, Cam*
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm iiretimi lizerine olan etkilerine gore siralanmistir
(Yiiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamaistir.

Abiyotik
6.0 ylzeyler
[ IPolikarbonat
P2 Paslanmaz celik
— 57
3.0 % [IPolipropilen
. == Polistiren
e 4.0 [ Polivinil kloriir
9 — ES Ccam
= FZZZ
o h— L
% 3,07
o
- e = E@_
2,07 ==
1,0 %
90 T T
55°C 65°C

Sekil 4.44 A. kamchatkensis subsp. asaccharadens F81 izolatinin standart tam yagl siit
iceriginde 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

A. kamchatkensis subsp. asaccharadens F81 izolat1 55 °C’de biyofilm iiretimi i¢in en
cok, gorece hidrofilik bir yiizey olan paslanmaz gelik yiizeyi tercih ederken, 65 °C’de
hem hidrofilik (paslanmaz ¢elik) hem de hidrofobik yiizeyleri (polipropilen) tercih
etmistir (Cizelge 4.37, Sekil 4.44).
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Cizelge 4.38 A. tepidamans DSM 16325" standart susunun tam yagh siit iceriginde 6
farkli abiyotik yiizey tizerindeki biyofilm iiretim miktarlari

A. tepidamans DSM 16325"
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l ; allllcYuzey/Yuzeyler) p<0,05
de];isglz:llllller F Sig. 1) Paslanmaz celik
2) Cam, Polipropilen*
Model 30,030 ,000 3) Polistiren
Intercept 2285409 000 4) Polivinil kloriir, Polikarbonat*
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklart 37,675 ,000 65 °C
Abiyotik Yiizeyler
_y = L 43,747 000 1) Polikarbonat, Paslanmaz c¢elik, Cam, Polistiren,
Inkiibasyon Polipropilen*
Sicakliklar1* 18,363 ,000 2) Cam
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm {iretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmustir
(Yiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamustir.

Abiyotik
6,0 ylzeyler
[ IPolikarbonat
5.0 P Paslanmaz ¢elik
’ [ilPolipropilen
Ef Polistiren
g 4,0 [MPolivinil klorir
L B cam
3
= 3,07
g B
- @ —
o i
=
1,0
0

T
55°C

T
65°C

Sekil 4.45 A. tepidamans DSM 16325" standart susunun standart tam yagli siit
iceriginde 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

A. tepidamans DSM 16325 referans susunun 55 °C’de ve 65 °C biyofilm iiretimi i¢in

en ¢ok tercih ettigi abiyotik yiizeyler sirasiyla paslanmaz gelik ve polikarbonat olmustur

(Cizelge 4.38, Sekil 4.45).
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Cizelge 4.39 Tum Anoxybacillus iiyelerinin tam yagh siit i¢eriginde 6 farkli abiyotik
yiizey tizerindeki biyofilm tiretim miktarlar

Tum Anoxybacillus tiyeleri
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Testi (Biyofilm, I;l ;iICYuzey/Yuzeyler) p<0,05
Bagimh = Si
degiskenler g 1) Paslanmaz ¢elik, Polipropilen, Polistiren*
Model 2892 002 2) Cam, Polivinil kloriir, Polikarbonat*
Intercept 877,524 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklart 2,950 015 65 °C
Abiyotik Yiizeyler 6,611 011
Inkiibasyon 1)Polipropilen, Polikarbonat, Paslanmaz ¢elik,
Sicakliklari® 2,640 027 Polivinil kloriir, Polistiren, Cam*
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm {iretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmustir
(Yiiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamustir.

Abiyotik
6,07 ylzeyler
[_IPolikarbonat
5 0 FZ Paslanmaz celik
’ [IPolipropilen
. E= Polistiren
& 4,07 [MPolivinil klorir
o ¥ Ccam
s
o
= 3,07
(=]
o
2.0
1,07
L0

T
55°C

T
65°C

Sekil 4.46 Tim Anoxybacillus iiyelerinin standart tam yagh siit iceriginde 6 farkli
abiyotik yiizey tizerindeki biyofilm iiretim miktarlari

Tiim Anoxybacillus iyelerinin 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki tutunma ve biyofilm

iiretme yonelimleri degerlendirildiginde bu cinsin 55 °C’de en ¢ok tercih ettigi yilizeyler

paslanmaz celik, polipropilen ve polistiren olarak saptanirken; 65 °C’de ise tiim

abiyotik yiizeyler iizerinde esit dilizeyde biyofilm iiretme kabiliyetinde oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.39, Sekil 4.46).
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Cizelge 4.40 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun tam yagl siit
iceriginde 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki biyofilm {iretim miktarlar1

G. thermodenitrificans DSM 465"

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l ; allllcYuzey/Yuzeyler) p<0,05
Bagimh = Sig 1) Cam
degiskenler ) 2) Polistiren, Polikarbonat, Polipropilen, Polivinil
Model klortir*
2,555 63,462 3) Paslanmaz gelik
Intercept 289,809 7.197,181
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklar 1,409 34,987 65 °C
Abiyotik Yiizeyler 6,457 160,355
Inkiibasyon 1) Polikarbonat, Paslanmaz gelik*
Sicakliklart* 3,158 78,439 2) Cam, Polistiren, Polivinil kloriir, Polipropilen*
Abiyotik Yiizeyler

*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm {iretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmustir
(Yiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamaistir.

Abiyotik
6,07 ylzeyler
[ IPolikarbonat
P2 P aslanmaz gelil
5,07
s [[Polipropilen
. = Polistiren
Y 4.0- [MIPolivinil klort
o B8 Cam
=
o
= 3,07
o —
o
2.0 =
1.0
,0 T T
55°C 65°C

Sekil 4.47 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun standart tam yagl siit
iceriginde 6 farkli abiyotik yiizey lizerindeki biyofilm iiretim miktarlar

G. thermodenitrificans DSM 465" referans susu 55 °C’de en ¢ok hidrofilik tabiatta olan
cam Yyiizey lizerinde, 65 °C’de ise hidrofobik tabiatta olan polikarbonat yiizey iizerinde

biyofilm tiretim egilimi gostermistir (Cizelge 4.40, Sekil 4.47).
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Cizelge 4.41 G. thermoglucosidans B84a izolatinin tam yagh siit igeriginde 6 farkli
abiyotik yiizey iizerindeki biyofilm tiretim miktarlar

G. thermoglucosidans B84a
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l ; allllcYuzey/Yuzeyler) p<0,05
Bagimh = Si
degiskenler g 1) Cam, Polistiren, Polikarbonat*
Model 11825 000 2) Polivinil kloriir, Polipropilen, Paslanmaz ¢elik*
Intercept 11.211,244 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklari 6,150 ,000 65 °C
Abiyotik Yiizeyler
_y = Y 25,469 000 1) Polikarbonat, Paslanmaz celik*
Inkiibasyon 2) Polipropilen
Sicaklhiklarr* 18,290 ,000 3) Cam, Polivinil kloriir, Polistiren*
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm iiretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmigtir
(Yiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri istatistiksel anlamda fark bulunamamustir.

Abiyotik
6,01 ylzeyler
[ IPolikarbonat
PiPaslanmaz celik
— [ilPolipropilen
. s % EflPolistiren
Lo [P olivinil kloriir
E @ Bicam
0
Q
g &8
[ =]
o
2.0
1.0
0

T T
55°C 65°C

Sekil 4.48 G. thermoglucosidans B84a izolatinin standart tam yagl siit igeriginde 6
farkl1 abiyotik yiizey tizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

G. thermoglucosidans B84a izolatinin iki kritik inkiibasyon sicakliginda ve tam yagl
stit icerigindeki biyofilm {iiretim davraniglarina bakildiginda hidrofilik ve hidrofobik
yiizey ayrimi goriillmemektedir (Cizelge 4.41, Sekil 4.48).
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Cizelge 4.42 G. thermodenitrificans D195 izolatinin tam yagh siit iceriginde 6 farkli
abiyotik yiizey iizerindeki biyofilm tiretim miktarlar

G. thermodenitrificans D195
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l ; allllcYuzey/Yuzeyler) p<0,05
de];isglz:llllller F Sig. 1) Paslanmaz celik
2) Cam, Polivinil kloriir, Polistiren*
Model 50,124 ,000 3) Polikarbonat, Polipropilen*
Intercept 3.876,696 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklari 40,647 ,000 65 °C
Abiyotik Yiizeyler
~y N ¢ 144,281 000 1) Polivinil kloriir
Inkiibasyon 2) Cam, Polikarbonat, Polistiren, Paslanmaz c¢elik,
Sicakliklart* 36,324 ,000 Polipropilen*
Abiyotik Yiizeyler
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm {iretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmustir
(Yiksekten diisiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamustir.

Abiyotik
6,0 ylzeyler
[]Polikarbonat
] % A Paslanmaz celik
5’0 | 7S i .
— [FlPolipropilen
—_ EH Polistiren
2 4,0 @ [l Polivinil klorir
s 4
° ﬁ— am
O
L 3.0
2| =
= ==
2.0
1.0
,0 T T
55°C 65°C

Sekil 4.49 G. thermodenitrificans D195 izolatinin standart tam yagh siit igeriginde 6
farkl1 abiyotik yiizey tizerindeki biyofilm {iretim miktarlar

G. thermodenitrificans D195 izolat1 55 °C’de ve 65 °C’de biyofilm iiretimi i¢in sirasiyla
paslanmaz celik yiizey (gorece hidrofilik yiizey) ve polivinil kloriir ylizey (hidrofobik
yiizey) tercih etmistir (Cizelge 4.42, Sekil 4.49).
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Cizelge 4.43 G. vulcanii DSM 131747 referans susunun tam yagh siit iceriginde 6 farkli
abiyotik yiizey iizerindeki biyofilm liretim miktarlari

G. vulcanii DSM 131747
Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l ; allllcYuzey/Yuzeyler) p<0,05
dg?gﬁ?;fer F Sig. 1) Polistiren
= 2) Paslanmaz gelik
Model 84,952 ,000 3) Polikarbonat, Polivinil kloriir, Polipropilen, Cam*
Intercept 5.146,920 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklart 69,163 ,000 65 °C
Abiyotik Yiizeyler
S ¥ 204,767 ,000 1) Cam
inkiibasyon g golilvinil klon'lilrl; Polistiren, Polipropilen*
Sicakliklart* 78.550 000 aslanmaz el
Abiyotik Yiizeyler 4) Polikarbonat
*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm iiretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmigtir
(Yiksekten diisige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamustir.

Abiyotik
6,07 ylzeyler
[ ]Polikarbonat
@ Wz Paslanmaz celik
5,0 [[Polipropilen
: === B Polistiren
~ ://A MM Polivinil kloriir
5 4,0 . id Cam
3 B
[=]
e
3
- 3.0
200 =
1.0

T
65°C

Sekil 4.50 G. vulcanii DSM 13174 referans susunun standart tam yagli siit iceriginde 6
farkli abiyotik ylizey iizerindeki biyofilm iiretim miktarlari

G. vulcanii DSM 131747 referans susu 55 °C’de en ¢ok hidrofobik bir yiizey olan
polistiren yiizey tizerinde biyofilm iiretirken; 65 °C’de hidrofobik bir yilizey olan cam

yiizey lizerinde biyofilm tiretmistir (Cizelge 4.43, Sekil 4.50).
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Cizelge 4.44 Tim Geobacillus tiyelerinin tam yagl siit igeriginde 6 farkli abiyotik
yiizey tizerindeki biyofilm tiretim miktarlar

Tiim Geobacillus tiyeleri

Univariate Analizi (Biyofilm Uretimi) p<0,05 Tukey Test (Biyofilm, I;l ; allllcYuzey/Yuzeyler) p<0,05
deBg?;gl::lnlller F Sig. 1) Polistiren, Cam*
2) Polivinil Kkloriir, Polikarbonat, Polipropilen,
Model 2,045 ,029 Paslanmaz ¢elik*
Intercept 1.553,767 ,000
Inkiibasyon Tukey Testi (Biyofilm, Ideal Yiizey/Yiizeyler) p<0,05
Sicakliklari 1,075 377* 65 °C
AblyOtlk Yiizeyler ,514 ,475*
Inkiibasyon 1) .Polivi_nil kloriir, Ifol.ipropilen, Cam, Paslanmaz
Sicakliklari® 3036 013 ¢elik, Polikarbonat, Polistiren*
Abiyotik Yiizeyler

*Her bir inkiibasyon sicakliginda 6 farkli abiyotik yiizeyin biyofilm {iretimi iizerine olan etkilerine gore siralanmustir
(Yiiksekten diigiige dogru). Her bir sirada birden fazla sayida bulunan abiyotik yiizeylerin biyofilm iiretimine olan
etkileri arasinda istatistiksel anlamda fark bulunamamaistir.

Abiyotik
6,0- yluzeyler

[ 1Polikarbonat

¥ Paslanmaz ¢elik
[E]Polipropilen

Ef Polistiren

M Polivinil klortr
am

log(kab/cm?2)

1.0 T T
55°C 65°C

Sekil 4.51 Tim Geobacillus iiyelerinin standart tam yagl siit iceriginde 6 farkli abiyotik
ylizey lizerindeki biyofilm iiretim miktarlari

Tim Geobacillus tiyelerinin tam yagl siit igeriginde 6 farkli farkli abiyotik yilizey
tizerindeki biyofilm iiretim kapasiteleri goz onilinde bulunduruldugunda 55 °C’de en ¢ok
polistiren ve cam yiizeyler tercih edilirken; 65 °C’de abiyotik yiizeyler arasinda bir fark
saptanmamustir (Cizelge 4.44 ve Sekil 4.51). Calisilan yiizeylerin hidrofobisitelerine ve
hidrofilisitelerine goére mikrobiyal tutunma paternleri, inkiibasyon sicakliklarinin

degisimine bagli olarak cesitlenebilmektedir (Cizelge 4.35-4.44). So6z konusu
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cizelgelerde her iki inkiibasyon sicakliginda bakterilerin biyofilm iiretim davraniglarina
gore tercih ettikleri yiizeyler istatistiksel sonuglara gore ¢oktan aza goére siralanmistir.
Calisilan Anoxybacillus ve Geobacillus tiyelerinin standart tam yaglh siit ortaminda 6
farkl1 abiyotik yiizey lizerindeki mikrobiyal tutunma paternleri dikkate alinarak, her bir
iye icin daha sonraki ¢aligmalart yiiriitmek adina iki ideal yiizey secilmistir. Bu se¢cim
sonucunda calisma dahilindeki tiim termofilik basiller i¢in biyofilm iiretim davranisi
acisindan ele alindiginda, 55 °C’de cam gibi yiiksek hidrofilik 6zellige sahip bir
ylizeyin, 65 °C’de ise gorece hidrofilik bir karakteristige sahip olan 316 L tipi
paslanmaz celik yiizeyin tercih edildigi goriilmektedir. 55 °C’de biyofilm {iiretimi
acisindan, cami sirasiyla polistiren ve polikarbonat takip ederken, 65 °C’de ise

paslanmaz celigi polivinil kloriir ve polistiren takip etmektedir (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.45 Anoxybacillus ve Geobacillus iyelerinin farkli abiyotik yiizeylerdeki
biyofilm iiretim karakteristiklerine gore iki farkli inkiibasyon sicakliginda
ve standart tam yagl siit ortaminda se¢ilen en ideal ikiser yiizey

A. caldiproteolyticus A403
55°C Cam Paslanmaz gelik
65°C Polistiren Polivinil kloriir
A. flavithermus DSM 26417
55°C Polistiren Polivinil kloriir
65°C Polistiren Polivinil kloriir
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81
55°C Polipropilen Paslanmaz gelik
65°C Polipropilen Paslanmaz gelik
A.tepidamans DSM 163257
55°C Cam Paslanmaz ¢elik
65°C Polikarbonat Paslanmaz ¢elik
G. thermodenitrificans DSM 465"
55°C Cam Polistiren
65°C Polikarbonat Paslanmaz gelik
G. thermoglucosidans B84a
55°C Cam Polistiren
65°C Polikarbonat Paslanmaz gelik
G. thermodenitrificans D195
55°C Cam Paslanmaz celik
65°C Cam Polivinil kloriir
G. vulcanii DSM 13174"
55°C Paslanmaz celik Polistiren
65°C Cam Polistiren
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4.9 Farkh yag icerigine sahip inek siitlerindeki Geobacillus ve Anoxybacillus cinsi
iiyelerinin biyofilm iiretim kapasiteleri ve sporulayon kinetikleri

S6z konusu calismada farkli yag icerigine sahip (tam yagli (% 3,0 yag), yarim yaglh (%
1,5 yag) ve yagsiz (% 0,1 yag)) siit igeriklerinde, bakterilerin her biri i¢in ideal iki
yiizeydeki (Cizelge 4.45) biyofilm iiretim ve spor tutunma miktarlar sekil 4.52-4.61’de
ve cizelge 4.46-4.47°de verilmistir. Calisma 48 saatlik inkiibasyon siiresince, iki farkli

inkiibasyon sicakligi (55 °C ve 65 °C) tercih edilerek yiiriitilmiistiir.

e A. caldiprotelyticus A403 izolatinda 55 °C ve 65 °C’de biyofilm iiretimi itibariyle
farkl1 yag icerigine sahip siitlerin biyofilm {iiretimine olan katkis1 esit diizeyde
saptanmigtir. Biyofilm iiretimi acisindan yiiksek inkiibasyon sicakliginin (65 °C)
biyofilm iiretimine anlamli bir katkis1 olmustur (Sekil 4.52.a). A403 izolatinin en ¢ok
tercih ettigi ylizeylerde ve li¢ farkli yag igerigine sahip siit tiplerindeki biyofilm
tiretim-sporulasyon miktarlarina bakildiginda en ¢ok tercih edilen abiyotik ylizeyin
“polivinil kloriir” oldugu goriilmektedir (Sekil 4.52.b).Bu izolatin farkh
sicakliklardaki sporulasyon miktarina bakildiginda yine 65 °C’nin daha etkili oldugu
gortilmektedir (Sekil 4.52.¢).

e A. flavithermus DSM 2641" referans susu ii¢ farkli siit tipinde biyofilm iiretimi igin
en ¢ok 55 °C’yi tercih ederken, sporulasyon i¢in 65 °C’yi tercih etmektedir. Farkli siit
tiipleri igerisinde hem sporulasyon hem de biyofilm tiretim egilimi agisindan bir fark
saptanmamustir (Sekil 4.53.a). Bu susun en ¢ok tercih ettigi iki yiizeyde de (polistiren
ve polivinil kloriir) hem sporulasyon hem de biyofilm miktarlar1 agisindan bir fark
saptanmamistir (Sekil 4.53.b).

e A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinda hem biyofilm tiretim miktari
hem de sporulasyon miktar1 en yiliksek diizeyde 65 °C’de saptanmis ve her iki siire¢
icin de farkh siit tipleri arasinda bir fark goriilmemistir (Sekil 4.54.a). “Palanmaz
celik” ve “polipropilen” gibi bu izolatin en ¢ok tercih ettigi yiizeyler arasinda ne
sporulasyon ne de biyofilm iiretimi agisinda bir fark goriilmiistiir (Sekil 4.55.b).

e A. tepidamans DSM 16325 referans susunda biyofilm iiretimi en ¢ok “yarim yagh
siit” icereiginde ve 65 °C’de saptanmistir. Sporulasyon miktar1 ise en ¢ok yine 65
°C’de “yarim yagli” ve “yagsiz” siit tiplerinde saptanmistir (Sekil 4.55.a). Bu susun

biyofilm {iiretimi i¢in en ¢ok tercih ettifi ylizey “paslanmaz celik” olarak
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belirlenirken, spor tutunmas igin en ¢ok tercih ettigi yiizey “polikarbonat” olarak
belirlenmistir (Sekil 4.55.b).

4 Anoxybacillus tiyesinin farkli yag igerigine sahip siit tiplerindeki biyofilm ve spor
tiretim egilimleri genel olarak degerlendirildiginde, biyofilm iiretimi i¢in bu cinsin,
en cok tercih ettgi abiyotik yiizeyler iizerinde, inkiibasyon sicakliginin belirleyici
olmadig1 ancak; sporulasyon i¢in 65 °C’nin ¢ok daha etkili oldugu goriilmektedir.
Ayrica yine farkl: siit tiplerinin sporulasyon ya da biyofilm iiretim miktar1 agisindan
belirleyici olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.56.a). Tiim 6 abiyotik yiizeylerin bu
cinsin liyelerinin biyofilm {iretim potansiyelleri iizerine olan etkilerine bakildiginda,
yiizeyler arasinda anlamli bir fark saptanmazken, bu cinsin iiyelerinin belirtilen
yiizeylere sporlarmin tutunma karakteristikleri degerlendirildiginde ise “polivinil
kloriir” {in agik ara en ideal yiizey oldugu goriilmektdir (Sekil 4.56.b).

G. thermodenitrificans DSM 465" susunun ii¢ farkl tipteki siit iceriklerinde hem
sporulasyon hem biyofilm iiretimi i¢in en ¢ok 65 °C’yi tercih ettigi goriilmektedir.
Her iki siire¢ i¢in de ideal siit igeriginin “tam yagli siit” oldugu goriilmektedir (Sekil
4.57.a). Bu susun en cok tercih ettigi ylizeylerdeki biyofilm {iretim karakteristiklerine
bakildiginda cam ve polistiren yiizeylerin tercih edildigi, sporulasyon iginse
paslanmaz celik ve polikarbonat yilizeylerin tercih edildigi goriilmektedir (Sekil
4.57.b).

G. thermoglucosidans B84a izolatinin hem biyofilm {iretimi hem de sporulasyonu
icin en ideal siit tipinin “tam yagh siit” oldugu goriilmektedir (Sekil 4.58.a). Bu
izolatin ii¢ farkli siit tipinde en c¢ok biyofilm iirettigi yiizeyler “paslanmaz celik”,
“cam” ve “polistiren” olarak belirlenirken, sporulasyon icinse ‘“paslanmaz celik”
ylizey olarak belirlenmistir (4.58.b). S6z konusu izolatin ideal ylizeylerindeki
biyofilm {iretim miktarlar1 arasinda inkiibasyon sicakligmin belirleyici olmadigi
saptanirken, sporulasyon i¢in 65 °C’nin daha etkili oldugu saptanmistir (Sekil
4.58.c).

G. thermodenitrificans D195 izolatinin biyofilm iiretimi i¢in “tam yagh” ve “yarim
yagli” siit icerikleri ideal olarak belirlenirken, bu izolatin en ¢ok “tam yagl™ siit
igeriginde spor tiretebildigi belirlenmistir (Sekil 4.59.a). Bu izolat biyofilm {iretimi
icin en g¢ok “polivinil kloriir” yiizeyi tercih ederken, sporulasyon igin

degerlendirmeye tabi tutulan ylizeyler arasinda bir fark goriilmemistir (Sekil 4.59.b).
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S6z konusu izolatin biyofilm iiretimi i¢in en ¢ok tercih ettigi yiizeylerde biyofilm
miktar1 agisinda c¢alisilan inkiibasyon sicakliklarinda (55 °C ve 65 °C) bir fark
saptanmazken, sporulasyon miktarinin 65 °C’de daha fazla oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.59.¢).

G. vulcanii DSM 13174" susunda biyofilm iiretimi i¢in en ideal siit icerigi olarak
“yagsiz siit”, sporulasyon i¢inse hem “yarim yagli” hem de “yagsiz” siit i¢eriklerinin
ideal oldugu goriilmektedir (Sekil 4.60.a). Bu susun biyofilm iiretimi i¢in en ideal
yiizey “paslanmaz ¢elik” olarak belirlenirken, sporulasyon miktar1 icin
“polikarbonat” yiizey belirlenmistir (Sekil 4.60.b). S6z konusu susun en ¢ok tercih
ettigi yiizeylerdeki biyofilm iiretim miktarlarina bakildiginda inkiibasyon
sicakliklariin belirleyici olmadigi goriilmektedir. Sporulasyon miktarinin ise 65
°C’de daha fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.60.c).

Geobacillus cinsinin tiim iiyelerinin ii¢ farkli yag igerigine sahip siit 6rneklerindeki
biyofilm iiretim miktarlari arasinda bir fark saptanmamistir. Cinsin tiyelerinin genel
olarak sporulasyon egilimleri degerlendirildiginde ise “tam yagli” ve “yarim yagli”
siit iceriklerinin ideal icerikler oldugu goriilmektedir (Sekil 4.61.a). Bu cinsin
tiyelerinin biyofilm iiretimi i¢in en ¢ok tercih ettigi yiizeyler lizerindeki biyofilm
tretim miktarlarimin ¢ farkli tipinde de farkli olmadigi belirlenmistir ancak;
sporulasyon i¢in “polikarbonat”, “paslanmaz gelik” ve “polivinil kloriir” yiizeylerin
daha cok tercih edildigi goriilmektedir (Sekil 4.61.b). Cinsin genel olarak biyofilm
tretiminin ve sporulasyon miktarinin 65 °C’de daha fazla oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.61.¢).
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Sekil 4.52 A. caldiproteolyticus A403 izolatinin ti¢ farkli yag icerigine sahip siit
ortamindaki biyofilm iiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. inkiibasyon sicakliklar1 (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi, p<0,05).
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Biyofilm Sporulasyon
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Sekil 4.53 A. flavithermus DSM 26417 referans susunun ii¢ farkli yag igerigine sahip
siit ortamindaki biyofilm iiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag icerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. inkiibasyon sicakliklar1 (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmalt T Testi, p<0,05).
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Biyofilm Sporulasyon
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Sekil 4.54 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens izolatinin ii¢ farkli yag icerigine
sahip siit ortamindaki biyofilm tiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklar1 (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmalt T Testi, p<0,05).
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Biyofilm Sporulasyon
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Sekil 4.55 A. tepidamans DSM 16325 referans susunun ii¢ farkli yag igerigine sahip siit
ortamindaki biyofilm iiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklari (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlamli
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi, p<0,05).
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Sekil 4.56 Tim Anoxybacillus tiyelerinin ii¢ farkli yag icerigine sahip siit ortamindaki
biyofilm tiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag icerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. inkiibasyon sicakliklari (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilagtirmali T Testi, p<0,05).
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Biyofilm Sporulasyon
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Sekil 4.57 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun ii¢ farkli yag icerigine
sahip siit ortamindaki biyofilm tiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklart (Aym harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlamli
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmalt T Testi, p<0,05).

192



Biyofilm Sporulasyon
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Sekil 4.58 G. thermoglucosidans B84a izolatinin ii¢ farkli yag icerigine sahip siit
ortamindaki biyofilm iiretim karakteristikleri sporulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklari (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi, p<0,05).
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Sekil 4.59 G. thermodenitrificans D195 izolatinin ii¢ farkli yag igerigine sahip siit
ortamindaki biyofilm tiretim karakteristikleri ve sprulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklari (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi, p<0,05).
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Biyofilm Sporulasyon
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Sekil 4.60 G. vulcanii DSM 131747 referans susunun ii¢ farkli yag icerigine sahip siit
ortamindaki biyofilm iiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag icerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklari (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi, p<0,05).
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Biyofilm Sporulasyon

St Tipleri St Tipleri
a 6.0 Tam Yagh 6.0r Tam Yagli
Yarum Yagh Yarium Yagh
Yagaiz 5.0 Yadsiz
% . ‘g 401
% ]
= 3 2 301
H g
pXiy
1.0

b

L o
2 =
-]
-
-
=
2 =

-

& &
5407 é § 401 a a
a
% 30 % 30 b
= 201 . 2 201 b
1,01 H L =
{0 L T T T T r % t =
2 | o = ] = =5
g @ = E & E T o 3§ &
E -] = = A ==
2 o = E -] =
= L ] | g £
S H = S El
=8 E ] B ]
B & &
¢ 60 6,01
b
5,01 _a 1 507
& -
g 401 B 4.0 b
G
g 'ﬂ +
£ 30 €50
¥ a
g e g T
20 2
1,1 R 1.0 - — J—
0 T T Jr + +
55°C 65°C 55°C 65°C

Sekil 4.61 Tim Geobacillus iiyelerinin ti¢ farkli yag icerigine sahip siit ortamindaki
biyofilm tiretim karakteristikleri ve sporulasyonu

a. Ug farkli yag igerigine sahip siit, b. izolatin ideal yiizeyleri, c. Inkiibasyon sicakliklari (Ayni harfler
istastiki agidan ortalamalar arasinda fark olmadigini, farkli harfler ortalamalar arasindaki farkin anlaml
olduguna isaret etmektedir (Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi, p<0,05).
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Cizelge 4.46 Anoxybacillus ve Geobacillus cinsi tiyelerinin ii¢ farkli yag igerigine sahip siitteki biyofilm iiretim ve sporulasyon egilimleri

Biyofilm Sporulasyon

Inkiibasyon Sicaklig 55°C 65°C 55°°C 65°C

A. caldiproteolyticus A403

A. flavithermus DSM 26417

A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81

A. tepidamans DSM 16325"

G. thermodenitrificans DSM 465"

G. thermoglucosidans B84a

G. thermodenitrificans D195

G. vulcanii DSM 131747

3 3 2 1 3 1 1
Genel Toplam 8 6 7 7 5 4 6 6 7 7 5 5

*(Kirmuzi ile isaretli kutular istatistiksel anlamda en ideal sonug/sonuglart yansitmaktadir, Tukey Testi, Karsilastirmali T Testi), (TYS; tam yagh siit, YYS; yarim yagh
siit, Y.s1z; yagsiz siit).
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Cizelge 4.47 Anoxybacillus ve Geobacillus cinsi iiyelerinin {i¢ farkli yag icerigine sahip siitte ve en ideal yiizeyler tizerindeki biyofilm
iiretim ve sporulasyon egilimleri

Biyofilm Sporulasyon
Inkiibasyon Sicakligi 55°C 65°C 55°°C 65°C

A. caldiproteolyticus
A403

A. flavithermus DSM
26417

A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81

A. tepidamans DSM
16325"

G. thermodenitrificans
DSM 465"

G. thermoglucosidans
B84a

G. thermodenitrificans
D195

G. vulcanii DSM 131747

Genel Toplam

*(Kirmuza ile isaretli kutular istatistiksel anlamda en ideal sonucu yansitmaktadir, Tukey Testi, Karsilagtirmali T Testi), (PC; paslanmaz ¢elik, PC; polikarbonat, PS;
polistiren, PP; polipropilen, PVC; polivinil kloriir).



Anoxybacillus tiyeleri biyofilm iiretimi i¢in 55 °C’de en ¢ok “tam yagli” ve “yagsiz” siit
iceriklerini tercih ederken, 65 °C’de “tam yagh siit” igerigini tercih etmistir.
Geobacillus tiyeleri her iki inkiibasyon sicakliginda da biyofilm iiretimi i¢in “tam yagh
siit” icerigini tercih etmistir. Her iki cinsin farkli yag icerigine sahip siit i¢eriklerindeki
sporulasyon miktarlarina bakildiginda, Anoxybacillus cinsi tiyeleri 55 °C’de en ¢ok
“yagsiz siit” igeriginde spor iretirken, 65 °C’de en ¢ok “yarim yagli” ve “yagsiz siit”
igeriklerinde spor iiretmistir. Geobacillus tiyeleri 55 °C’de en ¢ok “tam yagli” ve “yarim
yagli” siit i¢eriklerinde spor iiretirken, 65 °C’de en ¢ok “tam yagli” siit iceriginde spor

tretmistir (Cizelge 4.46).

Iki cinsin en ¢ok tercih ettikleri abiyotik yiizeylerde ve farkli inkiibasyon
sicakliklarindaki biyofilm {iretim ve sporulasyon miktarlar1 degerlendirildiginde;
Anoxybacillus tiyelerinin 55 °C’de en ¢ok “paslanmaz ¢elik” ve “polistiren” yiizeylerde
biyofilm iretebildigi, 65 °C’de ise en ¢ok “paslanmaz celik” yiizeylerde biyofilm
iretebildigi goriilirken, Geobacillus iiyeleri 55 °C’de en ¢ok “paslanmaz ¢elik” ve
“polistiren” yiizeylerde, 65 °C’de ise “paslanmaz ¢elik ve “polivinil kloriir” yiizeylerde
biyofilm iiretmistir. Iki cinsin de en ¢ok tercih ettigi abiyotik yiizeyler {izerindeki spor
tutunma miktarlarina bakildiginda; Anoxybacillus iyelerinin 55 °C’de en ¢ok
“paslanmaz c¢elik” yiizeyi tercih ettigi, 65 °C’de ‘“cam” yiizey haricinde (spor
saptanmadi) ylizeyler arasinda spor tutunmasi agisindan bir fark olmadig
goriilmektedir. Geobacillus iiyelerinde 55 °C’de en ¢ok “polistiren” yilizeyde spor
tutunmasi goriiliirken, 65°C’de ise “paslanmaz ¢elik”, “polikarbonat”, “polivinil kloriir”
ve “cam” ylizeyler arasinda spor tutunmasi itibariyle bir fark goriilmemektedir (Cizelge

4.47).

4.10 A. flavithermus DSM 26417 ve G. thermodenitrificans DSM 465" referans
suslariin standart tam yagh siit iceriginde ve statik kosullarda zamana
bagh biyofilm iiretim yanitlarinin belirlenmesi

Bu calisma, ilgili iki referans susun 316 L tipi paslanmaz celik ylizeylerde iyi diizeyde
biyofilm {iretebildigi verilerinden ve bu tip paslanmaz ¢eligin gida endiistrisinde ¢ok
yaygin kullaniliyor olmasindan hareketle, ileri asamadaki “biyofilm giderim”

stratejilerinin degerlendirilecegi calismalarda zamana bagli olarak hangi noktada
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giderim i¢in miidahale edilmesi gerektigi hususunda fikir vermistir. Ayrica, uzun siireli
bir inkiibasyon siirecindeki biyofilm olusum kinetiklerinin aciklia kavusturulmasi
acisindan da kritik verilerin elde edilmesi adina 6nem arz etmektedir. Bu baglamda
caligsilan iki referans susun ii¢ kritik sicaklikta (55-60-65 °C) ve farkli inkiibasyon
stirelerinde (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 saat) standart tam

yagli siit icerisindeki paslanmaz ¢elik yiizeylerde biyofilm 6rneklemeleri yapilmistir.

Farkli inkiibasyon sicakliklarinda ve farkli inkiibasyon siirelerinin sonunda, her iki

referans sus icinde elde edilen biyofilm sayim sonuglar1 Sekil 4.62 ve 4.63°te

verilmigtir.
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Inkiibasyon siireleri (saat)

Sekil 4.62 A. flavithermus DSM 2641T susunun standart tam yaglh siit icerigindeki ve
farkli inkiibasyon sicaklik-siirelerdeki sayim sonuglari

(Siyah isaretli nokta en yiiksek biyofilm iiretim kosulunu gdstermektedir, One-Way ANOVA, Tukey
Testi, p<0,05)

A. flavithermus DSM 2641" susunun biyofilm gelisim kinetigine bakildiginda, biyofilm
iiretimine gegisin yliksek inkiibasyon sicakliklarinda (60 °C ve 65 °C) daha erken
sathada (5. saat) bagladig1 goriilmektedir. Yine biyofilm yapisin1 olusturan hiicre

sayisindaki artisin belirtilen yiiksek inkiibasyon sicakliklarinda daha fazla oldugu
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goriilmektedir. Uzun siireli inkiibasyonda her {i¢ inkiibasyon sicakliginda da biyofilm
tiretimi 48. saatte maksimum diizeye ulasmistir. Yiiksek sicakliklarda, uzun inkiibasyon
siirelerinde (>72 saat) biyofilm hiicre sayisinda azalma saptanmistir (Sekil 4.62). En
yiiksek biyofilm iiretim miktar1 bu sus i¢in, 60 °C’de ve 48. saatte saptanmistir (One-
Way ANOVA, Tukey Testi, p<0,05).

-
6 _ m
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Inkiibasyon siireleri (saat)

Sekil 4.63 G. thermodenitrificans DSM 465" susunun standart tam yagli siit igerigindeki
ve farkli inkiibasyon sicaklik-stirelerdeki sayim sonuglari

Siyah igaretli nokta en yiiksek biyofilm iiretim kosulunu géstermektedir, One-Way ANOVA, Tukey Testi,
p<0,05.

G. thermodenitrificans DSM 465" susunun biyofilm gelisim kinetigine bakildiginda,
biyofilm {iretimine ge¢isin yine yiiksek inkiibasyon sicakliklarinda (60 °C ve 65 °C)
daha erken sathada (1. saat, 65 °C; 2. saat, 60 °C ) basladig1 goriilmektedir. Yine
biyofilm yapisin1 olusturan hiicre sayisindaki artisin belirtilen yiiksek inkiibasyon
sicakliklarinda daha fazla oldugu goriilmektedir. Uzun siireli inkiibasyonda 60 °C
inkiibasyon sicakliginda biyofilm iiretimi 72. saatte maksimum diizeye ulagmistir. Bu
susta A. flavithermus DSM 26417 susuna benzer sekilde yiiksek sicakliklarda, uzun
inkiibasyon siirelerinde (>72 saat) biyofilm hiicre sayisinda azalma saptanmustir (Sekil

4.63). En yiiksek biyofilm iiretim miktar1 bu sus igin, 60 °C’de 48. ve 72. saatte
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saptanmistir (One-Way ANOVA, Tukey Testi, p<0.05). Belirtilen sicakliktaki
inkiibasyon siirelerinde biyofilm iiretimi yoniinden istatistiksel agidan anlamli bir fark

saptanmamuistir.

Bu ¢alisma ileriki asamalarda gerceklestirilecek olan biyofilm giderim ¢alismalarina
temel teskil etmesi adma gerceklestirilmistir. ilgili calisma dahilinde belirlenen
inkiibasyon siireleri ve sicakliklari (Anoxybacillus igin 60 °C, 48 saat; Geobacillus i¢in

60°C, 72 saat) giderim calismalarinda esas alinmustir.

4.11 Termofilik biyofilmlerin protein, karbohidrat ve eDNA iceriklerinin
belirlenmesi

Bakterilerin biyofilm matrikslerindeki total karbonhidrat ve protein miktarlari,
kalibrasyon grafigi verilerinden elde edilen standart egri formiilii kullanilarak
hesaplanmistir (Sekil 4.64.a - 4.64.b). Total protein ve karbohidrat igeriklerine yonelik
sonuglar sekil 4.65’te sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens F81 izolatinin biyofilminde en yiiksek karbohidrat igerigine
rastlanmistir.  Biyofilm matriksindeki en yiliksek protein igerigine ise G.

thermodenitrificans DSM 465" referansinda rastlanmustir (Tukey Testi, p<0,05).
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Sekil 4.64.a Termofilik basillerin biyofilm matrikslerindeki total protein igerigi

belirlenirken referans alinan protein standard1
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Sekil 4.64.b Termofilik basillerin biyofilm matrikslerindeki total karbohidrat icerigi

belirlenirken referans alinan protein standardi
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A. flavithermus A. kamchatkensis G. G.
.DSM 2641 subsp. asaccharedens | thermodenitrificans | thermoglucosidans
F81 DSM 465 B84a
m Protein mg/g (biyofilm) 39,45 36,10 70,17 27,15
Karbohidrat mg/g (biyofilm) 152,94 420,00 341,00 227,56

Sekil 4.65 Termofilik basil biyofilm matrikslerindeki toplam karbohidrat ve protein
miktarlari

Calisma kapsamindaki termofilik basillerin biyofilm matrikslerindeki yas biyomas
kiitlesinin graminin bagina diisen eDNA igerikleri ve genomik DNA-eDNA molekiiler
biiyiikliikleri ¢izelge 4.48’de verilmistir.

Cizelge 4.48 Termofilik biyofilm matrikslerinden elde edilen eDNA igeriklerinin
konsantrasyonlari ve genomic DNA-eDNA molekiiler biiyiikliikleri

eDNA gDNA eDNA
Bakteri ad1 ve kodu Konsantrasyonu  Biiyiikliigii (kb) Biiyiikliigii (kb)

(ng/g)

A. flavithermus DSM 26417 389 24,3 21,7

A. kamchatkensis subsp. asacchareden: 821 25,1 23,8

F81

G. thermodenitrificans DSM 465" 554 26,2 20,6

G. thermoglucosidans B84a 187 25,5 22,3

Elde edilen bulgulardan hareketle biyofilm matriksinde en yiiksek eDNA igerigine A.
kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinin sahip oldugu goriilmektedir.
Genomik DNA (gDNA) ve eDNA molekiillerinin agaroz jelde molekiiler

biiyiikliiklerinin hesaplanmasina yonelik sonuglar da sekil 4.66°da verilmistir.
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Sekil 4.66 Termofilik basillerin Genomik DNA ve eDNA’larinin agaroz jel
elektroforezi goriintiilerine goére molekiil agirliklarinin hesaplanmasi

4.12 Tam yagh siit iceren polistiren mikrotitrasyon plakalarinda gelistirilen
termofilik biyofilmlerin cesitli sanitasyon ajanlariyla giderimi

Sanitasyon stratejilerinin mikrotitre plaka kuyularindaki tam yagl siit icereiginde
gelistirilen termofilik biyofilmlerin giderimine yonelik elde edilen bulgular Sekil 4.67-
4.70’te siwrasiyla verilmistir. Her bir izolat ve referans sus i¢in mikrotitre plaka
kuyularindaki biyofilm giderim miktar1 (%) yiiksek etkinlik gosteren sanitasyon
ajanindan diisiik etkinlik gosteren sanitasyon ajanina dogru biiyiikten kiigiige
stralanmistir. En yiiksek biyofilm sanitasyon etkinligi protein parcalayan bir kimyasal
olan sodyum dodesil siilfat (SDS) ile makromolekiilleri ¢oktiiren bir kimyasal ajan
olan trikloro asetik asitte (TCA) saptanmistir. Bu kimyasal ajanlarin yani1 sira proteaz
etkinligi gosteren ajanlar (alkalen proteaz), kompleks karbohidrat parcalayan
enzimatik ajanlar (seliilaz, a-amilaz) ve hiicre duvar biitiinliigiinii bozan bir ajan olan
lizozim her bir izolat ve referans susun biyofilmlerinin gideriminde etkinlik
gostermeleri agisindan dikkat cekmektedir. Higbir kimyasal/enzimatik ajanin muamelesi

sonucunda polistiren plaka kuyularinda % 100 biyomas giderimi saglanamamistir. S6z
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konusu calisma, daha sonraki giderim c¢alismalarint gerceklestirebilmek icin ideal

sanitasyon stratejilerinin se¢ilebilmesi adina yapilmistir.

96,99
93,35

Sanitasyon ajanlar1

Sekil 4.67 A. flavithermus DSM 2641" referans susunun biyofilmlerinin sanitasyon
ajanlariyla giderim sonuglari

95,79
90,46
89,18
89,06
8
85,68

Sanitasyon ajanlar1 )

Sekil 4.68 A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinin biyofilmlerinin
sanitasyon ajanlariyla giderim sonuglari
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96,21

95,13
91,35
90,23

100

Biyofilm miktar1 (%) azalma

Sanitasyon ajanlari

Sekil 4.69 G. thermodentitrificans DSM 465" referans susunun biyofilmlerinin
sanitasyon ajanlartyla giderim sonuglari

89,76

100

82,99
82,02

Biyofilm miktar1 (%) azalma

Sanitasyon ajanlari

Sekil 4.70 G. thermoglucosidans B84a izolatinin biyofilmlerinin sanitasyon ajanlariyla
giderim sonuglari
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4.13 eDNA’nin termofilik basillerin biyofilmleri iizerindeki yapisal ve fonksiyonel
rollerinin arastirilmasi

(eDNA) termofilik basillerin biyofilm iiretimi iizerindeki fonksiyonelligine bakildigina,
DNA’nin biyofilm agamasi igin kritik olan ilk tutunmada olduk¢a dnemli bir role sahip
oldugu goriilmektedir. Zira, gelismekte olan biyofilmlere DNaz | enzimi ile muamele
edildiginde, biyofilm iiretiminde ¢ok ciddi oranda diisiis saptanmistir (Sekil 4.71). S6z
konusu calisma yani kiiltiirlerin DNaz I enzimi ile 6n muamelesi siitiin kompleks
dogasindan otiirii TSB igeriklerinde gergeklestirilmistir (Her dort bakteri icin TSB
igerigi; ideal NaCl ve pH gereksinimlerine gore ayarlanmis olup 24, 48 ve 96 saat
siirelerince her bakterinin biyofilm iiretimi i¢in ideal inkiibasyon sicakliklari tercih
edilmistir. DNaz I uygulamasi inkiibasyondan once yapilmistir). DNaz [ enzim

muamelesinin hiicre canlilif1 iizerinde olumsuz bir etkisi saptanmamustir.

DNaz I enziminin termofilik basillerin olgun biyofilmleri (tam yaglh siit iceriginde, 48
saat siiresince ve 60 °C’de gelistirilmis biyofilm O&rnekleri) tizerindeki etkinligi
degerlendirildiginde de elde edilen bulgular ¢arpicidir. Uzun enzimatik muameleye (4
ve 12 saatlik) bagl olarak olgun biyofilmin gideriminde % 90’lara varan bir basari
saglanmistir (Sekil 4.72). Her iki ¢calismadan da elde edilen bulgulara dayanarak hiicre
dist DNA’nin termofilik basillerin biyofilmleri iizerinde hem yapisal hem de
fonksiyonel rolleri oldugu net bir sekilde sdylenebilmektedir. Ilgili ¢alismadan elde
edilen bulgulardan hareketle biyofilm matriksinde en yiiksek eDNA igerigine sahip olan
A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 izolatinin DNaz I enzimi ile muamele
edildiginde hem biyofilm olusumun hem de olgun biyofilminin en fazla etkilenen
bakteri oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.48). Sonuglar bu yoniiyle eDNA igerigiyle
biyofilmin stabilitesi arasindaki giiglii korelasyona isaret etmektedir (Sekil 4.71 - 4.72).
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0OD595nm/Biyofilm Uretimi

A. flavithermus DSM  A. kamchatkensis ~ G. thermodenitrificans G. thermoglucosidans

2641 subsp. asaccharedens DSM 465 B84a
F81
m 24, saat-Kontrol 1124, saat-DNaz I (100 pg/mL)
m 48. saat-Kontrol m 48. saat-DNaz I (100 pg/mL)
m 96. saat-Kontrol " 96. saat-(100 pg/mL)

Sekil 4.71 Hiicre dis1t DNA nin termofilik biyofilm olusum baslangicindaki roli

(Her bakteri i¢in ideal TSB ve inkiibasyon kosullarinda)

100

Biyofilm Miktar1 (%) Azalma

DNaz I Uygulamasi

A. flavithermus
DSM 2641

A. kamchatkensis G. G.
subsp. asaccharedens thermodenitrificans thermoglucosidans
F81 DSM 465 B84a

1. saat
m 2, saat

m 4, saat

Sekil 4.72 Hiicre dis1t DNA’nin olgun termofilik biyofilm yapilarindaki rolii

(Tam yagli siit iceriginde gelistirilmis biyofilm &rnekleri)
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4.14 Statik-dinamik kosullarda ve siit ortaminda termofilik basillerin biyofilm
iiretim kapasitelerinin karsilastirilmasi

Referans bakteri olmalari itibariyle segilen A. flavithermus DSM 26417 ve G.
thermodenitrificans DSM 465" suslarmnin statik ve dinamik kosullarda ve tam yagl siit
iceriginde her biri icin ideal ylizeyler iizerindeki biyofilm iiretim miktarlarinin
kiyaslamasi sekil 4.73 - 4.74°te verilmistir. Uzun inkiibasyon siirelerinde (24 ve 48 saat)
dinamik kosullarin (170 rpm, rotasyonel akis stresi) anlamli diizeyde biyofilm {iretimine
bir katki sagladig1 goriilmektedir (Karsilastirmali T testi, p<0,05). Ozetle, dinamik
kosullarda ideal yiizeyler {lizerinde biyofilm akiimiilasyonunun artan mikrobiyal
adezyona bagli olarak daha yogun oldugu aciktir. Siit tirlinlerinin islendigi birimlerdeki
dinamik kosullar g6z oniinde bulunduruldugunda termofilik basillerin biyofilmlerinin
neden olabilecekleri risklerde artis meydana gelmesi de s6z konusu sonuglar itibariyle

son derece olasidir.

Log(kob/cm?)
O FRLP N WM OO

Paslanmaz Celik Polistiren

| 5. saat-Statik Kosullar

m 24, saat-Statik Kosullar

W 48. saat-Statik Kosullar

1 5. saat-Dinamik Kosullar
B 24, saat-Dinamik Kosullar
m 48, saat-Dinamik Kosullar

Sekil 4.73 A. flavithermus DSM 26417 susunun statik ve dinamik kosullardaki biyofilm
iiretimi
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Paslanmaz Celik Cam
m 2. saat-Statik Kosullar
B 24. saat-Statik Kosullar
m 48. saat-Statik Kosullar
= 2. saat-Dinamik Kosullar
m 24, saat-Dinamik Kosullar
m 48. saat-Dinamik Kosullar

Sekil 4.74 G. thermodenitrificans DSM 465" susunun statik ve dinamik kosullardaki
biyofilm iiretimi

4.15 Statik kosullarda ve siit ortaminda gelistirilen termofilik biyofilmlerin
sanitasyon islemlerine tabi tutulmasi

Statik kosullarda her bir referans sus icin ideal ylizeylerde, kosullarda ve siit iceriginde
gelisitirilen biyofilm Grneklerine uygulanan sanitasyon islemlerinin sonuglari sirastyla
sekil 4.75-4.78de verilmistir. Sonuglar dahilinde her bir referans sus i¢in kritik siireler
(5., 24. ve 48. saatler A. flavithermus DSM 26417 i¢in; 2. 24. ve 72. saatler G.
thermodenitrificans DSM 465" igin) sonundaki biyofilm 6rneklerinin sanitasyon
uygulamalarina maruz birakilmasina bagl olarak toplam biyofilmdeki vejetatif hiicre ve
spor sayim sonuclari yansitilmaktadir. Biyofilm {iretimi itibariyle s6z konusu kritik
siireler dikkate alindiginda her bir referans sus i¢cin hem biyofilm hem de spor
gideriminin biyofilm iiretiminin ivme kazandig1 baglangi¢ siireleri igerisinde (5. ve 2.
saatler) tamamen gergeklestigi goriilmektedir (Sekil 4.75 - 4.78). S6z konusu durumun
tek istisnasma A. flavithermus DSM 26417 susunun 5 saatlik biyofilminin alkalen

proteaz ile giderimi sonucunda rastlanmustir.
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Tripsin (P.C) Alkalen proteaz Trikloro asetik asit Sodyum Furanon (P.C) Lizozim (P.C) Seliilaz (P.C) a-amilaz (P.C)
(P.C) (P.C) dodesilsiilfat (P.C)

m 5. saat-Biyofilm m 5. saat-Sporulasyon m24. saat-Biyofilm = 24. saat-Sporulasyon m48. saat-Biyofilm m48. saat-Sporulasyon

Sekil 4.75 A. flavithermus DSM 2641T susunun siit ortaminda ve statik kosullardaki kritik inkiibasyon siirelerine bagl olarak hazirlanan
biyofilm-spor 6rneklerinin giderimi igin sanitasyon stratejilerinin degerlendirilmesi (P.C; Paslanmaz ¢elik)
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Tripsin (P.S) Alkalen proteaz Trikloro asetik asit Sodyum Furanon (P.S) Lizozim (P.S) Seliilaz (P.S) a-amilaz (P.S)
(P.S) (P.S) dodesilstilfat (P.S)

m 5, saat-Biyofilm m 5, saat-Sporulasyon m24. saat-Biyofilm = 24. saat-Sporulasyon m48. saat-Biyofilm m48. saat-Sporulasyon

Sekil 4.76 A. flavithermus DSM 2641T susunun siit ortaminda ve statik kosullardaki kritik inkiibasyon siirelerine bagl olarak hazirlanan
biyofilm-spor 6rneklerinin giderimi igin sanitasyon stratejilerinin degerlendirilmesi (P.S; Polistiren)
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Sekil 4.77 G. thermodenitrificans DSM 465T susunun siit ortaminda ve statik kosullardaki kritik inkiibasyon siirelerine bagli olarak
hazirlanan biyofilm-spor 6rneklerinin giderimi i¢in sanitasyon stratejilerinin degerlendirilmesi (Cam)
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m 2. saat-Biyofilm m 2, saat-Sporulasyon m24. saat-Biyofilm = 24. saat-Sporulasyon 72, saat-Biyofilm m72. saat-Sporulasyon

Sekil 4.78 G. thermodenitrificans DSM 465T susunun siit ortaminda ve statik kosullardaki kritik inkiibasyon siirelerine bagli olarak
hazirlanan biyofilm-spor 6rneklerinin giderimi i¢in sanitasyon stratejilerinin degerlendirilmesi (P.C; Paslanmaz ¢elik)



4.16 A. flavithermus DMS 26417 ve G. thermodenitrificans DMS 465" suslarin
biyofilm iiretimleri icin en ideal iki abiyotik yiizeyde, dinamik kosullarda
olusturdugu biyofilmlere sanitasyon islemlerinin uygulanmasi ve CLSM
(Konfokal Lazer Mikroskopisi) Analizleri

Yukarida 4.15 bashigr altinda agiklanan statik kosullardaki giderim sonuglarina gore,
canl1 A. flavithermus DMS 26417 biyofilm hiicreleri paslanmaz ¢elik yiizeyden 5. saatte
TCA ve SDS uygulamasiyla, polistiren yilizeyden ise 2. saatte TCA, SDS ve lizozim
uygulamalariyla tamamen giderilebilmistir (Sekil 4.75 - 4.76). Yine 2 saatlik G.
thermodenitrificans DMS 465" biyofilm hiicreleri, paslanmaz celik yiizeyden proteaz ve
lizozim uygulamasiyla, camdan ise proteaz ve TCA muamelesiyle % 100 canli hiicre
kaybina ugratilmistir (Sekil 4.77 - 4.78). Bu statik kosullardaki giderim sonuglari
dikkate alindiginda, dinamik kosullarda (170 rpm) biyofilm 6rneklemesi her iki referans
icin secilen en ideal siire kullanilarak (A. flavithermus DSM 26417 icin; polistiren 5. 12.
ve 18. saatler, G. thermodenitrificans DSM 465" igin; 2. 12. ve 18. saatler) 60 °C’de
yapilmistir. Dinamik kosullarda iki bakteri i¢in de belirtilen 3 kritik siirede 6rneklemesi
yapilan numuneler, sonrasinda secilen yiizeye uygun en ideal ajan ile muamele
edilmislerdir (A. flavithermus DSM 26417 igin; paslanmaz gelik-SDS ajan1 ve polistiren
yiizey-TCA ajani ve G. thermodenitrificans DSM 465" i¢in; paslanmaz celik-TCA ve

cam yiizey-alkalen proteaz ajani).
Buna gore dinamik kosullarda orneklenen biyofilmlere uygulanan sanitasyon

islemlerinden elde edilen canli hiicre sayisindaki % logaritmik azalmayi goOsteren

giderim sonuglar1 sekil 4.79 - 4.80°de verilmistir.
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Sekil 4.79 A. flavithermus DSM 2641" referans susunun farkli inkiibasyon siirelerinde,

stit ortaminda ve dinamik kosularda gelistirilen biyofilmlerine uygulanan
sanitasyon iglemleri ve giderim sonuglari

Onceki 4.15 bashginda statik ve dinamik kosullarin kiyaslandigi bulgularda oldugu
tizere, her iki bakteri i¢in yine dinamik kosullardaki hiicre sayisinin, daha yogun oldugu
goriilmektedir. Carpici sekilde, statik kosullardaki giderim sonuglariyla paralel olarak
(Sekil 4.75, 4.76), siit ortaminda paslanmaz ¢elikteki 5 saatlik A. flavithermus DSM
26417 biyofilmleri SDS ajami ve polistiren yiizey biyofimleri ise TCA ile tamamen canh
hiicre kaybina ugratilabilmislerdir. Dinamik kosullardaki artan hiicre sayisina bagl

olarak, siire 5 saat iizerine ¢iktiginda ise DSM 26417 biyofilmlerinden canli hiicreler

giderilememistir (Sekil 4.79).
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Paslanmaz Celik-Trikloro asetik asit Cam- Alkalen proteaz
m 2, saat 99,64 99,5
m 12, saat 89,04 86,20

18. saat 54,29 14,89

Sekil 4.80 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun farkli inkiibasyon
stirelerinde, siit ortaminda ve dinamik kosularda gelistirilen biyofilmlerine
uygulanan sanitasyon islemleri ve giderim sonuglari

Dinamik kosullarda ve siit ortaminda iretilen A. flavithermus DSM 26417
biyofilmlerinin giderim sonuglarindan farkli olarak, G. thermodenitrificans DSM 465"
referans susunun statik ve dinamik kosullardaki giderim sonuglart tam anlamiyla
ortiismemektedir. Statik kosullarda, 2 saatlik paslanmaz ¢elik ve cam biyofilmlerinden
giderimde kullanilan TCA ve alkalen proteaz ajanlariyla logaritmik hiicre sayisinda %
100 kayip yasanirken (Sekil 4.77 - 4.78), siit ortamindaki dinamik kosullarda, ilk iki
saatte dahi bu iki yilizeyden tamamen giderim saglanamamaistir. Paslanmaz ¢elik ve cam

yiizeylerden giderim sonrasi log % azalma miktart % 99,6’dan fazlasina ¢gikamamustir.
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Sekil 4.81 A. flavithermus DSM 2641 referans susunun uygulanan sanitasyon islemleri
sonucunda biyofilmlerinin degisen kalinliklari
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Sekil 4.82 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun uygulanan sanitasyon
islemleri sonucunda biyofilmlerinin degisen kalinliklar
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Ayni dinamik ortamdan alinan biyofilm 6rneklerindeki sanistasyon islemlerine paralel
olarak uygulanan Konfokal Lazer Mikroskopu sonuglari da sirasiyla sekil 4.83 - 4.86°da
verilmistir. Ayrica, elde edilen Konfokal goriintiilerinden, uygulanan sanitasyon
isleminin etkinligini degerlendirmek admna aymi zamanda biyofilm kalinliklar1 da
incelenmistir (Sekil 4.81 - 4.82). Sunulan bu biyofilm kesitlerine ait goriintiiler ve
Slgiilen biyofilm kalinliklarina gére, hem A. flavithermus DSM 26417 hem de G.
thermodenitrificans DSM 465" referans susunun, siit endiistrisinde en sik kullanilan
paslanmaz c¢elik ylizeyde, daha kalin ve tiim yiizeyi kaplayan belirgin biyofilmler
gelistirdikleri gozlenmistir. A. flavithermus DSM 2641"in siit ortaminda 5 saatlik
paslanmaz gelik ve polistren biyofilmleri, 11-14 um 6l¢iilmiisken, 18. saatte bu oran 44-
49 um’ye ulasmustir (Sekil 4.83). G. thermodenitrificans DSM 465"in siit ortamindaki
2 saatlik paslanmaz celik ve cam biyofilmleri, 17-20 pum 6l¢ililmiisken, 18. saatte bu
oran 33-45 um’ye ulagsmistir (Sekil 4.85). Bu durum, G. thermodenitrificans’in ilk iki
saatte dahi, A. flavithermus’tan ¢ok daha kalin bir biyofilm olusturarak, siit ortaminda
daha ciddi riskler dogurabilecegine isaret etmektedir. Ayrica, A. flavithermus’ta, her iki
giderim ajaniyla 5 saat gelistirilen canli biyofilm hiicrelerin tamami giderilebilse de,
biyofilm kalinlig1 6l¢iim sonuclari, aslinda bu siirecte olusan biyofilm kiitlesinin
giderilemedigini gostermektedir. Siit ortamindaki iki saatlik G. thermodenitrificans
DSM 465" biyofilm matriksinin de yine giderilemedigi goriilmektedir. Mevcut sonuglar
dahilinde siitteki termofilik basillerin biyofilm iiretiminin yan1 sira = siitiin
kompozisyonunda bulunan organik bilesenler (basta kazeein olmak {izere) rutin
besiyerlerindeki (TSB) biyofilm yapilarindan ¢ok daha kompozit ve kalin biyofilmlerin
olusmasina neden olmaktadir. Bu baglamda muhtemel riskleri hem olusan termofilik

biyofilmler hem de siitiin dogal kompozisyonu olusturmaktadir.

Mikroskobi analizlerinden elde edilen goriintiiler, her iki termofilik bakterinin de
nispeten hidrofilik karakterdeki paslanmaz ¢elik yiizeye ¢ok daha iy1 tutunarak, daha iyi
gelisebildiklerini gostermektedir. Kullanilan diger yiliksek hidrofobik karakterdeki
polistiren ve diiz, yiiksek hidrofilik 6zellikteki cam biyofilmlerinin ¢ok daha farkli bir
{ic boyutlu yapiya biiriindiikleri de dikkat gekicidir. ilk 5 saatte yesil boyal1 canl hiicre
yogunlugunun, 12 ve 18. saatlerde ise biyofilm matriksi ve ona gomiilii canli ve 6li

hiicrelerin daha fazla oldugu go6zlenmektedir. Ayrica 12 saatte canli hiicre sayisi
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azalmaya baslayan biyofilmlerin, olgunlasmaya baslayarak daha siki bir biyofilm
matriksi olusturduklar1 goriilmektedir. 18. saatte ise olgun biyofilmin sar1 ile boyanmis
eDNA igerikleri olusturduklari, 6lii hiicre sayisinin arttifi ve bu saatte matriksin
dagilmaya bagladig1 goriilmiistiir. Calisilan termofilik basillerin hiicre disit DNA’larinin
genomik DNA’dan farkli bir kokene sahip olduklarmin kanitindan hareketle
biyofilmlerin olgunlagmasiyla birlikte ilerleyen sathalarda hiicre dis1 ortama yogun bir

sekilde hiicre dis1 DNA salgilandig1 goriilmektedir.
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Sodyum dodesil silfat ile giderim

Oncest Sonrast

|

5. saat

12. saat

18. saat

Paslanmaz ¢elik yiizevler

Sekil 4.83 A. flavithermus DSM 26417 referans susunun paslanmaz celik yiizeylerde
sodyum dodesil siilfat uygulanmasi sonucunda Konfokal Lazer
Mikroskopu’nda incelenen biyofilm 6rnekleri

a). 5 saatlik kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan), b. 5 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan), c. 12 saatlik kontrol 6rnegi
(ajan uygulanmayan), d. 12 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan), e. 18 saatlik kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan),
oklar hiicre dist DNA’nin varligina isaret etmektedir f. 18 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan).
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Trikloro asetik asit ile giderim

Oncest Sonrasi

5. saat

12 saat

18. saat

Polistiren yiizeyler

Sekil 4.84 A. flavithermus DSM 26417 referans susunun polistiren yiizeylerde trikloro
asetik asit uygulanmasi sonucunda Konfokal Lazer Mikroskopu’nda
incelenen biyofilm drnekleri

a. 5 saatlik kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan), b. 5 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan), c. 12 saatlik

kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan), d. 12 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan), e. 18 saatlik kontrol 6rnegi
(ajan uygulanmayan), f. 18 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan).
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Trikloro asetik asit ile giderim

Oncest Sonrasi

2. saat

12. saat

Paslanmaz ¢elik yizeyler

Sekil 4.85 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun paslanmaz gelik
yiizeylerde trikloro asetik asit uygulanmasi sonucunda Konfokal Lazer
Mikroskopu’nda incelenen biyofilm 6rnekleri

a. 2 saatlik kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan) b. 2 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan) c. 12 saatlik

kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan) d. 12 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan) e. 18 saatlik kontrol 6rnegi
(ajan uygulanmayan) f. 18 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan)
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Alkalen protez ile giderim

Oncest Sonrast

2. saat

12. saat

18. saat

Cam yiizeyler

Sekil 4.86 G. thermodenitrificans DSM 465" referans susunun cam yiizeylerde proteaz
uygulanmas1 sonucunda Konfokal Lazer Mikroskopu’nda incelenen

biyofilm 6rnekleri

a. 2 saatlik kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan) b. 2 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan) c. 12 saatlik
kontrol 6rnegi (ajan uygulanmayan) d. 12 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan) e. 18 saatlik kontrol 6rnegi
(ajan uygulanmayan) f. 18 saatlik test 6rnegi (ajan uygulanan)
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Sekil 4.83 - 4.86 arasinda siit ortamindaki yiizeylerden biyofilm giderimi Oncesi ve
sonrast elde edilen konfokal kesitleri karsilagtirmali olarak sunulmustur. Bu sonuglara
gore, A. flavithermus DSM 26417 icin éngiiriilen 5 saatin ve G. thermodenitrificans
DSM 465" referans susu i¢in ise 2 saattin sonrasinda, biyofilmdeki canli hiicrelerin
olgunlagmaya bagli olarak kullanilan ajanlara ragmen giderimlerinin ¢ok ciddi riskler
dogurabilecekleri ve 2 saatlik bir siire zarfinda dahi ciddi bir canli biyofilm
yogunluguna ulasabildikleri gosterilmistir. Ozellikle, A. flavithermus DSM 26417
susunda 5 saat sonunda her ne kadar biyofilmdeki tiim canli hiicreler giderilebilse de,
biyofilm kiitlesinin tamamen giderilememesi de, yine bu 6lii hiicre i¢erikli matrikse yeni
hiicrelerin tutunarak biyofilm olusumunu tetikleyebilecegini gostermektedir. Ayrica en
ideal olduklar1 saptanan bu dort farkli ajanin tamaminin da, biyofilm matriksinin protein
icerigine etki etmesi de dikkat ¢ekicidir. Bu da biyofilm matriks bileseni olarak protein

iceriginin, biyofilmin biitiinligiine ciddi katki sagladigina isaret etmektedir.

Sonug olarak, sanitasyon uygulamalarina bagli olarak es zamanh yiiriitiilen sayim ve
mikroskopi ¢alismalarinin sonuglar1 birbirleriyle paralellik gostermektedir. Zira erken
satha biyofilm Orneklerinin farkli ideal yiizeylerde secilen sanitasyon islemiyle
biitiiniiyle giderimi miimkiin olurken, kritik sathanin asilmasi durumunda siit
endiistrisinde termofilik basillerin eliminasyonu icin tavsiye edilen s6z konusu
sanitasyon islemleri sonu¢ vermemektedir. Bu baglamda siit iriinlerinin islendigi
cevrelerde, termofilik basilin biyofilm iiretiminin ivmelenmeye basladig1 siireg

oncesinde rutin sanitasyon prosediirlerinin uygulanmasi énem arz etmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ozmolartie, herhangi bir soliisyonda ozmotik olarak ¢oziinen partikiillerin
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Besiyerinin ozmolaritesinin modifiye edilmesinde
NaCl (sodyum kloriir) siklikla tercih edilen bir ozmolittir (O’Toole ve Kolter 1998).
Yiiksek ozmolarite basta E. coli, Salmonella ve Pseudomonas olmak iizere birgcok
Gram-negatif bakterinin abiyotik yiizeyler iizerinde tutunmasini ve biyofilm {iretimini
inhibe etmektedir (O’Toole ve Kolter 1998, Houdt vd. 2005, Karaca vd. 2013). Diisiik
ozmolarite gibi ¢evresel bir sinyal dahilinde gelisen membran stres yaniti ve bu yanitin
diizenlenmesinden sorumlu kompleks regiilator aglarinin devreye girmesi, Gram-negatif
bakterilerde flagella ve fimbriya gibi biyofilm olusumunun baglangici igin kritik dnemi
olan hiicre dis1 yapilarin biyosentezini artirmaktadir (Jubelin vd. 2005). Basta S. aureus
olmak tizere baz1 Gram-pozitif bakterilerde artan tuz konsantrasyonuyla iliskili ozmotik
stres  bioyfilm  yamtindan sorumlu genetik determinantlarin  ifadelerinin
diizenlenmesinden sorumlu, global stres yanitiyla iliskili alternatif sigma faktorlerinin
devreye girmelerine neden olarak biyotik ya da abiyotik yiizeyler iizerinde daha
kompakt yapida biyofilmlerin {iretilmesine olanak saglamaktadir (Rachid vd. 2000).
Biyofilm yasam moduna gegiste basta ozmolarite olmak iizere global stres yanitina
iliskin kompleks regiilasyon aglarinin yeniden diizenlenmesine yonelik literatiirde ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Tez c¢alismasinda ozmolaritenin termofilik basillerin
biyofilm iiretimlerine olan etkisini belirlemek adina polistiren yiizeylerde ¢ok sayida
Anoxybacillus ve Geobacillus referans sus/izolatin taramasi yapilmistir. Tezin baslangig
sirecini temsil eden bu calismada ileriki caligmalar1 devam ettirebilmek adina biyofilm
ureticisi referanslarin ve izolatlarin secimi hedeflenmistir. Bu baglamda biyofilm
orneklemesi i¢in diisiik ozmolariteli (NaCl ihtiva etmeyen TSB) ve standart TSB (NaCl
ihtiva eden) besiyerleri tercih edilmistir. Bu asamada kesinlestirilmesi istenen bir diger
durum, daha sonraki caligmalar1 yiiriitiirken biyofilm c¢aligmalarindan 6nce o©n

aktiflestirme siirecine yonelik siirekli kullanilabilecek bir prosediir belirlemektir.

Besiyeri igerigindeki tuzun biyofilm iiretim miktari lizerinde cins diizeyinde belirleyici
olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.2, 4.4, Cizelge 4.2, 4.3). Ancak, ¢alismaya dahil edilen

tiim izolat ve referans suslar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde ozmolaritenin tiir diizeyinde
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belirleyici olabilecegi anlasilmaktadir. Besiyeri ozmolaritesinin her ne kadar
Anoxybacillus ve Geobacillus cinsi iiyelerinin geneli ele alindiginda biyofilm liretim
davraniglar1 tlizerinde belirleyici bir etkisi olmadigr goriilse de, secim islemi
tamamlandiktan sonra (iyi biyofilm {ireticisi suslar ve izolatlar) her bir izolat ve referans
susun ideal diizeyde biyofilm {iretebilmesi i¢in daha sonrasinda gereksinim duyacagi tuz
icerigi dikkate alinarak drnekleme yapilmistir. Biyofilm ¢alismalarinda, 6zellikle iiretici
suglarin saptanmasi i¢in, 6n inokiilasyon prosediirlerinin dogru bir sekilde belirlenecek
olmasi tiretici suglarin bundan sonraki ¢alismalarda da dogru ve gilivenilir bir sekilde
secilebilmesi adina onem arz etmektedir. Tezin baslangicinda gergeklestirilen genel
tarama islemi termofilik basiller s6z konusu oldugunda ideal inokiilasyon prosediiriiniin
susun ya da izolatin gereksinimine gore belirlenmesi gerektigini kesin olarak ortaya
koymaktadir. Yine elde edilen bulgular dahilinde ozmolariteyle iligkili g¢evresel
sinyallerin termofilik basillerin biyofilm iiretim davranislar1 iizerinde cok c¢esitli
diizeyde etkili olabilecegini gostermektedir. Calisilan termofilik basillerin biyofilm
iretim yanitlarinin  ozmolariteye bagli degisimi olduk¢a heterojen bir profil

gostermektedir.

Sicaklik bir mikroorganizmanin liremesini ve yasamini siirdiirebilmesini etkileyen en
onemli cevresel faktorlerin basinda gelmektedir. Organizmanin iireyebildigi asgari,
optimum ve azami kardinal sicaklik araliklari mevcuttur. Mikrobiyal yasam, suyun
kaynama sicakligina kadar, hatta bu sicakligi da igine alan ¢ok daha yliksek
sicakliklarda varligint siirdiirebilmektidir. Bu yiiksek sicakliklarin hakim oldugu
ortamlari, dogada termofilik basillerin de dahil oldugu sadece belirli tiirler habitat olarak
secebililer. 45-80 °C araligindaki sicakliklarda vejetatif formda gelisebilen termofilik
basiller,endospor  olusturarak 110  °C’ye  kadarki  sicakliklarda  hayatta
kalabilmektedirler. Bu nedenle, termofilik basiller termal adaptasyonlarinin yanisira,
endospor ve biyofilm olusturmalar1 sebebiyle diinya iizerinde pek c¢ok habitatdan izole
edilebilmislerdir. Termofilik basiller sadece dogal habitatlardan degil, insan yapimi pek
cok cevreden de izole edilebilmektedirler. Insan yapimi habitatlar1 arasinda: yiiksek
sicaklikta enerji Uretilen endiistriyel ortamlar ve komiir yiginlarinin st tiste y1gildigt
enerji tlretilen bolgeler, termik santrallerdeki paslanmaz c¢elik borular, yer altindan

jeotermal su c¢ikisinin saglandig1 sicak su sondaj borularmin i¢ yiizeyleri, siit ile siit
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tirtinlerinin, meyve sularin, glukoz suruplarinin yapiminda kullanilan ve ¢ogunlukla
paslanmaz celikten imal edilen biiylik Olcekteki endiistriyel fermentorler bunlarin
baslicalaridir (Nazina vd. 2000, Vieille ve Zeikus 2001). Geobacillus ve Anoxbacillus
cinslerinin {iyeleri zorunlu termofiller olup, ¢ogunlukla 40—68 °C gibi yiiksek sicaklik
araliklarinda gelisebilmektedir (Flint vd. 2001c, Ronimus vd. 2003). Basta siit ve siit
endiistrisi olmak iizere, meyve suyu pastorizasyonu, konserve, kagit, seker rafinesi, kuru
sebze ve meyve ilretimi, jelatin liretimi gibi islemleri igeren endiistriyel siireclerde
yiiksek sicaklik uygulamalari, termofilik basillerin gelisip ¢ogalmalarina imkan
saglayarak, trettikleri spor/biyofilmler ile iliskili siirekli kontaminasyonlara neden
olmaktadir (Denny 1981, Hayes 1985, De Clerck vd. 2004b, Jay vd. 2005, Chen vd.
2006, Scott vd. 2007). Artan termal stres termofilik basillerde spor olusumunu tesvik
eden en 6nemli ¢evresel faktorlerin basinda gelmektedir. Termofilik basillerin biyofilm
tiretimleri, hem vejetatif hiicrelerin hem de sporlarin yiizeye tutunmalariyla baglayan bir
stiregtir. (Flint vd. 2001a, Parkar vd. 2001). Geobacillus ve Anoxybacillus tiyelerinin
sporlarinin, vejetatif hiicrelerine nispeten paslanmaz celik abiyotik yiizeylere daha fazla
tutunma egiliminde olduklar1 daha 6nceki literatiir ¢aligmalarinda kanitlanmistir (Flint
vd. 2001a, b, Scott vd. 2007, Burgess vd. 2009, Kilic vd. 2017). S6z konusu literatiir
calismalarinda  diisiikk  sicakliklarda Geobacillus ve Anoxybacillus iiyelerinde
sporulasyon siirecinin diisiik sicakliklarda (48 °C) baskilandigr goriilmektedir.
Sporulasyon miktarindaki diisiise bagli olarak biyofilm iiretiminde de diisiis

goriilmektedir.

Tezin bu asamasinda biyofilm tiretimi {izerinde iki kritik sicakligin etkisi arastirilmistir:
55 °C gibi bu iki cinse iiye bakterilerin ideal diizeyde gelisebildigi bir inkiibasyon
sicakligi ve termal stresi yansitabilmesi itibariyle 65 °C’lik bir inkiibasyon sicakligi.
Calisma dahilindeki Geobacillus’un tiim {iyeleri artan termal streste (65 °C) 55 °C’ye
nispeten ¢ok daha yogun diizeyde biyofilm tiretimi gostermistir. Anoxybacillus cinsine
dahil iiyelerde ise cins diizeyinde inkiibasyon sicakliginin biyofilm iiretimi iizerinde
belirleyici olmadig1 ancak; sus ve izolat diizeyinde iki farkli sicakliktada yliksek
diizeyde biyofilm {iretebilen sus ve izolatlarin varligina rastlanmistir (Sekil 4.5 - 4.8).
Inkiibasyon sicakliginin genel olarak biyofilm {iretimi iizerine olan etkisi dikkate

alindiginda, basta Geobacillus tiyeleri olmak iizere, yiikselen sicakligin sporulasyon
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miktarin1 artirmasina bagli olarak termofilik basillerin ylizeylere daha fazla
tutunmalarina ve dolayistyla daha fazla biyofilm iiretmelerine imkan sagladig
sOylenebilmektedir. Uzayan inkiibasyon siiresinin de artan ag¢lik aglik stresi ve bu
durumla iligkili artan sporulasyona bagli olarak her iki cinsin tiim tiyeleri i¢in biyofilm

tiretimini artiran bir faktdr oldugu kesindir.

Biyofilm iiretim davraniglarini belirlemek adina birincil tarama iglemi, temel gevresel
parametlerin (sicaklik, ozmolarite ve inkiibasyon siiresi) etkileri, ilk etapta TSB
iceriginde ve polistiren mikrotitre plaka yiizeylerinde yapilmistir. Bu c¢alisma
Anoxybacillus ve Geobacillus cinsine iiye ¢ok sayida ve gesitte izolat ve referansin
biyofilm iiretimleri i¢in temel fizyolojik gereksinimlerin saptanabilmesi adina oldukca
faydali bilgiler saglamistir. Ancak tezin yoneltigi sorularin yanitlanabilmesi, ileri
calismalarin yiiriitiilebilmesi ve bu iki cinse {iye bakterilerin biyofilm iiretim
davraniglarinin siit igceren ortamlarda daha gercekei bir senaryo ile belirlenebilmesi igin
ilk asamadaki tarama islemi, yine iki kritik inkiibasyon sicakliginda (55 °C ve 65 °C),
polistiren yiizeylerde, ancak standart tam yagh siit iceriginde gerceklestirilmistir. Iki
inkiibasyon sicakliginda polistiren yiizeylerde calisma kapsaminda degerlendirmeye
alinan Geobacillus iiyeleri “gliclii” biyofilm iiretim karakteristigi sergilememistir. Yine
bir onceki ¢alismada oldugu lizere artan termal stres genel olarak biyofilm {iiretim
miktarinda bir artisa neden olmustur (Sekil 4.5 - 4.6). Onceki taramadan farkli olarak
tam yagl siit iceriginde Anoxybacillus iiyelerininin 6nemli bir kisminda “giiglii”
biyofilm iiretim karakteristigi goriilmiistiir (Sekil 4.7). Mevcut bulgular ile literatiirde
bulgular arasinda bu baglamda bir iligki kurulabilmektedir. Zira basta siit tozu isleme
tiniteleri olmak ftizere siit {irlinlerinin islendigi tnitelerden Anoxybacilllus {iyeleri,
Geobacillus tiyelerine oranla ¢ok daha sik izole edilmektedir (Ronimus vd. 2003, Yuan
vd. 2012). Hatta mevcut termofilik basil tiirleri arasinda bu ortamlardan en sik izole
edilen tiirlerin basinda A. flavithermus gelmektedir (Yuan vd. 2012). Bu bilgilerden
hareketle Anoxybacillus {iiyelerinin siit iceren ortamlarda biyofilm iiretimine daha
egilimli olduklar1 ve bu karakteristiklerine bagli olarak bu ortamlarda daha uzun siire
varliklarim1 ~ siirdiirebildikleri  disiiniilebilir. Mevcut tez c¢alismasi kapsaminda
Anoxybacillus tiyelerinin siit iceriginde daha fazla diizeyde biyofilm iiretebilmeleri de

mevcut fenomenle iliskilendirilebilmektedir.
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Ayrica bu calismada ele alinan yontemsel yaklagim literatiirdeki 6nemli bir agig1
kapatabilecek mahiyettedir. Literatiirde biyofilm iiretim miktarlarinin belirlenmesi i¢in
Onerilen rutin 96 kuyuluk polistiren mikrotitre plakalarda uygulanan kristal viyole
baglanma yontemi, ilk kez tam yagl siit igeriginde olduk¢a genis bir termofilik basil
kolleksiyonundaki tiyelerin siit icerigindeki biyofilm iiretim davraniglarini belirlemek
tizere degerlendirilmistir. Gelistirilen yontem dahilindeki tek handikap inkiibasyon
siiresinin, yiiksek sicakliklarda, miimkiin mertebe kisa tutulmasi gerektigidir. Zira
yiikselen sicakliklarda, siitiin igerisindeki “whey” proteinleri denatiire olarak ylizeylere
yapigmaktadir (Marchand vd. 2012) ve bu durum da kristal viyole boyasinin biyofilm
matriksine baglanmasinin esas alindigi yaklasimlarda hatali sonuglara sebep
olabilmektedir. Tez siirecinde gelistirilen bu yontemsel yaklasim, ¢cok sayida termofilik
basilin kisa siirede ve istikrarli bir sekilde siit ortaminda biyofilm {iretim

karakteristiklerini belirleyecek niteliktedir ve bu yoniiyle bir ilke karsilik gelmektedir.

Siitiin iki major bileseni olan kazein ve laktozun termofilik basillerin biyofilm iiretimine
olan etkilerini arastirmak ve bu bilesenlerin metabolize edilmeleri sonucunda biyofilm
tiretim yanitlarinda meydana gelecek olas1 degisimleri anlamak adina c¢aligmaya dahil
edilen tim Anoxybacillus ve Geobacillus iiyelerinin laktozu fermente edebilme ve
kazeini hidrolize edebilme o6zellikleri belirlenmistir. Siit komponentlerinin termofilik
basillerin biyofilm iiretim davranislarina yonelik etkilerinin degerlendirildigi literatiir
caligmalarinda, ¢ogunlukla bu komponentlerin paslanmaz celik ylizey gibi ylizeylerin
yiizey ylk karakteristigini nasil degistirdigine ve bunun sonucunda bakteriyel tutunma
paternlerinin nasil etkiledigine odaklanilmistir (Bemborn vd. 2009). Siit bilesenlerinin
florada ya da siitiin islendigi ortamda bulunabilecek mikroorganizmalarin ylizeylere
tutunmalarin1 ve biyofilm tiretim kabiliyetlerini ¢ok c¢esitli yollarla etkiledigine yonelik
raporlar mevcuttur. Ornegin; Pseudomonas gibi ¢ig siitin normal florasinda
bulunabilecek bir bakterinin, siitiin i¢erigindeki seker ve protein i¢eriginin artirilmasiyla
biyofilm iiretim kapasitesinin paslanmaz celik yiizeylerde azaldigi belirtilirken
(Bemborn vd. 2009), seyreltilmis siit igeriginde termofilik basillerin sporlarinin ve
vejetatif hiicrelerinin tutunma kapasitelerinin azaldigi rapor edilmistir (Parkar vd. 2001).
Organik tabiattaki siit bilesenleri (kazein, laktoz) S. aureus ve L. monocytogenes gibi

onemli siit patojenlerinin de paslanmaz ¢elik yiizeylere tutunma kapasitelerini
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disiirmektedir. Calismadaki termofilik basillerin laktozu fermente edebilme ve kazeini
hidrolize edebilme gibi fenotipik karakteristiklerinin de belirlenmesi ve segilecek
iiyelerde o6nemli bir kriter olarak dikkate alinmasi, bu bilesenlerin metobolize
edilmelerine ya da edilememelerine bagli olarak biyofilm olusturma siirecinin nasil
etkilendigini kavramaya yonelik olmustur. Bu sorunun yanitlanmasina ilave bir diger
durum da, siit ortaminda bulunabilecek ¢ok ¢esitli sayida tiire iiye bakteriler arasinda
laktozu fermente edebilenler ile edemeyenlerin bir arada bulunmalar1 ihtimalinin
yiiksekligidir. Zira laktozun fermente edilmesi ve kazeinin hidrolize edilmelerine baglh
olarak a¢iga cikan metabolitler bu bilesenleri fermente edemeyen veya hidrolize
edemeyen diger bakterilerin gelisip ¢ogalmalarina imkan saglayacak besinsel katkilar

olabilmektedir (Quigley vd. 2013).

Polistiren yiizeylerde TSB ve tam yagl siit i¢eriklerinde biyofilm iiretim kapasitelerine
ve fenotipik karakteristiklerine (laktoz fermentasyonu/kazein hidrolizi) sec¢imi
gerceklestirilen 8 Geobacillus ve 15 Anoxybacillus iiyesi basilin (toplam 23) 316 L tipi
paslanmaz celik kuponlar iizerindeki biyofilm {iretim potansiyelleri son se¢im kriteri
olarak belirlenmistir. Paslanmz celik yiizeyler, gida endiistrisinde, gidalarin yogun
olarak islendigi ve en ¢ok temas ettigi yiizeylerdir. Gérece ekonomik olmasi, mikrobiyal
korozyondan az etkileniyor ve kolay temizlenebiliyor olmasi, paslanmaz geligin yiizey
materyali olarak siklikla tercih edilmesine neden olmaktadir (Flint 2001a, Giaourois vd.
2005). Mikrobiyal tutunmada abiyotik yiizeyin fizikokimyasal 6zellikleri (hidrofobisite,
hidrofilisite, yiizey yiikil) en Onemli cevresel faktorlerin basinda gelmektedir. Bu
calismada tercih edilen 316 L tipi paslanmaz celigin hidrofobisitesi/hidrofilisitesi
tizerine kesin bir ayrima varmak pek miimkiin degildir. Zira bu tip ¢eligin yiizey
karakteristigi icinde bulundugu ortamin dogasindan c¢ok fazla etkilenmektedir
(Carpentier ve Cerf 1993). Paslanmaz c¢elik yiizeyin hidrofilisitesine ve
hidrofobisitesine yonelik literatiirde birbirinden farklilik gosteren ¢ok sayida caligma
bulunmaktadir. Ornegin; Brugnoni vd. (2007) ve Teixeira vd. (2005) paslanmaz celik
yiizeyi hidrofobik karakteristikte bir yiizey olarak tanimlamis, Li ve Logan (2004)
paslanmaz c¢eligin de dahil oldugu tiim metal oksitleri kesin olarak hidrofobik
karakteristikte yiizeyler olarak tanimlamistir. Ancak, Lejeune (2003), Planchon vd.
(2007) ve Lerebour vd. (2004) paslanmaz ¢eligin icinde bulundugu ortama bagl olarak
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hidrofilik o6zellikler gosterdigini One siirmektedir. Bazi aragtirmacilara goreyse
paslanmaz geligin hidrofobik ya da hidrofilik karakteristiginin goreceli oldugu ancak
bircok polimere nispeten tartismasiz daha hidrofilik karakteriste oldugu One
siiriilmektedir (Boulangé-Petermann 1996). Ornegin; paslanmaz celik oldukea hidrofilik
Ozellikte olan cama nispeten hidrofobik bir materyal olarak degerlendirilebilecekken,
PTFE (politetrafloroetilen) olduk¢a hidrofobik olan bir yiizeye nispeten hidrofilik
ozellik gostermektedir. ileri calismalarda farkli fizikokimyasal ozellikteki abiyotik
yilizeylerin termofilik basillerin biyofilm olusturma kabiliyetlerine yonelik etkileri
degerlendirilmistir. Bu asamada son se¢im kriteri olarak 23 adet bakterinin gida
endistrisinde en yaygin kullanim alanina sahip paslanmaz ¢elik materyaller tizerindeki
ve ve standart tam yagl siit igerigindeki biyofilm tiretim miktarlar belirlenmis ve son

noktada 4 Geobacillus ve 4 Anoxybacillus tiyesi secilmistir (Cizelge 4.6).

Bu tez caligmasi, Anoxybacillus ve Geobacillus cinslerine iiye toplam 104 termofilik
basilin gerek kompleks besiyerlerinde gerekse tam yagh siit igerisinde biyofilm
tiretimleri agisindan karsilastirildigr ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Su
ana kadar sadece A. flavithermus ve G. stearothermophilus olarak bilinen en 6nemli siit
ve slit iirtinleri kontaminantlarinin yani sira, diger pek c¢ok termofilik basil tiiriiniin de
bu noktada siit ve siit iirlinlerinde biyofilm iiretimleriyle ciddi riskler dogurabilecekleri
ortaya konmustur. Bu baglamda 104 termofilik basilden se¢imi yapilan termofilik tiirler
arasinda A. caldiproteolyticus, A. kamchatkensis subsp. asachharedens, A. tepidamans,
G. thermodenitrificans, G. thermoglusidans ve G. vulcanii tiirlerinin de literatiirde
tanimlanan diger termofilik tiirler kadar potansiyel riskleri olabilecekleri ilk defa bu tez

calismasiyla ortaya konmustur.

Tuzluluk (iyonik gii¢, konsantrasyon), pH ve sicaklik gibi temel ¢evresel parametrelerin
secilen 8 bakterinin biyofilm {iretim diizeylerine olan etkileri degerlendirildiginde, tuz
konsantrasyonunun, pH’nin ve sicakligin izolat ve sus diizeyinde ¢ok farkli
etkilesimlere neden oldugu goriilmektedir. Calisma kapsamindaki Anoxybacillus ve
Geobacillus iiyelerinin farkli NaCl konsantrasyonlar1 iceren TSB besiyerleri
icerisindeki mikrobiyal gelisim ve biyofilm {iretim kapasitelerinin, artan tuz

konsantrasyonlarinda (gérece genis tuz toleransi) Geobacillus iyelerine nispeten daha

233



fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14,4.17; Cizelge 4.12, 4.17) Gerek yiiksek diizeyde
biyofilm miktar1 olsun gerekse yiiksek fiizeyde mikrobiyal gelisim olsun en yiiksek tuz
tolerans1 sergileyen bakteri A. caldiproteolyticus A403 olarak saptanmistir (% 1,0-2,5),
(Cizelge 4.8). Bu bakterinin artan tuz konsantrasyonlarinda biyofilm iiretim egiliminde
yiikksek bir artis saptanmistir. Termofilik basillerin biyofilmlerine yonelik yiiriitiilen
calismalarda model organizma olarak siklikla tercih edilen A. flavithermus’ta (DSM
2641T), A403 izolatina nispeten biyofilm iiretimi itibariyle daha diisiik bir tuz toleransi
goriilmiistiir (Sekil 4.11). Calismada degenlendirmeye alinan bir diger Anoxybacillus
izolatinda (F81) yine biyofilm {iiretimi itibariyle yiiksek diizeyde bir tolerans
saptanmustir (Sekil 4.12). Ancak baska bir Anoxybacillus iiyesinde ise (A. tepidamans
DSM 16325") ancak NaCl ihtiva etmeyen (diisiik iyonik gii¢) besi ortaminda kayda
deger bir biyofilm {iretim yanitt saptanmistir (Sekil 4.13). Geobacillus iiyelerinde
Anoxybacillus iiyelerine nispeten daha diisiik iyonik kuvvet igeren ortamlarda (diisiik
konsantrasyonda NaCl) biyofilm {iretim miktarlarinda artig goriilmistiir. Biyofilm
iiretim davraniglar1 itibariyle bu grubun {iiyeleri degelendirildiginde en yliksek tuz
tolerans1 G. themodenitrificans DSM 465" susu gostermektedir. Her iki cinsin
tiyelerinin mikrobiyal gelisim ve biyofilm iiretim kapasiteleri arasindaki iligskinin tuz
gereksinimlerine gore kiyaslamasi yapildiginda Anoxybacillus iiyelerinde zayif bir
korelasyon saptanirken, Geobacillus iiyelerinde kayda deger bir korelasyon saptanmistir
(Cizelge 4.12, 4.17).

pH’nin Anoxybacillus iiyelerinin biyofilm iiretimleri iizerine olan etkisine bakildiginda
A. tepidamans DSM 16325" referans susu haricinde (pH 6,0-7,0) diger tiim iiyelerin
alkali pH araliginda anlamli diizeyde biyofilm iretebildigi goriilmektedir. pH’nin
biyofilm iiretimi iizerindeki etkileri itibariyle en sira dis1 davranist A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens F81 izolati sergilemektedir. Bu izolat yiiksek alkali kosullarda
dahi anlamli diizeyde biyofilm iiretebilmektedir. Geobacillus iiyeleri hem hafif asidik
kosullarda hem de alkali ortamlarda 6nemli 6l¢iide biyofilm iiretebilirken, en yiiksek
diizeyde biyofilm iiretim miktarlar1 bu cinsin iiyelerinde yine alkali pH degerlerinde
saptanmugtir. Ozetle, hem Geobacillus hem de Anoxybacillus iiyelerinde biyofilm iiretim
egilimindeki artis genel olarak alkali pH degerlerinde saptanmistir. Gerek Geobacillus

gerekse Anoxybacillus iiyelerinin farkli pH degerlerindeki mikrobiyal gelisim ve
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biyofilm tiretim egilimlerine bakildiginda bir korelasyon goriilmemektedir. Bu cinslerin
tiyelerinin mikrobiyal gelisimleri ve biyofilm iiretimleri i¢in gereksinim duyduklar1 pH

degerleri degiskenlik gostermektedir.

Bakteriyal hiicrelerin hiicre duvarlarindaki net yiik nétral pH’da negatiftir (Rijnaarts vd.
1999). Ancak toplam yiikiin biiyiikligii tiirden tiire, kiiltiir ortamlarimin kosullarina
(Gilbert vd. 1991, Kim ve Frank 1994), kiiltiiriin yasimna (Walker vd. 2005), kiiltiir
ortaminin iyonik kuvvetine (Dan 2003) ve pH’sia gore (Husmark ve Ronner 1992)
degiskenlik gdstermektedir. Hiicre yiizeyindeki toplam yiik “zeta potansiyeli” ile ifade
edilebilmektedir. Zeta potansiyeli, elektriksiel bir alan tesiri altinda ve tuz
konsantrasyon ve pH degerinde bir bakteri hiicresinin hareketi ile hesaplanmaktadir.
Bir¢ok bakteri fizyolojik pH degerinde (pH 7,0) negatif bir zeta potansiyelien sahiptir
(Gilbert vd. 1991, Millsap vd. 1997, Lerebour vd. 2004). Ancak bazi durumlarda,
Stenotrophomonas maltophilia 6rneginde oldugu iizere, bakteri fizyolojik pH degerinde
pozitif bir zeta potansiyeline sahip olabilmektedir. Bu nedenle fizyolojik pH degerinde
pozitif bir zeta potansiyeline sahip olan bir bakteri cam ve teflon gibi negatif yiik
karakteristigine sahip yiizeylere yliksek diizeyde tutunma egilimi gdstermektedir (Jucker
vd. 1996). Ancak bakterinin bulundugu irtamin iyonik kuvveti artirildiginda, bakteri
negatif bir zeta potansiyeli kazanmakta ve cam-teflon yiizeylere tutunma kabiliyeti
degismektedir. Yiiksek iyonik kuvvet bulunduran ortamlarda bazi bakterilerin
(Pseudomonas putida) zeta potansiyeli diismekte (sifira dogru) ve bakterinin yiizeylere
tutunma kapasitesi artmaktadir. Bu durum, ortamin artan iyonik kuvvetinin bakterinin
yilizey yiikiinii baskilamas1 ve maskelemesiyle acgiklanmaktadir. Benzer bir fenomen
artan iyonik kuvvetin bakterinin yiizey yikiiyle ¢esitli inert yiizeyler arasindaki
elektrostatik etkilesimleri engelleyen L. monocytogenes orneginde de goriilmektedir
(Mafu vd. 1990). Yine benzer bir sekilde, Giaouris vd. (2005) vyiiksek tuz
konsantrasyonu ihtiva eden ortamlarda (% 10,5 NaCl) Salmonella enterica’nin
paslanmaz c¢elik ylizeylere tutunma egiliminin azaldigimi gostermistir. S6z konusu
fenomenler, bakteri hiicre yiizeyinde bulunan karboksil ve fosfat gibi asidik gruplarin ve
amino gibi bazik gruplarin dissosiye olarak bakterinin toplam yiik potansiyelini iginde
bulundugu ortamm pH ve iyonik kuvvet degerlerine gore degistirmesiyle

aciklanmaktadir (Jucker vd. 1996). Yiiksek iyonik kuvvet bulunduran besi ortamlarinda,
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serbest halde bakteri yiizeyini kaplayacak ve noétralize edebilecek nitelikte ¢ok daha
fazla sayida iyon bulunmaktadir. Elektrostatik etkilesim kromatografisi (ESIC) gibi
yaklasimlar  bircok bakterinin yiizey yik karakteristigini saptamak {izere
kullanilmaktadir (Sanderson vd. 1996, Flint vd. 1997, Peng vd. 2001). Bakterilerin
rolatif ylizey yiikii, hiicrelerin anyonik ya da katyonik reginelere olan baglanma
egilimleri dikkate alinarak hesaplanabilmektedir. ESIC yaklasiminda, bakteri kiiltiirii
anyonik ya da katyonik bir kolondan gecirilmekte ve rolatif retensiyon eliie edilen
bakteriyal hiicrelere oranlanarak hesaplanmaktadir. ESIC yaklasimina gore bu zamana
dek calisilan tiim bakterilerin negatif bir yiizey yiik karakteristigine sahip oldugu
goriilmektedir. Her ne kadar bakteriler genel olarak negatif bir yiizey karakteristigine
sahip olsalar da, Staphylococcus epidermis 6rneginde; hem anyonik hem de katyonik
recinelerde olduk¢a yiiksek bir baglanma egilimi saptanmistir. Bu durum, bu
bakterideki net yiik karakteristiginin negatif olmasina karsin hiicre duvarinda fazla

miktarda katyonik molekiillerin varligiyla da agiklanmaktadir (Sanderson vd. 1996).

Yiizey yiikii, bakterinin i¢inde bulundugu ortamin pH’sindan da fazlasiyla
etkilenmektedir. Husmark ve Ronner (1990) Bacillus cereus sporlart ile yiiriittiigii bir
calismada ortamin pH’sim1 (pH 3,0) Bacillus sporlarmin izoelektrik noktasina
esitlediklerinde, sporlarin yiizeylere azami diizeyde tutunduklarini saptamislardir.
Ortamin pH’s1 izoelektrik noktanin lizerine (pH 4,0) cekildiginde sporlarin yiizeylere
tutunmasinda azalma goriilmiistiir. Mevcut azalma, spor ylizeyindeki negatif yiikiin
artmasma bagli olarak yiizeyle spor arasinda meydana gelen itislerle (repulsiyon)
aciklanmaktadir. Benzer sonuglara Flint vd. (1997) vyirittigii c¢alismada da
rastlanmistir. 12 farkli termofilik Streptokok ile yiiriitillen bu ¢alismada, anyonik ve
katyonik resinler kullanilarak bakterilerin yiizeylerinin toplam yiik karakteristigi
belirlenmistir. Fizyolojik pH’da (pH 7,0) negatif yiiklii partikiil gibi davranan bu
bakterilerin gorece negatif yiike sahip paslanmaz ¢elik yilizeyler iizerine tutunma
egilimlerinin azaldig1 saptanmustir. Gilbert vd. (1991) E. coli yiizeyindeki negatif yiik
miktarinin artmastyla bakterinin yiizeylere tutunma egiliminin azaldigini rapor etmistir.
Ancak, verilen bu orneklerden farkli olarak S. aureus oOrneginde ylizeyin negatif
yiikiiniin artmas1 ylizeylere tutunma egiliminde bir azalmaya neden olmamaktadir. Bu

bulgudan hareketle bazi1 bakterilerin yiizeylere tutunmada en 6nemli belirleyici faktoriin
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elektrostatik etkilesimler olmadigini ve bazi bakterilerde elektrostatik etkilesimlere ilave

diger kuvvetlerin de tutunma da son derece kritik rolleri olabilecegini one stirmektedir.

Yukaridaki bilgilerin 1s1ginda sdylenebilir ki, termofilik basillerin sporlarinin ve
vejetatitif hiicrelerinin farkli abiyotik yiizeylere tutunma paternlerini belirleyebilmek
adina, bakterinin i¢inde bulundugu ortamin iyonik kuvvetine ve pH degerine gore nasil
ozellikler kazanacag (zeta potansiyeli) ve bakterinin tutunacag yiizeyin fizikokimyasal
Ozelliklerinin nasil degisebilecegi net bir sekilde ortaya konmalidir. Bu tezde ¢alisilan 8
bakteri de farkli pH degerlerinde ve tuz konsantrasyonlarinda polistiren yiizeylerde
farkli tutunma egilimleri sergilemekte ve farkli miktarlarda biyofilm iiretmektedir. Bu
kapsamda, yiiriitiilen ¢alismada degerlendirilen bakterilerin ideal diizeyde biyofilm
tiretebilmeleri i¢in gereksinim duyacaklar1 iyonik kuvvet (NaCl konsantrasyonu), pH
degeri ve sicaklik degerleri tanimlanmis ve biyofilm iretimleri i¢cin gerekli temel
fizyolojik ihtiyaclar acikliga kavusturulmustur. ilerideki olasi calismalarda mutlak
surette termofilik basillerin igerisinde bulunacaklari ortamlar simiile edilerek, siit ve siit
triinlerinin islendigi ¢evreler olmak iizere, termofilik basillerin ¢esitli abiyotik
yiizeylere tutunma egilimlerinin ardindaki fizikokimyasal siirecler net bir sekilde
acikliga kavusturulmalidir. Elde edilen bulgular, biyofilm olusumu i¢in ilk kritik asama
olan yiizeylere tutunma asamasinin engellenmesi adina yeni yaklasimlarin gelistirilecek
olmasina imkan taniyacaktir. Calismada iyonik kuvvet (farkli NaCl konsantrasyonlar1)-
inkiibasyon sicakligi (55 °C ve 65 °C), farkli pH degerleri (4,0-11,0) ve farkli
inkiibasyon sicakliklar1 (45-70 °C) gibi g¢evresel degiskenlerin, segilen 8 termofilik
basilin biyofilm {iiretimleri {izerine olan etkileri arastirilmis ve ideal biyofilm iiretimi
icin temel fizyolojik gereksinimler tanimlanmistir. Yine de degerlendirmeye alinan
mevcut cevresel parametlerin olasi tiim kombinasyonlar1 birlikte sinanarak, RSM
(Response Surface Methodology; Yiizey Yanit Metodolojisi) gibi matematiksel
modeller esas alinarak, biyofilm iiretimi i¢in mevcut fizyolojik gereksinimler net bir
sekilde tanimlanmalidir. Zira bu {i¢ faktoriin ayr1 ayr1 degerlendirilmesinden farkli
olarak bir arada uygulanmasi neticesinde bakterinin yilizey yiik karakteristigi ve

bakterinin tutunacag yiizey degiskenlik gosterebilir.
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Tez calismasinda farkli Anoxybacillus (A. flavithermus DSM 26417, A. kamchatkensis
subsp. asaccharedens F81) ve Geobacillus (G. thermodenitrificans DSM 465", G.
thermoglucosidans B84a) tiirlerinin aynmi cinse ve farkli cinse dahil bakterilerin ayni
ortamda ¢esitli kombinasyonlarla kiiltiire alinarak biyofilm yanitlarinin belirlendigi
temel c¢aligmada olas1 antagonistik/sinerjestik  etkilesimlerin  degerlendirilmesi
amaclanmistir. Farkli Geobacillus tiirlerinin  birlikte kdiltiire alindig1 polistiren
yiizeylerde, bu bakterilerin tek tek kiiltiire alindig1 yiizeylerdekine nispeten ¢ok daha
yogun bir biyofilm {iiretimi saptanmistir (sinerjizm). Ancak siit ve siit iirlinlerinin
islendigi g¢evrelerden siklikla izole edilen A. flavithermus susunun diger Geobacillus
tiyeleri ve Anoxybacillus tiyesi (F81) ile bir araya geldiginde ortak bir kiiltiir ortaminda
daha az miktarda biyofilm {iretildigi de dikkate ¢ekici bir durumdur. Bu bulgudan
hareketle A. flavithermus’un ¢alisma dahilindeki diger termofilik basillerle ortak bir
biyofilm sistemi igerisinde iyi anlagsamadigi tahminine varilabilir. Ancak s6z konusu
hipotezin netlestirilmesi adina bu bakterinin diger termofilik basil {iyeleriyle bir araya
getirildigi kompleks biyofilm sistemleri igerisindeki komiinite davraniglari ilave
molekiiler ve mikroskopik yaklasimlarla netlestirilmelidir. F81  izolatinin
(Anoxybacillus) DSM 2641" susundan farkl olarak 6zellikle B84a (Geobacillus) izolati
ile ayni1 kiiltiir ortaminda bir araya gelmesi durumunda, biyofilm iiretiminde ¢ok yogun
bir artisin meydana geldigi de dikkat ¢ekici bir diger durumdur. Termofilik basillerin siit
endiistrisinde bulunabilecegi cevrelerde diger bircok tiir ile ayni biyofilm sistemleri
igerisinde bulunma ihtimalinin yiiksekligi diisiiniildiiglinde, bu ¢evrelerden siklikla izole
edilen termofilik tiirler ile yapilacak komiinite analizleri, bu basillerin neden
olabilecekleri sorunlarin listesinden gelebilmek adina yeni yaklagimlarin gelistirilmesine
imkan saglayabilecegi gibi, bu bakterilerin bulundugu nislerdeki diger iiyelerle ve
cevreleriyle olan karmagik etkilesimlerin de aydinlatilmasina imkan saglayacaktir.
Literatiirde Geobacillus ve Anoxybacillus cinsi bakterilerin siit ortamindaki bir arada
bulunmalarina bagl olarak gosterebilecekleri gelisim fizyolojilerine yonelik ¢ok kisitla
sayida veri mevcuttur. Zhao vd. (2013) yiiriittiigi ¢alismada, G. thermoglucosidans
TNO-09.020 ve G. thermoglucosidans TNO-09.023 izolatlar1 standart tam yagh siit
ticerisinde oldukca zayif bir gelisim gosterdiklerini bulmustur. Ayrica farkli tiirde
bakterilerin karigmasina imkan tanimayan ancak; bakterilerin basta kazein olmak tizere

hidrolize ettikleri siit bilesenlerinden agiga ¢ikan metabolitlerin gegisine imkan saglayan
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bir membran igeren sistemde A. flavithermus TNO-09.006 susunun ilavesiyle
Geobacillus suslarmin gelisiminde ¢ok ciddi artig saptanmugtir. Siitiin islendigi
endiistriyel ¢evrelerde termofilik basillerin biyofilmleri ile neden olabilecegi sorunlara
yonelik yiiriitiilecek caligmalarda farkli tlirlere mensup termofilk basiller arasindaki
metabolik iligkilerin ve mikrobiyotik faktorlerin tanimlanmasi da en az fiziksel

faktorlerin taninmasi kadar Onem arz etmektedir.

Organik ve inorganik siit komponentlerinin termofilik basillerin biyofilm iiretimine olan
etkilerinin saptanabilmesi adina, bakteriler Bazal Medium ortaminda Kkiiltiire
alinmiglardir. Zira ¢alisma kapsaminda tercih edilen Bazal Medium, hem calisilan
termofilik basillerin gelismesi igin gereken temel besinsel bilesenleri ihtiva etmekte
hem de kompleks bir igcerige sahip olmadig: icin disaridan ilave edilen (ekzojen) siit
bilesenlerinin biyofilm iiretimine olan etkilerini dogrudan gézlemlemek adina kolaylik
saglamaktadir. Bazal Medium igerikleri farkli besinsel iceriklerin bioyiflm iiretimi

uzerindeki etkilerini test etmek adina siklikla tercih edilmektedir.

Siit; su, 6zgiil proteinler, kolaylikla sindirilebilen yaglar, laktoz, cesitli mineraller ve
vitaminler igeren bir gidadir. Siit genelde nétral pH’ya sahip bir gidadir (Jensen 1995).
Siit proteinleri; kazein, serum albiimini ve whey proteinlerinden (laktalbumin ve
lactoglobulin) olusmaktadir (Swaisgood 1995). Kazein miselleri siitteki toplam protein
igeriginin % 80’ine karsilik gelmektedir (Jensen 1995). Standart siit i¢eriginin azami %
3,31 protein bilesenlerinden olugmaktadir. Siitiin karbohidrat igeriginin ise ¢ok biiyiik
bir kismini laktoz olusturmaktadir. Geriye kalan karbohidrat igerigini cok az miktarlarda
olmak tizere glukoz ve galaktoz olusturmaktadir (Newburg and Neubauer 1995). Siitiin
mineral igerigi ise; sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum, sitrat, fosfat ve

stilfattan olusmaktadir (Atkinson vd. 1995).

Siitiin kompozisyonunda bulunan laktoz ve non-kazein (kazein olmayan) bilesenlerin,
sagim ekipmanlarindan izole edilen bazi bakterilerin cam, kauguk ve paslanmaz ¢elik
gibi yiizeylere olan tutunma egilimlerini diisilk diizeyde de olsa artirdi§ina yonelik

bulgular mevcuttur. Calisilan bu bakterilerde laktoz ve non-kazein gibi bilesenlerin besi
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ortamina ilavesiyle birlikte, hiicresel tutunmay1 artiran hiicre dig1 polimerik bilesenlerin

biyosentezinin arttifina yonelik bulgular da mevcuttur (Speers ve Gilmour 1985).

Kirtley ve McGuire (1989) protein bilesenlerinin ¢esitli abiyotik yiizeyler iizerinde
akiimiile olarak ve bir film tabakasi olusturarak siitin mikrobiyal florasinda
bulunabilecek bazi {liyelerin, olusan bu film tabakalarina daha siki bir sekilde
tutunabildiklerini 6ne siirmektedir. Speer ve Gilmour’un (1985) farkl: siit bilesenlerinin
varliginda bakterilerin ¢esitli abiyotik yiizeylere olan tutunma egilimlerinin belirlendigi
calismada, non-kazein proteinlerin (laktoglobulin ve a-Laktalbumin) varliginda, siit
florasinda bulunan bazi bakterilerin yiizeylere daha iyi tutunduklari saptanmistir.
Ancak, bu ¢aligmada kazeinin mikrobiyal tutunmada kayda deger bir etkisinin olmadig1
belirtilmistir. Bu bulgulara tezat olusturacak nitelikte, kazein ya da jelatin ¢ozeltilerinde
siispanse edilen bakterilerin yilizeylere daha fazla tutundugunu kanitlayan Meadows’un
(1971) calismas1 ornek gosterilebilir. S6z konusu durum, basta kazein olmak iizere
siitlin protein bilesenlerinin biyofilm {iretimine olan etkisinin sus ya da tiir diizeyinde
degisebilecegine yoneliktir. Speers ve Gilmour’a (1985) gore vizkoz 6zellikteki non-
kazein siit proteinleri bakterileri akiimiile olmalarini kolaylagtirmakta ve daha stabil
biyofilm yapilarinin tesisine imkan saglamaktadir. Barnes (2001) tarafindan yiiriitiilen
ve slit proteinlerinin bakterilerin paslanmaz celik ylizeylere olan tutunma egilimlerini
nasil etkiledigine yonelik yiiriitiillen baska bir calismada, yagsiz siitiin (skim milk)
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve Serratia marcesens gibi bakterilerin
bu yiizeylere tutunmalarini azalttigr saptanmistir. Aynmi ¢alismada etkinligi ayr1 ayn
degerlendirilen o-kazein, B-Kazein ve k-Kazein gibi siitiin protein bilesenlerinin
paslanmaz gelik yiizeylere muamele edilmesi sonucunda S. aureus ve L. monocytogenes
gibi bakterilerin muamele edilen ylizeylere daha az tutundugu goriilmiistiir. Barnes
(2001) gergeklestirdigi ilave bir calismada 6zellikle k-Kazein bileseninin S. aureus’un
ve L. monocytogenes’in tutunmasini ciddi diizeyde azalttigi saptanmistir. Yine ayni
calismada B-Kazein ve k-Kazeinden farkli olarak, a-laktalouminle muamele edilen
yiizeyler iizerinde yiiksek diizeyde bakteriyal tutunma saptanmistir. Barnes (2001)
yirlittigli ¢alismada seyreltilen siit i¢eriginin siitlin i¢cerisinde bulunan siit proteinlerinin
yiizeyi daha fazla kaplamasina olanak sagladigi, bunun sonucunda calismada tercih

edilen bakterilerin bu icerikle muamele edilen yiizeylere daha fazla tutundugu
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goriilmistiir. Speers ve Gilmour (1985) ayrica tam yagh siit i¢erigindeki kazein ve yag
bilesenlerinin bakteriyal tutunmada &nemli bir etkisi olmadigini belirtirken, laktoz
bileseninin bakteriyal tutunma tizerinde ciddi bir katkisinin oldugunu 6ne siirmektedir.
Fletcher ise (1976) bu fenomene yonelik yiiriittiigii onciil ¢alismada, bovin serum
albiimin (BSA), jelatin, fibrinojen ve pepsin gibi proteinlerle muamele edilen yiizeylere
bakteriyel tutunmanin azaldigini ancak; kazein ile muamele edilen yiizeylerde az da olsa
tutunmanin arttigin1 6ne siirmektedir. Fletcher (1976) aym1 zamanda siitiin icerdigi
bilesenlerin, siit florasinda bulunabilecek olan bakterilerin yiizeylere tutunmalarina olan
etkilerinin yorumlanmasinda genelleme yapilamayacagini, bu durumun ancak bakteriyal
tiire ve siitiin temas ettigi yiizeyin fizikokimyasal 6zelliklerine gore degerlendirilmesi
gerektigini Onermektedir. Ayrica, siitiin igeriginde bulunan bazi proteinler bakteri
yiizeylerindeki makromolekiillerin iyonik kondiisyonlarin1 modifiye ederek, bakterilerin
yiizeylere tutunmalarina mani olabilmektedir (Brooks ve Seaman 1973, Maroudas

1975).

Tezin bu asamasinda, kazeinin ¢alisilan termofilik basillerin mikrobiyal gelisimlerine ve
biyofilm {iretimlerine olan etkilerine bakildiginda, artan kazein konsantrasyonlarinin
tim bakterilerde gelisimi tesvik ettigi ancak; biyofilm iiretiminin sadece A.
caldiproteolyticus A403 (% 3,0 kazein konsantrasyonu, 65 °C), A. kamchatkensis F81
(% 1,5-% 3,0 kazein konsantrasyonlari, 65 °C), G. thermodenitrificans D195 (% 1,0-%
3,0 kazein konsantrasyonlari, 65 °C) izolatlarinda diisiik diizeyde de olsa tesvik edildigi
goriilmektedir (Sekil 4.31 - 4.32). Degerlendirmeye alinan 8 termofilik basilin laktozu
fermente edebilme ya da kazeinin hidrolize edebilme yeteneklerinin biyofilm iiretim
siirecinde belirleyici olmadigr goriilmektedir. S6z konusu bulgularin 1s181inda siitiin
major bir protein bileseni olan kazeinin termofilik basillerin mikrobiyal gelisimini
kismen tesvik ettigi ancak; calisilan 8 adet termofilik basilin 3 tanesi disinda kazeinin
biyofilm gelisimi lizerinde olumlu ya da olumsuz herhangi bir tesirinin olmadigi
gorilmektedir. Kazeinin biyofilm {iretimine olan olumlu tesiri de oldukga diisiik
diizeyde saptanmistir. Bir genelleme yapildiginda kazeinin termofilik basillerin
(Anoxybacillus-Geobacillus) biyofilm fiiretim kapasitelerini olumsuz etkilemedigi ve
olumlu etkilerinin de tiir ve sus diizeyinde degisebilecegi goriilmektedir. Bu sebepten

otiirti, kazein bileseni icin termofilik basillerin biyofilm iiretimleri ve biyofilmlerinin
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neden olabilecekleri riskler {izerine genel bir sonuca varmak —miimkiin
gorinmemektedir. Ancak, olasi risk yalnizca biyofilm {retimi agisindan ele
alinmamalidir. Kazeinin ¢alisilan tiim termofilik basillerin biyofilm olusumlar1 disinda,
mikrobiyal gelisimini olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir. Dolayisiyla, mikrobiyal
gelisimin tesvik edilmesi beraberinde ortam sartlarindaki olas1 degisimlerle birlikte
endospor iretiminin de artacagi ihtimalini akla getirmektedir. Artan artan endospor
sayisi, bu sporlardan yeni biyofilmlerin gelisebilme ihtimalini de artirmaktadir.
Laktozun etkilerine bakildiginda ise, literatiirde laktozun siit florasinda bulunabilecek
bakterilerin yiizeylere tutunmalarindaki etkilerinin belirlendigi ¢ok az sayida c¢alisma
mevcuttur (Speers ve Gilmour 1985). Laktozun calisilan termofilik basillerin biyofilm
tiretimlerine olumlu higbir katkis1 saptanmamustir (Sekil 4.32 - 4.33). Laktozun sadece
laktozu fermente edebilen bakterilerin mikrobiyal gelisimi tizerine olumlu bir etkisi
goriilmiistiir. Yine bu durum itibariyle tesvik edilen mikrobiyal gelisime bagli olarak,
kazein calismasinda da goriildiigii lizere, zaman igerisinde olasi bir sekilde bu
bakterilerin yeni biyofilmler gelistirebilmelerine imkan saglanmasi séz konusu

olabilmektedir.

Katyonik sodyum, kalsiyum ve magnezyum iyonlarinin genel olarak bir¢cok bakteride,
yilizeyde bulunan negatif yiiklii molekiilleri nétralize ederek hidrofobisiteyi artirdigi ve
boylelikle bakterilerin yiizeylere tutunmalarim1 kolaylagtirdigit 6n goriilmektedir
(Bellona ve Drewes 2005). Siit iceriginde bulunan g¢esitli katyonlarin termofilik
basillerin biyofilm olusumu {izerindeki etkilerine dair ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir ve mevcut durum tizerindeki en giincel yaklasimlar Somerton vd. (2012,
2013) ait calismalarinda bulunmaktadir. S6z konusu g¢alismalarda, siitiin igerigindeki
monovalan ve divalan katyon oranlarimin termofilik basillerin biyofilm tretimlerini
onemli Olgiide arttirdifi saptanmustir. Aynmi caligmalarda ortamdaki Ca?* ve Mg*
katyonlarinin, Geobacillus ve Anoxybacillus flavithermus suslarinda hiicre membran
proteinlerinin ifadelerinde artisa neden oldugu ve bu artisin s6z konusu suslarin
yiizeylere daha fazla tutunma egiliminde olduklar1 saptanmistir (Somerton vd. 2013).
Ancak, Na*, K* ve Ca** gibi katyonlarinin artan konsantrasyonlar bir noktadan sonra bu
iki susun mikrobiyal gelisimini inhibe etmektedir. Tez calismasinda, Bazal besiyeri

icerigine ilave edilen mineral konsantrasyonlari, tiim diinyada tiiketime sunulan farkli
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st tiplerindeki mineral igeriklerinin azami ve asgari degerleri goz Onilinde
bulundurularak belirlenmistir. Kalsiyum katkisinin ¢alisilan termofilik basillerin gerek
mikrobiyal gelisim gerekse biyofilm iiretim kapasitelerine olan etkileri géz Oniinde
bulunduruldugunda, A. caldiproteolyticus A403 ve A. flavithermus DSM 2641"
bakterilerinde artan kalsiyum konsantrasyonlarinin mikrobiyal gelisimi inhibe ettigi,
biyofilm iiretiminin ise A. flavithermus DSM 2641 ve G. thermodenitrificans B84a
bakterileri disinda tiim bakterilerde kritik bir esik degerinden (1,75 mg/mL) sonra ¢ok
onemli diizeyde arttign goriilmektedir (Sekil 4.34 - 4.35). S6z konusu bulgular,
Somerton vd. (2012) g¢alismasimnin bulgulariyla hem Ortiismekte hem de
ortismemektedir. Zira artan kalsiyum konsantrasyonu tez c¢alismasindaki A.
flavithermus DSM 26417 susunun mikrobiyal gelisimini inhibe ederken, literatiirdeki
calisma bulgusundan farkli olarak biyofilm iiretimi iizerinde kalsiyumun herhangi bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Istinasiz 6 bakteride de kalsiyumun belirli bir esik
degerinden sonra (1,75 mg/mL) biyofilm olusumunu ¢ok fazla miktarda arttirmasi,
kalsiyum icerigi yiiksek siitler agisindan termofilik basillerin biyofilmleri itibariyle daha

fazla risk olusturma ihtimalini distindiirmektedir.

Somerton vd. (2013) yiirittigli ve siit kompozisyonundaki minerallerin termofilik
basillerin biyofilm olusturma kabiliyetlerine olan etkilerine yonelik ¢alismada, yiiksek
monovalan katyon orami (yiiksek konsantrasyonda Na* ve K*) ve diisiik divalan katyon
(Mg®") oranlarinda Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilmlerinin olusumunda azalma
saptanmistir. Ancak bu bulgulara tezat olacak sekilde ¢alismamiz dahilindeki termofilik
basiller tlizerinde potasyumun mikrobiyal gelisim ve biyofilm iiretimi iizerindeki etkileri
gdz 6niinde bulunduruldugunda, A. flavithermus DSM 26417 (artan konsantrasyonlarda
mikrobiyal gelisimde inhibisyon) ve G. thermoglucosidans B84a (mikrobiyal gelisimde
artan konsantrasyonlarda hafif de olsa artig) bakterileri disinda olumlu ya da olumsuz
higbir etki saptanmamistir (Sekil 4.36, 4.37). Dikkate deger tek bulgu A. flavithermus
gibi siit tirtinlerinin islendigi ¢evrelerden siklikla izole edilen bir susta artan potasyum
konsantrasyonlarinda goriilen mikrobiyal gelisimdeki dramatik diigiistiir. Somerton vd.
(2012) galismasindan yine farkli olarak A. flavithermus DSM 2641" susu disinda artan
monovalan (potasyum) konsantrasyonu mikrobiyal gelisimi olumsuz yonde

etkilememistir. Magnezyumun da kalsiyum gibi termofilik basillerin gelisimine ve
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biyofilm tiretimine olumlu yonde katkilar1 oldugu bilinmektedir (Somerton vd. 2013).
S6z konusu calismada artan kalsiyum ve magnezyum konsantrasyonlarinin termofilk
basil metabolizmasin1 hizlandirarak mikrobiyal gelisime olumlu yonde katkida
bulundugu 6ne siiriilmektedir. Benzer sekilde tez ¢alismasinda da A. flavithermus DSM
26417, A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81 ve G. thermodenitrificans DSM
465" bakterilerinde artan magnzeyum konsantrasyonlart mikrobiyal gelisimi 6nemli
Olclide artirirken diger bakterilerin mikrobiyal gelisiminde kayda deger bir degisim
saptanmamistir. Magnezyumun biyofilm iiretimine yonelik tek miispet katkisi A.
tepidamans DSM 16325" susunda goriilmiistir (Sekil 4.38 - 4.39). Siitiin
kompozisyonundaki bir diger 6nemli mineral olan sodyumun termofilik basillerin
mikrobiyal gelisimleri ve biyofilm iiretimleri {izerine olan etkilerine bakildiginda ise
farkli siit tipleri icerisinde bulunabilecek sodyum konsantrasyonlarinin mikrobiyal
gelisimi olumlu diizeyde etkileyebildigi, ancak biyofilm iiretimine kayda deger Olciide

bir katkisi olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.40 - 4.41).

Somerton vd. (2013) siitii igerisindeki major minerallarin biyofilm {iretimine olan
etkilerini degerlendirirken, tez ¢alismasindaki yaklasimdan farkli olarak, monovalan ve
divalan katyon oranlarinin etkilerini de arastirmistir. Bu baglamda farkli oranlarda
monovalan ve divalan katyon igeriklerine (2:1 ve 10:1) sahip siit formiilasyonlarinda
gelistirdikleri termofilik basillerin paslanmaz celik yiizeylere standart siit i¢erigindeki
termofilik basillere nispeten daha fazla tutunma egiliminde olduklarini saptamislardir.
Ancak buradaki dikkate deger durum ¢alisilan bakterilerin yiizeylerindeki yiik
karakteristiklerinin degisimi ve buna bagli olan olarak bakterilerin yiizeylerle olan
etkilesimlerindeki degisimden kaynakli olmadig1 yoniindedir. Calismadaki proteomik
yaklasimlarla artan divalan katyon iceriginde, termofilik basillerde adhezif
karakteristikte ylizey proteinlerinin ifadelerindeki artigsa bagli olarak biyofilm olusturma
yetisindeki artig saptanmistir. Bu c¢alismalarda kesin sekilde artan monovalan katyon
miktariin termofilik basillerin biyofilm olusumunu inhibe ettigi, divalan katyonlarin
ise biyofilm olusumunu tesvik ettigi one siiriilmektedir. Ancak tez c¢alismasindaki
bulgular bu yaklasimi destekledigi gibi tezat da olusturmaktadir. Zira bazi izolat ve
referans suslar gerek mikrobiyal gelisim gerekse biyofilm {iretimi acisindan degisen

mineral konsantrasyonlarinda herhangi bir degisim sergilememistir. S6z konusu durum
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siitlin icerigindeki mineraller agisindan termofilik biyofilmlerin olusumlarint ve olast
risklerini tanimlanmasini giiglestirmektedir. Tez calismasinda degerlendirmeye alinan
major siit minerallerinin termofilik basillerin, mikrobiyal gelisimleri ve biyofilm
tiretimleri tizerlerine olan etkilerinin anlasilmasi agisindan son derece kritik veriler elde
edilse de ¢aligmanin insan tiiketimine uygun sekilde olas1 tiim mineral oranlarini igeren
farkli siit formiilasyonlarinin géz 6niinde bulundurularak yeniden degerlendirilmesi ve
miimkiin mertebe bir¢ok termofilik basilin gelisimlerini ve biyofilm {iretimlerini

baskilayacak mahiyette en ideal siit formiilasyonunun belirlenmesi gerekmektedir.

S6z konusu bulgular, Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilmlerinin neden olabilecegi
riskleri ve bu risklerin doguracagi ekonomik kayiplari asgari diizeye indirmek adina
onem arz etmektedir. Ancak ¢aligma bulgularinin ticari ve endiistriyel uygulamalara
uyarlanmas1 agisindan genis Olgekte Geobacillus ve Anoxybacillus izolat ve referans
suslariyla aragtirmanin genisletilmesi de gerekmektedir. Uzun siirece yayilan {iriin
isleme siireclerinde, mevcut riskin azaltilmas: ic¢in ilave formiilasyonlarin da
degerlendirilmesi ve gelistirilmesi gerekmektedir. Ayrica, farkli mineral ve organik
bilesen igerigine sahip siit formiilasyonlarinda Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilm
fizyolojisinin ardindaki molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, heniiz yeterince
anlasilamamis termofilik basil biyofilmlerin olusum mekanizmalarinin da anlasilmasina

imkan saglayacaktir.

Modern gida isleme siireglerinde paslanmaz celik, elastomer, polyester, poliliretan,
politetrafloroetilen (PTFE) ve kauguk (paslanmaz ¢elik borularin baglant1 noktalarinda)
gibi metalik ve polimerik malzemeler siklikla tercih edilmektedir. Bunsarin icerisinde
paslanmaz celik, kolay {iretilmesi, dayanikli olmasi, kimyasal ve fiziksel agidan oldukca
stabil olmasi, korozyona gorece dayanikli olmasi ve kolay temizlenebilir olmasi gibi
nedenlerden Gtiirti en sik kullanilan ve tercih edilen malzemedir (Holah ve Gibson
2000). Baz1 c¢alismalarda, teflon gibi hidrofobik karakteristikteki malzemelerin
yiizeylerine cam ve paslanmaz celik gibi gorece daha hidrofilik malzemelerin
yiizeylerine nispeten gidalarin islendigi g¢evrelerde bulunan bakterilerin daha kolay
tutundugu ve biyofilm {iretebildigi one stiriiliirken (Pasmore vd. 2002, Teixeira vd.

2005), baz1 ¢alismalarda da ylizeyin hidrofobisitesinin ya da hidrofilisitesinin bakteriyal
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tutunmada onemli diizeyde belirleyici olmadigina yonelik bulgular one siiriilmektedir
(Marouani-Gardi vd. 2009). Ayrica gida endiistrisinde tercih edilen metalik ve
polimerik malzemelerin net bir sekilde hidrofobik ya da hidrofilik olarak tanimlanmasi,
s0z konusu fizikokimyasal nitelikleri, ortamin pH’s1 ve sicakligi gibi c¢evresel
faktorlerce kolayca degisebileceginden otlirii tartigmali bir konu olmaktadir. Bu
karmasaya verilebilecek Ornek paslanmaz c¢elik yiizeydir. Paslanmaz c¢elik kimi
arastirmacilarca hidrofilik bir malzeme olarak degerlendirilirken, kimi arastirmacilarca
hidrofobik bir malzeme olarak tanimlanmaktadir (Carpentier ve Cerf 1993). Bu
tartismaya karsin su kesin olarak sOylenebilir ki; paslanmaz celik polimerlere nispeten
hidrofilik karakteristikte bir yiizeydir (Planchon vd. 2007). Ornegin paslanmaz celik,
polimerlere nispeten hidrofilik nitelikteyken, cam gibi piiriizsiiz bir malzemeye nispeten
hidrofobik bir malzeme olarak kabul edilmektedir. Bir yiizeyin elektrik yiikii bakteriyal
tutunma siirecini etkileyen dnemli bir faktordiir. Ornegin paslanmaz celik notral pH’da
negatif zeta potansiyeli igermektedir ve zayif bir negatif elektrik yiikii icermektedir.
Paslanmaz celik pH 4,0-4,5’ta ise yiiksiiz bir materyal gibi davranmaktadir (Fukuzaki
vd. 1995). Bu durum, bir yiizeyin yiik karakteristigini tanimlarken malzemenin i¢inde
bulundugu ortamin pH’sindan bagimsiz diisiiniilemeyecegini gostermektedir. Paslanmaz
celik disindaki polimerler de (kauguk, plastik vb.) gida endiistrisinde iiriin bantlarinda,
konteynirlarda, baglanti noktalarindaki contalarda ve kesme tahtalari gibi yerlerde
siklikla kullanilabilmektedir. Bu malzemeler igerisinde siitiin islendigi ¢cevrelerde en ¢ok
kullanilan1 kauguktur ve kaugugu kullanim sikligma gore polipropilen, polikarbonat,
polivinil kloriir ve teflon gibi malzemeler takip etmektedir. S6z konusu malzemelerin
paslanmaz c¢elige nispeten daha poréz yapida olmalari, mikroorganizmalarin bu
yiizeylere tutunarak daha fazla miktarda biyofilm {retebilmeleri ihtimalini
dogurmaktadir (Faille ve Carpentier 2009). Bakteriyal tutunma ve biyofilm olusumu
bakterilerilerin bulundugu ortamdaki inorganik ve organik bilesenlerin susbtrat ve sivi
faz arasinda olusturduklari kondisyonlanma filminin yapisina da baglidir (Kumar ve
Anand 1998, O’Toole vd. 2000, Kokare vd. 2009). Bu fenomen siit ve siit iiriinlerinin
islendigi cevreler acisindan ele alindiginda s6z konusu tabakayr (filmi) cogunlukla
siitiin icerigindeki organik bilesenler olusturmaktadir. Ornegin temiz yiizeyler iizerinde
5 saat gibi kisa bir siirede bu organik tabakalar olusabilmektedir (Mittelman 1998). Bu

tabaka gidalarin islendigi cevrelerde kullanilan yiizeylerin serbest enerjisi,
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hidrofobisitesi ve elektrostatik yiikleri gibi fizikokimyasal ozelliklerini ¢ok fazla
etkilemektedir (Dickson ve Koohmaraie 1989). Siit bilesenleri tarafindan meydana
gelen kondisyonlanma diizeyi, ortamdaki ylizeyin fizikokimyasal 6zellikleri tarafindan
belirlenmektedir. Kondisyonlanma siirecini takiben ilk olarak, ortamda bulunan
bakterilerin hiicre duvarlarindaki elektriksel yiiklii bilesenlerle kondisyonlanan yiizey
arasinda geri dontisiimlii etkilesimler baslar. Daha sonrasinda ise bakterilerde bulunan
fimbriya, pilus, flagella ve hiicre dis1 ortama salgilanan polimerik bilesenler araciligiyla
tutunma geri doniistimsiiz bir diizeye gelir (Kokare vd. 2009). Temas gerceklestikten
sonra bakterinin yiizeye siki bir sekilde baglanmasin etkileyen en onemli faktorlerden
bir tanesi de ortamin sicakligidir. Ornegin artan sicakliklar bakteri yiizeyindeki
hidrofobisiteyi artirarak, yiizeylere tutunmay: kolaylastirmaktadir (Cappello ve
Gueglielmino 2006, Di Bonaventura vd. 2008).

Baz1 caligsmalarda siit kompozisyonundaki protein bilesenlerin iirlinlerin islendigi
yiizeyleri kapatarak siitiin florasinda bulunabilecek bazi bakterilerin bu yiizeylere
tutunmalarin1 engelledigi 6ne siiriilmektedir (Speers ve Gilmour 1985, Helke vd. 1993,
Bemborn vd. 2009). Ancak, bazi bakterilerde de (B. cereus) mevcut fenomenin aksine
stitlin icerigindeki bazi spesifik proteinlerin tutunmayi arttirdigi goriilmektedir (Shaheen
vd. 2010). Yine siit iiriinlerinin islendigi siireclerde sicakligin 65 °C’nin tizerine ¢iktigi
durumlarda denatiire olan hidrofobik karakteristikteki “whey” proteinleri yiizeyleri daha
fazla kaplamaktadir ve bu durum bakterilerin bu tabakalara daha siki bir sekilde
tutunmalarina olanak saglamaktadir (Faille vd. 2001, Heyndrickx vd. 2010). Ornegin G.
stearothermophilus ile yiiriitillen bir ¢alismada hem vejetatif hiicrelerin hem de
sporlarin denatiire “whey” proteinleri ile kapli ylizeylere temiz yiizeylere nispeten 100
kat daha fazla tutundugu saptanmistir (Flint vd. 2001b). Ayrica iiriin isleme siireclerinde
sicakligin yiikselmesine bagli olarak fakiiltatif termofilik ve termofilik basillerde spor
olusumu artmakta ve vejetatif hiicre formlarina nispeten, ekzosporiyum yapisindan
otiirti, daha hidrofobik olan sporlarin bu tabakalara tutunmasi artmaktadir (Tauveron vd.

2006).

Yukarida tartigilan veriler dahilinde alt1 farkli abiyotik yiizeyle ve standart tam yagl siit

iceriginde gerceklestirilen tez calismasinda tercih edilen yiizeylerin (cam, paslanmaz
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celik, polipropilen, polivinil kloriir, polistiren ve polikarbonat) fizikokimyasal
Ozelliklerinin yan1 sira yiiksek inkiibasyon sicakliginin da artan biyofilm sorununda
belirleyici oldugu goriilmektedir. Ornegin; 55 °C’de Anoxybacillus cinsine dahil
iiyelerde (A. flavithermus DSM 26417 harig) tam yagli siit iceriginde biyofilm iiretimi
itibariyle en ¢ok hidrofilik karakteristikteki yiizeylerin (cam ve paslanmaz ¢elik) tercih
edildigi goriilmektedir. Bu sonug, cinse iiye bakterilerin, hidrofilik nitelikteki vejetatif
hiicre ylizeylerinden kaynakli olarak, hidrofilik yiizeylere daha fazla tutunma egiliminde
olduklarimi gdstermektedir. Yiiksek inkiibasyon sicakliklarinda ise cinse dahil bakteriler
tam yagl siit ortaminda daha ¢ok hidrofobik ylizeyleri tercih etmislerdir. S6z konusu
durum, literatiir verileriyle de ortiisecek sekilde, yiiksek inkiibasyon sicakliginda (65 °C)
artan miktardaki denatiire “whey” proteinleriyle ve bu hidrofobik denatiire proteinlerin
yiizeyleri kaplamasi sonucu artan sporulasyon miktarlariyla agiklanabilmektedir. Dikkat
ceken bir diger durum, calisilan hidrofobik yiizeylerin (polikarbonat, polipropilen,
polivinil kloriir ve polistiren) yiizey enerjilerinin de (44 mN/m, 30,7 mN/m, 41,1 mN/m
ve 40,1 mN/m sirasiyla) bakteriyal tutunmada belirleyici oldugudur. 65 °C’deki
kosullarda tiir ve izolat diizeyinde sonuclar ele alindiginda, biyofilm {iretimi ac¢isindan
tercith edilen hidrofobik yilizeyler agisindan bakterilerin hiicre ylizeylerinin de ne
diizeyde hidrofobik oldugu kestirilebilmektedir. Ornegin; A. kamchatkensis subsp.
asaccharadens F81 izolatinin bu kosullarda en ¢ok polipropilen (30,7 mN/m; gorece
diisiik yiizey enerjisi, yiiksek hidrofobisite) ylizeyi tercih etmesi ve A. tepidamans DSM
16325" susunun bu kosullarda polikarbonat (44 mN/m; gérece yiizey enerjisi, gorece
diisiik hidrofobisite) yiizeyi tercih etmesi bu hususta fikir verir mahiyettedir. Her ne
kadar 65 °C’de hidrofobik yiizeylerin tiir diizeyinde biyofilm iiretimi acisindan daha ¢ok
tercih edildigi goriilse de, Anoxybacillus cinsinin tiim tiyeleri agisindan sonuglar dikkate
alindiginda yiiksek sicaklikta yilizeyin hidrofilik ya da hidrofobik karakteristikte
olmasimin biyofilm {iretimi agisindan belirleyici olmadig1 ve calisilan her yiizeyin bu
anlamda benzer diizeyde risk olusturabilecegi diisiiniilmektedir. 1lgili ¢alisma
Geobacillus cinsi tiyeleri agisindan ele alindiginda elde edilen bulgular, Anoxybacillus
cinsi iyelerinden elde edilen sonuglarla benzer bulunmustur. Yine 55 °C’de cam ve
paslanmaz gibi hidrofilik yiizeyler biyofilm {iretimi itibariyle tercih edilirken (G.
vulcanii DSM 131747 harig), 65 °C’de hidrofobik yiizeyler tercih edilmistir. Ayrica bu

cinsin iiyelerinde de biyofilm iiretim kapasiteleri cins diizeyinde ele alindiginda 65°C’de
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biyofilm iiretimi agisindan yiizeylerin hidrofobik ya da hidrofilik 6zellikleri bakimindan
bir belirleyicilik kalmamaktadir. Bu cinsin iiyelerinin 65 °C’deki biyofilm {iretimleri
yoniinden ylizey tercihleri goz oniinde bulunduruldugunda (G. thermodenitrificans
DSM 465"; polikarbonat, G. thermoglucosidans B84a; polikarbonat, G.
thermodenitrificans D195; polivinil kloriir, G. vulcanii DSM 13174"; cam),
Anoxybacillus cinsinin {iyelerine nispeten daha az hidrofobik hiicre yiizey 6zelliklerine
sahip olduklar1 One siiriilebilmektedir. Mevcut sonuglar acgisinda 8 farkli termofilik
basilin gorece disiik sicakliklarda (55 °C) hidrofilik yiizeyler iizerinde daha fazla
biyofilm {iretebildigi ancak; 65°C’de tiir diizeyinde daha c¢ok hidrofobik yiizeyler
tizerinde biyofilm {retebildikleri goriilmektedir. Bu sonuclardan hareketle siit
tirtinlerinin islendigi tnitelerdeki sicaklik dagilim heterojenitesi (40-65 °C) goz oniinde
bulundurularak farkli sicakliklarin hakim oldugu tinitelerde kullanilacak olan yiizeylerin
seciminde dogru kararlar alinabilmesi miimkiin goriinmektedir. Mevcut bulgular, bu
fenomene yonelik (termofilik basil, farkli abiyotik substratlar, biyofilm olusumu)

literatiirdeki en kapsamli agiklamay1 getirmistir.

Yirtitiilen bu ¢alisma kapsaminda farkli tipteki siitlerin formiilasyonlar1 gz oniinde
bulunduruldugunda, 6zellikle igeriklerindeki yag konsantrasyonlarinin termofilik
basillerin biyofilm iiretimlerini dogrudan etkiledigi goriilmektedir. Piyasada satisa
sunulan ve en ¢ok tiiketilen siit tiplerinin ve bu siit tiplerinin yag iceriklerinin (tam
yagli, yarim yagh, yagsiz) Geobacillus/Anoxybacillus biyofilmleri {izerine olan
etkilerinin anlasilmas1 ve farkli yag konsatrasyonlarinda termofilik basil biyofilmlerinin
neden olabilecegi riskleri kavramak agisindan kritik sonuclar elde edilmistir. Mevcut
literatiirde siitiin yag igeriginin termofilik biyofilmler iizerine olan etkilerine iliskin
kisitlt bir bilgi birikiminin oldugu goériilmektedir. Bu agamada farkli siit yag igerigine
sahip siit tipleri, siitlin islendigi ¢evrelerde termofilik basillerin biyofilm iiretebilmeleri
icin muhtemel en ideal kosullarla (calisilan her izolat ve referans sus i¢in ideal abiyotik
yiizeyler ve inkiibasyon sicakliklari) birlikte ele alinmis ve biyofilm iiretimine olan
etkileri kiimiilatif bir sekilde tespit edilmistir. Elde edilen bulgularla tiim diinyada en
cok tiikketime sunulan siit tiplerinin termofilik basillerin biyofilmleri agisindan neden

olabilecekleri riskler net bir sekilde tanimlanmustir.
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Standart tam yagh siit (whole milk) tiim diinyada tiiketime en ¢ok sunulan {iriinlerinde
basindadir. Siitteki yag igerigi, etrafi siit lipit globiil membran (MLGM) ad1 verilen bir
yapiyla g¢evrili vaziyetteki yag kiirecikleri halinde ortama salinmaktadir. Tam yagl siit
icerisinde ortalama % 3,4 (w/v) oraninda yag bulunmaktadir (Jensen 1995). Tam yagh
slitlin yant sira, yarim yagl (ortalama % 1,5 yag) ve yagsiz (light) siit (ortalama % 0,1)
tipleri de siklikla tiiketilmektedir. Siitlin yag iceriginin florada bulunabilecek olan
bakterilerin yiizeylere tutunmasina yonelik etkilerine dair yiiriitiilen ¢caligmalar esasinda
epey oncelere dayanmaktadir. Ornegin; siit yag1 ile muamele edilen paslanmaz celik
yiizeyler tizerinde ¢ok daha fazla sayida bakteriyel akiimiilasyon oldugu uzun siiredir
bilinen bir fenomendir ve yag tabakasina bagli olarak ¢ok daha fazla sayida bakterinin
yiizeylerde akiimiile olmasi, beraberinde rutin sanitasyon islemlerinin de yetersiz olmasi
riskini getirmektedir (Maxcy 1973). Siit yaginin (cogunlukla fosfolipitler) dipolar
dogasindan otiirii, yagin temas ettigi yiizeylerde meydana gelebilecek fizikokimyasal
degisimlerdeki olasi ¢esitlenmeler neticesinde birgok bakterinin tutunmasina olanak
saglanmaktadir. Ornegin; Pasvolsky vd. (2014) siit yaginin (6zellikle biitirik asitin)
Bacillus suslarinin siit icerisinde bakteriyel mat yapilar1 olusturmalarina olanak
sagladigini ve bu biyofilm benzeri yapinin da zaten 1s1l islemlere dayanikli olan Bacillus
sporlarinin elimine edilemelerini imkansizlastirdigini saptamislardir. Bu olguda biitirik
asitin Bacillus suslarinda bir stres sinyali gibi fonksiyon gosterdigi 6ne siiriilmiis ve bu
hipotez baska ¢alismalarla kanitlanmistir. Biitirik asit Bacillus’ta tapA geninin ifadesini
artirmakta ve bu artis beraberinde biyofilm miktarinda artisa neden olmaktadir
(Winkelman vd. 2013, Pasvolsky vd. 2014). Teh vd. (2013) 6zellikle lipolitik aktiviteye
sahip termofilik basillerin siit ortaminda biyofilm iiretimi acisindan lipolitik aktivite
gostermeyen diger bakterilere nispeten daha avantajli olduklarini 6ne stirmektedir. Zira
lipolitik aktive sonucunda siit yaginin yikim {iirlinlerinden biri de biitirik asittir. Bu
bulgularla benzer sekilde, bazi arastirmacilar da siitiin yag igerigindeki azalmanin, siit
florasinda bulunabilen baz1 bakterilerin de abiyotik ylizeylere tutunmalarim
zayiflatigin1 &ne siirmektedir. Ornegin; paslanmaz gelik yiizeylerin yagsiz siit, yarim
yagl siit ve siit serumuyla muamele edildigi ve bakteriyel tutunmanin test edildigi bir
calismada: Lactococcus lactis, Leuconostoc cremoris ve Lactobacillus casei gibi
bakterilerin yiizeylere tutunmasinda azalma saptanmistir (Dat vd. 2014). En az tutunma

yarim yagl siit ve siit serumu ile muamele edilen yiizeylerde saptanmistir. Ayni

250



calismada farkli yag icerigine sahip iiriinlerin muamele edildigi yiizeyde, farkli bir
topolojide tabaka olusturdugu ve bu farklanmanin bakteriyel tutunmay: 6nemli dl¢lide
belirledigi saptanmistir. Dat vd. (2014) bu caligmanin bulgularindan hareketle ayrica,
diisiik yag igerigine sahip Uriinlerle siit isleme tinitelerini 6n muameleden gecirilmesinin
stit florasinda bulunan bakterilerin biyofilm olusturmalar1 itibariyle neden olabilecekleri
riskleri asgari diizeye c¢ekebilecegine yonelik oneride bulunmaktadir. Tez ¢alismasinda
ti¢ farkl1 yag icerigine sahip siit tipi ile (tam yagl, yarim yagh ve yagsiz) Anoxybacillus
ve Geobacillus cinslerine tiye bakterilerin en ¢ok tercih ettigi abiyotik yiizeylerde ve iki
kritik inkiibasyon sicakliginda (55 °C ve 65 °C) gercgeklestirilen biyofilm
orneklemelerinde ve spor sayimlarinda, her ne kadar sus ve izolat diizeyinde farklar
goriilse de ¢alisilan termofilik basillerin biyofilm tiretim egilimlerinin “tam yagli” siit”
iceriginde ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica, sporulasyon miktar1 da yine bu
stit tipinde daha fazla diizeyde saptanmistir (55°C’de Anoxybacillus iiyelerinin “yagsiz
siit” iceriginde daha fazla spor iiretmeleri haricinde). S6z konusu bulgular mevcut
literatiir bulgularin1 destekler mahiyettedir. Bununla birlikte, literatiirden farkli olarak
ilk kez bu kadar cok sayida termofilik basil ile farkli icerige sahip siit tiplerinin
termofilik basillerin biyofilm fizyolojilerini ve sporulasyon kinetiklerini nasil
etkiledigine yonelik bir ¢aligma yiiriitilmiistiir. Calisma bu yonii itibariyle de siitteki
yiiksek yag iceriginin termofilik basillerin biyofilm yapilar1 ile daha fazla risk
olusturmalarma olanak saglayacagini kanitlar niteliktedir. Yine mevcut bulgulardan
hareketle de bundan sonraki ¢alismalara (6zellikle sanitasyon denemeleri) “tam yagh

stit” igerigi tercih edilerek devam edilmistir.

Uzun inkiibasyon siirecinin Geobacillus ve Anoxybacillus biyofilm iiretimine olan
etkilerinin degerlendirildigi calismada statik kosullar ve se¢ilen referans suslarin en ¢ok
tercih ettigi yiizeylerden biri olan paslanmaz celik yiizey tercih edilmistir. Calisma
sonucunda ayrica mevcut ¢calismada ongoriilenlerden farkli olarak iki termofilik referans
sus icin (A. flavithermus DSM 2641", G. thermodenitrificans DSM 465') tanimlanan
kosullar i¢in (55-60-65 °C inkiibasyon sicaklklari; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48,
72, 96, 120 ve 144 saatlik inkiibasyon siireleri, tam yagh siit igerigi, statik kosullar)
biyofilm iiretim miktarlarinin yiiksek tutarlilikta tahmin edilebilecegi bulgular elde

edilmistir. Iki referans sus icin de ¢alisilan inkiibasyon sicakliklar1 dahilinde en ideal
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sicaklik olarak: 60 °C saptanmistir. Mevcut calismada bir diger énemli bulgu, uzun
inkiibasyon siirelerinin (< 48 saat) degerlendirilen referans suslarin olusturduklar
mevcut biyofilmlerde azalmaya neden oldugudur (Sekil 4.62 - 4.63). S6z konusu
durum, belirtilen siirenin iizerinde degerlendirilen termofilik basillerin biyofilmlerinden
kopmalar ve dagilmalar meydana gelmis olabilecegini diisindiirmektedir. Ayrica, bu
calismadan elde edilen bir diger onemli sonug, literatiirdekinden farkli sekilde
laboratuvar kosullarinda Anoxybacillus ve Geobacillus biyofilmlerinin 6rneklemelerini
yaparken 55°C inkiibasyon sicakliginin degil de, 60 °C’nin tercih edilmesi gerektigini
gostermektedir. Zira literatiirde bu yondeki calismalarin neredeyse tamaminda
termofilik basillerin ideal biyofilm iiretimi agisindan uygun sicakligin 55 °C oldugu 6ne

stiriilmektedir (Flint vd. 1999, 2001a, b).

Termofilik basillerin matriks igeriklerinin tanimlanmasina yonelik yiritiilen
caligmalarda degerlendirmeye alinan bakterilerin matriks yapilarindaki yiiksek
karbohidrat igerigi dikkat c¢ekmektedir. Calisilan her dort bakteride de matriks
kompozisyonundaki baskin polimerin karbohidrat oldugu goriilmektedir. Mevcut
bakteriler arasinda en yiiksek karbohidrat igerigi A. kamchatkensis subp. asaccharedens
F81 izolatinda saptanirken, en yiiksek protein igerigi G. thermodenitrificans DSM 465"
susunda saptanmistir (Sekil 4.65). Matriks yapilarindaki hiicre dist DNA igerikleri
dikkate alindiginda ise yine A. kamchatkensis subp. asaccharedens F81 izolati dikkat
cekmektedir (Cizelge 4.40). Mevcut calismadaki en 6nemli bulgu istisnasiz her
bakteride izole edilen hiicre dis1t DNA igeriginin genomik DNA igeriklerinden farkli bir
molekiiler agirliga sahip olmasidir (Sekil 4.66). Mevcut bulgu net bir sekilde ¢alisilan
termofilik basillerdeki hiicre dist DNA igeriginin genomik DNA’dan farkli bir kdkene
sahip olduguna isaret etmektedir. Ayrica tez bulgulari dahilinde sunulmasa da, genomik
DNA ve hiicre dist DNA polimorfizmlerini kiyaslamak iizere ¢ok sayida primer ile
gerceklestirilen RAPD-PZR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) caligsmalariyla genomik DNA igeriklerinden sonug alinsa da hiicre disi
DNA igeriklerinden sonu¢ alinamamistir. Calisilan termofilik basillerde hiicre disi
DNA’nin termofilik basillerde yapisal ve fonksiyonel rolleri oldugu ilave ¢alismalarla
kanitlansa da, saflastirilan igerigin cok sayida reaksiyon optimizasyonuna karsin

polimeraz enzimine duyarli olmadigi goriilmektedir. S6z konusu durumun, eDNA’nin
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katlanma motifi degiskenligi ve konformasyon stabilitesi ile agciklanmasi muhtemeldir.
Matriksteki protein ve karbonhidrat kompozisyonundan ayrilan saf eDNA molekiilii
muhtemelen daha siki sekilde paketlendiginden, PCR reaksiyonunda polimeraz enzimi
hedef eDNA’ya ulasamamis ve PCR amplifikasyonu gergeklesememistir. Ancak hiicre
dis1 DNA’nin termofilik basillerin biyofilmlerideki yapisal ve fonksiyonel rollerine
yonelik yiirlitilen ¢alismalarda, hiicre disi DNA’nin DNaz [ enzim muamelesine
oldukca duyarli oldugu gorilmektedir. DNaz I enzimin gerek biyofilmin olusum
asamasinda gerekse olgunlasmis biyofilmler iizerinde etkileri oldugu goriilmektedir.
Biyofilm 6rneklemesi yapilmadan once DNaz I enzimi ile muamele edilen kiiltiirlerde,
biyofilm olusumu Onemli o6l¢iide azalmigtir. Bu sonucun ayni zamanda calisilan
termofilik basillerin matrikslerindeki hiicre dist DNA miktarlariyla da dogrudan iliskili
goriilmistiir. Zira en yiiksek hiicre dist DNA igerigine sahip olan A. kamchatkensis
subp. asaccharedens F81 izolatinda, DNaz I enzimi ile 6n muamele sonucunda kontrol
gruplaria oranla biyofilm iiretim miktarinda ¢ok ciddi bir azalma saptanmistir (Sekil
4.71). llgili calismada dikkat ceken bir diger husus, hiicre dist DNA nin biyofilm
olusumu igin kritik olan ilk tutunma asamasinda son derece onemli bir rolii olmasidir.
Zira inkiibasyonun erken safhalarinda (24-48 saat) enzim muamelesine bagli olarak
biyofilm iiretiminde ciddi bir diisiis saptanirken, uzayan inkiibasyon siirelerinde mevcut
acik kapanmaktadir (Sekil 4.71). DNaz 1 enzminin olgun termofilik biyofilmler
tizerindeki etkilerine bakildiginda ise, enzim muamelesi sonucunda siit ortaminda
gelistirilmis kompleks biyofilm orneklerinde biyokiitlenin % 90’lara varan oranda
azaldig1 goriilmektedir (A. flavithermus DSM 2641 haric), (Sekil 4.72). Bu bulgu hiicre
dist DNA’nin termofilk basillerde tartismasiz bir sekilde onemli bir rolii oldugunu
kanitlamaktadir. Elde edilen sonuglara gore c¢alisilan termofilik basillerdeki DNaz I
direncliligi, iki hipotez ile aciklanabilir. Bunlardan ilki, hiicre dis1t DNA iizerinde olusan
metilasyon desenleriyle ve digeri ise, hiicre dist DNA’nin yapisal olarak daha stabil ve
daha siki bir sekilde paketlenmesi sonucu enzimin hedef yapiya ulasamamasi ile
iligskilendirilebilir. Dolayisiyla, hem PZR reaksiyonlardaki DNA polimeraz enzimi
hiicre dis1 DNA’ya ulasamamis olabilir (Hewish 1977, Burgoyne vd. 1978, Grande vd.
2010, Jakubovics vd. 2013). Literatiirde mevcut fenomene iliskin en ¢arpici bulgu Kilic
vd. (2017) tarafindan Aeribacillus pallidus E334 izolat1 ile yiiriitilen calismada

goriilmektedir. Bu ¢alismada da termofilik bir bakteri olan Aeribacillus’ta hiicre disi

253



DNA igeriginin DNA polimeraz enzimine duyarli olmadigi goriilmektedir. Tez
calismasinda termofilik Geobacillus ve Anoxybacillus hiicre dis1t DNA igerikleriyle de
benzer bir sonug¢ alinmasi, séz konusu direncin bir¢ok termofilik basilde yaygin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tez siirecinde degerlendirmeye alinan sanitasyon stratejileri, ¢aligmadaki termofilik
basillerin biyofilmlerinin biyokimyasal kompozisyonlar1 ve fizyolojileri géz Oniinde
bulundurularak tercih edilmistir. Uygulanan sanitasyon stratejilerinin etkinligi hem
biyomasin (biyofilm hiicreleri ve matriks) ylizeyden uzaklastirilmasi hem de biyofilm
hiicrelerinin elimine edilmesi dikkate alinarak degerlendirilmistir. Enzimatik ve
enzimatik olmayan sanitasyon aajnlarinin higbirinde polistiren yiizeylerden biyokiitlenin
biitiiniiyle giderilmesi imkan dahilinde olmamistir. Her ne kadar bazi sanitasyon
stratejilerinde biyofilm hiicrelerinin tamamen elimine edilmesi miimkiin olsa da
biyomas dahilindeki organik ve inorganik bilesenlerin yiizeyde kalmasi ve
giderilememesi daha sonra ortamdaki mikroorganizmalarin bu yiizeylere kolaylikla
tutunabilmelerinin  Oniinii agmaktadir. Polistiren yilizeylerde etkinligi saptanan
sanitasyon ajanlari icerisinde her dort bakteri i¢in de biyomas gideriminde en yiiksek
etkinlik gosterenler; protein denatiire edici bir ajan olan SDS (% 3) ve protein
presipitant1 (¢oktiiriicli) olarak fonksiyon gdsteren TCA (% 10) olarak belirlenmistir. Bu
bulgulardan hareketle protein fraksiyonunun c¢alisma dahilindeki termofilik
biyofilmlerde onciil bir yapisal fraksiyon oldugunu dogrular niteliktedir. Anoxybacillus
ve Geobacillus cinslerine dahil dort bakteri igerisinde de protein tabiatindaki
molekiilller iizerinde etkinlik gdsteren sanitasyon ajanlari en fazla A. flavithermus DSM
26417 susunun ve G. thermodenitrificans DSM 465" susunun biyofilmleri iizerinde
etkinlik gdstermistir. Bu termofilik tiirlerin biyofilmlerindeki toplam protein igeriklerine

bakildiginda da s6z konusu iliski agikca goriilmektedir.

Akis kosullarinin siitiin islendigi c¢evrelerde bulunan bakterilerin biyofilm {iretim
kapasitelerine olan etkilerine yonelik ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Ancak yiiksek akis
stresinin oldugu ortamlarda diisiik akis stresine nispeten bakterilerin yiizeylere ¢ok daha
sik1 bir sekilde tutundugu ve daha kalin biyofilm yapilari olusturdugu bilinen bir
gergektir (Stoodley vd. 2002, Bremer vd. 2009). Gerek laminar gerekse tiirbiilent akis
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streslerinin statik kosullara nispeten bakterilerin yiizeylere daha yakin olmalarina neden
olmasindan Otiirli  yiizeylere daha kolay tutunmalarma imkan sagladigi kabul

edilmektedir (Donlan ve Costerton 2002).

Gida endiistrisinde uygulanan yerinde temizlik (CIP; Clean in Place) prosediirleri daha
cok gida kaynakli hastaliklara neden olan gida patojenlerinin neden olabilecegi sorunlari
ortadan kaldirmaya yonelikken, s6z konusu prosediirler gida kalitesini olumsuz yonde
etkileyen, ancak patojenik olmayan termofilik basillerin ve onlarin sporlarinin elimine
edilmesini g6z ardi1 etmektedir (Parkar vd. 2003). Mikroorganizmalar iginde
bulunduklar1 gida ¢evrelerindeki insan yapimi ylizeylerde nemden ve gida artiklarindan
otiirti kolaylikla bu yiizeylere tutunabilmekte ve biyofilmi olusturan mikroorganizmanin
veya mikroorganizmalarin  gelisebilecegi ideal kosullarda hizla  biyofilm
tiretebilmektedir. Biyofilm iiretimiyle birlikte mikrobiyal konsorsiyumun hiicre disi
ortama salgiladig1 ve biyofilmin yapisal/fonksiyonel biitiinliiglinii tesis eden polimerik
bilesenler (proteinler, karbohidratlar, yag asitleri, niikleik asitler, katyonlar, anyonlar vs)
biyofilm hiicrelerine planktonik karsiliklarina nispeten sanitasyon ajanlarina karsi ¢cok
daha direngli olma kabiliyeti kazandirmaktadir (Joseph vd. 2001). Bu nedenle tez
calismasi kapsaminda termofilik biyofilm matrikslerindeki toplam protein, karbohidrat
ve niikleik asit igeriginin belirlenmesinin yan1 sira bu fraksiyonlar1 detayli analizleri ve
bu analizler sonucunda spesifik polimerleri dogrudan etkileyecek nitelikteki sanitasyon
ajanlarinin secilmesi ve etkinliklerinin ilave pilot calismalarla degerlendirilmesi 6nem
arz etmektedir. Siit endiistrisindeki mevcut sanitasyon uygulamalari daha ¢ok gida
kaynakli hastaliklara neden olan patojenlerin ortadan kaldirilmalarina yonelik oldugu
icin, yalnizca gida kailtesini bozan ve ekonomik kayiplara neden olan sporlu termofilik
basillerin elimine edilmelerine yonelik ¢ok kisitli sayida literatiir bulgusu mevcuttur
(Parkar vd. 2003, 2004, Bremer vd. 2006, Kilic vd. 2017). Bu baglamda mevcut
sanitasyon stratejilerinin termofilik basillerin ve biyofilmlerinin siit endiistrisinde
yaratabilecegi muhtemel sorunlari ortadan kaldirabilmek adina bu endiistride tercih
edilen sanitasyon islemlerinin biyofilm fireticisi termofilik izolat ve suslar iizerinde
yeniden degerlendirilmesi ve revize edilmesi gerekmetedir. Mevcut stratejilerin yetersiz
kaldig1 noktada insan sagligini tehlikeye atmayacak ve islenen gidanin kalitesini

olumsuz yonde etkilemeyecek yeni stratejilerin belirlenmesi yine 6nemle ele alinmasi
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gereken bir diger durumdur. Ancak siit ve siit lirlinlerinin islendigi ¢evrelerde mevcut
biyofilmlerin ortadan kaldirilmasinin hem biyofilmlerin dogal direngli yapilarindan
otliri hem de biyofilm matrikslerinde bulunabilecek mikroorganizmalarin ve onlari
hiicre dis1 ortama salgilayacaklar1 ¢ok ¢esitli biyolojik polimerlerden 6tiirii son derece
giic oldugu kabul goren bir durumdur. Bu nedenle biyofilm iiretimi kapasitesi olan
termofilik basillerin siit ve siit iriinlerinin dretildigi g¢evrelerinin taklit edildigi
laboratuvar 6lgekli ¢alismalarla biyofilm tiretim davranislarinin belirlenmesi sorunun
¢Ozlimiine yonelik ¢ok daha etkin yaklasimlarin belirlenmesine imkan saglamaktadir.
Tez calismasinda iki referans sus (G. thermodenitrificans DSM 465" ve A. flavithermus
DSM 2641") ile siit iiriinlerinin ana ham maddesi olan standart tam yagl siit icerisinde
ve paslanmaz c¢elik ylizeylerde uzun siireli inkiibasyon siireleri dikkate alinarak
yiirlitiilen ¢aligmalarda biyofilm iiretim davranisinin ivme kazandigi siireglerin
tanimlanmast ve buna bagli risk degerlendirmesi yaparak etkin bir sanitasyon
stratejisi/stratejileriyle erken miidahalede bulunmanin ¢ok daha etkin sonuglar verdigi
aciga cikarilmistir. Siitiin 1slendigi c¢evrelerin miimkiin mertebe simiile edildigi
caligmada biyofilm {iretiminin hizla yiikselise gectigi saatlerde (A. flavithermus DSM
26417 i¢in 5. saat, G. thermodenitrificans DSM 465" i¢in 2. saat) uygulanan sanitasyon
isleminin kesin sonu¢ verdigi mikrobiyolojik sayim ydntemlerinin yani sira konfokal

lazer mikroskopisi caligmasinda elde edilen verilerle de kanitlanmastir.

Enzimatik ajanlarin biyofilm giderim etkinliklerine bakildiginda, enzimatik olmayan
ajanlardan elde edilen sonuglarla (SDS, TCA) paralel sonuglar elde edilmistir. Zira her
dort bakteride de alkalen proteaz ve seliilaz, etkinlikleri itibariyle 6n planda olan
enzimatik ajanlardir. Seliilaz enzimi beklenildigi lizere karbohidrat icerigi biyofilm
matriksinde en yiiksek miktarda olan A. kamchatkensis subsp. asaccharedens F81
izolatinin biyofilminde en yiiksek etkinligi gdstermistir (% 89,18). Alkalen proteazlarin
termofilk biyofilmlerin gideriminde kullanilacak olmasi ve bu enzimin kullanimini esas
alan farkli sanitasyon stratejilerinin gelistirilecek olmasi dikkate alinmasi gerekn bir
diger durumdur. Zira alkalen protezlar ve amilazlar insan sagligini tehdit etmeyen, ¢evre
dostu ve ekstrem kosullarda (yiiksek sicaklik, alkali ortam) aktivite godsterebilen

enzimlerdir. Sitiin  islendigi ¢evrelerdeki yiiksek sicakliklar g6z Oniinde
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bulunduruldugunda termofilik biyofilmlerin giderilmesinde termostabil nitelikteki

alkalen proteaz ve amilaz gibi enzimlerin tercih edilmesi kaginilmaz goriilmektedir.

Tamamlanan bu tez c¢alismasiyla, Geobacillus ve Anoxybacillus’un mikrobiyal
ekolojisi, biyofilmlerinin termal adaptasyonlarina olan etkileri ve sporulasyon-biyofilm
arasindaki iligski gibi temel konular ilk kez bu denli kapsamli olarak agikliga
kavusturulmustur. Bir biyofilmin giderilmesi i¢in Oncelikle yapisinin aydinlatilmasi
gerektigi diislincesinden yola cikilarak yiiriitiilen bu tezde, endiistriyel ve ticari dneme
sahip uygulamalarda yeni giderim stratejilerinin belirlenmesi, 6zellikle siit endiistrisini
yakindan ilgilendiren siire¢lere ¢oziim odakli yaklagimlarin gelistirilmesi agisindan

0zgln bir katki saglayacak niteliktedir.
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