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OZET

Bu tez calismasinda, 96 laktik asit bakterisi (LAB)’nin temel biyofilm o6zellikleri
incelenerek, planktonik ve biyofilm formlari arasinda biyofilm matriksi bilesenlerinden olan
ekzopolisakkaritlerin (EPS) farkli biiylime evrelerinde (erken, ara ve olgun faz) profil ve
miktar farkliliklarinin tespit edilmesi, LAB-EPS’lerinin biyofilm olusturan Staphylococcus
aureus (MRSA) ATCC 43300 bakterisi tizerindeki antibiyofilm aktivitelerinin belirlenmesi
ve 6nemli bir matriks bileseni olan eDNA’nin varliginin tespit edilmesi amaclanmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda LAB’nin biyofilm olusturabildikleri tespit edilerek, bakteriler
arasinda gii¢lii biyofilm olusturdugu tespit edilen ve en yiiksek EPS iiretim miktarina
(984,0+3,0 mg/L) sahip Ligilactobacillus salivarius KC27L bakterisi se¢ilmis ve ileri diizey
caligmalarda kullanilmustir. L. salivarius KC27L susunun lag fazi, logaritmik fazi, durgunluk
fazi ve o6liim fazina denk gelen saatler belirlenmistir. En yiiksek EPS iiretimini logaritmik
fazda (12. saat) (1033,84+1,0 mg/L) gosterirken, en diisik EPS firetimini ise lag fazi
sonu/logaritmik faz baslangicinda (6. saat) (486,7+2,0 mg/L) gostermistir. Bakterinin
gelisim siireleri ile EPS iiretimi arasinda ¢ok giiglii pozitif bir iliski oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Bakterinin hangi saatte erken, ara ve olgun biyofilm yasam formlarina sahip
oldugu ve EPS iiretim miktarlarindaki artiginin, biyofilm olusturma yetenegine bagl oldugu
on gortilmistir (p<0,01). MRSA 43300’in olusturmus oldugu biyofilmi, KC27L’ nin
biyofilm yasam formundan izole edilen EPS’leri %15,6-54,4 oraninda; planktonik yasam
formu EPS’lerinin ise %30,6-60,7 arasinda degisen oranlarda engellendigi belirlenmistir.
KC27L bakterisinin olgun biyofilmlerinin (28. saat) DNaz I enzimi ile muamele sonrasinda,
DNaz I'in biyofilm miktarinda azalmaya neden oldugu tespit edilerek, KC27L bakterisinin
biyofilm matriksinde yer alan eDNA’nin varligi ortaya koyulmustur. Tez kapsaminda,
KC27L’nin biyofilm olusturma kapasiteleri, matriks bilesenleri ve biyofilm kontrol
yetenekleri ilk kez detaylandirilmis olup ileri de yapilabilecek biyofilm caligmalari igin
kaynak niteligi tagimaktadir.
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ABSTRACT

In this thesis, the basic biofilm properties of 96 lactic acid bacteria (LAB) were investigated
and exopolysaccharides (EPS), which are components of the biofilm matrix between
planktonic and biofilm forms, were analyzed at different growth stages (early, intermediate
and mature phase) profile and quantity differences, to determine the antibiofilm activity of
LAB-EPS on biofilm-forming Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 bacteria and
to determine the presence of eDNA, an important matrix component. In line with the results
obtained, it was determined that LAB can form biofilms and Ligilactobacillus salivarius
KC27L, which was found to form strong biofilms among the bacteria and had the highest
EPS production amount (984,0+3,0 mg/L), was selected and used in further studies. The
hours corresponding to the lag phase, logarithmic phase, stagnation phase and death phase
of L. salivarius KC27L strain were determined. The highest EPS production was observed
in the logarithmic phase (12th hour) (1033,8+1,0 mg/L), while the lowest EPS production
was observed at the end of the lag phase/start of the logarithmic phase (6th hour) (486,7+2,0
mg/L). There was a very strong positive correlation between the growth time of the bacteria
and EPS production (p<0,05). The time at which the bacteria had early, intermediate and
mature biofilm life forms and the increase in the amount of EPS production were found to
be dependent on the biofilm formation ability (p<0.01). It was determined that the biofilm
formed by MRSA 43300 was inhibited by EPSs isolated from the biofilm life form of KC27L
at a rate of 15,6-54,4%, and planktonic life form EPSs at rates ranging from 30,6-60,7%.
After treatment of mature biofilms of KC27L bacteria (28th hour) with DNase | enzyme, it
was determined that DNase | caused a decrease in the amount of biofilm and the presence of
eDNA in the biofilm matrix of KC27L bacteria was revealed. Within the scope of the thesis,
the biofilm formation capacities, matrix components and biofilm control capabilities of
KC27L have been detailed for the first time and will be a source for future biofilm studies.
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TESEKKUR

Lisans egitimimden bu zamana kadar degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine ne
zaman danigsam sabirla ve biiylik bir ilgiyle bana faydali olabilmek i¢in elinden gelenin
fazlasin1 sunan, her sorun yasadigimda yanina ¢ekinmeden gidebildigim, giiler yiiziinii ve
samimiyetini benden esirgemeyen ve hayatim boyunca bana verdigi degerli bilgilerden
faydalanacagim ve 6grencisi olmaktan her zaman gurur duyacagim tez danigmanim Sayin
Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG’a tesekkiirii bir borg biliyor ve en igten siikranlarimi
sunarim. Tez konumun belirlendigi ilk andan itibaren yardimlarmni esirgemeyen, bilgi,
tecriibe ve fikirlerini benimle paylasarak bana yol gosteren, tezin ortaya ¢ikmasinda biiyiik
katk1 ve emek vererek bu siiregte bana rehberlik eden degerli ikinci danismanim Sayin Dr.
Ogr. Uyesi Tugba KILIC a en igten saygilarimla tesekkiirlerimi sunarim. Bu zorlu ve
heyecan verici siire¢ boyunca karsilagtigim tiim zorluklarda beni motive edip yanimda olan,
deneysel ¢aligmalarimdaki bilgi birikimimde tizerimde biiyiik emegi olan ¢ok degerli hocam
Ogr. Gor. Dr. Berat CINAR ACAR’a tesekkiir eder ve saygilarimi sunarim. Bu devirde
birine iyi ki demek bu kadar zorken bana tiim kalbimle iyi ki dedirten, her daim biiyiik
destek¢im olan, varligi ve dostlugu benim igin en biiyiik bir sans olan ¢ok kiymetli ekip
arkadasim, dostum Ezgi Miiriivvet AKBAS’a ve bu siirecte fiziksel olarak yanimda olamasa
da her daim mutlulugumu ve tiziintiimii paylasarak yanimda oldugunu hissettigim, varligi ile
diinyami renklendiren can dostum Giilferi KARAGOZOGLU’na tesekkiirlerimi iletiyorum
ve calismalarimda bana yardimci olan Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yer alan ekip

arkadaslarima da tesekkiir ederim.

Her konuda sorgusuz sualsiz giiveniyle yanimda ve sonsuz sevgiyle dag gibi arkamda duran
ve hayallerimi kovalamam i¢in bana ilham kaynagi olan biricik annem Oznur AKMAN ve
babam Yiicel AKMAN’a, karsilastigim her zorlukta bana inanan ve pes etmemem i¢in beni
cesaretlendiren, hayatimin her alaninda bana 1s1k tutan canim agabeyim Emre AKMAN’a,
her daim yiiziimii giildiiren, varlig1 ile bana gii¢ ve her seyin listesinden gelebilecegime dair
inang veren canim kardesim Ismail AKMAN’a, bana bdylesi essiz duygulari yasattiklari igin
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim, sizi her zaman kalbimde tasiyacak ve sonsuz sevgiyle

anacagim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

% Yiizde

ng Mikrogram

pm Mikrometre

kob (cfu) Koloni Olusturan Birim
Da Dalton

g Gram

kDa Kilodalton

L Litre

mg Miligram

mL Mililitre

nm Nanometre

°C Santigrad Decere

oD Optikal Yogunluk

ODc Cut-Off Optik Yogunluk Degeri
pH Asitlik Bazlik Birimi
rom Dakikada Devir Sayis1
o Alfa

B Beta

pL Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklamalar

AHL Agil Homoserin Lakton
Al-2 Otoindiiktor

AIP Otoindiikleyici Peptitler

ATR-FTIR Fourier Doniisiimii Kizildtesi Spektroskopisi



Kisaltmalar

BSA
CFS
CRA
DNA
eDNA
EFSA
EPM
EPS
eRNA
FAO
FDA
GRAS
HPLC
ISAPP
LAB
MRS
NB
PBS
QPS
QS
RNA
SEC
SF

sp.
subsp.
TCA
TG
TGIS
uv
WHO

XV

Aciklamalar

Bovin Serum Albumin

Hiicresiz Siipernatant

Kongo Kirmizis1 Kat1 Besiyeri
Deoksiribontikleik asit

Hiicre Dis1 Deoksiriboniikleik asit
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

Hiicre dis1 polimerik madde
Ekzopolisakkarit

Hiicre Dis1 Riboniikleik asit

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi
Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen
Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi
Uluslararas1 Bilimsel Probiyotik ve Prebiyotik Birligi
Laktik asit bakterisi

De Man Rogosa Sharpe

Nutrient Sivi Besiyeri

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi

Nitelikli Giivenlik Varsayimi

Quorum Sensing

Riboniikleik asit

Boyut Eleme Kromotografisi

Serum Fizyolojik

Tur

Alt tiir

Trikloroasetik Asit

Tavuk Gaitasi

Tavuk Gastrointestinal Sistemi
Ultraviyole

Diinya Saglik Orgiitii


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lactic-acid-bacterium

1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidrat fermantasyonunun onemli bir metabolik son
irtinii olarak laktik asit tireten Gram pozitif, katalaz negatif, aerotolerant, Sporolactobacillus
inulinus disinda spor olusturmayan, morfolojik olarak ¢ubuk veya kok seklinde olan
mikroorganizmalardir (Mokoena, Omatola ve Olaniran, 2021; Mgomi, Yang, Cheng ve
Yang, 2023).

Biyofilm, kendi iirettikleri hiicre dis1 polimerik madde (EPM)’leri igeren matriks igine
gomiilmiis hiicrelerin birbirlerine ve/veya bir yilizeye yapistigi mikroorganizma kiimesi
olarak (Flemming ve digerleri, 2016; Aung ve Kim, 2024) ya da baska bir ifade ile
mikroorganizmanin kendi tirettigi matriksin, genellikle cesitli yapisal formlardaki hiicre disi
biyopolimerlerden olusan polimerik bir kiimelenme olarak tamimlanmaktadir (Vert ve
digerleri, 2012). Mikrobiyal hiicreler, zorlu ortam sartlarina dayanabilmek i¢in biyotik veya
abiyotik yiizeylere kiime halinde tutunarak biyofilm yapist olusturmaktadirlar (Yin ve
digerleri, 2019).

Genel olarak biyofilmler bozulma etkenidir ve zararl biyofilmlerin kontrol altina alinmasi
ve ortadan kaldirilmasina yonelik 6nemli ¢abalar gosterilmektedir. Biyofilmler bozulma ve
kontaminasyona neden olarak kotii tat, kotii Koku, patojenik bakteri olusumu gibi istenmeyen
ozellikler olusturabilir (Gong ve digerleri, 2021). Biyofilmlerin insan sagligi ve diger
hususlar tizerindeki olumsuz etkisi goz 6niine alindiginda, uzun siiredir zararli biyofilmlerin
onlenmesi ve kontrolii {izerine odaklanilmistir (Muhammad ve digerleri, 2020).
Dezavantajlarina ragmen biyofilmlerin ¢evre koruma, tarim ve biyoteknoloji alanlarinda ¢ok
sayida faydali etkileri vardir (Aung ve Kim, 2024). Biyofilmlerin bu faydali 6zelliklerinden
yararlanarak, bitkisel iiretimi artirmak i¢in fitopatojenlere karsi biyolojik kontrol ajanlari ve
biyogiibre olarak (Timmusk, Behers, Muthoni, Muraya ve Aronsson, 2017), tehlikeli
kirleticilerin biyoremediasyonunda (Irankhah ve digerleri, 2019), atik su arittiminda (Ali ve
digerleri, 2018), deniz ekosisteminin korunmasi ve korozyonun dnlenmesi gibi ¢ok cesitli
alanlarda biyofilmler kullanilmaktadir (Naidoo ve Olaniran, 2014). Biyofilmler, gida
fermantasyonunda, fermente iriinlerin Kkalitesini ve islevini, maliyet verimliligini,
antimikrobiyal ve antioksidan oOzelliklerini arttirmak (Gong ve digerleri, 2021) igin

kullanilmasimin yani sira biyomalzeme ve biyotip alaninda da potansiyel olarak genis bir
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uygulama alanina sahiptir. Bu nedenle biyofilmlerin potansiyel olarak bir¢ok uygulamasi

bulunmaktadir (Han ve digerleri, 2020).

LAB biyofilmleri, patojenik biyofilmlerin aksine, LAB'nin bulundugu hemen hemen her
yerde bulunmaktadir. Buna gida ortamlar1 (gida isleme tesisleri, gida triinleri, siit, et ve
bitkiler), gastrointestinal sistem, insan mukozalari, evsel ve endiistriyel ortamlar dahildir. Bu
nedenle LAB biyofilmlerinin birbirleriyle ¢capraz asilandigi diisiiniilen ¢ok ¢esitli habitatlar
kapsadig1 goriilmektedir (Mgomi ve digerleri, 2023).

Biyofilmin bir biitiin olarak, tek bir hiicre diizeyinde ve ¢evresindeki ortamla nasil etkilesime
girdigine dair, zararli biyofilmleri (klinik biyofilmler, gida kontaminasyonu, endiistriyel
ekipmanlarda ve gemi gévdelerinde biyolojik kirlenme) kontrol etmek veya faydali olanlar
(atik su aritma, biyoremediasyon ve biyo-filtrasyon) gelistirmek ve modiile etmek i¢in etkili
yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Azeredo ve digerleri, 2017). Bu yaklasim ile
patojenlerin biyofilmleriyle miicadelede anahtar olabilen, LAB gibi faydali probiyotik
bakterilerin biyofilmleri, koruyucu biyofilmler olmasi agisindan incelenmektedir. LAB ile
ilgili antibakteriyel calismalarin ¢ogu planktonik faza odaklanmistir ve bu yaklasim,
potansiyel antibakteriyel LAB i¢in son derecede 6nemlidir. Ancak, biyofilm bazli yaklagim
kullanilarak biyofilm olusturan LAB, patojenlerin kalic1 biyofilmine karsi koruyucu
biyofilm olarak kullanilabilmektedir. LAB'nin biyofilm fenotipinin incelenmesi,
antibakteriyel aktiviteleri i¢in yeni bir bakis agist saglayabilir (Kumar, Saad, Mohamad ve
Rahim, 2017; Mgomi ve digerleri, 2023).

Bu bilgiler 15181nda, bu tez calismasinda;

1. Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuvari stok
kiiltiir koleksiyonunda mevcut olan, tavuk gastrointestinal sistemi (TGIS) ve tavuk gaitasi
(TG)’ndan izole edilmis toplam 96 LAB’nin temel biyofilm olusturma yeteneklerinin
belirlenmesi,

2. Biyofilm olusturdugu tespit edilen bakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) iiretim
miktarlarinin tespit edilmesi,

3. Biyofilm olusumu ve EPS iiretimi en yiiksek bakterinin secilerek, bu bakterinin biiyiime
egrisinin ¢ikarilmast ve farkli siirelerde (saat) EPS iiretim miktarlarinin ve biyofilm

evrelerinin belirlenmesi,



. Segilen bakterinin planktonik ve biyofilm matriks bilesenlerinin izolasyonun
gerceklestirilmesi ve kimyasal analizlerin yapilmasi,

. Secilen bakterinin biyofilm matriks biyopolimeri olan eDNA’nin varhiginin tespit
edilmesi,

. Biyofilm matriksinden ve planktonik hiicrelerden saflastirilan EPS’lerin Biiyiikliikce
Ayirma Kromatografisi (SEC) ile molekiiler agirligi ve Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC) ile monosakkarit bilesiminin tayin edilmesi,

. Bakterinin planktonik ve biyofilm yasam formundan farkli faz diizeylerinde izole
edilecek EPS’lerinin antibiyofilm 6zelliklerinin belirlenmesi,

. Bakterinin EPS dretim miktarlar1 ile biyofilm olusumu arasinda bir iliski olup

olmadiginin istatiksel olarak tespit edilmesi hedeflenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Biyofilm ve Laktik Asit Bakterileri

Biyofilm, polisakkarit bir matriks tarafindan g¢evrelenen, farkli yapida mikroorganizmalari
icerisinde bulunduran, canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak tutunma saglayabilen,
mikroorganizmalarin aralarinda iletisim kurarak haberlesme saglayabilen, kompleks
yapidaki polimikrobiyal bir topluluk olarak tamimlanmaktadir (Moreno Osorio, Pollio,
Frunzo, Lens ve Esposito, 2021; Zhao, Sun ve Liu, 2023). Biyofilm esas olarak yiizey,
matriks ve mikroorganizma olarak ii¢ temel bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenlerinden
birinin olmamasi durumunda biyofilm tabakasi olusmaz. Matriks, yani EPM, literatiirde
“hiicre dis1 polimerik maddeler”, ya da “ekzopolimerler” terimlerinin karsiligi olarak

kullanilmaktadir (Ttiiretgen, 2005).

Biyofilmler, ilk olarak Van Leecuwenhoek'un on yedinci yiizyilda kendi agiz ve dis eti
orneklerini incelemesi sonucu burada bulunan mikroorganizmalarin kiimeler halinde
yasadigindan bahsetmesinden bu yana pek ¢ok sistemde tanimlanmistir (Donlan ve
Costerton, 2002). Louis Pasteur (1822-1895), pastorizasyon ile ilgili yaptigi ¢alismalar
sonucunda sarabin asetik hale gelmesinin (sarabin tadinin ve aromasinin bozulmasi)
nedeninin bakteri kiimeleri oldugunu kesfetmis ve gorsellestirmek amaciyla taslagim
cizmistir (Hoiby, 2017). ZoBell ve Allen, 1935 yilinda yaptiklar1 bir caligmada, bazi deniz
bakterilerinin 151k mikroskobu altinda cam yiizeylere tutunarak mikrokoloniler
olusturdugunu gozlemlemislerdir (ZoBell ve Allen, 1935). Tip alaninda ilk kez 1970-1972
yillarinda kronik akciger enfeksiyonu olan kistik fibrozis hastalarindan alinan 6rneklerin
mikroskobik incelenmesi sirasinda, Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin kiimeler halinde
bulunmasi ile biyofilmlerden s6z edilmistir (Hoiby, 2017). Bununla Dbirlikte,
mikroorganizmalarin yeterli besin maddelerini bulunduran canli ve cansiz bir ylizeye
tutunarak bir matriks ile ¢evrili biyofilm i¢inde ¢ogaldig: belirtilmis ve bdylece “biyofilm”

terimi ortaya koyulmustur (Donlan ve Costerton, 2002).

Son yillarda yapilan c¢alismalar, probiyotik bakteri biyofilmlerinin, probiyotikleri
kullanmanin giivenli ve etkili bir yolu oldugunu ve gida isleme, biyoteknoloji ve
fermantasyon miihendisligi endiistrilerinde yiiksek bir kullanim potansiyeline sahip

oldugunu gostermistir (Tan ve digerleri, 2020; Carvalho, Teixeira-Santos, Mergulhao ve
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Gomes, 2021; Rezaei, Salari, Khanzadi, Rhim ve Shamloo, 2023). Uluslararas: Bilimsel
Probiyotik ve Prebiyotik Birligi (ISAPP) tarafindan, probiyotikler FAO/WHO onayl1 olarak
"Yeterli miktarda uygulandiginda konakg¢iya saglik agisindan fayda saglayan canl
mikroorganizmalar" seklinde tanimlanmaktadir (Hill ve digerleri, 2014). LAB, yaygin
probiyotik bakteriler arasinda yer almaktadir (Ferdouse ve digerleri, 2023). Siklikla
kullanilan probiyotikler Lactobacillus, Lactococcus ve Bifidobacterium cinslerine ait olan
Gram pozitif bakterilerdir (Romero-Luna, Hernandez-Mendoza, Gonzalez-Cordova ve
Peredo-Lovillo, 2022; Mugwanda ve digerleri, 2023).

LAB, homofermentatif veya heterofermentatif yol kullanarak karbonhidratlardan laktik asit
treten, ¢esitli gida triinlerinin fermantasyonunda basrol oynayan, aerotolerant, spor
olusturmayan (Sporolactobacillus inulinus hari¢), Gram pozitif bir bakterileri grubudur
(Fijan, 2023). LAB, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag¢ idaresi (FDA) tarafindan
genellikle giivenli (GRAS) mikroorganizmalar olarak ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi
(EFSA) tarafindan Nitelikli Giivenlik Varsayimi (QPS) olarak kabul edilmektedir
(Agriopoulou, Stamatelopoulou, Sachadyn-Krol ve Varzakas, 2020). LAB’nin saglik ve
beslenme acisindan faydalar ve fermente gida ve iceceklerin tiiketiminde giivenli kullanimi1
mevcuttur (Garcia, Guerin, Souidi ve Remize, 2020). Tat ve doku, LAB ilavesiyle
zenginlestirilen fermente gidalarin ana kalite 6zellikleridir. Siit iirlinleri, fermente meyve ve
sebzeler, et bazl iirlinler ve fermente icecekler LAB igeren baslica fermente gidalardir
(Garcia ve digerleri, 2020; Liu, Pang, Zhang ve Cai, 2014). LAB, fermentatif aktiviteleri,
biyolojik korumalar1 ve probiyotik 6zellikleri sayesinde gida kalitesine katkida bulunur.
Buna ek olarak LAB, gidalarda potansiyel bozulma ve patojen mikroorganizmalarin
biiytimesini dnleyerek gidanin giivenligini ve raf omriinii arttirir (Fessard ve Remize, 2019).
Probiyotik LAB, bagirsak mukozasinda patojen mikroorganizmalarin yapismasini veya
kolonizasyonunu Onlemek (Zhang ve digerleri, 2019) ve antibiyotik tedavisi sirasinda
patojen mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe eden antimikrobiyaller iiretme yetenegi
(Valdés-Varela, Hernandez-Barranco, Ruas-Madiedo ve Gueimonde, 2016) gibi farkl etki
mekanizmalart yoluyla saglikli bir bagirsak mikrobiyotasinin korunmasina yardimci olur
(Diez-Gutiérrez, San Vicente, Barron, Del Carmen Villaran ve Chavarri, 2020). Probiyotik
LAB izolatlar1 antikanser, anti-alerjik veya antidiyabetik etkilere de sahip olabildigi
bildirilmistir (Ferdouse ve digerleri, 2023).



LAB'nin 6nemli bir 6zelligi olan biyofilm olusturma yetenegi, LAB’ni bir¢ok farkli alanda
faydali hale getirmektedir. LAB’nin olusturmus oldugu biyofilm matriksi, LAB’ni ¢evresel
streslerden (pH, sicaklik, kimyasallar) ve antibiyotiklerden korur. Biyofilm, LAB'nin besin
maddelerine daha kolay erismesini ve daha verimli kullanmasini saglar ve LAB arasinda gen
transferinin ve adaptasyonunun hizlanmasina katkida bulunur. Ayni zamanda biyofilm
olusturma yetenegi, baz1 LAB tiirlerinin patojenik hale gelmesine ve enfeksiyonlara yol
acmasina neden olabilir (Lebeer, Vanderleyden ve De Keersmaecker, 2008; Mgomi ve
digerleri, 2023). LAB'in biyofilm olusturma yetenegi, fermente {iriinlerin iiretiminde ve raf
omriiniin uzatilmasinda da 6nemli rol oynar. Biyofilm olusturan LAB, bitkilerin koklerini
kolonize eder ve hastaliklara karsi koruma saglar. LAB sahip oldugu biyofilm olusturma
yetenegi ile probiyotik uygulamalarda ve tibbi doku miihendisliginde kullanilabilmektedir
(Prete ve digerleri, 2021; Kavitake ve digerleri, 2023).

2.2. Biyofilm Olusan Yiizeyler

Bakteriyel biyofilm olusumu, canli organizmalarin yani sira cansiz yiizeylerde ve cesitli
dokularda hakim olan mikrobiyal yasam tarzidir ve tim yiizey tiplerinde meydana
gelmektedir. Biyofilmler canli (bitki, hayvan ve insan viicudu gibi) ve cansiz (cam, metal ve
polistren yilizeyler gibi) bir¢ok yiizeyde bulunabilir (Lindsay ve Von Holy, 2006; Thomas ve
Nakaishi, 2006). Klinik ortamlarda biyofilm gelisimine egilimli olabilecek yiizey tiirleri
(vapay ses protezleri, yedek eklemler, protez kalp kapakgiklari, kalp pilleri, beyin omurilik
sivist santlari, endotrakeal tiipler, Kateterler, kontakt lensler ve implante protez cihazlari)
coktur (Silverstein ve Donatucci, 2003; Tenke, Kovacs, Jackel ve Nagy, 2006; Li, Yin,
Cheng ve Lin, 2023). Biyofilm tabakas1 6zellikle su bulunan yiizeylerde bulunabilmektedir.
Su ortamlarindaki ylizeyler bakteriyel agidan ¢ok dnemlidir, ¢linkii hem inorganik hem de
organik besinler bu arayiizlerde yogunlasmistir ve bakterilerin tercihen bu yiizeylerde
biytidiigi gosterilmistir (Huang ve digerleri, 2019). Endiistriyel veya evsel su sistemleri, 1s1
degistiriciler, su iletim borulari, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesisleri, sogutma
kuleleri, kagit makineleri ve dis yiizeyi gibi tiim dogal ekosistemlerde biiyiiyen bakterileri
hiicrelerinin her zaman bir tiir glikokaliks ile gevrili oldugu ve genellikle ylizeylere yapisik
glikokaliksle ¢evrili mikrokolonilerde biyiidiigii gosterilmistir (Walker, Surman ve Jass,
2000; Huang ve digerleri, 2019).



LAB, fermente gida {irlinleri, siit, toprak, silajlar, ekmek, lahana tursusu ve sosisler (Mgomi
ve digerleri, 2023) dahil olmak iizere kiiresel gida zinciri boyunca gesitli kaynaklardan ve
hem insan (Kaya ve digerleri, 2022) hem de hayvan (Mann ve digerleri, 2014)
gastrointestinal sisteminden izole edilmistir. Gida ortamlar1 (gida isleme tesisleri, gida
riinleri, siit, et ve bitkiler), gastrointestinal sistemi, insan mukozalari, hayvan vajinalari,
evsel ve endiistriyel ortamlar gibi hemen hemen her yerde bulunan LAB biyofilmleri genis

bir habitat yelpazesini kapsamaktadir (Sun ve digerleri, 2020; Mgomi ve digerleri, 2023).

Genel olarak biyofilm olusumu, mikrobiyal yasamda dogal olarak olusan bir asama olarak
kabul edilir (Percival, Malic, Cruz ve Williams, 2011). Sonugta bu teori su énemli soruyu
giindeme getirebilir: “Biitiin bakteriler biyofilm olusturma yetenegine sahip midir?” Bu
sorunun cevabi oldukga tartismalidir ancak temel kural olarak farkli mikroorganizmalarin
farkli biyofilm olusturma kapasitelerine sahip oldugu bir gercektir (Kumar ve digerleri,
2017). Yapilan g¢alismalar, mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yeteneginin gesitli
ekstrem ortamlarda mikroorganizmalarin biiyltimesi i¢in 6nemli oldugunu ve biyofilm
olusumunun mikroorganizmalarin ¢esitli ¢evresel streslere yanit olarak sectigi bir biiyiime
modu oldugunu gostermistir (Kubota ve digerleri, 2008; Yin ve digerleri, 2019; Fazeli-
Nasab ve digerleri, 2022). Biyofilm, mikroorganizmalar1 gevresel stres kosullarina karsi
koruma saglar ve onlarin antimikrobiyal ajanlara karsi direncini artirarak mikrobiyal
kaliciliga ve toksisiteye katkida bulunur (Liu, Yao, Zhao ve Ge, 2023). Dolayisiyla
bakteriyel biyofilm olusumu bakterilerin hayatta kalma mekanizmasinimn bir pargasidir.
Biyofilmler bir anlamda "koruyucu giysi, kalkan" gorevi gorerek mikroorganizmalari
ultraviyole (UV), radyasyon (De Carvalho, 2017), asir1 sicaklik (Koerdt, Godeke, Berger,
Thormann ve Albers, 2010), asirt pH, yiiksek tuzluluk (Marsden, Grudzinski, Ondrey,
DelLoney-Marino ve Visick, 2017), yiiksek basing, besin kitligi, antibiyotikler vb. etkilerden
koruyabilir (Liu ve digerleri, 2023).

Probiyotikler, biyofilm ad1 verilen farkli abiyotik veya biyotik streslere karsi direng gosteren
ve mikrobiyal popiilasyonun gelisimi i¢in faydali olan c¢esitli 6zelliklere sahip kompleks
yapilar olusturur (Salas-Jara, llabaca, Vega ve Garcia, 2016). Ayrica, probiyotik bakteriler,
cevresel kosullara direnmeyi saglayan ve popiilasyonlarinin basarili bir sekilde
kolonizasyonunu ve korunmasini saglamak igin biyofilm olusturma yeteneklerine sahiptirler
(Salas-Jara ve digerleri, 2016). Bakteri kolonizasyonunun, bagirsak mukozasi gibi belirli bir

epitele yapismasini gerektirdigi, epitelde kalis siirelerini uzattig1 ve stabilize ettigi, rekabetci



inhibisyon yoluyla patojenik bakterilerin dislanmasina yardimci oldugu ve konakgi hiicrenin
bagisiklik tepkisini tetikleme olasiligina sahip oldugu bildirilmistir (Saxelin, Tynkkynen,
Mattila-Sandholm ve De Vos, 2005). Biyofilmler, antibiyotiklere ve enzimlere karsi koruma
saglamaya yardimci olan (Lewis, 2001) ve popiilasyonun metabolik etkilesimi igin bir mikro
ortam olusturulmasini destekleyen hiicre dis1 bir polisakkarit matriksini olusturmaktadirlar.
Bakteriler arasinda gen ifadesini diizenleyebilen bir siire¢ olan Quorum Sensing (QS)'in
aracilik ettigi iletisim de mevcuttur (Salas-Jara ve digerleri, 2016). Ek olarak gida
endiistrisinde, LAB'nin varlig1 bakterilerin zorlu ¢evresel kosullara dayanmasini saglar ve
LAB tiirleri, biyofilmler olusturarak ¢esitli stres kosullarinda hayatta kalabilir (Mgomi ve
digerleri, 2023). Lactobacillus tiirleri gibi probiyotik bakteriler tarafindan biyofilm olusumu,
patojenik bakterilerin kolonizasyonunu Onleyerek konagin mukozasinda daha uzun
kalicihigini destekleyebildigi i¢in faydali bir 6zellik olarak kabul edilmektedir (Terraf, Juarez
Tomas, Nader-Macias ve Silva, 2012).

2.3. Biyofilm Yapisi ve Yasam Dongiisii

Biyofilm yasam dongiisii bes basamaktan olusur (Sekil 2.1) (Kilic ve Bali, 2023). ilk
basamakta, planktonik hiicreler hareketlerini yavaslatip yiizeye yaklasarak, yiizeyle, yilizeye
daha 6nceden tutunmus olan organik maddelerle veya diger mikroorganizmalarla gegici bir
iliski (geri déniisiimlii tutunma) kurarak kendilerine uygun bir yer bulurlar. Ikinci asamada
(gert donilistimsiiz tutunma), ylizeye tutunan bu bakteri hiicreleri ¢ogalir ve az sayida
hiicreden olusan mikrokoloniler olusturmak {izere toplanir. Mikrokoloni olusumu sirasinda
hiicreler, hiicrelerin baglanmasini ve kiimelenmesini destekleyen ekstraseliiler polimerik
maddeler (EPM)’i iiretmeye baslar. Boylece, mikroorganizmalar yiizeye geri doniisiimsiiz
olarak tutunarak biyofilmin ilk tabakasini olusturmaya baslar. Bu EPM, biyofilm kiitlesinin
%90"1ndan fazlasini olusturan ana bilesendir (Dunne, 2002; Alim, Sircaik ve Panwar, 2018;
Abe, Nomura ve Suzuki, 2020). Ugiincii asamada (olgunlasma I), mikrokoloniler, daha fazla
hiicre biiyiimesi ve EPM’in iiretimiyle olgun biyofilmlere doniisiir ve dordiincii basamakta
(olgunlagsma II) mikroorganizmalar mantar goriiniimlii {i¢ boyutlu yapisina kavusurlar.
Besinci agamada, biyofilmlerin gelisimi ve devami sirasinda bazi hiicreler, dis (silirtlinme
kuvveti, basing ve hizli su akist gibi) ve i¢ etkenler nedeniyle biyofilmlerden kendilerini
ayirir. Dahasi, ¢ogu bakteri biyofilmi, biyofilm yapisini diizenleyen veya biyofilm yasam
dongiisiinlin dagilma asamasi sirasinda hiicrelerin biyofilmlerden salinmasina aracilik eden

QS sinyalleri, siirfektanlar, enzimler ve polisakkaritler gibi molekiiller salgilar. Bu asamada,
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biyofilm matriksinin yapisal polimerlerinin depolimerizasyonu ve ardindan hiicrelerin
salimmast ile biyofilm bakterileri dagilir ve yeni bolgelerde kolonize olabilir. Ayrilan
hiicreler, planktonik formlarina dénerek yeni nisler bulabilir (Allison, 2003; Bendaoud ve
digerleri, 2011; Abe ve digerleri, 2020; Kilic ve Bali, 2023).

eDNA, ekstraselller DNA

eRNA, ekstraseliiler RNA

QS, quorum sensing
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Sekil 2.1. Biyofilm yasam dongiisii (Kilic ve Bali, 2023).

2.4. Biyofilm Matriks Bilesenleri

Biyofilm matriksi, biyofilm yasam tarzi igin temel olan mekanik olarak kararli ve karmagsik
kimyasal mikro ortamlar saglamaktadir. Ekstraseliiler matriks (biyofilm matriks)
biyofilmlerin ortaya ¢ikan 6zellikleri igin gerekli olan kilit yapisal ve islevsel roller oynadigi
olduk¢a karmasik ve dinamik olaylar1 igerir. Ekstraseliiler matriks biyotik ve abiyotik
yiizeylere mikrobiyal yapigsmay1 tesvik eder. Bir kez tutunduktan sonra, daha fazla EPM’nin
iiretimi, hiicreleri ¢cevreleyen ve birbirine yapistiran, onlart yakin tutan ve sinirli bir alanda
hiicreler arasi etkilesime izin veren bir matriks olusturur. Biyofilm matriksi, yapisal stabilite
ve islevsel bir ortam sunmanin yani sira, antimikrobiyallere ve bagisiklik hiicrelerine karsi
biyofilm toleransin1 da artirir (Koo, Allan, Howlin, Stoodley, ve Hall-Stoodley, 2017,
Karygianni, Ren, Koo, ve Thurnheer, 2020).
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LAB tarafindan iiretilen biyofilm matriksini olusturan bilesenler, LAB'in islevlerini ve
cevreleriyle etkilesimlerini 6nemli 6l¢giide etkiler. Biyofilm matriks; ekzopolisakkarit (EPS),
niikleik asitler (e(DNA ve eRNA), proteinler, lipitler ve diger biyomolekiillerden olusur
(Karygianni ve digerleri, 2020). Sekil 2.2’de biyofilm matriks bilesenlerinin sematize
goriiniimii yer almaktadir. EPM’in, genel olarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklere boliinebilen
biyofilmin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri igin hayati 6neme sahip oldugu gosterilmistir
(Dragos ve Kovacs, 2017). Bakteriyel biyofilmlerde yer alan EPM’in fonksiyonlar1 Cizelge

2.1’ de verilmistir.

- Bakteri hiicreleri
|

Enzim

OO0 | Ekzopolisakkarit
I
YOO | DNA |

ARAApARS | Protein |
|

Su kanallar

]

Sekil 2.2. Biyofilm matriks bilesenleri (Sangwan, Pratibha ve Hemender, 2019).

Biyofilm olusumu ve islevi ile ilgili olarak, LAB'nin irettigi EPM’ler bakterileri,
antibiyotikler, dezenfektanlar ve predatorlerden korumak ve bakterilerin ihtiyag duyduklar
besin maddelerini hapsederek besin alimini kolaylastirmak, hiicresel toksisiteyi 6nlemek,
bakteriler arasinda sinyal iletimi (QS) ve gen aktarimi i¢in bir ortam saglamak ve LAB'nin
yiizeylere daha kolay baglanmasini ve kolonilesmesini saglamak gibi 6nemli rolleri
bulunmaktadir (Van Ba ve digerleri, 2019). Biyofilm matriksinin bilesimi ve yapisi,
mikroorganizmalarin tiirline, yerel kayma gerilimine, besin/substratlarin mevcudiyetine ve
konakg1 ortamina bagl olarak biiylik dl¢iide degisebilir (Flemming ve digerleri, 2016).
EPM’in sentezi tek tiir ve ¢ok tiir igeren mikrobiyal topluluklar arasinda da farklilik
gostermektedir (Bowen, Burne, Wu ve Koo, 2018). Tek tiir mikroorganizmalardan olusan

topluluklar, genellikle homopolimerik EPM olarak adlandirilan, tek bir monomer tiiriinden

olusan EPM firetirler. Bu tiir EPM'ler, ¢esitli islevler gorerek mikrobiyal topluluklar igin
hayati 6nem tasir. Acetobacter xylinum bakterisi tarafindan iiretilen seliiloz, biyofilm

olusumuna, mekanik destek saglamaya ve besin maddelerinin depolanmasina yardimci olur
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(Ullah ve digerleri, 2019). Cok tiirlii mikrobiyal topluluklar, daha karmasik ve g¢esitli EPM

tirleri tretebilirler. Bu EPM'ler, birden fazla monomer tiiriinden olusan heteropolimerik

EPM'ler veya farkli monomer tiirlerinin rastgele veya belirli bir sirayla dizildigi kopolimerik
EPM'ler olabilir (Huang ve digerleri, 2018; Morozkina ve digerleri, 2022).
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Simdiye kadar tanimlanan biyomolekiiller iki ana kategoriye ayrilabilir: (1) hiicre yiizeyiyle
iliskili ve (ii) hiicre dis1 olarak salgilananlar (flagella, tip IV pili gibi hiicreyle iliskili
uzantilar ve bakteriyel yapismayi, mekanik stabiliteyi ve otoimmiin tepkileri modiile eden
fonksiyonel amiloidler vb.). Salgilanan EPS’ler, proteinler, eDNA ve eRNA ise matriks
yapist ve islevine katkida bulunur (Bowen ve digerleri, 2018). Bakteriyel pililinin (bakteriyel
uzantilarin), LAB biyofilm olusumunun ilk adimina katkida bulundugu ve hiicre yapigsmasini
etkiledigi bildirilmistir. Lactococcus lactis'in, bazi suslarinin yiizeylerinde pili olmasindan
dolay1, heterojen yapida kompakt bir biyofilm olusturdugu gosterilmistir (Drame ve
digerleri, 2021). Protein sortaz A, bakteriyel hiicre duvari proteinindeki LPxTG motifini
tantyarak ve hiicre duvari siralama reaksiyonunu ve biyofilm olusumunu katalize ederek
Pediococcus pentosaceus MROO1'de hiicre duvar1 yapisma siirecine de dahil olur (Wanna,
Surachat, Kaitimonchai ve Phongdara, 2021). Ek olarak, LPxTG isaretlerinden olusan
"adhezyon ve biyofilm modiilatorii" (MabA) olarak bilinen bir proteinin, Lactobacillus
rhamnosus GG'nin biyofilm olusumunun yani sira fare gastrointestinal sistemindeki
yapismadan sorumlu oldugu kesfedilmistir (Vélez ve digerleri, 2010). Konak proteinleri ve
glikoproteinlerin matriks yapisina katkida bulunduklar1 ve mikrobiyal besin kaynagi olarak
mikrobiyal baglanmaya yardimci1 olduklari rapor edilmistir (Marsh, Do, Beighton ve Devine,
2016).

Biyofilm matriks bilesenlerinden niikleazlar gibi hiicre dis1 enzimlerin, eDNA'nin kontroli
ve dolayisiyla biyofilmin olusumunda veya bilesiminde rolii vardir. Vibrio cholerae'da hiicre
dis1 niikleazlarin, eDNA'nin modiilasyonu yoluyla biyofilmlerin yapisini, ayrilmasini ve
dagilimin etkileyebildigi (Seper ve digerleri, 2011), S. aureus'taki bir termoniikleazin ise
liziz ve eDNA'nin kontroliinde rol oydig: ve biyofilm gelisimi sirasinda biyofilm dagiliminin
desteklenmesinde salindigi bildirilmistir (Mann ve digerleri, 2009). George ve Halami
(2019), tavuk sosislerinden izole edilen Lactobacillus plantarum’un olgun biyofilm
(>24saat) hiicrelerinde eDNA’nin varligini DNaz [ muamelesi ile tespit etmistir. S. aureus
biyofilmleri, beta-toksin, nétr bir sfingomiyelinaz ve bir viriilans faktorii ile kovalent olarak
etkilesime giren eDNA'dan olusan bir iskelet ¢ergevesi ile yapilandirilmistir (Huseby ve
digerleri, 2010). Ayrica, E. faecalis biyofilm gelisimini etkilemek i¢in eDNA salinimini
otoliz yoluyla diizenleyebilir (Thomas, Thurlow, Boyle ve Hancock, 2008; Thomas ve

digerleri, 2009). Ek olarak, iki hiicre dis1 endoniikleaz olan, ExeS ve ExeM, Shewanella
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oneidensis MR-1 tarafindan olusturulan biyofilmlerde eDNA bozunmasma katilir ve

bdylece hiicre ayrilmasint miimkiin kilabilir (Godeke ve digerleri, 2011).
2.4.1. Hiicre dis1 DNA (eDNA)

Biyofilm matriksi igerisinde bulunan molekiiller bakteri tiirleri arasinda farklilik
gosterebilir, ancak hiicre dist DNA (eDNA) her yerde mevcuttur (Goodman ve Bakaletz,
2022). Ozellikle bakteriyel biyofilmler icerisinde, tiirler arasi iletisim, gen aktarimi ve
biyofilm olgunlagsmas1 gibi c¢esitli islevler i¢in ortak bir platform saglayabilir (Ibafiez de
Aldecoa, Zafra ve Gonzalez-Pastor, 2017). eDNA’nin, yiizeye ilk tutunmaya aracilik ettigi,
stabil biyofilm matriksinin yapisal pargasi olarak rol oynadig1 veya besin kaynagi olarak
kullanildig1 belirtilmistir (Berne, Kysela, Brun, 2010). eDNA’nin birgok mikroorganizma
tirlinde salinma ve diizenlenme mekanizmalar1 hala aydinlatilamamasina ragmen,
biyofilmlerdeki eDNA’nin hiicreler arasi yapismay1 tesvik ederek bakteriyel agregasyona
katkida bulunmasi, abiyotik yiizeylere baglanmaya aracilik etmesi ve farkli polimerik
bilesenleri birbirine baglayarak biyofilm mimarisini stabilize etmesi ile fizyolojik
gorevlerinin ¢ok amagli oldugu goriilmektedir (Seper ve digerleri, 2011; Blakeman ve
digerleri, 2019; Campoccia, Montanaro ve Arciola, 2021). Biyofilm olusumunun ilk fazinda,
eDNA’nin hiicre-yiizey adezyonunda ve/veya hiicre-hiicre adezyonunda islev gorebildigi
belirtilmektedir (Whitchurch, Tolker-Nielsen, Ragas ve Mattick, 2002). Staphylococcus
epidermidis'te eDNA’nin, asit-baz etkilesimleri yoluyla yapigsmay1 ve agregasyonu arttirdigi
(Das ve digerleri, 2010) ve Streptococcus mutans'ta, eDNA’nin hidrofobik bir yiizeye
yapismaya aracilik edebildigi bilinmektedir (Das ve digerleri, 2011). Listeria
monocytogenes'te, eDNA'nin peptidoglikana baglanmasi yapismada rol oynamaktadir
(Harmsen ve digerleri, 2010) ve Bacillus cereus'ta planktonik bir kiiltiir tarafindan iiretilen
eDNA hiicre yiizeyiyle birlesir ve biyofilm olusumunu baslatan ve bazi antimikrobiyallere
kars1 koruyucu kalkan gorevi goren substrat ile yapismaya aracilik eder (Vilain ve digerleri,
2009). eDNA, ayn1 zamanda dinamik bir gen havuzudur. Bakteriler bu yolla yatay gen
transferi sonucu genetik bilgi aligverisi yapabilir (Vlassov, Laktionov ve Rykova, 2007).
Ayrica, Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinde eDNA'nin antibiyotik direncini
indiikledigi  gozlemlenmistir (Mulcahy, Charron-Mazenod ve Lewenza, 2008).
Lactiplantibacillus plantarum tiirlerinde, 6zellikle klinik ortamlarda biyofilm aracili

antibiyotik direnci olasilig1 vardir (George ve Halami, 2019). Bir ¢alismada, probiyotik
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Limosilactobacillus reuteri DSM 17938 eDNA’s1, PicoGreen kullanilarak tespit edilmistir
(Grande ve digerleri, 2017).

LAB'leri, otoliz veya dis etkenler (antibiyotikler, pH, UV vb.) tarafindan tetiklenen lizis
yoluyla eDNA'larini salabilirler. Bakterinin kendi kendini yok etmesi anlamina gelen otoliz
de DNA da dahil olmak {izere hiicresel bilesenler disariya salinir (Mgomi ve digerleri, 2023).
Otoliz (hiicre lizizi), cevresel stres veya diger tetikleyicilerin neden oldugu hiicre zarinin
parcalanmasini ifade eder. Parcalanma, bakteri hiicre duvar zayifladiginda meydana gelir
ve ozmotik basincin hiicre zarini par¢alamasina izin verir (Panlilio ve Rice, 2021). Ancak,
matriks bilesenlerinin polisakkarit ve protein ile kompleks bir yap1 olusturmasindan dolay1,
bakteriyel liziz ile artan niikleik asit, biyofilm matriksinden kolaylikla kurtulamayabilir
(Adiningrat ve digerleri, 2023). Otoliz mekanizmasi i¢in iki model vardir; (i) programlanmis
hiicre Oliimiiyle bakterinin kendi kendine veya (ii) bakterinin bir alt popiilasyonu
hiicrelerinin par¢alanmasi yoluyla salinmasidir (Montanaro ve digerleri, 2011; Allesen-
Holm ve digerleri, 2016). Enterococcus faecalis’de iki ekstraseliiler proteaz ve S. aureus’da
Cid/Lrg operonlar1 otolize bagli eDNA saliniminda gerekmektedir. Cid/Lrg operonu, S.
aureus’in programlanmis hiicre 6liimiiniin aktivasyonunda rol oynar (Thomas ve digerleri,
2008, Mann ve digerleri, 2009; Abee, Kovacs, Kuipers ve Van der Veen, 2011). Neisseria
meningitidis’de biyofilm olusumunun baslamasi i¢in eDNA 6nemli oldugu ve otolizinin
azaldig1 ampD mutantlarinda, biyofilm olusumunun azalmasinda 6nemli rol oynadig1 rapor
edilmistir (Lappann ve digerleri, 2010). Baz1 LAB tiirleri ise, 6zel proteinler veya vezikiiller
araciligiyla eDNA'y1 aktif olarak digar1 salgilayabilirler. Bu mekanizma, QS gibi hiicre-
hiicre iletisimi siireclerinde rol oynayabilir (Ibafiez de Aldecoa ve digerleri, 2017).
eDNA’nin vezikiiller araciligiyla salinmasi Escherichia coli, P. aeruginosa ve N.
gonorrhoeae’de gozlemlenmistir (Dorward, Garon ve Judd, 1989; Yaron, Kolling, Simon
ve Matthews, 2000; Renelli, 2003). L. plantarum WCFS1 biyofilm hiicrelerinin floresan
mikroskobu ile cpsl mutantlarinda artan hiicre duvari otoliz aktivitesine karsilik olarak daha
yliksek miktarda eDNA varliginin ortaya ¢iktigi saptanmistir (Ramirez ve digerleri, 2015,
2018).

eDNA'nin biyofilm dagiliminda da rolii vardir. Caulobacter crescentus'ta, eDNA’nin
hiicrelerin birikmesini, bunlarin mevcut bir biyofilme degil, yeni bir konuma yerlesmesini
saglayacak sekilde engelleyebildigi tespit edilmistir (Berne ve digerleri, 2010).

Biyofilmlerle ilgili olarak eDNA, savunma mekanizmalarinda ve dolayisiyla patojenik
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mikroorganizmalarin viriilansinda rol oynayabilir. eDNA, antimikrobiyallerin matriks
yoluyla tasinmasini azaltarak veya diger matriks bilesikleriyle etkilesime girerek koruyucu
rol oynar (Flemming ve Wingender, 2010). Ancak, eDNA aymi zamanda katyonlari
selatlayabilir. P. aeruginosa'’da magnezyum selatlandiginda, yiizeyini degistiren ve
patojeniteyi veya antimikrobiyal direnci artirabilecek bir genetik programin tetiklendigi,
ayrica, eEDNA’nin yikimi sonucu olusan asidik ortam, antimikrobiyal peptitlere kars1 direnci
indiikleyen bir sinyal oldugu bildirilmistir (Mulcahy ve digerleri, 2008; Lewenza, 2013;

Wilton, Charron-Mazenod, Moore ve Lewenza, 2016).

2.5. Biyofilm ve Quorum Sensing

Bakteriler bagimsiz olarak biiyiiyebilen, boliinebilen, algilayabilen ve cevresel sinyallere
uyum saglayabilen temel, tek hiicreli organizmalardir. Kendi kendine yeterliliklerine ragmen
bakteriler, biyoliiminesans iiretimi, biyofilm olusumu ve ekzoenzim salgilanmasi gibi is
birlik¢i faaliyetleri gergeklestirmek icin etrafindaki mikroorganizmalar ile c¢abalarimi
koordine ederler. Bu koordinasyon, Quorum Sensing (Cogunlugu algilama, QS) adi verilen
hiicreden hiicreye iletisim mekanizmasi yoluyla gergeklesir (Solano, Echeverz ve Lasa,
2014).

Biyofilm olusumu ve QS birbiriyle yakindan baglantili siireglerdir. Biyofilmin baglatilmas:
ve olgunlagmasi kismen cogunlugu algilamayla, yani bakteriyel hiicrelerin cevresinde sinyal
molekiillerinin birikmesiyle diizenlenen hiicre yogunlugu algilama mekanizmasiyla
diizenlenir. QS, bakterilere, topluluk iiyelerinin salgiladig1 belirli bir sinyal molekiiliiniin
birikimini Olgerek popiilasyon yogunlugunu tanima kapasitesi kazandirir. Yalnizca
popiilasyon yogunlugu yiiksek oldugunda sinyalin hiicre disi ortamda birikmesi, yaniti
aktive etmek igin yeterlidir (Parga, Manoil, Brundin, Otero ve Belibasakis, 2023). QS sinyal
molekiilleri diisiik molekiiler agirhiga sahiptir ve acil homoserin laktonlar (AHL),
otoindiiktorler (Al-2), cis-doymamis yag asitleri ve peptitler de dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
kimyasal siniflara ayrilirlar (Fuqua ve Greenberg, 2002; Williams ve Camara, 2009).
Cogunlugu algilayan diizenleyici aglar yalmizca c¢ok karmasik olmakla kalmaz, ayni
zamanda bakteri tiirleri arasinda da farklilik gosterir (Solano ve digerleri, 2014). Bu nedenle,
QS’in biyofilm olusumu iizerindeki diizenleyici mekanizmalar: genel olarak tanimlanamaz.
Bununla birlikte, kullanilan Al tiirlerine bagli olarak QS sistemleri, AHL sistemi, AIP

sistemi (bu iki sistem daha once AI-1 sistemi olarak biliniyordu), Al-2 sistemi ve Al-3
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sistemi olmak tiizere gesitli kategorilere ayrilmistir (Zhou, Zhang ve Zhu, 2020). Gram
negatif bakterilerdeki birincil sinyal molekiilleri, AI-1 otoindiiktdrleri olarak bilinen, AHL
olarak adlandirilan homoserin laktonlardir. Al-1, biyofilm olusturan bakterilerin
intraspesifik iletisiminde kullanilir, ancak baz1 bakteriler ¢evredeki ortamda rakip bakteri
tiirlerini tespit edebilir. Gram negatif bakterilerde, AHL'lere dayal1 QS, bakteriyel hiicrelerin
yogunluguna yanit olarak global gen ekspresyonunun diizenlenmesinde hayati bir rol oynar
(Juszczuk-Kubiak, 2024). Gram negatif bakterilerdeki en iyi bilinen AHL aracili QS

mekanizmasi, ilk kez Vibrio fischeri'de agiklanan LuxI/LuxR sistemidir (Sekil 2.3).

Diisiik hiicre < ‘ Yiiksek hiicre
yogunlugu yogunlugu
W

(o]
® S B .o. : .. &
@ °
<
° LuxR transkripsiyon - -
+ diizenleyicisi O e | Hedef gen ifadesi |

Sekil 2.3. Gram negatif bakterilerde QS'nin genel mekanizmasi (Juszczuk-Kubiak, 2024).

LuxI tipi proteinler, hiicre zarina pasif olarak niifuz eden ve hiicreler arasinda bir sinyal
iletimi saglayan, Al-1'in sentezinden sorumludur (Smirnova, Didenko, Azizbekyan ve
Romanova, 2010). Bu molekiiller bakteri hiicre zarina niifuz eder ve ¢ogalan hiicrelerin
sayis1t bakteri popiilasyonunun yogunlugunu belirler. Uygun esik konsantrasyonuna
ulagildiktan sonra LuxR reseptdr proteini aktive edilir ve hedef efektdr genlerin
transkripsiyonu gergeklesir (Paluch ve digerleri, 2020). AIP sisteminde otoindiikleyici
peptitler (AIP'ler) kullanilir ve bu sistem yalnizca Gram pozitif bakterilerde bulunur (Irie ve
Parsek, 2008; Paluch ve digerleri, 2020). Gram pozitif bakteriler, kisa oligopeptit sinyalleri
ve membrana bagli sensor kinaz reseptorlerinden ve gen ifadesinin degistirilmesinden
sorumlu sitoplazmik transkripsiyon faktorlerinden olusan iki bilesenli sistemler kullanir

(Papenfort ve Bassler, 2016). LuxI/LuxR ve AIP'ler arasindaki en biiyiik farklardan biri ayni
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kokenli reseptorlerin  konumudur. Gram pozitif bakterilerde LuxR tipi reseptorler
sitoplazmiktir (Okada ve digerleri, 2005). API reseptorleri ise membrana baghdir ve ikili
sinyal proteinleri olarak bilgiyi bir dizi fosforilasyon olayiyla iletir. Daha sonra, API'ler,
hedef genlerin ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek
0zel ATP baglayici kaset tasiyicilart yoluyla hiicre disina taginirlar. Tipik bir Gram pozitif
QS sistemi, membrana bagli bir histidin kinaz reseptoriinden ve bir transkripsiyon
diizenleyicisi olarak gorev yapan ilgili bir sitoplazmik yanit diizenleyiciden olusur (Sekil

2.4) (Rutherford ve Bassler, 2012).
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Sekil 2.4. Gram pozitif bakterilerde QS'nin genel mekanizmasi (Juszczuk-Kubiak, 2024).

AHL ¢ekirdek tespit sistemlerinde oldugu gibi, salgilanan AIP otoindiiktorlerinin
konsantrasyonu hiicre yogunlugunun artmasiyla birlikte artar. Fosforile edilmis diizenleyici
proteinler, hedef genlerin ekspresyonunu modiile etmek icin DNA baglayici transkripsiyon
faktorleri olarak gorev yapar. Cogu durumda, otoindiiktér Onciisiinii, histidin kinaz
reseptoriinii ve diizenleyici proteini kodlayan genler bir operon olusturur ve bunun
ekspresyonu, QS tespiti ile otomatik olarak indiiklenir. Bu konfigiirasyon pozitif geri
bildirim {retir ve gen ekspresyonunun c¢ekirdek bagimli modu olan disiik hiicre
yogunlugundan yiiksek hiicre yogunluguna gecisi hizlandirir (Juszczuk-Kubiak, 2024). QS
sistemini kullanan bir Gram pozitif bakteri 6rnegi, ekzotoksinler veya biyofilm gibi viriilans
faktorlerinin iiretimini kontrol eden bir agr sistemine sahip S. aureus'tur (LaSarre ve Federle,
2013). Agr sistemi, L. plantarum, Clostridium botulinum, C. perfringens, C. difficile,

Listeria monocytogenes ve Enterococcus faecalis dahil Gram pozitif bakterilerde evrimsel
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olarak korunur (Mangwani, Dash, Chauhan ve Das, 2012). Giiniimiizde bu iki sistem (AHL
sistemi ve AIP sistemi) tizerinde ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Zhou ve digerleri, 2020;
Prazdnova ve digerleri, 2022; Xiao ve digerleri 2022). QS, belirli genleri diizenleyerek
LAB'!n popiilasyon yogunluklarina gore g¢evrelerini algilamasini ve bunlara uyumlarini
saglar. Ayrica, Lactobacillus tiirlerinde biyofilm olusumunu etkiledigi bildirilen LuxS'den
tiretilmis otoindiiktor-2 (Al-2) ve translasyon sonrasi olmak iizere iki sinyal molekiiliiniin
LAB biyofilm olusumunu etkiledigi gosterilmistir. LUXS geninin asir1 ekspresyonunun Al-
2 tiretimini arttirdig1 ve bu artisinda L. paraplantarum L-ZS9'un biyofilm olusumunu tesvik
ettigi tespit edilmistir (Liu, Zhang ve Li, 2018). LuxS geninin, L. plantarum KLDS1.0391'in
gastrointestinal ortam toleransi ve yapigma yeteneginde onemli bir rol oynadigi rapor
edilmistir (Jia ve digerleri, 2018). LAB biyofilm olusumunu etkileyen c¢esitli faktorlerin
gosterilmesine ragmen, biyofilm olusumunun susa 6zgii ve ekstrapolatif olmayan bir 6zellik

oldugu da belirtilmektedir (Mgomi ve digerleri, 2022).

2.6. Laktik Asit Bakterilerinde EPS ve Biyosentezi

Ekzopolisakkarit (EPS)’ler, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan hiicre digina salgilanan
yiiksek molekiiler agirlikli karbonhidratlardir. Kimyasal olarak ¢esitlilik gdsteren biyolojik
aktiviteleri, yapilar1 ve kaynaklariyla ilgilidir (Rajoka, Wu, Mehwish, Bansal ve Zhao,
2020). LAB, homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler dahil olmak iizere iki tip EPS
sentezler (Nguyen ve digerleri, 2020). Homopolisakkarit sentezi, spesifik bir glukansiikraz
veya fruktansiikraz ve hiicre dis1 bir seker dondriinii (glukanlarin sentezi igin siikroz,
fruktanlarin sentezi i¢in fruktoz igeren oligosakkarit) igeren nispeten basit bir biyokimyasal
islemdir (Van Hijum ve digerleri, 2006; Galle ve Arendt, 2014). Heteropolisakkarit sentezi,
EPS gen kiimesi ve housekeeping genleri tarafindan kodlanan ¢esitli gen tiriinlerinin spesifik
roliinii igeren karmasik bir siirectir. Bu gen {riinleri islevlerine gore dort modiile ayrilabilir:
Polisakkarit birlestirme makineleri (hazirlayici glikosiltranferazlar, Wzx veya flippaz, Wzy
veya polimeraz ve EpsA), polisakkarit birlestirme islemini yoneten fosfor diizenleyici sistem
(EpsB, EpsC ve EpsD), glikosiltranferazlar, seker niikleotit biyosentetik yollar1 ve EPS'lerin
kimyasal dekorasyonunda yer alan asetil ve piruvil transferazi kodlayan genler (Zeidan ve

digerleri, 2017).

Genel olarak EPS biyosentezi 3 ana adimda 6zetlenir. Birincisi, tekrarlayan birimler i¢in

aktiflestirilmis seker onciillerinin (veya iiridin difosfat glikoz ve timidin difosfat glikoz gibi
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seker nikleotitlerinin) tretilmesidir. Seker niikleotidleri, glikolitik ara maddelerden,
genellikle glikoz-6-fosfat veya fruktoz-6-fosfattan ¢ok adimli yollarda sentezlenir. Bu
karmasik siireg, fosfoglukomutaz (glikoz-6-fosfat1 glikoz-1-fosfata doniistiiriir) (Laws, Gu,
Marshall, 2001) ve UDP-glikoz pirofosforilaz ve dTDP-glikoz pirofosforilaz (glikoz-1-
fosfati sirastyla seker niikleotidleri UDP-glikoz ve dTDP-glikoza doniistiiriir) (Welman ve
Maddox, 2003) gibi cesitli housekeeping gen iiriinlerinin fonksiyonunu gerektirir. Farkli
seker niikleotidlerinin iiretim potansiyeli, her LAB'nin gen igerigi tarafindan belirlenir ve
sonugta EPS'lerde bulunan monomerlerin tipi belirlenir. LAB tarafindan iiretilen EPS'ler
genellikle iki veya daha fazla (genellikle 3-8) tipte monosakkaritten olusan tekrarlanan
birimlerden olusur (Neves ve digerleri, 2005; Nguyen ve digerleri, 2020). ikinci olarak,
tekrarlayan birimlerin sentez siireci, ilk seker niikleotidinin hiicrenin sitoplazmik
membranina bagli olan izoprenoid lipid tasiyicitya, undekaprenil fosfata baglanmasi ve
priming glikoziltransferaz tarafindan katalize edilmesiyle baslar. Bunu, tekrar eden birimleri
olusturmak i¢in seker niikleotidlerinin sirayla eklenmesi takip eder ve eps gen kiimeleri
tarafindan kodlanan glikosiltransferazlar bu islemi katalize eder (Nguyen ve digerleri, 2020).
Daha sonra, tekrarlanan birimlerin hiicre zarinin i¢ kismindan dis kismina polimerizasyonu
ve hiicre zarinin i¢ kismindan dis kismina aktarilmasidir. Temel olarak eps gen kiimesinde
de kodlanan ¢ farkli protein, polimerizasyon ve disa aktarma islemini gerceklestirir: Bir
flippaz (wzx veya cpsJ tarafindan kodlanan) veya bir translokaz, lipit tastyici tekrarlayan
birim kompleksini sitoplazma zarinin i¢ yiizeyinden periplazmik bdlgeye tasir. Daha sonra,
bir polimeraz (wzy veya cpsH tarafindan kodlanan) tekrar eden birimlerin baglanmasini
katalize eder (Laws ve digerleri, 2001). Son olarak, bir zincir uzunlugu belirleme proteini,
polimerizasyonu durdurmak igin lipit tasiyici-tekrarlayan birim kompleksini ayirarak nihai

EPS'lerin zincir uzunlugunu belirler (Laws ve digerleri, 2001; Nguyen ve digerleri, 2020).

LAB'deki EPS molekiiliiniin agirligi 4x10* Da ile 6x10° Da arasinda degismektedir
(Caggianiello, Kleerebezem ve Spano, 2016; Du, Yang, Bian ve Xu, 2017; Bibi ve digerleri,
2021). LAB tarafindan firetilen EPS’lerin verimi ve bilesimi, kiiltiir ve fermantasyon
kosullarindan (pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve ortam bilesimi) Onemli o6l¢iide
etkilenmektedir (Torino, Font de Valdez ve Mozzi, 2015; Zannini, Waters, Coffey ve
Arendt, 2016). Genel olarak, homopolisakkarit monomerleri ¢ogunlukla «o-D-
Glikopiranozil ve B-D-Glikopiranozil'dir. Glikozidik baglarinin tiirleri esas olarak a-(1—3),
a-(1—06) ve B-(1—3) glikozidik baglaridir. Heteropolisakkaritlerin yapilar1 daha karmasiktir

ve farkli polimerizasyon derecelerine sahip tekrar eden birimlerden olusur (Zannini ve
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digerleri, 2016). Tekrarlayan birimler genellikle 4-10 monosakkaritten olusur, glikoz ve
galaktoz; ramnoz, mannoz, N-asetil glukozamin, N-asetil galaktozamin ve diger
monosakkaritlerle karsilastirildiginda EPS tekrarlayan birimlerinde en sik goriilenlerdir

(Zhou, Cui ve Qu, 2019).

2.7. Laktik Asit Bakteri EPS (LAB-EPS)’lerinin Fonksiyonlari

EPS tiretimi, L. reuteri, L. rhamnosus, L. casei, L. helveticus, L. plantarum dahil olmak iizere
Lactobacillus cinsine ait tiirlerde ve Streptococcus thermophilus ve Lactococcus lactis
tiirlerinde yaygin olarak incelenmistir (Wei ve digerleri, 2018; Rajoka ve digerleri, 2019).
EPS'ler LAB hiicre duvariin énemli yapisal bilesenidir (Kleerebezem ve digerleri, 2010).
EPS'ler, hiicreleri dehidrasyon, asir1 sicaklik, asit, ozmotik stres, fagositoz, makrofajlar ve
antibiyotikler gibi olumsuz ¢evresel kosullara karsi korumak i¢in hiicreleri ¢evreleyen bir
katman olusturur. EPS'lerin diger rolleri arasinda biyofilm olusumu, hiicre yapisma
mekanizmalari (Caggianiello, Kleerebezem ve Spano, 2016) ve konakg:1 etkilesiminde susa
ozgii 6zelliklerin belirleyicisi yer almaktadir (Lee ve digerleri, 2016). LAB-EPS'leri, bakteri
hiicresinde ylizey yapismasini ve biyofilm olusumunu arttirmanin yani sira onu agir
metallerden koruma islevi goriir (Limoli, Jones ve Wozniak, 2015). LAB-EPS'leri
miikemmel biyouyumluluk, yiiksek viskozite ve emiilsiyon stabilizasyon kapasitesi sergiler.
Emiilsifiye edici 0Ozelliklerinden dolayr gida endiistrisinde biyo-kalinlastirict olarak
kullanilirlar (Bhat ve Bajaj, 2019). Ayrica kolesterol seviyelerini diisiiriirler, patojen
yapismasina miidahale ederler, anti-timdr ve immiinomodiilator 6zelliklere sahiptirler

(Roobab ve digerleri, 2020).

LAB, cevresel streslere uyum saglamak i¢in daha fazla EPS iireterek hiicre yiizeyini
degistirebilir (Nguyen ve digerleri, 2014). Artan EPS {iretimi, daha kalin ve daha siki1 hiicre
duvarlarma neden olur. Boylece LAB'nin streslere kars1 direncini arttirir. Bu ozellik,
probiyotik baslaticilarin dayanikliliginin yani1 sira LAB'nin EPS iiretme yeteneginin
gelistirilmesi i¢in kullanilmasi yararli olabilir (Nguyen ve digerleri, 2020). Hiicre koruma
fonksiyonu ile birlikte, EPS'lerin pozitif avantajlari, prebiyotik, antikoagiilan, antioksidan,
antiinflamatuar, antiviral, kolesterol diisiiriici etkileri ve hatta antikanser aktivitesi gibi insan
sagligina onemli katkilar1 oldugu bilinmektedir (Vurmaz, Sahin ve Dertli, 2019). Bir
calismada, sirasiyla L. plantarum 47FE (EPS47FE) ve Lactiplantibacillus pentosus 68FE
(EPS68FE) tarafindan salgilanan EPS’lerin giiclii antikoagiilan ve fibrinolitik aktivite



23

sergiledigi gosterilmistir (Abo Saif ve Sakr, 2020). Bakterilerin bir EPS'yi enerji olarak
kullanmas1 pek olast degildir, ancak bazi LAB suslarinin Lactobacillus tarafindan tiretilen
polisakkaritleri kullanabildigi bildirilmistir (Tsuda ve Miyamoto, 2010). LAB tarafindan
iiretilen EPS'lerin prebiyotik olarak kullanilmasi miimkiindiir ve EPS iireten bir LAB
susunun starter kiiltiir olarak kullanilmasi sinbiyotik {iriinlerin gelistirilmesine katkida
bulunabilir. LAB'nin EPS'lerinin prebiyotik potansiyeli bircok calismada gosterilmistir
(Yuksekdag, Sahin ve Aslim, 2014; Khalil ve digerleri, 2018; Wang ve digerleri, 2021,
Bikric ve digerleri, 2022). L. plantarum tarafindan sentezlenen o-D-glukan probiyotik
bakterilerin biiylimesini uyarabildigi, yapay mide suyu tarafindan diisilk oranda
sindirilebildigi ve Enterobacteriaceae'nin temsili bir 6rnek oldugu probiyotik olmayan
bakterilerin biiyiimesini engelledigi de yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (Das, Baruah ve
Goyal, 2014). Weissella cibaria, W. confusa, L. plantarum ve Pediococcus pentosaceus
tarafindan tiretilen EPS'ler, bagirsak mikrobiyotasini saglik yararlar1 dogrultusunda modiile
etmek i¢in gida endiistrisinde prebiyotik bir bilesen olarak onerilmistir (Hongpattarakere,
Cherntong, Wichienchot, Kolida ve Rastall, 2012).

LAB tarafindan tiretilen EPS'lerin saglig1 tesvik eden bir diger islevi de kolesterol diisiiriicii
etkileridir. In vitro bir galismada, L. plantarum BR2 tarafindan iiretilen EPS'lerin kolesterol
diistiriicti (%45) ozellikleri gosterilmistir. Kolesterol diisiirme mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber bu tiir EPS'lerin gida preparatlarina dahil edilmesi, artan kan
kolesterol seviyesinin bir dereceye kadar azaltilmasina yardimci olabilecegi belirtilmistir
(Sasikumar, Vaikkath, Devendra ve Nampoothiri, 2017). LAB'den elde edilen birgok EPS,
cesitli Gram pozitif ve Gram negatif bakteriyel patojenlere karsi iyi bir antibakteriyel aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Jeong ve digerleri, 2017; Rahnama Vosough ve digerleri, 2021;
Tarannum ve digerleri, 2024). L. reuteri ve L. vajinalisten (bir tavugun bagirsak
¢ekumundan izole edilmis) elde edilen iki tip EPS, in vitro yontemle E. coli ve Salmonella
typhimurium gibi patojenik bakterilere karsi gii¢lii antibakteriyel aktivite gostermistir
(Rajoka ve digerleri, 2019). EPS'nin antagonistik aktivitesinin fonksiyonel mekanizmasi
esas olarak hiicre duvarini bozarak ve DNA'y1 pargalayarak patojenlerin hiicre boliinmesini
bozmaya baghdir (He, Yang, Yang ve Yu, 2010; Kavitake ve digerleri, 2023). EPS,
antibiyofilm bilesigi olarak potansiyel bir role sahip olabilir. Cesitli bulgular, EPS'nin farkl
patojenik bakterilere karsi antibiyofilm potansiyelini gostermistir (Sarikaya, Aslim ve
Yuksekdag, 2017; Masebe ve Thantsha, 2022; Soliemani, Salimi ve Rezaei, 2022; Che ve

digerleri, 2024). Lactobacillus helveticus'tan elde edilen EPS, S. aureus, P. aeruginosa ve
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E. coli biyofilmlerini sirasiyla %65,82, %43,58 ve %33,41 oraninda énemli dlglide inhibe
ettigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2014). LAB tarafindan iiretilen EPS, kaliteyi, islevselligi
ve gida muhafazasimi gelistirmek icin gesitli gida sistemlerinde (ekmek, peynir, regel,
dondurma, yogurt vb.) hem yerinde hem de ex-situ uygulamalarla kullanilmaktadir
(Kavitake ve digerleri, 2023). LAB'den elde edilen EPS'nin biyouyumlu, biyolojik olarak
parcalanabilir ve toksik olmayan, farkli ozelliklere ve kimyasal yapilara sahip olmasi,
gidalarda gesitli islevler sunabilir (Prete ve digerleri, 2021). LAB elde edilen EPS, yalnizca
gidanin korunmasi, muhafazasi ve giivenligi acisindan degil, ayn1 zamanda deriden ve
bagirsaktan mikrobiyal, mantar ve viral kokenli insan patojenlerini inhibe ederek insan
sagliginin iyilestirilmesinde de potansiyel rol saglar. Dolayisiyla, LAB'den elde edilen bu
tir biyoaktif EPS'lerin gida, ilag ve biyomedikal sektorlerinde ¢esitli yollarla genis bir
uygulama yelpazesi vardir (Kavitake ve digerleri, 2023).

2.8. Laktik Asit Bakterilerinin Biyofilmlerdeki Diger Mikroorganizmalarla Etkilesimi

Karigik tiirlerden olusan bir biyofilm i¢indeki mikrobiyal hiicreler, planktonik hiicrelerle
karsilastirildiginda antibiyotik tedavisi, oksidatif stres ve besin aclig1 gibi ¢evresel kosullara
kars1 daha fazla direng gosterir (Rao, Shang, Yang, Zhou ve Rao, 2020). Karigik tiir
topluluklariin hiicre ¢ogalmast ve biyofilm olgunlasmasi sirasindaki fizyolojik olaylar
karmagiktir (Fan, Huang, Chen ve Han, 2020). Biyofilm matriksinin bilesenlerindeki
degisiklik ve gelismis mikrobiyal etkilesimler nedeniyle, karisik tiir biyofilmlerinde artan
direncin birincil mekanizmalar1 tam olarak acik degildir. Karisik tiirlerden olusan
biyofilmlerde artan direncle ilgili cesitli teoriler éne siiriilmiistiir. ilk olarak, baz tiirler,
belirli tiirler tarafindan uzamsal olarak diizenlenmis ii¢ boyutlu yap1 i¢inde diger suslarla
kiimelenerek digerlerini koruyabilir (Lee ve digerleri, 2014). Ikinci mekanizma, karigik
tiirlerden olusan bir biyofilmin matriksini igerir. Farkli tiirler tarafindan iretilen EPS
arasindaki kimyasal etkilesimler, ilgili mikrobiyal tiirlere ve g¢evresel kosullardaki
degisikliklere gore degisen kalin bir matriksle sonuglanabilir (Flemming ve Wingender,
2010). Matriksin kalinliginin, risk faktorlerinin aktif mikroorganizmalarin alt katmanlarina
erisimini engelleyerek karisik tiirlerin biyofilm direncinde islev gordiigii 6ne siiriilmektedir
(Guillonneau, Baraquet, Bazire ve Molmeret, 2018). Ayrica, EPS'nin aminoglikozidler gibi
pozitif yiikli antibiyotiklere baglanarak bunlarin mikroorganizmalar iizerindeki

antimikrobiyal etkilerini engelledigi deneysel olarak kanitlanmistir (Rao ve digerleri, 2020).
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Yakin zamanda yapilan bir arastirmada, Saccharomyces cerevisiae'nin, Lactobacillus tiirleri
ile bir arada bulundugunda, geleneksel bir Cin fermantasyon baglaticist olan Daqu'da
biyofilm olusumu i¢in karsilikli bir iliski sergiledigi kesfedilmistir. Karisik bir biyofilmde
S. cerevisiae biyokiitlesinin azalmasina ragmen metabolik aktivitede baskin oldugu buna
karsilik Lactobacillus suslarinin biyokiitlesi artarken, metabolik aktivitelerinin azaldigi
gozlemlenmistir. Biyofilm tabakasinda, S. cerevisiae iist tabakayir planktonik hiicrelerle
kaplama egilimindeyken, Lactobacillus tiirleri sinirli besin kosullar1 altinda alt tabakay1
olusturdugu tespit edilmistir (Fan ve digerleri, 2020). Karisik biyofilm olusumu, karmasik
bir ortamda diger mikrobiyal topluluklarda kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalarin varligin
tanimlayabilir. Bu nedenle, karigik tiir biyofilmindeki arastirmalar, baslaticit toplulugun
yeniden insasi, siikksesyon ve fermantasyon mekanizmasi hakkindaki belirsiz sorunu ¢6zmek
icin 6nemli olmaktadir (Mgomi ve digerleri, 2023). Karisik tiir biyofilmlerdeki is birlikgi
mikrobiyal etkilesimler, ortaklar tarafindan tiretilen matriksin olusumunun arttirilmasina
veya diger iyelerin biiylimesini destekleyen metabolik iriinlerin ¢apraz beslenmesine
dayanabilir. L. lactis ve Pseudomonas fluorescens tarafindan olusturulan ¢ift tiir biyofilmler,
bakteriyel yapismanin sirasiyla 20.000 ve 100 kata kadar artmasina neden olmustur (Yuan
ve digerleri, 2020). Literatiir calismalar1, zay1f biyofilm olusturan L. lactis'in, gii¢lii biyofilm
matriks treten P. fluorescens tarafindan desteklenen gelismis yapisma yeteneginden
yararlanabilecegini ve bunun yaninda, L. lactis kaynakli baz1 metabolitlerin, P. fluorescens
tarafindan besin kaynagi olarak kullanilabilegini ortaya koymustur (Yuan ve digerleri,
2020). S. thermophilus ve dort LAB susunun (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
L. kefiranofaciens, L. helveticus ve L. paracasei) biiyiime iligkisinin ve biyofilm
olusumunun belirlendigi bir c¢alismada sonuglar, dort Lactobacillus susunun da S.
thermophilus'un biiylimesini 6nemli O6lgiide destekledigini, S. thermophilus'un ise L.
helveticus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paracasei iizerinde higbir etki
gostermedigini, ancak L. kefiranofaciens'in biiylimesini inhibe ettigini gostermistir. EK
olarak, suslarin sinbiyotik bir iliskisi olup olmadigina bakilmaksizin, karigik tiir ortaminda
tek bir susa gore daha fazla biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir. Bu bulgular, ortak kiiltiire
alinan suslarda biyofilm olusumunun, suslar arasindaki sinbiyoz iliskisinden bagimsiz

oldugunu gostermektedir (Yao ve digerleri, 2022).
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2.9. Laktik Asit Bakterilerinin Patojen Mikroorganizmalara Kars1 Uygulamalar

Uzun yillardir, ¢esitli LAB kiiltiirleri ve bunlarin bakteriyosinleri, organik asitleri,
biyostirfaktanlari, hidrojen peroksit, reuterin ve diasetil iceren hiicresiz siipernatantlar
(CFS), patojenik bakterilerin ve bunlarla iliskili biyofilmlerin biiylimesini engellemek ve
kontrol etmek i¢in yaygm olarak kullanilmaktadir (Giaouris, 2020). LAB’leri,
antimikrobiyal ajana, konsantrasyonuna ve hiicre yogunluguna bagli olarak, patojenik hiicre
zarmin islevini bozan, membran gegirgenligine, hiicre lizisine, hiicre i¢eriginin kaybina ve
son olarak 6liime neden olan bakteriyostatik ve bakterisidal etkiler gosterebilir (Mgomi ve
digerleri, 2023). LAB'den iiretilen EPS'nin de antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Abdalla ve digerleri, 2021). EPS inhibitor potansiyelinin, hiicre-hiicre yiizey
etkilesimini zayiflatarak veya monosakkarit kompozisyonlari ve EPS’lerin fonksiyonel
gruplarindaki farkliliklar yoluyla otoagregasyona ve bakteriyel hiicre tutunmasina bagli
oldugu rapor edilmistir (Kanmani ve digerleri, 2013). Lactobacillus suslari tarafindan
iiretilen biyofilmler genel olarak giivenli olarak kabul edilmektedir ve sayisiz faydali
ozelliklerinden dolay1 patojenik biyofilmlerin olusumuna miidahale etme konusunda umut
verici bir arag olabilirler. Bu faydali LAB biyofilmlerinin patojenik bakterilerin biiyiimesini,
yapismasini, yiizey kolonizasyonunu ve biyofilm olusumunu engelleyebilece§i ortaya
koyulmustur (Kim ve digerleri, 2022). Lactobacillus sakei ve P. pentosaceus tarafindan
olusturulan ve gida kaynakli patojenlerin biiyiimesini engelleyebilen biyofilmlere odaklanan
bir ¢calismada test edilen LAB tarafindan olusturulan biyofilmlerin Bacillus cereus, E. coli
O157:H7, S. aureus, L. monocytogenes ve Salmonella enterica’ya karsi genis spektrumlu

antibakteriyel aktivite sergiledigi bulunmustur (Kim ve digerleri, 2022).

LAB biyofilmlerinin faydalar1 yalnizca bakteriyel patojenlere karsi degil ayni zamanda
ozellikle klinik ortamlarda mantarlara kars1 da fark edilmistir. Ozellikle insan viicudunda
LAB biyofilminin olusumu, islevselligi etkileyebilecegi ve mikrobiyal kalicilig
iyilestirebilecegi i¢in saglik agisindan onemlidir. Ayrica, LAB biyofilmlerinin antifungal
aktiviteleri de mantar hastaliklarina yonelik tedavi yaklagimlarinin genisletilmesi agisindan
onemlidir (Parolin ve digerleri, 2021). Yillardir, gida ve yemdeki mikotoksinleri adsorbe
etmek veya azaltmak icin biyolojik, kimyasal ve fiziksel yaklasimlar gibi cesitli
detoksifikasyon siiregleri uygulanmaktadir (Muhialdin, Saari ve Meor Hussin, 2020).
Mikotoksinlerin azaltilmasinda bazi olumlu sonuglar1 oldugu gosterilmis olsa da kimyasal

ve fiziksel siire¢ onlar1 tamamen adsorbe edememekte ve sinirli uygulama, yiiksek maliyet,
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gidanin besin degerine etkisi, giivenligi ve 6nemsizligi gibi pek ¢ok sakincay1 biinyesinde
barindirmaktadir. Bugiline kadar LAB biyofilmleri, gida ve yemdeki mikotoksinlerin
azaltilmasina yonelik biyolojik bir yaklagim olarak arastirilmastir. Siitteki bir aflatoksin olan
AFM1’i L. rhamnosus biyofilmi kullanilarak ortadan kaldirmak i¢in gelistirilen yontemde
L. rhamnosus biyofilminin AFM1'i %60,74'e kadar baglayabildigi gosterilmistir.
Mikotoksinlere karst LAB biyofilmleri {izerine arastirmalar heniiz baglangi¢c asamasinda
olmasina ragmen, gida endiistrilerindeki yararliligini desteklemek i¢in daha fazla ¢aligmanin
yapilmasi gerekmektedir (Assaf, Khoury, Chokr, Louka ve Atoui, 2019). Direngli patojenik
bakterilerin gida zinciri yoluyla bulagsmasi ve ortaya c¢ikmasindaki son egilimler,
dezenfeksiyon igin ¢esitli alternatiflerin arastirilmasi ihtiyacini giiclendirmektedir. Bu
nedenle Ozellikle gida endiistrisinde ylizeyler veya ekipmanlarla iligkili patojenlerin
kaliciligin1 kontrol etmek icin dogal iiriinleri kullanan yeni stratejilerin gelistirilmesine
bliytik ilgi vardir. Zararli biyofilm olusumunu kontrol etmek c¢ok Onemlidir, ancak
endiistriyel bakteriler tarafindan olusturulan faydali biyofilmler yeni biyoteknolojik
stireglerin gelistirilmesine katkida bulunabilirler. Bu nedenle gidalarda, tarim firtinlerinde
veya gastrointestinal sistemde bulunan ve gida iiretiminde baslatic1 olarak kullanilan LAB
tarafindan olusturulan biyofilmler, patojenik biyofilmlerin olusumunu engellemek i¢in umut
verici bir ara¢ sunabilicegi bildirilmistir (Winkelstroter ve digerleri, 2013; Gomez-Mejia,

Orlietti, Tarnutzer, Mairpady Shambat ve Zinkernagel, 2024).

2.10. Laktik Asit Bakterisi Biyofilmlerinin Antibakteriyel Mekanizmasi

LAB biyofilmlerinin antibakteriyel fonksiyonlarinin spesifik mekanizmalar1 tam olarak
anlagilmamistir. Ancak, LAB biyofilmleri diger bakterilerin biiylimesini {i¢ mekanizmadan
biriyle engelleyebilir; (1) patojen bakteri yapismasinin inhibisyonu, (2) patojen
mikroorganizmalarina karsi rekabet¢i dislama yaklagimi, (3) patojen mikroorganizmalara

kars1 antimikrobiyal maddelerin iiretimi (Hossain ve digerleri, 2019).
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Patojen mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm gelisimine karsi LAB

biyofilmlerinin etkisinin varsayimsal mekanizmalar1 Sekil 2.5’de gosterilmistir.

Patojen bakteri

Yiizey

Yapisma Mikrokoloni olusumu Olgun biyofilm Biyofilm dagilimi

Sekil 2.5. LAB biyofilmlerinin patojen gelisimine karsi etki mekanizmalar1 (Hossain ve
digerleri, 2019).

LAB biyofilmleri, rekabet¢i dislama mekanizmalar1 (Jameson etkisi) saglar. Kiiltiir
ortaminda hem LAB hem de patojenler besin mevcudiyeti i¢in rekabet eder ve LAB
patojenik besin alimini engelleyen biyofilmler iireterek ylizey kolonizasyonu kurar;
LAB’nde hiicre popiilasyonu artar ve biyofilmler olgunlasma asamasina ulasarak besin
eksikligi nedeniyle patojenik hiicre biiyiimesinin engellenmesine neden olur ve sonunda
bakteriyel hiicre 6liimiine neden olabilir. Jameson etkisi, mikrobiyal tiirler arasinda besin
maddeleri i¢in bir “yaris” olarak nitelendirilebilir. Bu yarista, hem baslangi¢ inokulum
seviyeleri hem de biiylime parametreleri, hangi tiirlerin digerlerini yenebilecegini belirleyen
onemli faktorlerdir (Guillier, Stahl, Hezard, Notz ve Briandet, 2008). LAB biyofilmlerinin
patojen bakterilere karsi sundugu rekabetci dislama etki mekanizmasi (Jameson etkisi) Sekil
2.6’da verilmistir. Bu mekanizmada, (i) patojenik bakteriler ve LAB'nin her ikisi de besinler
icin rekabet eder, (ii)) LAB bu rekabeti kazanir ve patojenik besin tiiketimini Onleyen
biyofilmler gelistirir, (iii) sonug olarak besin eksikligi nedeniyle patojenik hiicre oliimii
meydana gelir (Guillier ve digerleri, 2008). Ote yandan, baska bir rekabetci dislama
yaklagimi, LAB biyofilmlerinin, patojenik hiicreleri biyofilm alt tabanina konumsal olarak
smirlayabildigini, dolayisiyla biiyiimelerini engelleyebildigini gostermektedir (Habimana,

Guillier, Kulakauskas ve Briandet, 2011).
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Patojen Bakteri

Besin

()| Besin Rekabeti (1i)| LAB biyofilm olusumlan | (iii) | Patojenik biyomenin
engellenmest

Sekil 2.6. LAB biyofilmlerinin patojen bakterilere karsi rekabetci diglama etki mekanizmasi
(Mgomi ve digerleri, 2023).

LAB ve patojen bakteriler arasindaki konumsal rekabet Sekil 2.7°de gosterilmektedir. Bu
yaklagimda; (i) LAB ve patojen bakteriler arasindaki besin maddesi konumsal rekabeti, (ii)
metabolik olarak aktif LAB hiicresi biyofilm olusturur ve biyofilmin alt katmanindaki
patojenik bakterileri kisitlar, yetersiz besin kaynagi nedeniyle inaktif patojen bakteri
hiicreleri gelisir, (iii) patojenik biiylimenin inhibisyonu meydana gelir. Besin maddelerinin
siirekli yenilenmesi ile yonetilen kosullar altinda biyofilm olusumu asamalarinda konfokal
lazer tarama mikroskobu ile izlenen L. monocytogenes ve rekabetgi bir konakg1 susu olan L.
lactis arasindaki etkilesimleri arastirildigi galismada, L. monocytogenes hiicreleri, L. lactis'in
varligiyla inhibe edilmis ve alt tabaka ile temas halindeki biyofilm katmanlarinin tabaninda
lokalize olmugstur. Ayrica, bireye dayali modelleme ile yapilan analiz sonucunda, iki
bakterinin biiylime parametrelerinin biyofilm olusumunun erken asamalarinda meydana
gelen konumsal rekabet tarafindan yonetildigi 6ne siiriilmiis ve biyofilmin iist katmaninda

bulunan besinler, tabana kiyasla yiiksek oranda kullanilmistir (Habimana ve digerleri, 2011).
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Patojen bakteri

Metabolik olarak aktif hiicreler

_,\'i-ﬂ

| Metabolik olarak aktif olmayan hiicreler

Alt tabaka
(i) LAB ve patojen (ii) LAB, patojenleri yok eder: (iii) Biyofilm tabakasinin alt kisminda
bakteriler arasindaki patojenin besin maddelerine patojenin lokalizasyonu ile
besin maddesi konumsal ulagmasini engeller patojenlerin biiylimesinin
rekabeti engellenmesi

Sekil 2.7. LAB biyofilmlerinin patojen bakterilere karsi konumsal olarak rekabetci dislama
etki mekanizmasi (Mgomi ve digerleri, 2023).

LAB biyofilmlerinin diger bakterilerin biiylimesini engelleyen diger bir mekanizma ise
bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler gibi antimikrobiyal maddelerin
salgilanmasidir. Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeler, lipid-II molekiilleriyle
etkilesime giren ve ayrismasini tesvik eden sitoplazmik membran bozucular olarak islev
gortir. Bakteriyosinler lipid-II hiicre duvari bileseniyle etkilesime girer (tanima ¢apasi gorevi
goriir) ve lipid-II molekiillerinin ayrismasini tesvik etmek igin sitoplazmik membran
bozucular1 olarak calisir. Bu eylemler, hedeflenen hiicrenin normal hiicre dongiisiinii ve
hiicre duvari sentezini inhibe eder ve bakteriyel sitoplazmik membranda porlarin olusmasina
neden olarak bakteriyel sistemin proton hareket giiciiniin dagilmasi yoluyla hiicre 6liimiine
yol agar. Ayrica, bakteriyosinler DNA replikasyonunu inhibe eder ve DNA hasarina neden
olur, sonucta DNA giraz, RNA polimeraz ve Aspartil-tRNA sentetaz inhibisyonu ile hiicre
oliimiine yol agar. Organik asitler, patojen biiyiimesini engelleyebilecek ve bakteriyel
sistemin proton hareket giicliniin dagilmasi yoluyla hiicre 6liimiine yol acabilecek elverissiz
bir asidik durum saglar. Hidrojen peroksit hedeflenen bakteriyel DNA, RNA ve protein
metabolizmasina miidahale ederek DNA hasar1 yoluyla hiicre 6liimiine neden olur (Lobos,
Padilla ve Padilla, 2009; Hossain ve digerleri, 2019). Nisin, gida koruyucu olarak en yaygin
kullanilan bakteriyosinlerin bir 6rnegidir. Calismalar, nisinin biyofilm matriksinin en derin
katmanina bile niifuz edebilen bakterisidal etkiler i¢erdigini gostermistir (Field ve digerleri,
2016; Shivaee, Rajabi, Farahani ve Fooladi, 2021). Bahsedilen yaklasimlarin LAB
biyofilmlerinin antibakteriyel mekanizmasi tizerinde etki gostermesine ragmen, arastirma

gerektiren diger alanda QS’in antibakteriyel aktivite ilizerindeki mekanizmasidir. QS,
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biyofilm olusumunda ve antibakteriyel aktivitede onemli bir rol oynamasina ragmen,
antibakteriyel aktivitenin kesin rolii hala belirsizdir. EK olarak, sicaklik, pH ve besin varligi
gibi faktorler LAB biyofilmlerinin olusumunu ve yapisimi etkileyebilir ve bu da

antibakteriyel 6zelliklerini etkileyebilir (Gomez ve digerleri, 2016; Mgomi ve digerleri,
2023).

2.11. Biyofilm Olusumu ve EPS Uretimi Arasindaki Tliski

EPS molekiilleri mikrobiyal biyofilm olusum siirecini etkileyen baslica faktor olarak kabul
edilmektedir. Hiicre dis1 bilesikler, spesifik yapisma asamasi veya geri doniisiimsiiz tutunma
asamas1 olarak adlandirilan hiicre baglanma siireglerinin daha gelismis asamasini tesvik
eder. EPS iiretimi, spesifik yapisma asamasi sirasinda daha yogun bir sekilde gergeklesir.
EPS molekiilleri mikroorganizmalar arasindaki etkilesimleri gii¢lendirir ve sonug olarak kati
yiizeyde hiicre kiimelerinin olusum siirecini belirler (Branda, Vik, Friedman ve Kolter, 2005;
Czaczyk ve Myszka, 2007). Biyofilm matriksinin mimarisi ve morfolojisinden ¢ogunlukla
hiicre dis1 proteinleri, EPS’ler ve hiicre dist DNA sorumludur (Langille, Geesey ve Weiner,
2000). Hiicre disinda salgilanan polisakkaritler farkli kati ylizeylere mikrobiyal baglanma
siirecini belirler. Ik olarak bu makromolekiiller hiicre yiizeyinde biriktirilir. D1 ortama
salgilanma siirecinden sonra, polisakkaritler temas yiizeylerine adsorbe edilebilir. Kati
yiizeyde olusan bir polisakkarit tabakasi bakteriyel yapisma siirecine yardimci olur. Adsorbe
edilmis polisakkarit tabakasi, kat1 ortam ara yiizeyini, bakteri yiizeylerindeki diger spesifik
polimerlerin etkilesime girebilecegi jel benzeri bir bolgeye donistiirebilir (Flemming ve
Wingender, 2001; Czaczyk ve Myszka, 2007). Mikrobiyal yapisma siirecinin daha ileri
asamalarinda, EPS’in in situ salgilanmasi da gozlemlenebilir. Bu, tek hiicreleri temas
ylizeyine sabitleyerek mikrobiyal baglanma siirecinin yogunlagmasina yol acar (Martinelli,
Bachofen ve Brandl, 2002). Polisakkarit tabakas1 ve mikrobiyal yapigsma siireci arasindaki
iliski Van der Waals etkilesimleri, elektrostatik kuvvetler ve yiizeylerin hidrofobikligi ile
ilgilidir. EPS’in ve temas yiizeylerinin adsorpsiyon 6zellikleri, ilk olarak yiiklii gruplarin
arayiizeyde yeniden dagilimina ve ikinci olarak da polisakkaritlerin, hiicre yiizeylerinin ve

temas yiizeylerinin hidrasyon degisikliklerine dayanmaktadir (Czaczyk ve Myszka, 2007).

EPS, "yapiskan polimerler" olarak adlandirilmaktadir. Bu makromolekiillerin kati
ylizeylerde mikrobiyal biyofilm olusum siirecini belirleyen onemli faktorler olduguna

inanilmaktadir (Liu, Liu ve Tay, 2004). Hiicre dis1 salgilanan polisakkaritler, hem adezyon
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hem de kohezyon etkilesimlerinden sorumlu ve biyofilmlerin yapisal biitiinliigiiniin
korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. EPS yiizeyin 6n kosullandirilmasini tegvik
ederek yapisma siirecini daha elverisli hale getirerek mikrobiyal agregasyonu ve biyofilm
olusumunu kolaylastirmak i¢in hiicre-hiicre uyumunu tesvik eder (Flemming ve digerleri,
2016). Biyofilm igerisinde yer alan EPS'ler, antimikrobiyallere ve konak¢inin bagisikligina
kars1 fiziksel stabilite ve diren¢ saglamaktir. Olgun biyofilmlerin EPS ile iliskili
viskoelastikligi, stirekli stvi kayma gerilimi veya yiiksek mekanik basing altinda bile alt
tabakadan ayrilmalarin1 zorlastirir (Peterson ve digerleri, 2015). Ilging bir sekilde, artan EPS
iiretimi ayni zamanda biyofilmlerin, tribometri ile birlestirilmis Zayiflatilmis Toplam
Yansima Fourier Doniistimii Kiz1lotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ile ortaya kondugu gibi
yiiksek kesme gibi cevresel stres faktorlerine karsi oldukca uyarlayici/koruyucu tepkisini de

yansitmaktadir (Hou ve digerleri, 2018; Karygianni ve digerleri, 2020).

Biyofilm matriksi, biyofilm yapisini koruyan bir olusumdan daha fazlasidir. EPS,
sinyalleme, genetik degisim, mikro ortamlarin olusturulmasi, mekanik stabilite ve
antimikrobiyal tolerans gibi biyofilm olusumu, kalicilik, kolektif davranis ve viriilans i¢in
gerekli olan fonksiyonel ozelliklere aktif olarak katilir. EPS, biyofilmin yasam dongiisii
boyunca yap1 ve islevi etkileyecek sekilde siirekli olarak olusturulmakta ve yeniden

modellenmektedir (Karygianni ve digerleri, 2020).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calismada Kullanilan Bakteriler

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Biyoteknoloji Laboratuvart stok kiiltiir koleksiyonunda mevcut olan, 54 tavuk
gastrointestinal sistemi (TGIS) ve 42 tavuk gaitas1 (TG)’ndan izole edilmis 80 Lactobacillus
ve 16 Streptococcus cinsine ait toplam 96 LAB’si kullanilmistir. Calismalarda pozitif
kontrol olarak biyofilm olusturan metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
43300 referans susu, negatif kontrol olarak ise Escherichia coli ATCC 35218 referans susu
kullanilmstir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakterilerin ve referans suslarin kodlar

1 L""Ct(’b;eclik')'r‘f; gfi'ibgﬁ;‘gi;“bs"' TGIS 49 Lactobacillus sp. ZDM 133 TGIS
2 Lac“’b;;u'r‘f; gfi'ib;ff\gif“bs‘" TGIS 50 Lactobacillus sp. ZDM134 TGIS
3 Lactobacillus acidophilus BAZ29 TGIS 51 Lactobacillus sp. ZDM141 TGIS
4 Lactobacillus acidophilus BAZ36 TGIS 52 Lactobacillus sp. ZYN13 TGIS
5 Lactobacillus acidophilus BAZ51 TGIS 53 Lactobacillus sp. KC11L TG
6 Lactobacillus acidophilus BAZ54 TGIS 54 Lactobacillus sp. KC16L TG
7 Lactobacillus acidophilus BAZ59 TGIS 55 Lactobacillus sp. KC17L TG
8 Lactobacillus acidophilus BAZ61 TGIS 56 Lactobacillus sp. KC23L TG
9 Ligilactobacillus salivarius ZYN9 TGIS 57 Lactobacillus sp. KC45L TG
10 Ligilactobacillus salivarius ZYN15 TGIS 58 Lactobacillus sp. KC47L TG
11 Ligi'aCtozbgfw"'zulsgsza”"a”“S TGIS 59 Lactobacillus sp. KC55L TG
12 Lactobacillus fermentum ZYN17 TGIS 60 Lactobacillus sp. KC56L TG
13 Lactobacillus sp. 30 TGIS 61 Lactobacillus sp. KC86L TG
14 Lactobacillus sp. 116 TGIS 62 Lactobacillus sp. KC96L TG
15 Lactobacillus sp. 312 TGIS 63 Lactobacillus sp. KC106L TG
16 Lactobacillus sp. 412 TGIS 64 Lactobacillus sp. KC116L TG
17 Lactobacillus sp. 713 TGIS 65 Lactobacillus sp. KC126L TG
18 Lactobacillus sp. 716 TGIS 66 Lactobacillus sp. KC136L TG
19 Lactobacillus sp. 721 TGIS 67 Lactobacillus sp. KC17S TG
20 Lactobacillus sp. 722 TGIS 68 Lactobacillus sp. KC27S TG
21 Lactobacillus sp. 724 TGIS 69 Lactobacillus sp. KC37S TG
22 Lactobacillus sp. 820 TGIS 70 Lactobacillus sp. KC45S TG
23 Lactobacillus sp. 911 TGIS 71 Lactobacillus sp. KC57S TG
24 Lactobacillus sp. D1 TGIS 72 Lactobacillus sp. KC77S TG
25 Lactobacillus sp. D16 TGIS 73 L. delbrueckii ssp. bulgaricus KC12L TG
26 Lactobacillus sp. D38 TGIS 74 L. delbrueckii ssp. bulgaricus KC26L TG
27 Lactobacillus sp. D39 TGIS 75 L. delbrueckii ssp. bulgaricus KC37L TG
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Cizelge 3.1. (devam) Calismada kullanilan bakterilerin ve referans suslarin kodlari

28 Lactobacillus sp. U4 TGIS 76 L. delbrueckii ssp. bulgaricus KC43L TG
29 Lactobacillus sp. U5 TGIS 77 Limosilactobacillus reuteri KC21L TG
30 Lactobacillus sp. U6 TGIS 78 Ligilactobacillus salivarius KC27L TG
31 Lactobacillus sp. U10 TGIS 79 Ligilactobacillus salivarius KC76L TG
32 Lactobacillus sp. U11 TGIS 80 Ligilactobacillus salivarius KC66L TG
33 Lactobacillus sp. U12 TGIS 81 Streptococcus sp. DZM 131 TGIS
34 Lactobacillus sp. U15 TGIS 82 Streptococcus sp. 731 TGIS
35 Lactobacillus sp. U18 TGIS 83 Streptococcus sp. KC13L TG
36 Lactobacillus sp. U19 TGIS 84 Streptococcus sp. KC14L TG
37 Lactobacillus sp. U20 TGIS 85 Streptococcus sp. KC24L TG
38 Lactobacillus sp. U25 TGIS 86 Streptococcus sp. KC65L TG
39 Lactobacillus sp. U34 TGIS 87 Streptococcus sp. KC33L TG
40 Lactobacillus sp. U35 TGIS 88 Streptococcus sp. KC11S TG
41 Lactobacillus sp. U36 TGIS 89 Streptococcus sp. KC12S TG
42 Lactobacillus sp. U37 TGIS 90 Streptococcus sp. KC13S TG
43 Lactobacillus sp. U38 TGIS 91 Streptococcus sp. KC14S TG
44 Lactobacillus sp. U39 TGIS 92 Streptococcus sp. KC16S TG
45 Lactobacillus sp. U40 TGIS 93 Streptococcus sp. KC21S TG
46 Lactobacillus sp. GLK3 TGIS 94 Streptococcus sp. KC47S TG
47 Lactobacillus sp. ZDM121 TGIS 95 Streptococcus sp. KC55S TG
48 Lactobacillus sp. ZDM122 TGIS 96 Streptococcus sp. KC67S TG
Metisiline direngli Staphylz)é:gg(c)us aureus (MRSA) ATCC Escherichia coli ATCC 35218

3.2. Besiyeri ve Cozeltiler

TGIS ve TG’ndan izole edilmis Lactobacillus ve Streptococcus cinsine ait LAB’lerinin
gelistirilmesi i¢in De Man Rogosa Sharpe (MRS) sivi besiyeri kullanilmigtir. Arastirma
stirecinde kullanilan patojen mikroorganizmalarin gelisiminde ise Nutrient sivi besiyeri
kullanilmigtir (Cizelge 3.2). Cizelge 3.2°de belirtilen maddeler tartilip, bir miktar distile su
ile maddelerin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra son hacim 1000 mL’ye tamamlanmis ve uygun
pH degerine ayarlanmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. Besiyerlerinin kati formunun hazirlanmasinda ise besiyeri igerigine %1,5

oraninda Agar- agar (Merck) eklenmis ve ayni kosullarda otoklavda steril edilmistir.

Calismalarda kullanilan tiim besiyerleri ve ¢ozeltiler 121°C’de 15 dakika otoklavda (Niive),

ek olarak kullanilacak tiim cam malzemeler Pasteur firminda (Nive) steril edilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besiyerleri, tampon ve ¢ozelti igerikleri

Glikoz 20 ¢
Pepton 10 g
Et ekstrakt1 10 g
Sodyum asetat 5 g
Maya ekstrakt1 5 ¢
Amonyum sitrat 2 ¢
Dipotasyum fosfat 2 g
Magnezyum siilfat 0,2 g
Mangenez siilfat 0,05 g
Tween 80 1,08 mL
pH6,2+0,2

De Man Rogosa Sharpe Sivi Besiyeri
(MRS)

Pepton 10 g
Et ekstrakt1 10 g
Sodyum kloriir 5 g
pH 7,0+ 0,2

Nutrient Sivi Besiyeri (NB)

%0,02 KCI
%0,144 Na;HPO4
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) %0,8 NaCl
%0,024 KH,PO4

pH7,2+0,2

Serum Fizyolojik (SF) NaCl 8,5¢

3.3. Bakterilerin Aktiflestirilmesi

Calismada kullanilan bakterilerinin aktiflestirme islemi igin, -80°C’de gliserol (Merck) stok
kiiltiirlerinde bulunan bakteriler %2 oraninda uygun (MRS; Laktik asit bakterileri, NB;
Patojen bakteriler) besiyerine inokiile edilerek 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir (De Man,
Rogosa ve Sharpe, 1960; Ohta ve Hattori, 2018). iki kez aktiflestirilmis bakteri
siispansiyonunun bulaniklig1 7 McFarland standardina ayarlanmis olup biitiin calismalarda

bu son aktif kiiltlir kullanilmisgtir.
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3.4. Bakterilerin Muhafazasi

Kullanilan bakteri kiiltiirlerinin uygun besiyerinde aktiflestirilmesi gerceklestirildikten
sonra, uzun siireli muhafazasi i¢in 2 mL'lik kriyo tiipler i¢erisine 1 mL gliserol (Merck)
eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmis kriyo tiiplere 1 mL bakteri
stispansiyonu ilave edilmis ve vortekslenerek homojen hale getirildikten sonra -80°C'de

muhafaza edilmistir (Harrigan ve McCance, 1976).

Bakterilerin 6n aktiflestirme islemi tamamlandiktan sonra yapilacak olan ¢alismalarin akis

semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

[ Bakterilerin on aktiflestirilmesi J

Temel Biyofilm Ozelliklerinin Biyofilm Matriks
Belirlenmesi Bilegenlerinin Analizi

L[  Kongo Kirmizisi Biiylime Egrisinin ] — Planktonik ve Biyofilm
| Agar Yontemi Cikarlmas — | Bilesenlerinin lzolasyonu
EPS Uretim — I
Miktarlarinin [— - ’
——| Mikroplaka Yéntemi ' Belirlenmesi —( Kimyasal Analizler

o

Biyofilm Evrelerinin =( Molekiiler Analizler (‘j ’
- Belirlenmesi =

ileri Biyofilm Galigmalan

—( KalkoflorBeyazi |/ < A
Agar Yontemi /
k \&/ (" Antibiyofiim Aktivitenin )

istatiksel Analizler | Belirlenmesi

=( eDNA'nin Belirlenmesi é)
2

ileri Galgmalarda
Kullanilacak Bakteri Segimi

Created in BioRender.com bio

Sekil 3.1. Tez siirecinde yliriitiilen ¢aligmalarin yontemsel akis semasi (BioRender.com
programinda olusturulmustur).
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3.5. Bakterilerin Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan bakterilerin temel biyofilm olusturma yetenekleri
kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir. Bakterilerin biyofilm olusturma yeteneklerinin
kalitatif olarak tespit etmek amaciyla kongo kirmizisi ve kalkoflor beyazi igeren kati
besiyerleri kullanilirken, bakterilerin biyofilm olusturma yeteneklerinin kantitatif olarak

belirlenmesinde ise mikroplaka yontemi kullanilmigtir.
3.5.1. Kongo kirmizisi kati1 besiyeri (congo red agar, CRA)

Doksan alti LAB’sinin biyofilm olusturma yetenegi, ilk olarak kongo kirmizisi i¢eren kati
besiyerinde degerlendirilmistir. Aktif kiiltiir, 0,8 g/L kongo kirmizis1 (Merck) ilave edilerek
hazirlanan MRS kat1 besiyerine ¢izgi ekimi yOntemiyle inokiile edilmistir. Daha sonra,
ornekler, 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda besiyerinde
siyah renkte koloni olusturan bakteriler biyofilm pozitif olarak degerlendirilmistir.
Besiyerinde siyah renkte koloni olusturmayanlar ise biyofilm negatif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.2) (Landeta, Curiel, Carrascosa, Mufioz ve De Las Rivas, 2013;
Niederle ve digerleri, 2019). Bu yontemde pozitif kontrol olarak biyofilm olusturma
yetenegi gosteren Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 referans

susu, negatif kontrol olarak Escherichia coli ATCC 35218 referans susu kullanilmistir.
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Sekil 3.2. Kongo kirmizisi igeren kati besiyeri yontemi (BioRender.com programinda
olusturulmustur).

3.5.2. Polistiren mikroplaka yontemi

Bakterilerin polistiren mikroplakalarda kristal viyole yontemi ile kantitatif olarak biyofilm
olusum miktarlar1 diiz-tabanli 96-kuyucuklu polistiren mikroplakalarda (Lp Italiana Spa)
belirlenmistir. Mikroplakalara LAB i¢in, 190 pLL MRS siv1 besiyeri ve 10 pL aktif kiiltiirden
eklenirken referans suslar igin, 190 pL Nutrient sivi besiyeri ve 10 pL aktif kiltiirden
eklenmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
planktonik hiicrelerin optikal yogunluklar1 (OD) mikroplaka okuyucusu (Epoch, Biotek) ile
ODsoonm’de Olgililmiistiir. Absorbans 6l¢timii sonrasi Stepanovic ve digerleri (2000 ve 2007)
tarafindan Onerilen metoda gore bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri belirlenmistir.
Plakalarin kuyucuklar1 bosaltilarak biyofilm olusturmamis hiicreleri ortamdan gidermek i¢in
tic kez fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikama islemi yapilmistir. Olusan biyofilm
hiicrelerinin kuyu duvarlarina sabitlenmesi amaci ile 150 pL %99’luk metanol (Merck)
kuyulara eklenerek 20 dakika siiresince oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan, kuyular

bosaltilmistir. Biyofilm hiicrelerinin boyanmasi i¢in, kuyulara %]1°lik (v/v) kristal viyole
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(Merck) ¢ozeltisinden 150 pL eklenerek 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Boya
fazlas1 hafif akan ¢gesme suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanmis ve ardindan ters ¢evrilerek
kurumaya birakilmistir. Kristal viyole boyasinin ¢oziinmesi i¢in 150 pl %33’liik glasiyel
asetik asit (Merck) eklenerek 15 dakika bekletilmis ve mikroplakalar Eliza okuyucuda
(ODs70nm) Olgtilmiistiir (Sekil 3.3). Calismada, pozitif kontrol olarak MRSA ATCC 43300

referans susu, negatif kontrol olarak ise MRS besiyeri kullanilmistir.

Bakterilerin biyofilm olusturma kapasiteleri cut-off optik yogunluk (ODc) degerleri
hesaplanarak belirlenmistir. Bu hesaplama sonucuna gore bakteriler Cizelge 3.3’te biyofilm
olusturmayan, zayif, orta diizey ve giiclii biyofilm olusturan sekilde 4 kategoriye ayrilmigtir

(Stepanovic ve digerleri 2000, 2007).

Cizelge 3.3. Biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesinde kullanilan cut-off optik
yogunluk (ODc) degerleri (Stepanovi¢ ve digerleri, 2000, 2007).

OD < 0ODc¢ Biyofilm olusturmayan
ODc <OD <2 x ODc Zayif biyofilm olusturan
2x0ODc<0OD <4x0Dc Orta diizey biyofilm olugturan
4 x ODc <OD Gtiglii biyofilm olusturan

ODc (cut-off optik yogunluk) = Negatif kontroliin OD ortalamasi + (3 X Negatif kontroliin standart sapmasi)
OD (bakteri optik yogunluk) = Bakterinin OD ortalamasi — OD¢
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Sekil 3.3. Polistiren mikroplaka yontemi (BioRender.com programinda olusturulmustur).

3.5.3. Kalkoflor beyaz iceren kati besiyeri yontemi

Bakterilerin, seliiloz indikatorii olan kalkoflor beyazi igeren MRS besiyerinde hiicre disi
matriks bileseni olan seliiloz veya onun tiirevi karbonhidratlar1 {tiretip tretmedikleri
incelenmistir (Zogaj, Nimtz, Rohde, Bokranz ve Romling, 2001). Aktif kiiltiirden 10 pL
alinarak, kalkoflor beyazi (0,05 g/L, Sigma) eklenerek hazirlanan MRS kat1 besiyerine
inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat siiresince inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra, bakteri
kolonilerinin UV 1s1k altinda goriintiilenmesi Jel ve membran goriintiileme cihaz1 (Gel
DocTM XR+ Imaging System) ile yapilmis ve floresan 1s1ma yapan bakteriler seliiloz
dretimi pozitif (+) ve 1s1ma yapmayanlar ise seliiloz {retimi negatif (-) olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.4). Bu yontemde pozitif kontrol olarak MRSA ATCC 43300,
negatif kontrol olarak E. coli ATCC 35218 referans susu kullanilmistir.
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Sekil 3.4. Kalkoflor beyazi igeren kati besiyeri yontemi (BioRender.com programinda
olusturulmustur).

3.6. EPS Uretim Miktarlarimin Belirlenmesi

Kongo kirmizisi igeren kat1 besiyeri yonteminde pozitif sonug vererek biyofilm olusturdugu
tespit edilen 37 bakterinin EPS {iretim miktarlart Marshall ve Rawson (1999) ve Frengova
ve digerleri (2000), metotlarinda bazi degisiklikler yapilarak tespit edilmistir. McFarland
cihaz1 (Densimat) kullanilarak aktif kiiltiirlerin optik yogunluklar1 McFarland 7 (2,1x10°
kob/mL) olacak sekilde hazirlanmistir. Kiiltiir siispansiyonu MRS s1v1 besiyerine %2 olacak
sekilde inokiile edilmis ve daha sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, kiiltiirlerden 1 mL mikrofijj tiiplerine alinarak sicak su banyosunda (Memmert)
95°C°de 10 dakika bekletilmistir. Ornekler sogutulduktan sonra iizerine 1,7 uL %85’lik TCA
(Trikloroasetik Asit, Merck) c¢ozeltisi eklenerek 13000 rpm’de 25 dakika santrifiij
(Eppendorf Minispin) edilmistir. Santrifiij islemi sonunda siipernatant yeni mikrofiij
tiiplerine alinarak, iizerine 1:3 oraninda etanol (Merck) eklenerek, ayni hiz ve siirede yeniden

santrifiij edilmistir. Pelletin lizerine 500 puL etanol (Merck) eklenerek, 13000 rpm’de 15
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dakika santrifiijiin ardindan mikrofiij tiipleri 24 saat etlivde bekletilmistir. Alkoliin ugmasi
saglandiktan sonra 500 pL’lik 6rneklerin iizerine 500 pL distile su ilave edilerek, toplam

hacim 1 mL olacak sekilde tek bir mikrofiij tiipiinde 6rnekler toplanmaistir.

EPS’lerin miktar tayini i¢in fenol-siilfiirik asit metodu uygulanmistir. Bu amagla, cam
tiplere 1 mL 6rnek, 0,5 mL fenol (%5, Merck) ve 5 mL siilfiirik asit (%96-98, Merck)
eklenerek oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra, 1-2 dakika iyice vorteks ile
karistirilarak 37°C’de 20 dakika bekletilmistir. Spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-
1800) ODasgonm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak 6rneklerin optik yogunluklar1 belirlenmistir
(Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers ve Smith, 1956).

3.7. Biiyiime Egrisi

Kongo kirmizisi ve kalkoflor beyazi iceren kati besiyerinde pozitif sonu¢ veren, biyofilm
olusum formiilii ile giiclii biyofilm olusturdugu tespit edilen ve en yiiksek EPS iiretim
miktarina sahip bakteri olarak segilen Ligilactobacillus salivarius KC27L nin ileri biyofilm
calismalar1 yapilmistir. On aktiflestirme islemi yapilan bakteri, MRS siv1 besiyerine %2
oraninda inokiile edilerek 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu sartlarda ilk iki saatlik
inkiibasyonun ardindan bakteri biiyiimesi spektrofotometrede ODegoonm’de Olgiilmiistiir.
Olgiimler sonucunda ODgoonm’de dlgiilen degerler kullanilarak biiyiime egrisi grafigi
olusturulmus ve bakterinin biiyime egrisindeki lag fazi, log fazi, durgunluk fazi, 6liim fazina

denk gelen saatler belirlenmistir (Agyar ve Ugkardes, 2014; Yang ve digerleri, 2018).
3.8. Farkli Saatlerde EPS Uretim Miktarlarinin Belirlenmesi

Bu caligmada, biiyiime egrisinde belirlenmis olan lag fazinin sonu/log fazi baglangici (6.
saat), log faz1 (8., 12., 24. ve 28. saat), log faz1 sonu/durgunluk fazi baslangici (34. saat),
durgunluk fazi sonu/6lim fazi (48. ve 54. saat) asamalarina denk saatlerde L. salivarius
KC27L nin EPS {iiretim miktarlar1 Boliim 3.6’da verilen fenol-stilfiirik asit metodu ile tespit

edilerek karsilastirilmistar.
3.9. Biyofilm Evrelerinin Belirlenmesi

L. salivarius KC27L’nin biiyiime egrisindeki lag fazinin sonu/log fazi baslangici, log fazi,

log fazi sonu/durgunluk fazi baslangici, durgunluk fazi sonuna denk gelen saatleri de
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kapsayacak sekilde 0-48 saat aras1 bakterilerin biyofilm olusum miktarlar1 Béliim 3.5.2°de
verilen polistiren mikroplaka yontemine gore tespit edilmistir (Stepanovié¢ ve digerleri, 2000,
2007). KC27L susunun bu saatlerde iirettikleri biyofilm miktarina gére biyofilmin erken, ara
ve olgun faz diizeyleri belirlenmistir. KC27L nin biiylime egrisi, biyofilm evreleri ve EPS
tiretim miktarlarinin belirlenerek bakterinin biiyiime egrisi, biyofilm evreleri ve bu saatlerde

iretilen EPS miktar1 arasindaki iligki yorumlanmastir.

3.10. Planktonik ve Biyofilm Bilesenlerinin izolasyonu

L. salivarius KC27L susunun biyofilm evreleri arasinda yer alan erken biyofilm (6. saat),
ara biyofilm (12. saat) ve olgun biyofilm (28. saat) fazlarina denk gelen siireler iginde

planktonik ve biyofilm hiicre izolasyonu gerceklestirilmistir. Planktonik hiicrelerin

izolasyonu i¢in bakteri kiiltiiri, MRS siv1 besiyerinde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan,
bakteri kiiltiirii, +4°C'de 4500 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
atilarak, pellet kismi1 kullanilmistir. Pellet kismi, cam boncuk igceren 1 mL fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisi (PBS) igerisine alinarak en yiiksek devirde 2 dakika vortekslenerek iyice
¢oziilmiistir (Giaouris ve Nychas, 2006; Brian-Jaisson ve digerleri, 2016). Biyofilm

hiicrelerinin izolasyonu (koloni biyofilm ekstrakt) igin ise, kat1 besiyeri tizerinde gelisen L.

salivarius KC27L nin hiicresiz (cell-free) siipernatant: kullanilmistir. On aktiflestirme
islemi sonras, aktif kiiltiirden MRS kat1 besiyerine 200 pL ekim yapilarak 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, MRS kat1 besiyeri yiizeyinden hiicreler
steril kaziyici ile toplanmistir. Daha sonra, bu hiicreler cam boncuk igeren 1 mL PBS
icerisine alinarak en yiiksek devirde 2 dakika vortekslenerek iyice ¢oziilmiistiir. Coziilen
pellet, daha sonra +4°C'de 14000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmis, Stipernatant kismi 0,22
pm’lik membran filtrelerden gecirilerek tamamen hiicrelerden arindirilmistir (Giaouris ve
Nychas, 2006; Silva ve digerleri, 2009; Bendaoud ve digerleri, 2011; Chiba ve digerleri,
2015). Filtre edilen bu stipernatant kismi, gevsek-bagli ekstraseliiler polimerik madde (EPM)
olarak adlandirilmaktadir (Brian-Jaisson ve digerleri, 2016). Analizler yapilana kadar bu

ornekler -20°C’de saklanmustir.
3.11. EPS Izolasyonu ve Kismi Saflastiriimasi

Planktonik hiicrelerinin izolasyonunda elde edilen pellet kismi1 (EPS), cam boncuk igeren 1

mL PBS igerisinde en yiiksek devirde 2 dakika vortekslenerek iyice ¢oziildiikten sonra
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100°C'de 30 dakika kaynatilmigtir. Biyofilm hiicrelerinin izolasyonunda ise MRS kati
besiyeri yiizeyinden bakteri pelleti steril kaziyici ile toplanarak, cam boncuk igeren 1 mL
PBS igerisine alinip en yiiksek devirde 2 dakika vortekslenerek iyice ¢6ziilmiistiir. Coziilen
pellet, daha sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi 0,22
um’lik membran filtrelerden gegirildikten sonra tamamen hiicrelerden arindirilmistir. Bu
ornekten 1 mL almarak 100°C'de 30 dakika kaynatilmistir. Iki farkli yasam formundaki
hiicreler kaynatildiktan sonra, oda sicakligina gelinceye kadar sogutulmus, proteinlerin ve
niikleik asitlerin ¢oktiiriilmesi i¢in 1,7 pL %85'lik trikloroasetik asit (TCA) ile muamele
edilerek, +4°C'de 2 saat ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Ardindan, +4°C'de 14000 rpm‘de 20
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bakteri hiicrelerinin, protein ve genomik niikleik
asitlerin pellet kisimda kalmasi saglamistir. Calismada kullanilacak siipernatant kismina ise
EPS’lerin ¢okmesi igin iki kat hacimde saf (%100 v/v) soguk etanol (-20°C) eklenerek,
+4°C'de bir gece bekletilmistir. Daha sonra, +4°C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifiij
edilerek, stipernatant kism1 atilmis, EPS’i de igeren ¢oken polimerlerin bulundugu pellet
kismu ise distile su ile ¢oziilmiistiir. Besiyerindeki laktoz kalintisinin giderilmesi igin distile
suda +4°C'de 24 saat diyaliz membran kullanilarak (cut-off 12-14 kDa) diyaliz edilmistir.
Diyalizden sonra, 6rneklerin yas agirliklar tartilarak tespit edilmistir. Daha sonra, 6rnekler
-80°C'de dondurularak EPS’ler liyofilizator (CHRIST alpha 2-4 LD plus) ile liyofilize
edilerek ¢oziicii tamamen uzaklastirilmistir. Analitik ¢alismalar igin Ornekler +4°C'de
saklanmistir (Marshall ve Rawson, 1999; Yuksekdag ve Aslim, 2008; Yu ve digerleri, 2016;
Abid ve digerleri, 2018; Kibar ve digerleri, 2020).

3.11.1. Toplam karbonhidrat miktar tayini

Serbest metil eterleri veya potansiyel olarak serbest indirgeyici gruplar igeren basit sekerler,
oligosakkaritler, polisakkaritler ve onlarin tiirevleri, fenol ve konsantre siilfiirik asit ile
muamele edildiginde portakal-sar1 renk vermektedir. Bu reaksiyon ¢ok duyarli olup renk
sabit kalmakta ve kullanilan bu metot sekerlerin ve ilgili maddelerin ¢ok diisiik miktarlarini
dahi saptayabilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada, elde edilen EPS’in toplam
karbonhidrat miktar1 Dubois ve digerleri (1956) nin yontemi ile belirlenmistir. Orneklerin
tizerine 0,5 mL fenol (Merck) ve 5 mL siilfiirik asit (Merck) eklenerek, oda sicakliginda 10
dakika bekletildikten sonra, iyice karigtirllmis ve 37°C’de 15-20 dakika bekletilmistir.
Meydana gelen portakal-sar1 renk degisimi, ODasgonm dalga boyunda spektrofotometrede
(Digilab Hitachi U-1800) okunmustur (Marshall ve Rawson 1999; Chiba ve digerleri, 2015;
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Xu ve digerleri, 2020). Standart egri elde etmek i¢in 0-500 mg/L arasinda degisen farkli
konsantrasyonlarda glikoz ¢ozeltileri hazirlanarak fenol-stilfiirik asit metodu uygulanmustir.
Standart egri yardimiyla spektrofotometrede okunan absorbans degerine karsilik gelen
toplam karbonhidrat miktar1 mg/L olarak hesaplanmistir. Kontrol olarak distile su

kullanilmistir.

Glikoz standardinin hazirlanmasi

Standart olarak kullanilan glikoz (Merck), 0-500 mg/L arasinda degisen farkli
konsantrasyonlarda tartilarak, Dubois ve digerlerinin (1956) fenol-siilfiirik asit metodu
uygulanmustir. Hazirlanan glikoz konsantrasyonlarinin ODagonm dalga boyunda absorbans
degerleri olgiilerek standart egri olusturularak Sekil 3.5’de verilen formiil elde edilmis ve bu

formiil toplam karbonhidrat miktarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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Sekil 3.5. Glikoz standart grafigi

3.11.2. Toplam protein miktar tayini

Bu calisma elde edilen EPS’deki protein miktari Bradford yontemine gore belirlenmistir
(Bradford, 1976). Calismada, Amresco Protein Assay Bradford Method E35-KIT
kullanilmis olup, iiretici firmanin kit prosediiriine gore ¢alisma yapilmistir. Deney tiiplerine
100 pL o6rnek ve tlizerine 1 mL Bradford Reaktifi eklenerek karistirilmistir. Tiipler 2 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir ardindan ODsgsnm’de absorbans degerleri spektrofotometrede

(Digilab Hitachi U-1800) dl¢iilmiistiir. Standart egri yardimiyla spektrofotometrede 6lgiilen



46

absorbans degerine karsilik gelen toplam protein miktar1 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil

3.6). Kontrol olarak distile su kullanilmistir.

BSA standardinin hazirlanmasi

Standart grafigin olusturulmasi i¢in bovin serum albumin (BSA) kullanilmistir. 0,1562-50
ug/mL BSA igeren Ornekler hazirlanarak tizerine 1 mL Bradford Reaktifi eklenerek
vortekslenmistir. Kér icin distile su kullanilarak ayni islem uygulanmistir. Orneklerin
absorbanslart ODsgsnm dalga boyunda spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800)
okutulmustur. Absorbanstaki degisim ile protein miktar1 arasinda pg/mL cinsinden
korelasyon grafigi olusturulmustur (Ertan ve Arda, 1999). Her standart farkli iki giinde tiger

tekrarli yapilmistir.
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Sekil 3.6. BSA standart grafigi

3.11.3. EPS’lerin monomer kompozisyonu

Biyofilm matriksinden ve planktonik hiicrelerden saflagtirilan EPS’lerin monomer
bilesiminin belirlenmesinde Dilna ve digerleri (2015) ve Tukenmez, Aktas, Aslim ve Yavuz
(2019) tarafindan belirtilen metodlar uygulanmistir. 20 mg Srnekler 1 mol/L H2SOs ile
100°C’de 2 saat hidrolize edildikten sonra hidroliz ¢ozeltisi 1 mol/L NaOH ile noétralize
edilmistir. Orneklerdeki yabanci maddeler santrifiijleme (4500 rpm, 10 dakika) yoluyla
uzaklastirildiktan sonra 0,45 um membran filtresiyle (Whatman) filtrelenmis ve numune
HPLC kolonuna yerlestirilmistir. Hidroliz igleminden sonra, EPS’in monosakkarit bilesimi

HPLC refraktif indeks dedektdr (RID) ile ODTU Merkez Laboratuvarinda hizmet alimi ile
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yapilmistir. Glikoz, arabinoz, mannoz ve siikroz olacak sekilde toplam 4 sekerin varligi

analiz edilmistir.

3.11.4. EPS’lerin molekiil agirh@mn belirlenmesi

Biyofilm matriksinden ve planktonik hiicrelerden saflastirilan EPS’lerin molekiil agirliginin
belirlenmesi SEC (Size Exclusion Chromatography, Boyut Eleme Kromotografisi) analizi
ile Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’ nde hizmet alimi
seklinde yaptirilmistir. SEC analizi i¢in, 1 mg/mL EPS 6rnekleri ultra distile saf su i¢inde

cozdiiriilerek ve mikrofiltrasyon (Whatman 0,45 um) yolu ile steril edilerek hazirlanmistir.

3.12. Antibiyofilm

KC27L bakterisinin planktonik ve biyofilm yasam formlarindan elde edilen erken, ara ve
olgun EPS’lerinin MRSA ATCC 43300 patojen mikroorganizmasi tizerindeki antibiyofilm

ozellikleri birbirleriyle karsilastirilmistir.

Calismada, 96-kuyucuklu polistiren mikrotitrasyon plakalarina 180 uL MRSA ATCC 43300
mikroorganizma kiiltiirii eklenmis ve iizerine bakterinin planktonik ve biyofilm
formlarindan izole edilen erken, ara ve olgun EPS’leri saf (su ile ¢6ziilmemis) ve farkli
konsantrasyonlarda distile su icerisinde ¢oziilerek [1:1 (10 pL distile su: 10 uLL EPS), 1:2
(6,5 nL distile su: 13,5 uLL EPS), 1:3 (5 uL distile su: 15 pL. EPS), (v/v)], son hacim 20 uL
olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir. Ardindan, plakalar 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Negatif kontrol olarak PBS kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyular
bosaltilarak, Boliim 3.5.2°de agiklanan kristal viyole deneyi uygulanmistir (Stepanovi¢ ve
digerleri, 2000, 2007). Orneklerin optikal yogunluklar1 Eliza okuyucuda (ODs7onm)
olgtilmistiir. Elde edilen absorbans degerleri (A) ile inhibisyon yiizdesi hesaplanmistir (Abid
ve digerleri, 2018).

% Mikrobiyal inhibisyon= [1—-(A6/Ak)] x 100

Asmek (As): EPS iceren kuyularin absorbans degeri (bakteri+EPS)

Axontrol (Ak) (Pozitif kontrol): EPS igermeyen kuyularin absorbans degeri (bakteri)
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3.13. DNaz | Enzimi ile Biyofilm Matriksinde Yer Alan eDNA’nin Belirlenmesi

Bu analiz, biyofilm matriksinin yapisal biitiinligiinde ve stabilitesinde dnemli role sahip olan
eDNA’nin varhigimi belirlemek ve eDNA’nin DNaz | enzimi ile muamelesi sonucunda
biyofilm miktarinda meydana gelebilecek degisimleri gézlemlemek amaciyla yapilmistir.
Bu amagla, Grande ve digerleri (2011), tarafindan Onerilen yonteme goére analizler
geceklestirilmistir. Mikrotitrasyon plakalarina, toplam hacim 200 pL olacak sekilde, MRS
s1v1 besiyerinden 190 pL ve aktif kiiltiirden 10 uL eklenerek, 37°C’de 28 saat (KC27L i¢in
olgun biyofilm evresi) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, kuyular
bosaltilarak, planktonik bakteri hiicrelerini uzaklastirmak amaciyla SF ile kuyular
yikanmistir. Calismada Transgen GD201-01 DNaz | enzimi kullanilmis olup, iiretici
firmanin kit prosediiriine gore konsantrasyon ayarlanarak, yikamasi gergeklestirilen ve
biyofilm hiicrelerini igeren kuyulara, 33 uLL. DNaz I enzimi (100 ug/mL), 20 uLL. 10X DNaz
| Reaction Buffer ve 147 uL distile su eklenmistir. Kontrol ornekleri (yalnizca biyofilm
hiicrelerini igeren 6rnek) igin kuyulara yalnizca, 20 uL. 10X DNaz | Reaction Buffer ve 180
uL distile su ilave edilmistir. Ornekler, 37°C’de 1, 2 ve 4 saat olacak sekilde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyular yavasca bosaltilarak, enzimi uzaklastirmak
amaciyla 2 kez SF ile yikama yapilmistir ve sonrasinda kuyulara Boliim 3.5.2°de agiklanan
kristal viyole boyama yontemi uygulanmistir (Stepanovic¢ ve digerleri 2000, 2007). DNaz |
enzimine bagl olarak biyofilm miktarinda meydana gelecek olasi degisimler asagida verilen

formiil kullanilarak belirlenmistir (Pitts ve digerleri, 2003).

% Biyofilm miktarindaki azalma = [(C-B)-(T-B)] / [(C-B)] x 100

C: Yalnizca olgun biyofilm igeren kontrol kuyular1 (pozitif kontrol),
B: Yalnizca besiyeri iceren kontrol kuyulari (negatif kontrol),

T: KC27L olgun biyofilmi+enzim uygulamasi

3.14. Istatistiksel Analizler

Tez kapsaminda yapilan tim g¢alismalar, bagimsiz iki giinde (biyolojik tekrar) {i¢ tekrar
(teorik tekrar) olacak sekilde yapilmistir. Analizlerde, SPSS Inc. Yazilim (siirtim 22.0; SPSS
Inc.; Chicago; IL) kullanilmigtir. Veriler SPSS 22 istatistik programi ile degerlendirilmis
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olup, grup ici karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve tekrarlanan
Olglimler i¢in bagimsiz t-testi ve farkli grup ortalamalar1 arasindaki farklarin anlamliligini
karsilastirmak i¢in Tukey testi kullanilmistir. Sonuglar, p-degeri belirtilen anlamlilik diizeyi
olan 0,01/0,05'ten kii¢iikse anlamli kabul edilmistir. Ayrica, bakterilerin biyofilm olusum
miktarlar1 ve biliylime egrisinde belirlenen saatlerdeki EPS iiretimi arasinda bir iligki olup
olmadig1, planktonik ve biyofilm faz diizeylerinden elde edilen EPS’lerin protein miktarlar
arasindaki korelasyon ve planktonik ve biyofilm faz diizeylerinden elde edilen EPS’lerin

karbonhidrat miktarlar1 arasindaki korelasyon belirlenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi

LAB’nin temel biyofilm yetenekleri kongo kirmizisi iceren kati besiyeri, polistiren
mikroplakalarda kristal viyole deneyi ile biyofilm olusum miktar1 ve kalkoflor beyazi igeren
kat1 besiyeri ile tespit edilmistir. Bakterilerin ii¢ farkli yontem ile kalitatif ve kantitatif olarak

biyofilm olusturma yeteneklerinin karsilastirmali sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Bakterilerin ii¢ farkli yontem ile biyofilm olusturma yetenekleri ve EPS
tretimleri

Lactobacillus )
delbrueckii subsp. e + 0,54+0,03 Uretici Degil 359,4+1,5
delbrueckii ZYN31
Lactobacillus
delbrueckii ssp. 4+ 4+ 0,30+0,01 Uretici Degil 295,5+1,9
bulgaricus KC12L
Lactobacillus
delbrueckii ssp. + + 0,15+0,01 Uretici Degil 341,5£2,0
bulgaricus KC43L
Lactobacillus o
acidophilus BAZ29 4 4 6,23+0,50 Gilgli 572,6+1,5
Ligilactobacillus o
salivarius KCITL s s 6,58+0,02 Giigli 984,0+3,0
Lactobacillus ..
fermentum ZYN17 s s 0,16+0,00 Uretici Degil 310,9+2,5
Lactobacillus sp. 713 + + 3,38+0,14 Gugli 536,2+1,0
Lactobacillus sp. D1 + - 0,30+0,03 Uretici Degil 247,9+£2.0
L"C"’bl‘)’gglus sp. + + 0,17+0,06 | Uretici Degil 283,242,5
L"C’Ob[‘j’glg”“s Sp- + + 0,1620,01 | Uretici Degil 251,542,0
L"C’Ob[‘j’jlo”“s Sp- + + 0,1420,01 | Uretici Degil 192,12,0
Lactobacillus sp. e
GLK3 + + 4,01+0,11 Gigli 634,4+4,0
Lactobacillus sp.
KC11L + + 2,65+0,37 Orta 361,4+1,0
Lactobacillus sp.
KC16L 4 4 1,60+0,46 Orta 480,9+2,6
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Cizelge 4.1. (devam) Bakterilerin {i¢ farkli yontem ile biyofilm olusturma yetenekleri ve
EPS iiretimleri

Lactﬁ?g%lgls sp. i 0,26+0,03 Uretici Degil 283.8+1,5
Lacrﬁ’éﬂfs sp- + 0,15+0,01 | Uretici Degil 303,8+2,0
Lactﬁ)gzi;gts sp. - 0,15+0,05 Zayif 440,3+1,0
Lactoégc;i;lsus sp. n 1,10+0,01 Orta 363,8+1,2
Latho]lsclz\f[illlZuls Sp. + 3,87+0,60 Giiglii 503,2+1,0
Lacté)]lgclz\iilliuls sp. o 0,27+0,13 Zayif 410,3+1,7
Lact()zlagNdilgs sp. n 0,94+0,01 Zayif 418,5+2,0
sabvarits KCO6L : L S
Strethglc\/(I)c’lc3uf sp. n 2.,35+0,02 Giiclii 532,1+1,0
Strepltg(c:(igcl’fts sp. o 6,55+0,79 Giiglii 496,8+1,0
Strepltggiiclfts Sp. + 0,53+0,03 | Uretici Degil 241,5+1,0
Strepltgégﬁts sp. " 1,1940,12 Zayif 256,2£2,5
Strepltgécégtfts sp. n 0,29+0,03 Uretici Degil 284,4+2.5
Strep{géc;cicsus sp. n 1,52+0,08 Zayif 317,9+1,0
Strepltgéi?rsus Sp. ¥ 0,8740,21 | Uretici Degil 323,2£1,6
Strepltgécggtzsus sp. n 0,94+0,07 Uretici Degil 356,242,0
Strepltgé%;csus sp. + 0,51120,08 | Uretici Degil 292,1%3,0
Strepltggiclcsus sp. n 2,7540,25 Orta 364,4+1,5
Str epltgé‘iczcsus Sp. 4 0,50+0,02 Uretici Degil 246,8+1,0
Strepltgégigcsus sp. " 0,27+0,07 Uretici Degil 282,1+1,2
Strepl?éfiicsus sp. o 0,2740,04 | Uretici Degil 273,8+1,5
Strepltgéolcgsus sp. + 0,14+0,01 Uretici Degil 247,4+1,0
Strepltgéggc]fts Sp. ¥ 0,5740,03 | Uretici Degil 316,2+2,0
Lactobacillus sp. U4 - 0,23+0,02 Uretici Degil
Lactobacilus sp . 5,100,15 Giiglii
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Cizelge 4.1. (devam) Bakterilerin ii¢ farkli yontem ile biyofilm olusturma yetenekleri ve

EPS iiretimleri

Lactobacillus sp.

7DM122 0,51+0,05 Uretici Degil
Lactobacillus sp. P
ZDM133 0,45+0,05 Uretici Degil
Lactobacillus
acidophilus BAZS51 3,7120,16 ot
Lactobacillus
acidophilus BAZ54 3,53£0,38 Qi
Lactobacillus o
acidophilus BAZ59 3,34£0,11 Gl
Lactobacillus
acidophilus BAZ61 gy 33 Qi
Ligilactobacillus
salivarius KC76L 244088 L
Ligilactobacillus
salivarius ZYN9 8.1 iy
Ligilactobacillus
salivarius ZYNI15 2,55-088 iy
Ligilactobacillus
salivarius ZDM2132 =033 iy
Lactobacillus sp. 30 2,25+0,18 Zayif
Lactobacillus sp. 116 3,36+0,36 Orta
Lactobacillus sp. 312 2,63+0,32 Orta
Lactobacillus sp. 412 1,67+0,32 Zay1if
Lactobacillus sp. 716 3,72+0,11 Orta
Lactobacillus sp. 721 3,51+0,33 Orta
Lactobacillus sp. 722 3,64+0,16 Orta
Lactobacillus sp. 724 0,47+0,09 Uretici Degil
Lactobacillus sp. 820 0,39+0,09 Uretici Degil
Lactobacillus sp. 911 0,25+0,02 Uretici Degil
L“C"’bgflélus Sp- 0,36:0,08 | Uretici Degil
L“C"’bggigﬂus Sp- 0,24+0,01 | Uretici Degil
Lactobacillus sp. Ul1 0,38+0,08 Uretici Degil
Lacmb{;ilz”us SP- 0,29+0,08 Uretici Degil
Lacmbgilsll”s Sp- 0,36£0,05 | Uretici Degil
Lactobacillus
acidophilus BAZ36 2,74+0,08 Qi
Lactobacillus sp. 0,43:0,04 | Uretici Degil
U20
Lactobacillus sp. 0,39£0,07 | Uretici Degil
u25
Lactobacillus sp. 0,33£0,05 | Uretici Degil

U34
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Cizelge 4.1. (devam) Bakterilerin ii¢ farkli yontem ile biyofilm olusturma yetenekleri ve
EPS iiretimleri

L“C’Obl‘}gisllus Sp- - + 0,40£0,08 | Uretici Degil
Lactobacillus sp. . i 0320,04 | Uretici Degil
U36
Lactobacillus sp. . + 0,3940,06 | Uretici Degil
u37
Lactobacillus sp. . : 0,50£0,05 | Uretici Degil
U38
Lactobacillus sp. o
KC17L - - 2,60+0,03 Gugli
Lactobacillus sp.
KCS5L - + 1,09+0,15 Zayif
Lactobacillus sp. P
KCS6L - - 0,85+0,02 Uretici Degil
Lactobacillus sp. P
KCS6L - - 0,49+0,02 Uretici Degil
Lactobacillus sp. P
KC96L - - 0,38+0,03 Uretici Degil
Lactobacillus sp. e
KC106L - - 0,36+0,03 Uretici Degil
Lactobacillus sp. T
KC116L - - 0,35+0,11 Uretici Degil
Lactobacillus sp. P
KC126L - - 0,55+0,05 Uretici Degil
Lactobacillus sp.
KC136L - - 1,17+0,25 Zayif
Lactobacillus sp.
KC17S - - 0,97+0,05 Zayif
Lactobacillus sp.
KC27S - 4 1,254+0,18 Zayif
Lactobacillus sp. P
KC37S - + 0,73+0,12 Uretici Degil
Lactobacillus sp. U5 - - 0,23+0,04 Uretici Degil
Lactobacillus sp. U6 - 4 3,71£0,11 Giiglii
L“C’Obg?(flus Sp- - + 0,32+0,05 | Uretici Degil
Lactobacillus sp. P
7DM 134 - - 0,55+0,05 Uretici Degil
Lactobacillus sp. e
KC45S - + 4,76+0,15 Gugli
Streptococcus sp. 731 - + 1,18+0,11 Zayif
Lactobacillus sp. Zayif
U18 - - 0,48+0,01
Lactob[cﬁ’z;lus SP- - - 0,49+0,01 Uretici Degil
L. delbrueckii subsp.
delbrueckii BAZ32 ) ) 3,58+0,39 s
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Cizelge 4.1. (devam) Bakterilerin ii¢ farkli yontem ile biyofilm olusturma yetenekleri ve
EPS iiretimleri

Lactobacillus
delbrueckii ssp. - - 3,37+0,26 Orta
bulgaricus KC26L
Lactobacillus
delbrueckii ssp. - 4 3,64+0,21 Orta
bulgaricus KC37L
Limosilactobacillus
reuteri KC21L

) + 2,62+0,26 Orta

Calismamizda, tavuk gastrointestinal sistemi (TGIS) ve tavuk gaitasindan (TG) izole edilmis
80 Lactobacillus cinsinden 22 bakteri, 16 Streptococcus cinsinden ise 15 bakteri olmak tizere
toplam 37 bakteri kongo kirmizisi iceren MRS kati besiyerinde siyah renk koloni
olusturmustur. Bu durum, 37 bakterilerinin biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu
seklinde yorumlanmigtir. Besiyerinde siyah renkte koloni olusturmayan 59 bakteri ise
biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol referans susu olan MRSA ATCC
43300 kongo kirmizisi i¢eren kati besiyerinde siyah koloniler olusturdugu gézlemlenmistir.
Negatif kontrol referans susu olan E. coli ATCC 35218’de ise kongo kirmizisi igeren kati

besiyerinde siyah kolonilere rastlanilmamistir (Resim 4.1).

Lactobacillus sp. GLK3 Ligilactobacillus salivarius Streptococcus sp. KC21S
KC27L

Staphylococcus aureus (MRSA) Escherichia coli ATCC 35218
ATCC 43300

Resim 4.1. Kongo kirmizisi igeren kati1 besiyerinde olusan koloni goriintiileri
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TGIS ve TG’ndan izole edilen 96 LAB’lerinin biyofilm olusturma kapasiteleri 96-kuyucuklu
polistiren mikroplakalar tizerinde kristal viyole boyama yontemi ile kantitatif olarak
degerlendirilmis ve bakterilerden, 12’si giiglii, 21’1 orta diizey, 14’liniin zayif biyofilm
olusturdugu ve 49’unun ise biyofilm olusturmadigi belirlenmis olup Cizelge 4.1 ve Sekil

4.1’de gosterilmistir.

12%

22%
51% |
\
® Giiclii Biyofilm Ureticisi i Orta Diizey Biyofilm Ureticisi
.1 Zayif Biyofilm Ureticisi u Biyofilm Ureticisi Degil

Sekil 4.1. 96 LAB’sinin polistiren mikroplaka yontemine gore kantitatif degerlendirme
sonuglari

Kongo kirmizist igeren kati besiyeri tizerinde pozitif sonug veren 37 LAB’sinin biyofilm
olusturma yetenekleri incelendiginde bakterilerden, 7°si gii¢lii, 5’ orta diizey ve 5’inin zayif
biyofilm olusturdugu ve 20’sinin ise biyofilm olusturmadig: tespit edilmistir. Iki yontem
arasinda karsilastirma yapilabilmesi i¢in, polistiren mikroplaka yontemi ile kongo kirmizisi
iceren besiyerinde biyofilm olusturma yetenegi olan 17 bakterinin biyofilm ve planktonik
hiicrelerinin sonuglar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de sunulmustur. Bu bakteriler arasindan en
yiiksek degere Ligilactobacillus salivarius KC27L (OD 6,58+0,02)’nin, en diisiik degere ise
Lactobacillus sp. KC47L (OD 0,15+0,05)’in sahip oldugu belirlenmistir. KC27L
bakterisinin, pozitif kontrol olarak kullanilan patojen S. aureus MRSA ATCC 43300
referans susundan (OD 6,44+0,15) daha yiiksek miktarda biyofilm olusturdugu goériilmiistiir.
Streptokok izolatlar1 arasinda ise en yiiksek biyofilm olusumu Streptococcus sp. KC13L
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(OD 6,55+0,79) tespit edilmis ve bu bakterinin de referans sustan yiliksek miktarda biyofilm

olusturdugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Polistiren mikroplakalarindaki planktonik (ODgoonm) ve biyofilm (ODs70nm)
hiicrelerin olusturdugu optik yogunluk degerleri

Ligilactobacillus salivarius KC27L 1,21+0,03 6,58+0,02 Giugli
Streptococcus sp. KC13L 1,08+0,03 6,55+0,79 Giicli
Lactobacillus acidophilus BAZ29 0,99+0,03 6,23+0,50 Giugli
Lactobacillus sp. GLK3 1,32+0,06 4,01+0,11 Giugli
Lactobacillus sp. ZDM121 1,06£0,01 3,87+0,60 Giugli
Lactobacillus sp. 713 1,02+0,00 3,38+0,14 Gigli
Streptococcus sp. DZM131 1,26+0,01 2,35+0,02 Giicli
Streptococcus sp. KC11S 0,48+0,03 2,75+0,25 Orta
Ligilactobacillus salivarius KC66L 0,86+0,10 1,70+0,60 Orta
Lactobacillus sp. KC11L 0,5140,02 2,65+0,37 Orta
Lactobacillus sp. KC16L 0,49+0,02 1,60+0,46 Orta
Lactobacillus sp. KC77S 1,24+0,05 1,10+0,01 Orta
Streptococcus sp. KC21S 0,43+0,10 1,52+0,08 Zayif
Streptococcus sp. KC24L 0,83+0,08 1,19+0,12 Zayif
Lactobacillus sp. ZYN13 0,96+0,06 0,94+0,01 Zayif
Lactobacillus sp. ZDM141 0,39+0,02 0,27+0,13 Zayif
Lactobacillus sp. KC47L 0,65+0,00 0,15+0,05 Zayif
IS(.OE:]L::E:J)S MRSA ATCC 43300 (Pozitif 1.2920,01 6444015
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Planktonik ve biyofilm hiicrelerinin kargilagtirilmasi
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Sekil 4.2. Planktonik (ODeoonm) Ve biyofilm (ODs7onm) hiicrelerin optik yogunluklari (OD)

Tez galismasinda kullanilan 96 LAB’sinin kalkoflor beyazi igeren MRS kat1 besiyerinde
biyofilm yapisina kalkoflor baglama yetenegi incelenmistir. Bakterilerin 60’inda biyofilm
yapisinda seliiloz varligi nedeniyle kalkoflorun baglandigi ve UV 1sima yapabildigi,
36’sinda biyofilm yapisina kalkoflorun baglanamadigi dolayisiyla yapida selillozun

bulunmadig1 ve herhangi bir 1istmanin gézlenmedigi belirlenmistir.

Kongo kirmizist igeren kat1 besiyerinde pozitif sonug veren ve mikroplaka yontemiyle giiglii
biyofilm olusturdugu belirlenen 7 bakterinin (L. salivarius KC27L, L. acidophilus BAZ?29,
Lactobacillus sp. GLK3, Lactobacillus sp. ZDM121, Lactobacillus sp. 713, Streptococcus
sp. KC13L, Streptococcus sp. DZM131) kalkoflor beyazi igeren kati besiyeri yontemi ile
biyofilm yapisi incelendiginde; bakterilerin 5’inin (L. salivarius KC27L, L. acidophilus
BAZ29, Lactobacillus sp. 713, Streptococcus sp. KC13L, Lactobacillus sp. GLK3) biyofilm
yapisinda seliiloz varlig1 nedeniyle UV 1s1k altinda floresan 1s1ma yapabildigi, 2’sinin
(Lactobacillus sp. ZDM121, Streptococcus sp. DZM131) biyofilm yapisinda seliiloz
bulunmadigi i¢in herhangi bir 1isimanin goézlenmedigi tespit edilmistir. Resim 4.2°de

kalkoflor beyazi iceren kat1 besiyeri yontemi ile biyofilm yapisina kalkoflor baglama
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ozellikleri belirlenen bakterilerin ve pozitif, negatif kontrol referans suglarinin UV 151k

altinda kat1 besiyerindeki goriintiileri verilmistir.

Ligilactobacillus salivarius KC27L Streptococcus sp. DZM131

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC Escherichia coli ATCC 35218
43300

Resim 4.2. Kalkoflor beyazi iceren kati besiyerinde olusan koloni goriintiileri

4.2. EPS Uretim Miktarlarimin Belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda, TGIS ve TG kaynakli Lactobacillus ve Streptococcus
cinsine ait 96 LAB’sinin biyofilm olusturma 6zellikleri kongo kirmizi igeren kati besiyeri
ve kalkoflor beyaz1 igeren kati besiyerleri ile kalitatif olarak, polistiren mikroplakalar
tizerinde kristal viyole boyama yontemi ile kantitatif olarak belirlenmistir. Calismada kongo
kirmizisi igeren kati besiyeri lizerinde siyah koloni olusturarak pozitif sonug¢ veren ve kongo
kirmizisi kati besiyeri yontemine gore biyofilm olusturdugu tespit edilen 37 bakterinin EPS

iiretim miktarlar1 tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Lactobacillus sp. U40 e 192
Streptococcus sp. KC14L m—— 241
Streptococcus sp. KC12S m— 047
Streptococcus sp. KC16S m— 247
Lactobacillus sp. D1~ n— 248
Lactobacillus sp. U39 m— 251
Streptococcus sp. KC24L m—— 256
Streptococcus sp. KC14S m— 07/
Streptococcus sp. KC13S  m—— 32
Lactobacillus sp. D38 m————— 203
Lactobacillus sp. KC23L m————— 284
Streptococcus sp. KC65L —mm—— 284
Streptococcus sp. KC67S mumme— 20?2
L. delbrueckii ssp. bulgaricus KC12L m—— 206
Lactobacillus sp. KC45L m—— 304
L. fermentum ZYN17 m—— 311
Streptococcus sp. KC33L m——— 316
Streptococcus sp. KC21S me——— 315
L. salivarius KC66L m—— 323
Streptococcus sp. KC47S m— 323
L. delbrueckii ssp. bulgaricus KC43L m———— 3/]
Streptococcus sp. KC55S s 356
L. delbrueckii subsp. delbrueckii ZYN31 m—————— 350
Lactobacillus sp. KC11L ~m—— 361
Lactobacillus sp. KC77S ma—— 364
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Lactobacillus sp. ZDM141 me————— /10
Lactobacillus sp. ZYN13 m—— /]9
Lactobacillus sp. KC47L m———— /40
Lactobacillus sp. KC16L m——— /51
Streptococcus sp. KC13L m———— /07
Lactobacillus sp. ZDM121 ees——— 503
Streptococcus sp. DZM131 m e ————— 532
Lactobacillus sp. 713  n————— 536
L.acidophilus BAZ29 meesssssssssssss————— 573
Lactobacillus sp. GLK3 ma e, 534
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Sekil 4.3. Biyofilm olusturan bakterilerin EPS {iretim miktarlar1 (mg/L)

Kongo kirmizisi kat1 besiyeri yontemine gore biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu
belirlenen 37 bakterinin EPS iiretim miktarlarinin 192-984 mg/L arasinda degistigi tespit
edilmistir. L. salivarius KC27L (984,0+£3,0 mg/L) ve Lactobacillus sp. GLK3 (634,4+4,0
mg/L) bakterilerinin EPS tiretim miktar1 yiiksek olarak belirlenirken, Lactobacillus sp. U40
(192,1£2,0 mg/L) ve Streptococcus sp. KC14L (241,5+1,0 mg/L) bakterilerinde diisiik EPS
urettigi tespit edilmistir. EPS iiretimi ytiksek olan L. salivarius KC27L (OD 6,58+0,02) ve
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Lactobacillus sp. GLK3 (OD 4,01+0,11) bakterilerinin gii¢lii biyofilm olusturdugu;
bakteriler arasinda en diisiik EPS iiretim yetenegine sahip Lactobacillus sp. U40 (OD
0,14+0,01) ve Streptococcus sp. KC14L (OD 0,53+0,03)’nin ise polistiren mikroplakalar
iizerinde kristal viyole boyama yontemi ile incelendiginde biyofilm olusturmadigi

gozlenmistir.

Analizler sonucunda yapilacak olan tiim ileri biyofilm calismalarinda kullanilmak {izere,
kongo kirmiz1 ve kalkoflor beyazi igeren kat1 besiyerlerinde pozitif sonug veren, biyofilm
olusturma yeteneginin belirlendigi formiil ile giiglii biyofilm olusturdugu tespit edilen ve en
yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip olan, Ligilactobacillus salivarius KC27L bakterisi
secilmistir. Bu asamadan sonraki biitiin calismalar L. salivarius KC27L bakterisi ile devam

edilmistir.

4.3. L. salivarius KC27L Susunun Biiyiime Egrisi

Biiylime egrisi, bakteri popiilasyonunun zamanla nasil degistigini gosteren bir grafiktir ve
bakterilerin cogalmasini ve ¢evresel kosullara nasil tepki verdiklerini anlamak i¢in dnemli
bir aragtir. Bu amagla, kongo kirmizis1 ve kalkoflor beyazi igeren kati besiyerinde pozitif
sonu¢ veren, giiglii biyofilm olusturdugu belirlenen ve EPS iiretim miktar: tespit edilen
bakteriler arasinda en yiiksek EPS iiretim yetenegine sahip L. salivarius KC27L nin bilylime
egrisi ile lag fazi, log fazi, durgunluk fazi ve 6liim fazina denk gelen saatler belirlenmistir.
L. salivarius KC27L susunun lag fazinin 0-6. saatler, logaritmik fazinin 6-34. saatler,
durgunluk fazinin 34-48. saatler ve 6liim fazinin ise 48. saatten sonra oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. L. salivarius KC27L susunun biiyiime egrisi

4.4. L. salivarius KC27L Susunun Farkh Saatlerde EPS Uretim Miktarlarinin

Belirlenmesi

L. salivarius KC27L susunun biiyiime egrisinde belirlenmis olan lag fazinin sonu/log fazi
baslangici (6. saat), log faz1 (8., 12., 24. ve 28. saat), log fazinin sonu/durgunluk fazi
baglangci (34. saat), durgunluk fazi sonu (48. saat) ve 6lim fazina (54. saat) denk gelen
saatlerde EPS iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Sekil 4.5°de L. salivarius KC27L susunun
farkli saatlerde tiretmis oldugu EPS miktarlar1 verilmistir. L. salivarius KC27L susu en
yiiksek EPS iiretim miktarma 12. (logaritmik faz) (1033,8+1,0 mg/L) ve 24. (logaritmik faz)
(984,0+3,0 mg/L) saatler de sahip oldugu belirlenmistir. En diisiik EPS miktar1 ise 6. saat
(lag faz1 sonu/logaritmik faz baslangici) (486,7+2,0 mg/L) de gorilmiistiir. EPS {iretim
miktar1 ile bakterinin gelisim siireleri arasindaki iliski Pearson korelasyonuna gore analiz
edilmis ve Pearson korelasyon katsayisi (r) 0,954 olarak hesaplanmistir. Bakterinin gelisim
stireleri ve EPS tiretim miktarlari arasinda ¢ok giiglii pozitif bir iliski oldugu tespit edilmistir.
Iki degisken arasindaki degisimlerin birbiriyle olduk¢a yakindan iliskili oldugunu,
bakterinin gelisim siiresi arttikga EPS tiretiminin de arttig1 belirlenmistir (p-degeri 0,000).
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Sekil 4.5. L. salivarius KC27L susunun farkli saatlere gore EPS tiretim miktarlart (mg/L)

4.5. L. salivarius KC27L Susunun Biyofilm Evrelerinin Belirlenmesi

L. salivarius KC27L susunun biiyiime egrisindeki lag fazinin sonu/log faz1 baslangici, log
fazi, log fazi sonu/durgunluk fazi baslangici, durgunluk fazi sonuna denk gelen saatleride
kapsayacak sekilde 0-48 saat aras1 biyofilm olusum miktarlar1 tespit edilerek, bakterinin bu
saatlerde olusturduklari biyofilm miktarina gére biyofilmin erken, ara ve olgun faz diizeyleri
belirlenmistir. L. salivarius KC27L nin erken biyofilm formunu 6. saat (OD 0,66+0,01), ara
biyofilm formunu 12. saat (OD 0,88+0,01), olgun biyofilm formu ise 28. saatte (OD
5,47+0,03) olusturdugu belirlenmistir. Sekil 4.6°da L. salivarius KC27L bakterisinin farkli

saatlerde biyofilm olusum kapasiteleri gosterilmistir.
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Sekil 4.6. L. salivarius KC27L susunun biyofilm evreleri

L. salivarius KC27L bakterisinin EPS iretimi, biiylime egrisi, biyofilm evrelerinin
karsilagtirilmali sonucu Sekil 4.7’de verilmistir. Biyofilm olusumu, bakteri gelisim siiresi
arttikca artmistir. 6. saatte biyofilm olusumu en diisiik seviyedeyken (OD 0,66+0,01), 28.
saatte en yiiksek seviyeye (OD 5,47+0,03) ulagmistir. EPS {iretimi de bakteri gelisim
stiresiyle artmig ve 6. saatte EPS iiretimi 486,7+2,0 mg/L ile en diisiik seviyedeyken,
1033,8+1,0 mg/L ile 12. saatte en yiiksek seviyeye ulagmistir. Bilyliime egrisi, tipik bir
bakteri biiyiime egrisini takip etmis ve lag faz1 6 saat siirerken, logaritmik faz 28 saat
sirmiistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, biyofilm olusturma yetenegi ile EPS
tretimi arasinda pozitif yonde gii¢lii ve anlamli bir korelasyon oldugu (r=0,814) ve
aralarindaki korelasyonun p<0,01 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, EPS {iretim miktarindaki artisinin, biyofilm olusturma yetenegine bagh

oldugu 6n goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. L. salivarius KC27L bakterisinin biyofilm olusumu (ODs7gnm), EPS tiretim miktari
(mg/L) ve biiyiime egrisi (ODgoonm)

Tez calismasi kapsaminda yapilacak olan diger ileri caligmalarda EPS iiretimi, biyofilm
olusumu ve susun bilylime egrisi grafiklerinden elde edilmis olan {i¢ farkli biyofilm faz
diizeyini yansitacak sekilde 6., 12. ve 28. saatler se¢ilmistir. Bundan sonra yapilacak tiim

calismalarda bu saatler tizerinden devam edilmistir.
4.6. L. salivarius KC27L Susunun Planktonik ve Biyofilm Bilesenlerinin izolasyonu

L. salivarius KC27L susunun planktonik ve biyofilm hiicrelerinin izolasyonu bakterinin
biyofilm evreleri arasinda yer alan erken biyofilm (6. saat), ara biyofilm (12. saat) ve olgun
biyofilm (28. saat) fazlarina denk gelen siireler iginde gergeklestirilmistir. Oncelikle, izole
edilen bilesenlerin protein (Sekil 4.8) ve karbonhidrat (Sekil 4.9) miktarlar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Planktonik ve biyofilm hiicrelerinin protein miktarlari

KC27L susunun biyofilm ve planktonik hiicre bilesenlerinin protein miktarlar
hesaplandiginda, biyofilm hiicrelerinin en diisiik protein miktarina 6. saatte (20,65+0,10
ug/mL) en yiiksek protein miktarina ise 24. saatte (22,09+0,20 ug/mL) rastlanilmistir.
Planktonik hiicrelerde biyofilm hiicrelerinde oldugu gibi en diisiikk protein miktar
21,78+0,10 ug/mL ile 6. saatte, en yiiksek protein miktar1 ise 22,55+0,30 pg/mL ile 24. saatte
tespit edilmistir. Planktonik ve biyofilm matriks bilesenlerinin en diisiik karbonhidrat
miktarina 6. saatte (sirasiyla; 116,1+1,0 ve 73,8+1,0 mg/L) en yiiksek karbonhidrat
miktarina ise 24. saatte (sirasiyla; 289,7+3,0 ve 109,1+2,0 mg/L) sahip oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.9. Planktonik ve biyofilm hiicrelerin karbonhidrat miktarlar
4.7. EPS’lerin Monomer Kompozisyonunun HPLC ile Arastirlimas:

Ligilactobacillus salivarius KC27L bakterisinin planktonik ve biyofilm matriks
bilesenlerinden elde edilen EPS’lerinin monomer kompozisyonu tayini HPLC (Yiiksek
Performansli Sivi Kromotografisi) ile yapilmistir. KC27L bakterisinin planktonik ve
biyofilm matriks bilesenlerinden elde edilen EPS’nin monosakkarit kompozisyonunda
glikoz, arabinoz, mannoz ve siikroz sekerlerinin varlig1 taranmistir. Ancak, planktonik ve
biyofilm matriks bilesenlerinden elde edilen EPS’lerde bu sekerlerin varhigina
rastlanilmamistir. EPS’lerin monosakkarit bilesenlerinin belirlenmesi i¢in daha farkl

sekerlerin taranmas1 gerekmektedir.
4.8. EPS’lerin Molekiil Agirhiklarimin SEC ile Arastirillmasi

Ligilactobacillus salivarius KC27L bakterisinin planktonik ve biyofilm hiicrelerinden elde
edilen EPS’lerinin molekiiler agirliklarinin belirlenmesi i¢cin SEC (Biiyiikliikkge Ayirma
Kromatografisi) analizi yapilmistir. Bakterinin planktonik EPS’lerinin ve biyofilm
EPS’lerinin SEC analizi ile molekiiler agirliklar tespit edilememistir. SEC analizi diisiik
molekiiler agirliga sahip molekiillerin molekiiler agirligimin tespit edilmesinde

kullanilmadigindan, EPS’lerin molekiiler agirhiginin belirlenmesinde diisiik molekiiler
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agirhiklarin - tespit eden yoOntem/yontemlerin  (gaz  kromatografisi, jel filtrasyon
kromatografisi, elektrosprey iyonizasyon, viskozimetri) kullanilmasi1 gerekmektedir.

4.9. L. salivarius KC27L Susunun Antibiyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

L. salivarius KC27L bakterisinin, saf (su ile ¢oziilmemis) ve 1:1, 1:2, 1:3 (v/v) oranlarinda
distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis planktonik ve biyofilm yasam formlarinin erken
(6. saat), ara (12. saat) ve olgun (28. saat) EPS’lerinin, biyofilm olusturma kapasitesine sahip
olan ve tez calismasinda pozitif kontrol olarak kullanilan MRSA ATCC 43300 iizerindeki
antibiyofilm 6zellikleri mikroplaka yontemine gore degerlendirilmistir. Mikrobiyal yapisma
inhibisyonu (%) Boliim 3.13’de verilen formiile gore hesaplanmustir. L. salivarius KC27L
bakterisinin biyofilm yasam formlarindan elde edilen EPS’ler arasinda, 24. saatte elde edilen
EPS’nin (saf EPS, su ile ¢oziilmemis) %54,4 ile MRSA ATCC 43300 bakterisinin

olusturmus oldugu biyofilmi en yliksek oranda engellerken 6. saatte edilen EPS’nin 1:3 (5
uL distile su: 15 uL EPS) konsantrasyonunda en diisiik (%15,6) oranda engelledigi
goriilmistiir. Planktonik formdaki EPS’lerin antibiyofilm etkileri incelendiginde; L.

salivarius KC27L bakterisinin 28. saatte iretmis oldugu EPS’lerin (saf EPS, su ile
¢oziilmemis) biyofilm olusumunu en yiiksek oranda (%60,7) engelledigi, 24. saatte iiretilen
EPS’nin 1:3 (5 uL distile su: 15 pL EPS) konsantrasyonda biyofilm olusumunu en disiik
oranda (%30,6) engelledigi tespit edilmistir (Sekil 4.10). Sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde, KC27L’ nin saf olarak (suda ¢ozilmemis) ve 1:1, 1:2, 1:3 (v/v)
oraninda distile su igerisinde c¢oziilerek hazirlanmigs planktonik ve biyofilm yasam
formlarmin erken (6. saat), ara (12. saat) ve olgun (28. saat) EPS’leri MRSA ATCC 43300
bakterisinin olusturdugu biyofilmi, hazirlanan konsantrasyonlara ait biyofilm formdaki
EPS’lerin %15,6-54,4 oraninda; planktonik yasam formu EPS’lerinin ise %30,6-60,7
arasinda degisen oranlarda engellendigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). Her iki yasam formunda
da en uygun EPS konsantrasyonunun saf EPS (su ile ¢oziilmemis) oldugu saptanmis olup,
EPS konsantrasyon orani arttik¢a, patojen bakterinin biyofilm kontrol yiizdesinin daha iyi
sonu¢ verdigi saptanmistir. MRSA ATCC 43300’in kontrolii i¢in KC27L nin iki yasam
formunun (biyofilm ve planktonik yasam formu) su ile ¢éziilmemis EPS’leri (saf EPS) 4
saat icinde yaklasik %50 giderim saglamistir. Suda ¢oziilmemis saf biyofilm EPS’leriyle ¢ok
bir farki olmamasinin yani sira, planktonik EPS’ler %5-10 oraninda patojen bakteri tizerinde

daha 1yi inhibisyon olusturmustur.
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Sekil 4.10. Planktonik ve biyofilm EPS’lerinin % biyofilm inhibisyonu

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki EPS’lerin % biyofilm inhibisyonu

% Biyofilm inhibisyonu
Patojen Oran
Bakteri 6. saat Biyofilm EPS 6. saat Planktonik EPS
Saf EPS 1:1 1:2 1:3 Saf EPS 1:1 1:2 1:3
49,4+1,0 | 39,61£2,0 | 32,7+4,0 | 15,6+0,7 | 60,5+2,0 | 41,7£1,0 | 33,1£2,0 | 31,7+2,0
12. Saat Biyofilm EPS 12. saat Planktonik EPS
S Saf EPS 1:1 1:2 1:3 Saf EPS 1:1 1:2 1:3
g 50,5£1,0 | 39,9+1,0 | 32,243,0 | 16,8+1,0 | 59,5£1,0 | 51,7£2,0 | 35,2+1,0 | 32,2£1,0
é 24. saat Biyofilm EPS 24. saat Planktonik EPS
é Saf EPS 1:1 1:2 1:3 Saf EPS 1:1 1:2 1:3
= 54,4+2,0 | 39,5+1,0 | 32,9420 | 19,4£1,0 | 59,1£3,0 | 50,643,0 | 33,6+2,0 | 30,614,0
28. saat Biyofilm EPS 28. saat Planktonik EPS
Saf EPS 1:1 1:2 1:3 Saf EPS 1:1 1:2 1:3
48,9+1,0 | 40,5£3,0 | 28,3£2,0 | 18,1+1,0 | 60,7+4,0 | 44,3£1,0 | 35,8+2,0 | 36,7+4,0

Farkl1 konsantrasyonlarda biyofilm ve planktonik EPS’lerin uygulamasinda, MRSA ATCC
43300 tarafindan olusturulan biyofilmin % inhibisyonu ile EPS konsantrasyonlar1 arasindaki
iliski regresyon analizi ile tespit edilmis ve konsantrasyon artisi ile biyofilm inhibisyonu
arasinda iligkinin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<<0,05). Coklu r degeri
0,885 olmasi sebebiyle biyofilmin % inhibisyonu ile EPS konsantrasyonlari arasinda giiglii

ve pozitif bir korelasyon tespit edilmistir.
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4.10. L. salivarius KC27L’nin DNaz | Enzimi ile Biyofilm Matriksindeki eDNA’nin

Belirlenmesi

KC27L’nin olgun biyofilminin (28. saat) (Olgun biyofilmlerin, erken ve ara biyofilm
fazlarina gore daha fazla miktarda eDNA icermesi sebebiyle bu faz diizeyi kullanilmistir)
DNaz | enzimi ile 1, 2 ve 4 saat muamelesi sonucunda, DNaz | enziminin KC27L
bakterisinin biyofilmi {izerine etkisi Sekil 4.11°de ve enzimin biyofilm miktar1 tizerindeki
ylizde azaltma degeri Sekil 4.12°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, DNaz
I ile muamele edilen biyofilm 6rneklerinin biyofilm matriks bilesenleri arasinda yer alan
eDNA’larinin, DNaz I enzimine karsi duyarli olduklar1 ve DNaz I enziminin bakterinin
biyofilm miktar1 tizerinde bir azalmaya sebebiyet verdigi tespit edilmistir. DNaz I enziminin
farkl1 inkiibasyon saatlerinde etkisinin belirlendigi ¢alismada, enzimin 1 saat igerisinde etki
gosterdigi ve bakterinin biyofilm yapisinda %57,51 oraninda bir azalma gosterdigi
saptanmistir. Ayrica, DNaz I’in KC27L bakterisinin olgun biyofilm (28. saat) yapilarini
zayiflattig1 ve 4 saat sonunda biyofilm yapisini %70,64 oraninda giderdigi saptanmuistir.
Calismadan elde edilen bulgulara dayanarak KC27L bakterisinin eDNA varligina sahip
oldugu ve eDNA’nin olgun biyofilmler lizerinde matriks biitlinliigiinii saglamada yapisal ve
fonksiyonel role sahip oldugu gosterilmistir. Bu veri, LAB’nde DNaz | ile muamele sonucu

eDNA’nin varligini ortaya koyan nadir ¢alismalar arasinda yer almaktadir.

Dnaz I Enziminin KC27L Bakterisinin Olusturmus Oldugu Biyofilm Uzerine
Etkisi
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Sekil 4.11. Olgun biyofilmlerin (28. saat) DNaz I enzimi ile muamele edilmeleri sonrasi
mikroplakalarda dlgiilen biyofilm miktarlar
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5. TARTISMA

Biyofilmler, proteinler, polisakkaritler ve niikleik asitten (eDNA) olusan ekstraseliiler
polimerik maddeler (EPM)’in bulundugu bir matriksle kaplanmis, genellikle yiizeylerde
veya araylizlerde goriilebilen oldukca organize mikrobiyal topluluklardir. Biyofilmlerdeki
bakteriler, serbest yagayan (planktonik) bakterilere kiyasla sosyal etkilesimlerin olusumuna,
besin aligverisi hizinin artmasina, kurumaya, antimikrobiyal tedaviye ve biyositlere karsi
toleransin artmasi gibi avantajlara sahiplerdir (Schwibbert, Richter, Kriiger ve Bonse, 2024).
Biyofilmler, paslanmaz ¢elik, plastik, polistiren ve cam gibi gesitli malzemeler iizerinde
ortaya ¢ikabilir (Tomé ve digerleri, 2023). Yaygimn varlig1 ve ¢esitli ekosistemlere olan
etkileri nedeniyle énemli bir arastirma alani haline gelmistir. Bu etkiler ¢evre tizerindeki
hem olumlu hem de olumsuz etkileri kapsamaktadir (Kodakkat ve digerleri, 2024). Biyofilm
terimi, genellikle insan hastaliklarindan sorumlu olan ilgili riskler, antibiyotik direnci,
enfeksiyonlar, dezenfeksiyon ve temizleme islemlerine karsi direng gostererek kontrol altina
alma giicliikleri ile iliskilendirilir. Bu komplikasyonlara 6ncelikle L. monocytogenes, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, S. enterica, Candida albicans gibi
patojen mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmler neden olur (Kim, Kim ve Oh, 2022).
Ancak, cesitli alanlarda gozlemlenen olumsuz zorluklardan tiim biyofilmler sorumlu
degildir. Belirli LAB’nin biyofilmleri, patojenlere ve patojenlerin iiretmis oldugu

biyofilmlere kars1 koruyucu olarak kullanilabilir (Mgomi ve digerleri, 2023).

LAB, karbonhidrat katabolizmasinin son uriinii olarak laktik asit tretir. Bununla birlikte
benzersiz organoleptik 6zelliklerle sonuglanan tat, doku ve aromaya katkida bulunan organik
maddeler de iiretirler (Bintsis, 2018; Ayivi ve digerleri, 2020; Zapasnik, Sokolowska ve
Bryla, 2022). LAB genellikle giivenli olarak kabul edilir ve gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilir; ayrica insan bagirsaklarinin dogal mikrobiyotasin1 olustururlar (Zapasnik ve
digerleri, 2022). Biyokoruma baglaminda LAB, biiylime ve fermantasyon siireci sirasinda
hidrojen peroksit, laktik asit, asetik asit ve diisiik molekiil agirlikli maddeler (diasetil, yag
asitleri, reuterin, reuterisiklin), antifungal bilesikler (fenil laktat, propiyonat, hidroksifenil
laktat) ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal etkiye sahip bir dizi metabolit iiretmeleri

nedeniyle cok 6nemli bir rol oynamaktadir (Castellano ve digerleri, 2017).

Biyofilm iyilestirme stratejilerinin ¢ogu, biyofilm olusumunun erken asamalarini 6nleyen

biyofilm inhibisyon ajanlarini veya biyofilm hiicre toplulugunu bozmay1 amaclayan



74

biyofilm dagitma ajanlarini igerir (Fleming ve Rumbaugh, 2017; Verderosa, Totsika ve
Fairfull-Smith, 2019). Giliniimiizde geleneksel antibiyotikler yerine probiyotik LAB’nin
kullanilmasi1 biyofilm giderimi ve biyofilm terapétiklerinin gelecegi i¢in heyecan vericCi
beklentiler sunmaktadir (Giordani, Parolin ve Vitali, 2021). LAB’nin belirli siit liriinlerine
ve fermente gidalara dahil edilmesi yalnizca iiriin kalitesini yiikseltmekle kalmaz, ayni
zamanda zararli mikroorganizmalar tarafindan biyofilm olusumunun azaltilmasina da
yardimci olur (Soderling, Marttinen ve Haukioja, 2011; Hossain ve digerleri, 2021). Bununla
birlikte, biyofilm inhibisyon c¢alismalarinda, LAB’nin lipoteikoik asit (Ahn, Baik, Yun ve
Han, 2018), biyosiirfektanlar (Ciandrini ve digerleri, 2016) ve EPS’ler (Abdalla ve digerleri,
2021) gibi yiizey bilesenleri ve LAB tarafindan {iretilen protein ve organik asitler biyofilmi
inhibe etmek icin antibiyofilm ajanlar1 olarak gorev yapabildikleri ve LAB tarafindan
iiretilen biyofilmlerin, bozulma ve patojenik mikroorganizmalarin gelisimine kars1 bariyer
etkileri oldugu rapor edilmistir (Tatsaporn ve Kornkano, 2020; Li, Zhang, Zhao, Zhang ve
Chen, 2024). Yapilan tez calismasinda, gida, endiistriyel, ¢evre mikrobiyolojisi alanlarinda
biiylik bir 6neme sahip LAB’nin biyofilm olusumundaki mekanizmalarini1 detaylandirmak,
kontaminasyon, gida bozulmas1 ve/veya enfeksiyon gibi biiylik problemler yaratan patojen
biyofilmleri {izerindeki dogal ve ¢evre dostu olan LAB’nin etkilerini ve LAB-EPS’lerinin
biyofilm olusturan patojen bakteriler iizerindeki antibiyofilm aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla calismalar yapilmistir. Bu calismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii Biyoteknoloji Laboratuvart stok kiiltiir koleksiyonunda bulunan Lactobacillus ve
Streptococcus cinsine ait LAB’nin biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesi, biyofilm
matriks bilesenleri ile ilgili kimyasal ve molekiiler diizeyde yeni bilgilerin edinilmesi,
LAB’nin biyofilm olusturma mekanizmalarinin daha 1y1 anlasilabilmesi ve LAB’nin matriks
bilesenlerinden EPS’lerin patojen bakterilerin biyofilm kontrolii i¢in antibiyofilm

ozelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

LAB’nin temel biyofilm 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, bakterilerin kongo kirmizisi
ve kalkoflor beyazi igeren besiyerinde biyofilm olusumu ve polistiren yiizey {izerinde
biyofilm olusum miktarlar1 saptanmigtir. Daha sonra, biyofilm olusturdugu belirlenen
bakterilerin EPS iiretim miktarlar1 tespit edilmistir (Sekil 4.1). Yapilan calismalar
sonrasinda, kongo kirmizist ve kalkoflor beyazi igeren kati besiyeri yontemlerinde pozitif
sonug¢ veren kristal viyole yontemi ile gii¢lii biyofilm olusturdugu tespit edilen ve EPS
tiretim miktar1 en yiiksek olan bakteri se¢ilmistir. Bundan sonra yapilan ileri ¢aligmalar bu

bakteri iizerinden devam etmistir. Segilen bakterinin, planktonik ve biyofilm yasam formlari
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arasindaki farkliliklar anlamak i¢in iki hiicre formunun farkli biiytime evrelerindeki (erken,
ara ve olgun faz) EPS’leri izole edilerek miktarinin, monomer profillerinin ve molekiiler
agirliklarinin tespiti ve EPS’lerin biyofilm olusturdugu bilinen patojen bakteriye karsi

antibiyofilm ajani olarak kullanilabilirligi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

Biyofilmlerin tespiti ve miktarinin belirlenmesi i¢in kongo kirmizisi igeren kat1 besiyeri
yontemi, kalkoflor beyazi ve mikroplaka yontemi (kristal viyole ile boyama) gibi ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir (Lee, Bae, Han ve Lee, 2016; Monteiro ve digerleri, 2021).
Literatiirde, bakterilerin biyofilm olusturup olusturmadiginin tespiti i¢in kristal viyole
boyama tekniginin uygulanmasinin yeterli oldugu bildirilmektedir (Lee ve digerleri, 2016).
Ancak, yapilan tez ¢calismasinda, biyofilm olusumu i¢in gerekli temel biyofilm ¢aligmalarini
bir arada uygulayarak detayli incelemelerle ¢alismanin 6zgiin degerini arttirmak ve en dogru
sonucu elde etmek amaglanmistir. Biyofilm ile ilgili yapilan ¢alismalarda kristal viyole
boyama ve kongo kirmizisi metodlarinin kullanildigi ¢alismalarda LAB’nin izolasyon
kaynag1 olarak peynir (Akoglu, 2020), insan tiikiiriigii ve gaitast (Rashtchi ve digerleri,
2022), siit (Rezaei ve digerleri, 2023), kegi, koyun ve inek kolostrumu (Dbeibia ve digerleri,
2023), meyve-sebze (Banik ve digerleri, 2023), eksi maya (Nami ve digerleri, 2024)
ornekleri kullanilmigtir. Tez ¢aligmasinda kullanilan LAB’leri bu kaynaklardan farkli olarak
TGIS ve TG’dan elde edilmistir. LAB'nin biyofilm olusturma yeteneginin sustan susa
degistigi bilgisi dogrultusunda (George ve Halami, 2019), izolasyon kaynagindan dolay1
olugabilecek farkli sonuglar elde edebilme potansiyeli mevcut oldugundan ii¢ yontemle elde

edilen sonuglarin literatiire kazandirilmasi1 amaglanmustir.

Kongo kirmizisi, benzidin-diazo-bis-1-naftilamin 4-siilfonik asidin sodyum tuzudur.
Mikrobiyal seliiloza kars1 giiclii afiniteye sahiptir (Bhowmick ve digerleri, 2011). Boyanin
molekiiler yapisi, iki aromatik halka ve bunlarin arasinda bir azo grubu igerir. Bu azo grubu,
polisakkaritlerin hidroksil gruplari ile hidrojen bagi olusturabilir. Kongo kirmizisi boyasi,
EPM'deki polisakkaritlere baglanir. Bu baglanma, boyanin renginde degisiklige neden olur
ve koloniyi siyaha doniistiirtir (Wood, Erfle, Teather, 1988; Furtuna, Debora, Wasito, 2018).
Kongo kirmizisi igeren kati besiyeri yontemine gore inkiibasyon sonucunda besiyerinde
siyah renkte koloni olusturan bakteriler biyofilm pozitif, olusturmayanlar ise biyofilm
negatif olarak degerlendirilmektedir (Landeta ve digerleri, 2013; Niederle ve digerleri,
2019). Arastirmacilar, kongo kirmizisinin biyofilm matriksindeki protein ve

polisakkaritlerle kompleks olusturarak koloniye siyah bir renk verdigini ve renk
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yogunlugunun, biyofilm matriksinin yogunluguna bagli oldugunu belirlemislerdir
(Rollefson ve digerleri, 2011; Reichhardt ve digerleri, 2016; Lima ve digerleri, 2017). Bu
caligmada, TGIS ve TG’dan izole edilmis 96 LAB’nin biyofilm olusturma yeteneklerini
belirlemek i¢in kongo kirmizisi igeren kati besiyeri yontemi kullanilmistir. Calismada, 96
LAB’den 37’sinin kongo kirmizisi iceren MRS kati besiyerinde siyah renk koloni
olusturarak biyofilm olusumu gosterdikleri kalitatif olarak tespit edilmistir. Idicula ve
digerleri (2023), calismalarinda insan bagirsaginda yer alan probiyotik LAB’ni (L.
fermentum, L. plantarum ve L. salivarius) kongo kirmizisi igeren besiyerinde gelistirmisler
ve bakterilerin siyah koloni olusturmalar1 sonucunda biyofilm olusumu gergeklestirdiklerini
tespit etmiglerdir. Ayrica, biyofilm olusturmalarindan dolayr bu bakterilerin bagirsak
mukozasindaki kolonizasyonunu arttirdigini ve mukozada daha uzun siire kaldiklarim
bildirmislerdir. Pediococcus acidilactici ve L. plantarum’un biyofilm olusumunun
incelendigi bagka bir ¢alismada, suslarin kongo kirmizi iceren MRS kati besiyeri tizerindeki
morfolojileri incelenmis ve hem P. acidilactici hem de L. plantarum’un hiicre yiizeyinde
EPS iiretebildikleri belirlenmistir (Nguyen ve digerleri, 2020). Rappai, Beena, James ve
Aparna (2020), yaptiklar1 calismada, anne siitiinden izole ettikleri P. pentosaceus’un kongo
kirmizist iceren katt Dbesiyerinde siyah renkte koloni olusturarak EPS firetimini
gerceklestirdigini tespit etmisler ve yapilan in vitro ¢alismalar sonucunda iyi bir probiyotik
aday1 oldugunu bildirmislerdir. Niederle ve digerleri (2019), kongo kirmizist igeren kati
besiyeri yontemini uygulayarak c¢alismada kullandiklar1 bakterilerden %59,7'sinin
besiyerinde koyu renk koloni olusturarak biyofilm olusturma yetenegi gosterdiklerini rapor
etmiglerdir. Calisma sonucunda elde edilen veriler ve diger arastirmacilarin yayimlamis

oldugu veriler dogrultusunda LAB’nin biyofilm olusturdugu sonucuna varilmistir.

Kristal viyole deneyi, canli ve 6lii hiicreleri igeren matriksin boyanmasina dayanan biyofilm
biyokiitle deneylerini igermektedir (Shukla ve Rao, 2017). Kristal viyole boyas1 hem canli
hem de 6lii hiicrelere baglanabildigi i¢in, bakterinin olusturdugu toplam biyofilmin nicel
olarak belirlenmesini saglamaktadir. Kongo kirmizisi i¢eren kati besiyeri ile biyofilm
olusumunun kalitatif olarak degerlendirilmesi, ayrica mikroplaka yontemi ile kantitatif
olarak degerlendirilerek elde edilen verilerin daha giivenilir olmas1 saglanmigtir. Bu amagla,
yaptigimiz c¢alismada, kullanilan 96 LAB’nin mikroplaka yontemi kullanilarak biyofilm
olusturma kapasiteleri polistiren yiizeylerde incelenmis ve bakterilerin, 12’si giiclii, 21°1 orta
diizey ve 14’linlin zayif biyofilm olusturdugu ve 49’unun ise biyofilm olusumu

gerceklestirmedigi belirlenmistir (Sekil 4.1). Literatiirdeki benzer ¢aligsmalar incelendiginde,
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Idicula ve digerleri (2023), ¢alismalarinda kullandiklar1 bakterilerin biyofilm olusumunu
degerlendirmek amaciyla mikroplaka yontemini kullanmiglardir. Aragtirmacilar, ortalama
OD degeri, ODc degerinden yiiksek ¢ikan bakterilerin, biyofilm olusturdugunu kabul
etmislerdir. Calismada kullanilan tiim Lactobacillus suslarinin, OD degeri, ODc degerinden
daha yiiksek bulunmus ve gii¢lii biyofilm olusturma yetenegi gosterdikleri rapor edilmistir.
Polistiren mikroplaka yontemi kullanilarak LAB suslarinin  biyofilm olusumunun
incelendigi bir ¢alismada, Lactobacillus cinsine ait suslarin biyofilm olusturma yetenekleri
teflon yiizeylerde kristal viyole deneyi ile incelenmis ve Levilactobacillus brevis susunun
biyofilm olusturma kapasitesinin oldukga yiiksek oldugu (ODsgonm 1,336), buna karsin L.
plantarum (ODsgonm 0,127), L. acidophilus (ODsgonm 0,115) ve L. rhamnosus’un (ODsgonm
0,107) biyofilm olusturma yeteneklerinin zay1f oldugu ifade edilmistir (Klimko ve digerleri,
2020). Benzer sekilde, Ait Ouali ve digerleri (2014), siit tanklar1 ve sagim makineleri
yiizeylerinden izole ettikleri 130 LAB'nin 96 kuyucuklu polistiren mikroplakalarda biyofilm
olusturma yeteneklerini incelemisler ve bakterilerden sadece 5’inin biyofilm olusturabildigi,
bunlar i¢erisinden de L. brevis (ODsgsnm 0,78) ve L. pentosus (ODsgsnm 0,75) suslarinin giiglii
biyofilm olusturduklari rapor etmislerdir. Mikroplakalarda yapilan baska bir ¢alismada,
probiyotik L. rhamnosus susunun belirli kosullar altinda biyofilm olusturabildigi ve bu susta
yer alan luxS geninin biiyiime ve biyofilm olusumunda 6nemli bir role sahip oldugu
bildirilmistir (Lebeer ve digerleri, 2007). Arastirmalar, ¢calismamizla benzerlik gostermistir.
Elde edilen sonuglara gore, ¢alismamizda kullanilan LAB’lerinin abiyotik yiizey iizerinde
gliclii biyofilm olusturma yeteneklerine sahip olmasi nedeniyle, patojen mikroorganizmalar

ile rekabet ortami1 sunacagi 6n goriilmektedir.

Kongo kirmizisi igeren kati besiyerinde siyah renkte koloni olusturarak biyofilm olusturdugu
tespit edilen 37 LAB’nin mikroplaka yontemi kullanilarak biyofilm olusturma kapasiteleri
polistiren yiizeylerde incelendiginde bu bakterilerin, %18,9’unun gii¢lii, %13,5’inin orta,
%13,5’inin zayif biyofilm olusturdugu, %54,1’inin ise biyofilm olusturmadigi tespit
edilmistir. Kullanilan 96 LAB’nden en yiiksek biyofilm degerine L. salivarius KC27L (OD
6,58+0,02) nin sahip oldugu ve giiglii biyofilm olusturdugu belirlenirken en diisiik biyofilm
degerine ise Lactobacillus sp. KC47L (OD 0,154+0,05)’in sahip oldugu ve biyofilm
olusturmadigi tespit edilmistir. Bakteriler arasindan L. salivarius KC27L’nin (OD
6,58+0,02), calismada kullanilan pozitif kontrol olan MRSA ATCC 43300 susu (OD
6,44+0,15) ile yakin degerler gostererek potansiyel giiclii biyofilm olusturdugu gézlenmistir

(Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglar, biyofilm olusumunun ayn tiir igerisindeki farkli suglara
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gore bile degisiklik gosterdigi ve biyofilm olusturma yetenegi yliksek olan bakterilere karar
verebilmek igin tiirlerin yaninda suslarin da onemli oldugunu gostermektedir (Klimko,
Cherdyntseva, Brioukhanov ve Netrusov, 2020). 96 LAB'nin kongo kirmizisi igeren kati
besiyeri ve mikroplaka yontemi kullanilarak biyofilm olusturma kapasiteleri arasindaki
korelasyon Pearson Korelasyonuna gore degerlendirilmis ve r=0,23 tespit edildiginden iki

parametre arasindaki iligkinin zayif (p=0,028, p<0,05) oldugu belirlenmistir.

Bakteriyel seliilloz, Acetobacter, Achromobacter, Komagataeibacter, Agrobacterium,
Bacillus, Azotobacter, Sarcinia, Lactobacillus (Adetunji ve Adegoke, 2007) ve
Gluconacetobacter (Avcioglu, 2022) cinslerine ait gesitli bakteriler tarafindan hiicre disi
biyopolimer olarak sentezlenerek, hiicre yapismasi ve biyofilm olusumunda rol oynar
(Adetunji ve Adegoke, 2007). Seliiloz, B-(1—4) glikozidik baglarla baglanan glikoz
monomerlerinden olusan bir primer metabolit olarak sentezlenir (Quintana-Quirino ve
digerleri, 2019). Kalkoflor beyazi hem seliiloz hem de saf B-(1—3)-D ve B-(1—4)-D
glukanlara baglanan (Prete ve digerleri, 2021), besiyeri igerisine eklendiginde p-(1—3)-D
ve B-(1—4)-D glukopiranozil baglarin1 bulunduran yiizey polisakkaritlerin saptanmasinda
kullanilan ¢ok kuvvetli bir indikatordiir (Zogaj ve digerleri, 2001; Monteiro ve digerleri,
2021). Kalkoflorun baglara baglanmasi sonucu ultraviyole radyasyonla uyarildiklarinda
floresan 1s1ma yaptiklar1 gozlenmektedir (McLennan ve digerleri, 2008; Monteiro ve
digerleri, 2021; Prete ve digerleri, 2021). 96 LAB’nin kalkoflor beyaz1 iceren MRS kat1
besiyerinde biyofilm yapisina kalkoflor baglama yeteneginin incelendigi bu tez
caligmasinda, 60 bakterinin biyofilm yapisindaki seliiloz veya tiirevi bir karbonhidratin
kullannrmina bagli olarak UV 15181 altinda floresan 1s1ma yapabildigi, 36 bakterinin ise
biyofilm yapisinda selilloz veya tirevinin bulunmamasi dolayisiyla kalkoflorun
baglanamadigi ve UV 15181 altinda herhangi bir 1simanmn séz konusu olmadigi tespit
edilmistir. Solano ve digerleri (2002), biyofilm olusumunda kalkoflor beyazini kullandiklar
bir ¢alismada, Salmonella enteritidis izolatinin kalkoflor i¢eren kat1 besiyerinde ve floresan
boyanin B-glukanlar1 bagladig1 ve seliiloz tiirevi EPS’leri sentezleyemeyen izolatlarin
biyofilm olusturmadiklarini rapor etmislerdir. Lauer Cruz ve de Souza da Motta (2019), EPS
tiretiminin degerlendirilmesinde kullandiklar1 kalkoflor beyazi igeren kati besiyerinde, ¢ig
stitten izole edilen P. fluorescens PL5.4 susunun 365 nm dalga boyunda UV 1s181ina maruz
birakildiginda floresan 1s1ma gosterdigini, ancak P. fluorescens PL7.1 susunun floresan
1s1ma yapamadigini tespit etmislerdir. Ayrica, aragtirmacilar, kalkoflor iceren besiyerinde

gelistirilen bakterilerin mavi-yesil bir floresan 1s1ma sergilemesini EPS {iretiminin bir
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gostergesi olarak bildirmislerdir. Simdiye kadar yaptigimiz literatiir taramalar1 sonucunda
LAB’lerinin kalkoflor beyazi igeren kati besiyeri kullanilarak EPS {iretiminin nitel olarak
incelendigi ve onemli bir biyofilm matriks bileseni olan seliiloz ve tlirevlerinin LAB
biyofilmlerinde varligini ortaya koyan ¢aligmalarin kisith oldugu goriilmektedir. Bu ¢alisma
ile birlikte LAB’nin, biyofilm matriks bileseni olan seliiloz veya onun tiirevi karbonhidratlari

iiretilebildiklerine dair kanitlar ortaya koyulmaktadir.

Analiz edilen iki yontemde (kongo kirmizisi i¢eren kati1 besiyeri ve mikroplaka yontemleri)
biyofilm olusumunun kalitatif ve kantitatif degerlendirilmesi ile pozitif sonug veren ve gliclii
biyofilm olusturdugu kabul edilen 7 bakterinin (L. salivarius KC27L, L. acidophilus BAZ29,
Lactobacillus sp. GLK3, Lactobacillus sp. ZDM121, Lactobacillus sp. 713, Streptococcus
sp. KC13L, Streptococcus sp. DZM131) kalkoflor beyazi iceren kati besiyerinde L.
salivarius KC27L, L. acidophilus BAZ29, Lactobacillus sp. 713, Streptococcus sp. KC13L
ve Lactobacillus sp. GLK3 suslarimin (%71,4) EPS iiretimleri sonucu UV 1sikta 1s1ma
yapabildigi ve biyofilm yapisinda seliiloz bulundugu; Lactobacillus sp. ZDM121 ve
Streptococcus sp. DZM131 suslarinin (%28,6) biyofilm yapisinda seliiloz bulunmadigi ve

kat1 besiyeri ylizeyinde EPS tiretmedikleri i¢in herhangi bir 1s1ma gézlemlenmemistir.

Mikroorganizmalar tarafindan iretilen yiikksek molekiiler agirlikli polimer olan EPS’ler
(Zhang, Che ve Wu, 2022), mikroorganizmalarin yiizeylere tutunmasinda, biyofilm
matriksinin temel yapisini olusturmada ve su ile iyonlarin tutulmasinda 6nemli rol oynarlar
(Ruijgrok, Wu, Overkleeft ve Codée, 2024). EPS iireten nemli LAB arasinda Lactobacillus,
Lactococcus, Bifidobacterium, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Streptococcus,
Enterococcus cinslerine ait tiirler yer almaktadir (Angelin ve Kavitha, 2020). Calismamizda,
kongo kirmizisi igeren kati besiyerinde biyofilm olusturdugu tespit edilen 37 LAB’nin kiiltiir
ortamindaki EPS iiretim miktarlar1 fenol-siilfiirik asit metodu ile belirlenmistir. Bakterilerin
EPS iiretim kapasitesinin 192-984 mg/L arasinda degisirken, en yiiksek EPS iiretim
miktarinin 984,0+3,0 mg/L ile L. salivarius KC27L ve 634,4+4,0 mg/L ile Lactobacillus sp.
GLK3 bakterilerinde, en diisiik EPS iiretim miktarinin ise 192,1+2,0 mg/L ile Lactobacillus
sp. U40 ve 241,5+1,0 mg/L ile Streptococcus sp. KC14L bakterilerinde oldugu tespit
edilmigstir (Sekil 4.3). EPS iiretimi susa 6zgii oldugu ve EPS iiretiminin ortam kiiltiir
ortaminin pH’1, Sicaklikligi, inkiibasyon siiresi ve kiiltiir ortaminin bilesimi gibi ¢esitli
faktorlerden etkilendigi bildirilmektedir (Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-Gavilan, 2005).

Yapilan ¢alismalar EPS’lerin iiretimi sirasinda ¢esitli kosullarin optimizasyonunun, EPS
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veriminde bir artiga yol agabilecegini gostermektedir (Almansoory, Al-Baldawi, Hazaimeh,
2020; Rabiya ve Sen, 2022). LAB suslar1 tarafindan EPS’lerin retimi, retim siireci
optimize edilmemis ortamlarda 10 mg/L ila 400 mg/L arasinda degistigi rapor edilmistir
(Juraskova, Ribeiro ve Silva, 2022). Fuso ve digerleri (2023), c¢alistiklar1 ii¢ farkli
Lactobacillus tiirii (L. paracasei, L. rhamnosus, L. bulgaricus) i¢in karbon kaynagi olarak
bes farkli mono ve disakkarit kullanilarak EPS {iretme yeteneklerini inceledikleri ¢alismada
test edilen mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarinda (laktoz, fruktoz, glikoz, maltoz
ve slikroz) tiretmis olduklar1 EPS miktarlarinin 0,71 g/L ila 2,38 g/L arasinda degismekte
oldugunu ve EPS iiretiminin hem suslar hem de karbon kaynaklar1 arasinda 6nemli Slgiide
farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, EPS iiretimini maksimuma ¢ikarmak igin
karbon kaynagi seciminin ve susa Ozgli tutumlarin dikkate alinmasinin Onemini
vurgulamuslardir (Fuso ve digerleri, 2023). Farkli fermente gida iiriinlerinden (peynir, lor,
fermente piring suyu, yogurt ve ayran) izole edilen LAB’nin, standart protokol izlenerek
kantitatif olarak EPS iiretiminin tespit edildigi bir ¢alismada, en yiiksek EPS tiretimi 690
mg/L ile Lactobacillus delbrueckii GRIPUMSK susunda, ardindan 620 mg/L ile
Lactococcus hircilactis CH4 ve 570 mg/L ile Lactobacillus johnsonii PUMSKGRI'de
kaydedilmistir. Bununla birlikte, en diisiik tretim 480 mg/L EPS ile Lactobacillus
leichmannii  PUMSKGRI'de bulunmustur (Srinivash, Krishnamoorthi, Mahalingam,
Malaikozhundan ve Keerthivasan, 2023). LAB’nin EPS iiretme yeteneginin arastirildig bir
diger ¢alismada, optimize kosullar kullanilarak MRS besi ortaminda %35 oraninda inokulum
ve 24 saat fermente edilen bakterilerin farkli kapasitelerde EPS sentezleyebildikleri (L.
plantarum 1513,1 mg/L, Lacticaseibacillus casei 1064,6 mg/L) ve L. plantarum’un su ana
kadar rapor edilen bakteriler arasinda en yiiksek EPS {ireten sus oldugunu rapor etmislerdir
(Tao ve digerleri, 2022). Yapilan literatiir taramasi sonuglarina gore, calismamizda
kullandigimiz bakterilere ait EPS iiretim miktarlarinin diger c¢alismalar ile farklilik
gostermesinin nedeninin farkli izolasyon kaynagindan elde edilmis olmasindan, izolat
bazinda olusan farkliliklardan, farkli karbon kaynaklarindan, inkiibasyon siiresinden ve

inokiilasyon yiizdesinden kaynaklanmig olabilecegi diistiniilmiistiir.

Kalkoflor beyazi iceren kati besiyeri, kongo kirmizi igeren kat1 besiyeri ve mikroplaka
okumalar: arasinda ortalama EPS iiretim miktarlar1 bakimindan degerlendirmek i¢in tek
yonlii ANOVA testi ardindan Tukey testi uygulanmustir. Bu istatistik ile kalkoflor beyazi ve
kongo kirmizi igeren kati besiyerlerinin kullanildigir yontemlerde pozitif sonug¢ veren ve

mikroplaka yontemine gére OD degeri yiiksek bakteriler arasinda istatistiksel olarak anlamli
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farklar oldugu (F degeri 12,45) ve kalkoflor beyazi ve kongo kirmizisi igeren kati
besiyerinde pozitif olarak degerlendirilen bakterilerin daha fazla EPS iirettigi ve bu farkin
da istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Ek olarak, mikroplaka yonteminde OD
degeri yiiksek olan bakterilerin daha fazla EPS iirettigi ve bu farkin da istatistiksel olarak

anlamli oldugu (r=0,654; p=0,00; p<0,05) goriilmiistiir.

Yapilan tez caligmasinin bundan sonraki ileri diizey biyofilm incelemelerinde kullanilmak
iizere, 96 LAB’sinden kongo kirmizisi igeren kat1 besiyerinde siyah koloni olusturarak
pozitif sonu¢ veren, kristal viyole boyama yonteminde elde edilen verilere gore giiclii
biyofilm olusturan, kalkoflor beyazi igeren kat1 besiyerinde biyofilm yapisindaki seliiloz ve
tirevlerinin varligi nedeniyle UV 1s1k altinda floresan i1sima yapan ve buna ek olarak
biyofilm olusturan bakteriler arasinda EPS iiretim yetenegi en yiiksek sus olarak tespit edilen
L. salivarius KC27L secilmistir. Bu asamadan sonra biitiin calismalarda KC27L

kullanilmistir.

Bakteriyel biiyiime egrisi, belirli bir zaman araliginda bir bakteri popiilasyonunun
sayisindaki degisimleri gosteren grafiksel bir temsildir. Bu egri, bakterilerin ¢ogalma ve
hayatta kalma yeteneklerini anlamak i¢in 6nemli bir aractir (Yang, Ke ve Li, 2021). Bu amag
dogrultusunda, ileri analizler i¢in se¢ilen KC27L nin biiylime egrisi olusturulmustur. Tipik
bir mikrobiyal popiilasyondaki zamana bagli artisin sematik olarak gosterildigi egride; uyum
asamasi (lag fazi), tistel biiyiime asamasi (logaritmik faz), duragan asama (durgunluk fazi)
ve Oliim asamasi (6liim faz1) olmak iizere 4 asama vardir (Peleg ve Corradini, 2011). Lag
fazinda hiicreler yeni bir ortama uyum saglamak amaciyla hiicre i¢i degisikliklere ugrar ve
hiicre ¢ogalmasit ¢ok az gerceklesir veya hi¢c gerceklesmez. Logaritmik faz sirasinda
hiicreler, hiicre sayisiyla orantili bir oranda ¢ogalir ve bu da hiicre sayisinda listel bir artisa
yol acar. Besinler sinirli oldugunda veya diger ¢evresel kosullar hiicre sayisini kisitladiginda,
duragan faz baglar. Son olarak, ¢evre popiilasyonu siirdiiremedigi zaman hiicresel 6liim ve

azalan bir popiilasyon meydana gelir (Yates ve Smotzer, 2007).

Calisma bulgularimiza gore, 0-72 saat araliginda 37°C’de MRS siv1 besiyerinde gelisimi
spektrofotometrik olarak dl¢iilerek gozlemlenmis L. salivarius KC27L’de, lag fazinin 0-6.
saat, logaritmik fazinin 6-34. saat ve durgunluk fazinin 34-48. saatler arasinda belirlenmistir
(Sekil 4.4). Literatiirde LAB’nin biiyiime egrilerinin olusturuldugu bir ¢alismada, 2-26 saat

zaman araliklarinda 6lgiilen optik yogunluk degerlerine gore, LAB’nin uyum siiresi (lag
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faz1) 0-2. saat, logaritmik biiylime siiresi 2-8. saat ve 8-26. saatte ise stabil donem olarak
belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2021). Ren, Ji, Teng ve Zhang (2017) tarafindan
endiistriyel probiyotik olan L. casei’nin biiylime egrisinin ¢ikarilmasi amaciyla 0-30 saatlik
zaman araliginda, 2 saat araliklarla 600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
belirlenmistir. Elde ettikleri sonuclara gore, 1-4. saat lag fazi, 8-14. saat log faz1 ve 18-30.
saat durgunluk faz olarak belirlenmistir. Ayrica, log fazindaki bakteri hiicrelerinin, duragan
fazdaki bakteri hiicreleriyle ortiismekte oldugu, log ve duragan fazlar arasindaki hiicre
biliyiimesinin son asamalar1 i¢in zayif grup ayrimi, farkli biiyiime agsamalarinda giderek daha
heterojen bir hiicre popiilasyonunun bulundugunu, bazi hiicrelerin hala aktif olarak
metabolik degisiklikler ge¢irdigi sonucuna varmislardir (Ren ve digerleri, 2017). LAB’nde
biiytime egrisinin olusturulmasi ile ilgili baska bir ¢alismada tursudan izole edilen L.
pentosus DZ35’in MRS besiyerinde ve 30°C'de 78 saatlik fermantasyon siireci boyunca ilk
12 saatte lag fazi, 12 saatten 36 saate kadar log faz1 ve 36 saatten sonra duragan faz ile tipik
bir bliylime egrisi sergiledigi belirtilmistir (Yi, Qi, Hong, Deng ve Zeng, 2020). Yapilan
analizlerdeki inkiibasyon sartlarindaki degisiklikler ve farkli suslardan dolayr LAB’nin lag
faz1, log fazi, duragan faz ve Olim fazi siirelerinde degisikliklere sebep oldugu on
goriilmiistiir. Statik kosullar altinda bakterilerin ortama uyumunu lag fazimmin 0-12 saat
arasinda siirdligli, optimizasyon c¢alismalar1 ile bu siirenin kisaltilabilecegi bildirilmistir.
Logaritmik evreye gecis siiresi bakterinin gelisimi i¢in kullanilan besiyerine ve inkiibasyon

sartlarina gore degisiklik gosterebilmektedir (Aydin ve Aksoy, 2015).

LAB’de rutin olarak calisilan EPS iiretimlerinin, biyofilm olusumu ve bakteri gelisimi ile
baglantisinin kurulmasi1 ve veri analizlerinin yorumlanarak literatiire kazandirilmasi
amaglandig1 i¢in tez ¢alismasinda, L. salivarius KC27L nin biiylime egrisi lizerindeki 4
farkl faz diizeyinde tliretmis oldugu EPS miktarlar1 fenol-siilfiirik asit metoduna gore tespit
edilmistir. Calisma sonuclarina gére, KC27L nin EPS iiretiminin zamanla artmakta oldugu
belirlenmistir. 6. saatte (lag faz1 sonu/logaritmik faz baslangici) EPS iiretimi (486,7+2,0
mg/L) en diisiik seviyede gozlemlenmesi ile beraber 12. saatte (logaritmik faz) EPS iiretimi
(1033,8+1,0 mg/L) en yiiksek seviyeye ulagsmaktadir (Sekil 4.5). Biiyiime egrisinden (Sekil
4.4) elde edilen sonuglarina gére KC27L bakterisinin, lag fazindan sonra logaritmik faza
girdiklerinde daha fazla EPS iiretmeye basladiklar1 dogrulanmistir. EPS {iretiminin zamanla
artmasinin birkag¢ olast nedeni; (i) biiylime egrisinin logaritmik fazinda bakterilerin daha
fazla besin almasi ve daha fazla EPS iiretmek i¢in bu besinleri kullanmalari, (ii) EPS’lerin

bakterileri gevresel streslerden korumasi ve (iii) bakteriler biiyiidiik¢e ve ¢ogaldikga cevresel
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strese kars1 daha fazla korumaya ihtiya¢ duymalari olabilir (Padmanabhan ve digerleri, 2018;
Nguyen ve digerleri, 2020; Tiwari, Sasmal, Kataria ve Devi, 2020). Bakteriler duragan faza
girdiginde, besin eksikligi yasadiklarindan daha az EPS iiretmeye baslarlar. EPS, bakterileri
cevresel streslerden korur ve durgunluk fazda bakteriler logaritmik faza gore daha az
cevresel strese maruz kaldiklarindan daha az EPS iiretebilirler (Galli, Venturi, Coda, Maina
ve Granchi, 2020; Chen ve digerleri, 2021; Khalid, Asgher, Hussain ve Igbal, 2022). Bu
sebeplerin, KC27L nin EPS iiretiminin durgunluk fazinin baslangici olan 34. saatten sonra

azalmasinin nedeni oldugu 6n goriilmiistiir.

LAB!'lerinin logaritmik fazin basinda, log fazi sirasinda veya sonunda ve/veya durgunluk faz
sirasinda EPS iiretebildikleri bulunmustur. Ayrica, aynmi tliriin farkli suslarmin, farkl
biiylime evrelerinde EPS firettigi de bildirilmistir (Lin ve Chien, 2007; Laws ve digerleri,
2009). Abid ve digerleri (2018), probiyotik LAB’leri biyokiitle biiyiimesinin kinetigi ve EPS
iretimi ¢aligmalarinda lag fazini 4 saat olarak gozlemlemislerdir. Suslarin biyokiitlesi
yaklagik 34 saatte maksimuma ulasirken, P. pentasaceus DPS'nin maksimum biiylimesine
ulagmasi yalnizca 29 saat siirmiistiir. Durgunluk fazin sonunda, canli sayimlar 53 saatlik
inkiibasyonun ardindan énemli 6l¢iide azalmistir. LAB i¢in EPS iiretimi genellikle biiylime
ile iliskilendirilmistir (Nachtigall ve digerleri, 2020). Hiicre biiyiimesi ve EPS salgilanmasi
arasindaki korelasyonlar birgok ¢alismada rapor edilmistir (Gerbersdorf ve Wieprecht, 2015;
Jayathilake ve digerleri, 2017). Literatiirde bildirilen sonuglara gore, EPS iiretimi, hiicre
biiylimesine paralel olarak, logaritmik faz ile birlikte arttig1 ve duragan faz sirasinda azaldigi
belirtilmistir. EPS konsantrasyonun, logaritmik faz sirasinda biiyiime siiresi ile azaldigi,
ancak duragan faz sirasinda sabit kaldigi ifade edilmistir (More, Yadav, Yan, Tyagi ve
Surampalli, 2014).

Tez c¢alismasi1 ve literatlir verileri dogrultusunda bakteri biliylime egrisi boyunca EPS
tiretiminin incelendigi calismalar ile benzer sonuglar gostermektedir. Bakteri popiilasyonu
logaritmik (listel) biiylime agamasindayken EPS {iretiminin en yliksek seviyede olmasi, bu
asamada bakterilerin aktif olarak ¢ogalmasindan (Wang, Fan, Chen, Terentjev, 2015) ve
yeni hiicre duvarlariin olusumu i¢in polisakkaritlere ihtiya¢ duyulmasindan (Flemming,
2016) kaynaklanabilir. Biiylime egrisi durgunluk fazina gectiginde ise besinlerin tikenmeye
baslamasi ile birlikte EPS iiretiminin azaldig1 ve 6liim asamasi ile birlikte EPS iiretiminin

sonlandig1 ifade edilmektedir (Mishra ve Jha, 2013; Ergene ve Avci, 2016).
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Biyofilm olusumu erken, ara ve olgun asamalardan olusmaktadir (Mohammed ve digerleri,
2018; Zou ve Liu, 2020). Erken asama biyofilmler, geri doniisiimlii ve geri donilisiimsiiz
tutunma asamalarini icerir (Karygianni ve digerleri, 2020). Tutunma asamasinda planktonik
hiicreler flagella ve pili gibi ylizey uzantilar1 aracilifiyla yiizeye yaklasir ve baglanir. Ancak,
bakterilerin hareketliligi, bakteri-yiizey etkilesimini kolayca asarak planktonik duruma geri
donebilir. Geri doniisii olmayan tutunma asamasinda, baslangicta baglanan bakteriler,
ylizeye kovalent olarak baglanmak i¢in EPS salgilar ve yavas yavas geri doniisiimsiiz
tutunma gergeklesir. Ayrica, erken biyofilm asamasinda, P. aeruginosa gibi baz1 bakteriler
tip IV pilinin aracilig1 ile yiizeyle iliskili hiicrelere yapigsmak i¢in EPS'leri kullanabilir (Rabin
ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2021). Ara biyofilm agamasinda ise mikrokoloni ve
kolonilerin olusumu yer alir. Bakterilerin birikmesiyle salgilanan EPS'ler artar ve bakteri
yiizeyinde bir film tabakasi olusmasi ile mikrokoloniler olusur. Daha sonra, mikrokoloniler
daha biyiik kolonilere doniisiirek makrokoloniler olusur. Son asama ise biyofilmlerin
olgunlagmasi ve ayrilmasidir. Olgun biyofilmler, kompakt yapiya ve koordineli islevlere
sahip ii¢ boyutlu bir ag yapisi olarak goriiniir. Olgunlagmanin ardindan biyofilmler dagilir
ve bakteriler yeni bir biyofilm yasam dongiisiinii baglatmak i¢in planktonik formlara doniisiir
(Fu ve digerleri, 2021). Bu bilgiler dogrultusunda tez ¢alismasinda, biiylime egrilerindeki
lag fazinin sonu/log fazi baslangici, log fazi, log faz1 sonu/durgunluk fazi baslangici,
durgunluk fazi sonu/6liim fazi baglangici asamalarina denk gelen saatleri de iginde
kapsayacak sekilde 48 saat boyunca KC27’nin biyofilm olusum miktarlari tespit edilmistir.
Belirlenen saatlerde (erken, ara ve olgun faz) biyofilm hiicreleri, ODs7onm’de Olgiilerek,
KC27L’nin bu saatlerde trettikleri biyofilm miktarina gore biyofilmin erken, ara ve olgun
faz diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢alismanin amaci, KC27L nin biyofilm yasam dongiisiiniin
farkl1 evreleri arasindaki iligkileri ve fizyolojik oOzelliklerinin (yapisal ve metabolik
degisiklikler) ortaya c¢ikarilmasidir. L. salivarius KC27L’nin saatlere gore biyofilm
olusumunun gozlemlenmesi ve biyofilm olusturma kapasitelerinin belirlenmesi i¢in
kullanilan cut-off optik yogunluk (ODc) degerlerinin hesaplanmasi sonucu KC27L’nin
biyofilm olusumu erken, ara ve olgun biyofilm olmak iizere ii¢ asamadan olustugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, KC27L nin erken biyofilm evresi 6. saat
(OD 0,66+0,01) olarak degerlendirilmistir. Bu evrede, KC27L nin biyofilm olusumu ve EPS
tiretiminin (486,7+2,0 mg/L) en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. Bakterinin bu
asamada yiizeye geri doniistimlii olarak baglanmis oldugu ve bu evrede yiizeye tek tek veya
kiiciik gruplar halinde dagilmis oldugu (Fu ve digerleri, 2021) disiiniilmistiir. Bakterinin,

geri doniisiimsiiz olarak yiizeye baglanmasi ile mikrokoloniler olusturmaya basladig1 ve
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ylizeye daha siki bir sekilde baglandigi faz olan ara biyofilm evresi olarak 12. saat (OD
0,88+0,01) kabul edilmistir. Bu evrede, KC27L nin biyofilm olusumunun ve EPS iiretiminin
(1033,8+1,0 mg/L) artmakta oldugu belirlenmistir. Daha sonra, bakterinin 28. saatte
biyofilm olusumunun en yiiksek seviyeye ulastigi (OD 5,47+0,03) (bu sebeple 28. saat
KC27L’nin olgun biyofilm evresi olarak degerlendirilmistir) ve EPS iiretiminin (804,4+3
mg/L) azaldig1 belirlenmistir. Bu evrede, mikrokolonilerin biiyiimesi ve birlesmesi sonucu
birbiriyle baglantili bir ag olusturarak olgun bir biyofilm olustugu goriilmektedir (Fu ve
digerleri, 2021; Sauer ve digerleri, 2022). 28. saat sonrasinda KC27L’nin biyofilm olusturma
yeteneginin azalmaya baslamasi ile birlikte biyofilm olusum siirecinin dagilma asamasina
girdigi tespit edilmistir. Elde edilen bilgiler 1s1¢inda bu saatten sonra, biyofilmdeki
bakterilerin dagildigi ve yeni bir yilizeye kolonilesmek i¢in serbest kaldigi (Sauer ve

digerleri, 2022) belirlenmistir (Sekil 4.7).

Tipik olarak, inkiibasyon siiresinin LAB’nin biyofilm olusumu tizerine etkisinin incelendigi
bir ¢alismada, L. casei Y1 ve L. plantarum KF'nin biyofilm olusumunun 48. saatte
maksimum degere ulastig1 tespit edilmistir. Her iki izolat i¢inde en diisiik biyofilm olusumu
12. saat olarak belirlenmistir. Yazarlar, tiim LAB izolatlarinda biyofilm olusumunun 12. ve
24. saatlerde en diistik, 48. saatte ise en yiiksek oldugunu belirtmisler ve bu saatler arasinda
artan bir egilim gozlemlemislerdir (Kumar ve digerleri, 2017). Yapilan incelemeler
neticesinde, LAB’nin biyofilm yasam dongiisii evrelerinin zamana, ortam kosullarina ve
tiriine bagli olarak degisebilecegi, ayrica her evrenin siiresine, kullanilan o6l¢iim
yontemlerine ve deneysel kosullarina gore degisebilecegi on goriilmektedir (Martinez ve

digerleri, 2020).

Tez calismas1 kapsaminda, KC27L nin biyofilm ve EPS iiretimi, biiylime egrisi arasindaki
iligkinin ortak olarak degerlendirilmesi sonucunda (Sekil 4.7), erken biyofilm olarak tespit
edilen 6. saatte biyofilm olusumu (OD 0,66+0,01) ve EPS iiretiminin (486,7+2,0 mg/L) en
diisiik seviyede oldugu gozlemlenmis ve 6. saatte bakterinin biiyiime egrisinin (OD
1,62+0,01) ortam sartlarina adaptasyon asamasi olan lag fazinda oldugu tespit edilmistir.
Biiylime egrisinin 12. saatinde bakteri popiilasyonun hizla artmasi (OD 3,12+0,02)
bakterinin logaritmik faza girmesi seklinde yorumlanmistir. 12. saat bakterinin EPS
tiretiminin (1033,8+1,0 mg/L) en yiiksek seviyeye ulasmasi ve biyofilm olusumunun (OD
0,88+0,01) artmaya baslamasi ile bu saat ara biyofilm faz diizeyi olarak degerlendirilmistir.
24. saatte biyofilm olusumu (OD 3,85+0,03) 6nemli dl¢iide artmistir (yaklagik 4 kat) ve EPS
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tiretimi azalmaya baslamigtir (984,0+£3,0 mg/L). Biiylime egrisinin log fazinda asamasinda
yer alan 28. saatte bakterinin biyofilm olusumunun (OD 5,47+0,03) en yiiksek seviyeye
ulagsmasindan dolay1 bu saat olgun biyofilm evresi olarak belirlenmistir. 28. saatte EPS
tretiminin (804,4+3 mg/L) ise hala yiiksek seviyede oldugu ancak EPS iiretiminin 12-24
saat araligindaki kadar yiiksek olmadigi belirlenmistir. Bu da bize 28. saatte bakterilerin hala
aktif olarak biyofilm olusturdugunu ve EPS iirettigini gostermistir. Biyofilm olusumu ve
EPS iiretimi arasindaki iliski Pearson korelasyonuna gore belirlenmistir. Coklu r degeri
0,815 oldugu igin biyofilm olusumu ve EPS iiretimi arasindaki iligskinin gii¢lii ve pozitif
yonde anlamli oldugu tespit edilmis (p=0,000; p<0,05) ve bakterinin biyofilm olusum

yeteneklerinin EPS {iretiminde etkisi oldugu 6n goriilmiistiir.

Biyofilm ve planktonik fenotip birbiriyle biitiinlesmis bir yasam bigimidir. Biyofilm yasam
formu, planktonik (serbest halde yasayan) yasam formundan farkli 6zellikler sunmaktadir
(Stoodley, Stoodley, Sauer, Davies ve Costerton, 2002). Biyofilm hiicrelerini ¢evreleyen
ekstraseliiler matriks nedeniyle, biyofilm hiicreleri, planktonik hiicrelerden farkli fenotip,
genotipik ve metabolik 6zellik gosterir (Costerton, 1995; Rossi ve digerleri, 2022). iki yasam
formu ayni proteom veya transkriptomlari icermediginden dolay1 fenotipik farkliliklar
olusturur. Ayrica, biyofilm olusturan mikroorganizmalar yiizey lizerinde uygun bir nis
bulduklarinda pH, sicaklik, tuz gibi cevresel sartlarin olusturdugu stres ortamlarina
planktonik hiicrelere oranla daha fazla direng gosterirler (Stewart, 2002; Hall ve Mah, 2017).
In vitro deneylerin gogunlugu planktonik hiicreler, kati besiyeri tizerindeki koloniler ve/veya
stirekli akis sistemlerinde olusan biyofilm hiicreleri ile gergeklestirilir. Bircok ¢alismada,
planktonik ve biyofilm hiicreleri arasindaki iliski arastirtlmis ve iki yasam formu arasinda
biiytik farkliliklarin oldugu rapor edilmistir (Mikkelsen, Duck, Lilley ve Welch, 2007,
Bystriansky ve digerleri, 2019; Rumbaugh ve Sauer, 2020; Rémling, 2023). Bu amagla tez
caligmasinda planktonik ve biyofilm yasam formlari arasindaki farkliliklar ortaya
koyulmustur. LAB biyofilmlerinin, patojen-biyofilmleri ile rekabetin nasil arttirilacaginin
belirlenmesi i¢in olusturduklart biyofilm matriks bilesenlerinden EPS’in kullanilmasi ve 28
saatlik olgun biyofilmlerin DNaz I enzimi ile muamelesi sonucu eDNA’nin varliginin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, matriks yapist bilesenlerinin ve biyofilm yasam
dongiisii basamaklarinin cesitliligi nedeniyle her basamakta hangi bilesenlerin veya
mekanizmalarin ortaya ¢iktiginin belirlenmesi gerekmektedir. Yapilan tez ¢alismasinda,
literatiir galismalarina farkli bir bakis agis1 sunumak amaciyla planktonik ve biyofilm yasam

formlar1 arasindaki monomer kompozisyonu ve EPS’lerin molekiiler agirliklar
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karsilastirilmistir.  Ayrica, bildigimiz kadariyla, simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda
LAB’nin hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinin farkli biiyiime kinetiginde tirettikleri
EPS’lerinin miktarinin, monomer yapilarindaki ve molekiiler agirliklarindaki farkliliklarin
tamamiyla ele alindig1 bir ¢calisma olmamasi tez ¢alismasinin 6zgiin yanlarindan birini

olusturmaktadir.

Literatiir ¢aligmalarinda, LAB’nin ¢oziiniir EPS (sol-EPS, soluble-EPS)’leri siklikla
calisilmistir. Calismamizin 6zgiin degerini arttirmak amaciyla, pellet kismindaki planktonik
hiicrelerin ve biyofilm hiicrelerin gevsek bagli EPS’leri (LB-EPS, loosely bound-EPS)
(Brian-Jaisson ve digerleri, 2016) arasindaki farklar ortaya koyulmustur. Tek hiicreler veya
kiigiik hiicre gruplari bireysel kolonilere yol agar ve kati besiyeri ylizeyine yayilir (Costerton,
2007). Biyofilm hiicrelerinin izolasyonu (koloni biyofilm ekstrakt1) i¢in kat1 besiyeri ortamu,
biyofilm matrisinin gelismesi i¢in gerekli besinleri ve mekanik destegi sagladigi icin kati
besiyeri yiizeyinde gelisen LAB biyofilm kiiltiirlerinin hiicresiz (cell-free) siipernatantlari
calisilmistir. Bu amagla, planktonik hiicre izolasyonu i¢in siv1 besiyeri kullanimi kolay, hizli
ve verimli bir yontem oldugu i¢in s1v1 besiyerinde gelistirilen kiiltiiriin pellet kismi, biyofilm
hiicrelerinin izolasyonu i¢in kati besiyeri ylizeyi iizerinden toplanan bakteri kolonilerinin
filtre edilen siipernatanti kullanilmistir. Tez galismasinda, KC27L nin erken (6. saat), ara
(12. saat) ve olgun (28. saat) faza denk gelen biiylime saatlerinde ve yapilan tiim
caligmalarda kullanilmis olan 24 saatlik inkiibasyon siiresi i¢ginde hem planktonik hem de
biyofilm hiicrelerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Planktonik ve biyofilm yasam
formlarmin EPS’lerinin izolasyonu ve kismi olarak saflastirilmas: gerceklestirilerek,
bunlarin igermis olduklari karbonhidrat miktart fenol-siilfiirik asit yontemi ile, protein
miktari ise Bradford yontemine gore tespit edilmistir. Ayrica, 24 saatlik inkiibasyondan elde
edilen EPS’lerin HPLC ile monomer profilleri ve SEC analizi ile molekiiler agirliklart

belirlenmistir.

Planktonik ve biyofilm formlar1 arasinda biyofilm matriksi bilesenlerinden olan EPS’lerin
farkli biiyiime evrelerinde (6., 12., 24. ve 28. saat) protein miktarlarinin hesaplanmasi
sonucu, KC27L nin her iki formda farkli protein miktaria sahip oldugu tespit edilmistir.
Biyofilm yasam formunda en diisiik protein miktarina sahip evrenin 20,65+0,10 pg/mL ile
6. saat ve en yiiksek protein miktarinin ise 24. saatte (22,09+0,20 pg/mL) sahip oldugu
belirlenmistir. Planktonik hiicrelerde ise en diisiik protein miktari, biyofilm formunda oldugu

gibi 6. saatte (21,78+0,10 pg/ml), en yiiksek miktarin ise 24. saatte (22,55+0,30 pg/mL)
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oldugu goriilmiistiir. KC27L nin 6. saatte EPS {iretiminin en diisiik seviyede (486,7+2,0
mg/L) oldugu ve biyofilm olusum evrelerinden, erken biyofilm evresinde (OD 0,66+0,01)
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, bakterinin ortam sartlarina
adaptasyon asamasi olan lag fazinda (6. saat) EPS iiretimi ve biyofilm olusumunun en diisiik
seviyede oldugu bununla beraber biyofilm matriksi bilesenlerinden olan EPS’lerin her iki
yasam formunda da (planktonik ve biyofilm) protein miktarlarinin en diisiik seviyede oldugu
gozlemlenmistir. Bakterinin olgun biyofilme gecis evresi olan 24. saat itibari ile EPS iiretimi
(984,0+3,0 mg/L), biyofilm olusumu (OD 3,85+0,03) ve planktonik ve biyofilm yasam
formlarinda yer alan protein miktarin da artti1 belirlenmistir. Yapilan tez calismast ile,
bakterinin farkli biiyiime evrelerinde belirlenen farkliliklarin literatiire kazandirilmasi

saglanarak biyofilm olusum siirecine yeni bakis ag¢is1 getirmek amaglanmustir.

Resch, Rosenstein, Nerz ve Gotz (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. aureus’un
planktonik hiicrelerinin biyofilm hiicrelerine kiyasla daha fazla protein trettigini belirterek
planktonik hiicrelerin, biyofilm hiicrelerine kiyasla daha hizli biiyiidiigii ve planktonik
hiicrelerin protein sentezi i¢in daha fazla enerjiye sahip olmasina ve dolayisiyla daha fazla
protein iiretmesine neden olabilicegini tespit etmislerdir. Calismamizda yapilan istatiksel
analizler sonucu planktonik ve biyofilm formlar1 i¢in protein miktarlari arasinda istatistiksel
olarak pozitif ve anlamli bir fark oldugu (r=0,24; p<0,05), zaman arttik¢a protein miktarinin
da arttig1 ve ortalama protein miktarinin planktonik hiicrelerde biyofilm hiicrelerinden daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Farkli ¢evresel kosullar, protein sentezini diizenleyen
genlerin ekspresyonunu etkileyebilir, bu nedenle planktonik ve biyofilm hiicreleri farkli
cevresel kosullara maruz kalabilir ve bu da protein miktarlarindaki farkliliklara yol acabilir

(Song, Lou, Liu, Xiang ve Shang, 2021).

Fenol-siilfiirik asit metoduna gore karbonhidrat miktarlarinin belirlendigi galismamizda
planktonik ve biyofilm hiicrelerinin her ikisinin de en diisiik karbonhidrat miktarina 6. saatte
(swrastyla, 116,1+1,0 mg/L; 73,8+1,0 mg/L), en yiiksek karbonhidrat miktarina ise 24. saatte
(swrastyla, 289,7+3,0 mg/L; 109,1£2,0 mg/L) sahip oldugu belirlenmistir. Lag fazinda,
planktonik ve biyofilm hiicreleri aktif olarak biiyiidiigiinden, hiicreler enerji kaynagi olarak
karbonhidratlar1 tiiketirler (Kubota ve digerleri, 2008). Bu nedenle, 6. saatte en diisiik
karbonhidrat miktar1 gézlemlendigi diisiiniilmiistiir. 24. saate gelindiginde, hiicreler biiylime
ve metabolizma icin gerekli olan besin maddelerini depolamaya baslar (Tiwari ve digerleri,

2020). Karbonhidratlar, hiicreler i¢in 6nemli bir enerji kaynagi oldugundan caligmamizda
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24. saatte en yiiksek karbonhidrat miktari gozlemlendigi diisiiniilmektedir. Verilerin
Spearman's Korelasyon’una gore incelenmesi sonucu biyofilm ve planktonik hiicrelerde
karbonhidrat miktar1 arasinda giiglii (r=0,75) pozitif yonde anlamli bir korelasyon (p<0,05)
oldugu bulunmustur. Ek olarak biyofilm yasam formunda, karbonhidrat miktar1 ile EPS ve
biyofilm miktar1 arasinda giiglii bir pozitif korelasyon oldugunu belirlenmistir. Spearman’s
korelasyon katsayisi 2,287 olarak belirlenerek biyofilm hiicrelerinde karbonhidrat miktar

arttikca EPS ve biyofilm olusum miktarlarinin da arttig1 belirlenmistir.

HPLC yontemi LAB'nden elde edilen EPS’lerin kimyasal bilesiminin niteliksel ve niceliksel
olarak aragtirilmasi i¢in en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir. Bu teknigin yaygin olarak
kullanilmast HPLC'nin  yiiksek giicli, saflift ve performans 0&zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Moradi, Molaei ve Guimardes, 2021). LAB tiirlerinin farkli seker
bilesimi, yiik, zincir uzunlugu ve dallanma derecesine sahip EPS sentezledigi bilinmektedir
(Sanchez, Martinez, Guillén, Jiménez-Diaz ve Rodriguez 2006). Pachekrepapol, Lucey,
Gong, Naran ve Azad (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, S. thermophilus suslari
tarafindan {retilen EPS’lerin monosakkarit bilesimlerinin temel olarak glikoz ve
galaktozdan olustugu, diisiik seviyelerde ise ramnoz ve N-asetil galaktozamin icerdigi rapor
edilmistir. Aslim, Beyatli ve Yuksekdag (2006), L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S.
thermophilus bakterileri tarafindan iiretilen EPS igeriginde mannoz monomerinin baskin
oldugunu bildirmiglerdir. Diger taraftan, Korcz ve Varga (2021), L. bulgaricus’un, galaktoz,
glikoz ve ramnoz, S. thermophilus’un ise ¢ogunlukla glikoz ve galaktoz, az miktarda ise
ramnoz ve N-asetil galaktozamin monomeri iceren EPS sentezledigini belirtmistir.
Kuschmierz ve digerleri (2021), Sulfolobus acidocaldarius biyofilmlerinden alinan hidrolize
EPS o6rneklerinde; mannoz, riboz, glikozamin, ramnoz, N-asetil glikozamin, glikoz ve
galaktozaminin tespit etmislerdir. Arastirmacilar, biyofilm EPS'sindeki baslica
monosakkarit bilesenlerinin mannoz (%35), glikoz (%29) ve riboz (%26) oldugunu rapor
etmislerdir. Bu monosakkarit ¢esitleri molar oranlar agisindan monosakkarit bilesiminin
%90'indan fazlasini olusturmaktadir. Minér bilesenler ise glikozamin (%5), ramnoz (%3),
galaktozamin (%1) ve N-asetil glikozamin (%1) oldugu ifade edilmistir (Kuschmierz ve
digerleri, 2021). Saflastirilmis biyofilm EPS’lerinin monomerik bilesiminin HPLC ile
belirlendigi baska bir ¢alismada, E. faecalis suslarinin tanimlanan ana karbonhidratlar
stakiyoz, mannoz ve maltoz olmustur. Oligosakkarit stakiyoz tiim EPS 6rneklerinde ytiksek
konsantrasyonlar gdstermistir. Biyofilm EPS’lerinin seker bilesiminde farkliliklar

olabilmektedir (Ramirez-Mora, Retana-Lobo ve Valle-Bourrouet, 2018).
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KC27L nin her iki yasam formu (planktonik ve biyofilm) arasinda monomer kompozisyonu
ve molekiiler agirlik farkliliklarinin olup olmadigi incelenmistir. KC27L nin planktonik ve
biyofilm EPS’lerinin HPLC analizi ile monosakkarit kompozisyonunda glikoz, arabinoz,
mannoz ve siikroz sekerlerinin varligi analiz edilmis ancak hem planktonik hem de biyofilm
EPS’lerinde bu sekerlerin varligi tespit edilememistir. Ekip iiyelerimizden Celik (2018)’in
tez ¢alismasinda yer alan KC27L susunun kiiltiir besiyerinden elde edilen EPS’nin liyofilize
edilerek monosakkarit bilesenlerinin analiz edildigi ¢alismada, liyofilize EPS’nin %52,99
glikoz, %13,81 mannoz, %18,51 siikroz ve %14,67 arabinoz monomerleri i¢erdigi rapor
edilmistir. Bu sayede bakterinin kiiltiir ortamindan elde edilen EPS’nin monosakkarit
bilesimi ile biyofilm matriksinden elde edilen monosakkarit bilesimi arasinda bir benzerlik
olmadig1 ortaya koyulmustur. Biyofilm metabolizmas: ve biiylime substratlari, EPS'nin
kimyasal bilesimini belirgin sekilde etkiler, dolayisiyla EPS’lerin islevlerini de onemli
olgiide etkileyebilir. EPS bilesimi bakteri tiirlerine, biyofilme ve biyofilm olusturan
bakterilerin bulundugu yere gore degisiklik gosterebilmektedir (Das, 2022). Biyofilm
ortaminda, bakteriler birbirleriyle ve diger mikroorganizmalarla karmasik etkilesimler kurar.
Bu etkilesimler, EPS iiretimine yonelik gen ekspresyonunu ve monosakkarit bilesimini
etkileyebilir (Costa ve digerleri, 2023). Elde edilen sonuglar dogrultusunda, bakteriyel
EPS'nin ve biyofilm matriksinden elde edilen EPS’nin monosakkarit bilesimindeki farklarin,
kiiltiir ortam1 ve biyofilm ortami arasindaki farkli kosullardan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmiistiir. Bu farkliliklar, besinlerin kullanilabilirligi, ¢evresel stres, diizenleme
mekanizmalari (gen ekspresyonu) ve biyofilmde yer alan bakterilerin biribiri ile etkilesimleri
gibi ¢esitli faktorlerden olusabilecegi bildirilmistir (Wang, Li, Yin ve An, 2020). Mevcut
literatiirde LAB’lerinin planktonik ve biyofilm yasam formlarmin EPS’leri arasindaki
monomer kompozisyon farkliliklarinin ve buna ek olarak bakterinin kiiltlir ortaminda elde
edilen EPS’lerinin monosakkarit bilesimleri arasindaki farkin incelendigi kisithh sayida
caligma yer almaktadir. Bu ¢aligmanin, LAB’leri tarafindan iiretilen EPS’lerin gen yapisi,
seker gruplar1 ve diizenleyici mekanizmalari, EPS’lerin bilesimsel ve iiretimsel ¢esitliligine

dair yapilacak ileri diizey ¢aligmalarin ilk basamagi olacag diistintilmektedir.

Polimerin dogasim1 ve molekiiler o6zelliklerini anlamak, fonksiyonel 6zelliklerin
belirlenmesine yardimci olacaktir (Behare, Retana-Lobo, Valle-Bourrouet, 2009). Bu
amacla tez caligmasinda, planktonik ve biyofilm hiicrelerinin kismi saflastiriimig
EPS’lerinin molekiil agirliklar1 SEC analizleri ile yapilmis ve elde edilen sonuglar ile ekip

liyelerimizden Celik (2018)’in tez ¢calismasinda kullandig1 aynt KC27L susunun kiiltiir besi
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ortamindan izole edilerek kismi olarak saflagtirilan liyofilize EPS’sinin molekiiler agirliklar
ile karsilastirilmigtir. Ancak tez ¢alismasinda KC27L nin hem planktonik hem de biyofilm
EPS’lerinin diisiik molekiiler agirliga sahip oldugu tespit edilirken Celik (2018) kiiltiir
besiyerinden elde ettigi liyofilize EPS’inin molekiiler agirhigim 1,6x10° ile 6,4x10* Da
arasinda degistigi belirlenmistir. Bununla birlikte bakterinin kiiltiir ortamindan elde edilen
EPS’nin molekiiler agirligi ile biyofilm matriksinden elde edilen EPS’nin molekiiler agirhigi
arasinda bir farklilik oldugu tespit edilerek, ileri de yapilacak olan caligmalar ile farkliliga

neden olan mekanizmalar ortaya koyulacaktir.

LAB tarafindan ¢ok ¢esitli monomer kompozisyonlarina, molekiiler agirligina ve yapilarina
sahip EPS iiretilmektedir (Torino, Font de Valdez ve Mozzi, 2015; Sanalibaba ve Cakmak,
2016). Genel olarak EPS’ler, homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak
siiflandirilir. Literatiir verilerinde homopolisakkaritlerin molekiiler agirligi 10° Da'dan
biiyiik, hetereropolisakkaritler igin ise 10*ile 6,0x10° Da arasinda degismekte oldugu yer
almaktadir (Angelin ve Kavitha, 2020). Abid ve digerleri (2018) ¢alismalarinda LAB’nin
kiiltiir ortaminda {irretikleri EPS’lerin molekiiler agirhiklarinm 1,2x10° ile 1,9x10° Da
arasinda olduklarmi bildirmisdir. Iki farkli L. suebicus susu (CUPV225 ve CUPV226)
tarafindan kiltlir ortaminda iiretilen EPS’lerin molekiil agirliginin belirlenmesi i¢in SEC
kullanilmis ve yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerinin (glikoz) sirasiyla 1,5 ve 7,8x10°
g/mol, diisiik molekiiler agirlikli polimerlerin (riboz) ise sirastyla 1,90 ile 2,63x10* g/mol
arasinda degistigi rapor edilmistir (Ibarburu ve digerleri, 2015). Mevcut literatiirde
LAB’lerinin biyofilm matriksinde yer alan yasam formlarinin (planktonik ve biyofilm)
EPS’lerinin molekiiler agirlig: ile kiiltiir oramindan izole edilen EPS’lerinin molekiiler
agirliklarinin karsilastirilmali olarak arastirildigi ¢alismanin olmamasi bu tez ¢alismasinin
bir diger 6zglin yanidir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler dogrultusunda, planktonik ve
biyofilm yasam formlarinin EPS’leri ve bakteriyel EPS’ler arasindaki farklarin literatiire

kazandirilmasi ve yapilacak ileri diizey ¢alismalarin 6niiniin agilmas1 amacglanmastir.

Biyofilm olusturan patojenik bakteriler, tibbi ylizeylerde ve yasam alanlarinda bulunma
kabiliyetleri nedeniyle, antibiyotik direncinin olusmasindan, kronik ve tekrarlayan
enfeksiyonlardan sorumludur (Angelin ve Kavitha, 2020). Biyofilmdeki bakteriler,
geleneksel antibiyotiklere ve konak¢inin bagisiklik tepkilerine planktonik bakterilere gore
1000 kat daha direngli olabilir (Jiang ve digerleri, 2011; Coughlan, Cotter, Hill ve Alvarez-

Ordoénez, 2016). Bu nedenle, asir1 antibiyotik kullanimi biyofilmde direngli patojenlerin



92

gelismesine yol acabilir. LAB’lerinden ekstrakte edilen EPS’ler, biyofilm olusturan
patojenik bakterilerin neden oldugu bulasict hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde
kullanilabilir. Probiyotik bakterilerin veya bu bakterilerin aktif metabolik bilesiklerinin
kullanimi, gida endiistrisi ylizeylerinde patojenik biyofilm olusumunu kontrol etmek i¢in
umut verici bir yontemdir (Tatsaporn ve Kornkanok, 2020). Bu etki, bakteriyel hiicrelerin
ilk oto-agregasyonunun ve hiicre baglanmasinin inhibisyonu ya hiicre yiizey
modifikasyonlarinin degistirilmesi ya da hiicreden hiicreye etkilesimlerin azaltilmasi

yoluyla ger¢eklesmektedir (Kanmani ve digerleri, 2013; Angelin ve Kavitha, 2020).

LAB-EPS’leri, biyosiirfaktan, laktik asit, asetik asit, formik asit gibi antipatojenik organik
asit, hidrojen peroksit, diasetil, bakteriyosin, bakteriyosin benzeri maddeler, reuterin gibi
antibakteriyel polipeptitler, enzim, diisiik molekiiler agirlikli iirlinler ve belirli hiicre ylizeyi
molekiillerini iiretebilmelerinden dolay1 rekabetci bir ortam yaratarak, patojen bakterilerin
olusturdugu biyofilmin kontrolii/giderimi i¢in ¢evreye dost potansiyel bir strateji sunabilir.
(Khan, Tabassum ve Kim, 2020; Adiningrat ve digerleri, 2022).

Yapilan tez ¢alismasinda, LAB’nin biyofilm olusturma yeteneklerinin detayli olarak
calisilmasi i¢in, KC27L nin planktonik ve biyofilm EPS iirtinlerinin S. aureus (MRSA)
ATCC 43300 bakterisine karst antibiyofilm 0&zelliklerinin  ortaya koyulmasi
amaclanmaktadir. Bu amagla, KC27L nin planktonik ve biyofilm yasam formlarindan elde
edilmis olan EPS’lerin antibiyofilm aktivitesi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
biyofilm yasam formlarinin erken, ara, olgun EPS’leri S. aureus (MRSA) ATCC 43300
bakterisinin olusturdugu biyofilmi, 4 farkli konsantrasyonda [saf olarak (su ile ¢6ziilmemis
olarak) ve 1:1, 1:2, 1:3 (v/v) oranlarinda distile su i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanmig] %15,6-
54,4 oraninda; planktonik yasam formu EPS’lerinin ise %30,6-60,7 arasinda degisen
oranlarda engellendigi belirlenmistir (Sekil 4.10, Cizelge 4.3). Planktonik yasam formu
EPS’lerinin daha yiiksek antibiyofilm aktiviteye sahip olmasinin nedeninin planktonik
hiicrelerin, biyofilm hiicrelerine kiyasla daha fazla EPS tiretebilmesi olarak diistiniilmektedir
(Nerz ve Gotz, 2005). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan biyofilm ve planktonik
EPS’lerin, biyofilm yapma kapasitesine sahip olan S. aureus (MRSA) ATCC 43300
tarafindan olusturulan biyofilmin % inhibisyonu ile EPS konsantransyonlar1 arasindaki iligki
regresyon analizi ile belirlenmis ve konsantrasyon artisinin biyofilm inhisyonunda artisa

neden oldugu belirlenmistir. Degerler arasindaki ¢oklu r degeri 0,885 olarak belirlenerek,
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konsantrasyon artisi ile biyofilm inhisyonu arasinda gii¢lii ve pozitif bir korelasyon tespit

edilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen sonuglar Celik (2018)’in aymi1 bakteriyi (L. salivarius
KC27L) kullanarak yapmis oldugu tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar ile
karsilastirtlmistir. Celik (2018), L. salivarius KC27L bakterisinin kiiltiir ortamindan izole
ettigi liyofilize EPS’lerinin 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda en yiiksek
antibiyofilm etkiyi E. coli ATCC 11229 iizerine yaptigini (sirasiyla %79 ve %87 inhibisyon)
tespit etmistir. Calismamuz verileri ile karsilastirildiginda, L. salivarius KC27L bakterisinin
kiiltiir ortamindan elde edilen liyofilize EPS’lerinin, bizim ¢aligmamizda kullandigimiz
planktonik ve biyofilm yasam formlarindan izole edilen EPS’den daha yiiksek antibiyofilm
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Olusan bu farkliliklarin Celik (2018)’in ¢aligmasinda
kullandig1 EPS’leri bakterinin kiiltiir ortamindan izole etmesi ve EPS’leri liyofilize ederek
antibiyofilm aktivite ¢alismalarinda kullanmasindan kaynaklandigi, ayn1 zamanda biyofilm
olusumu gerceklestirdigi bilinen patojen mikroorganizma (E. coli ATCC 11229) ile bizim
calismamizda kullandigimiz patojen mikroorganizma (MRSA ATCC 43300) arasindaki

farkliliktan kaynaklanmig olabilecegi diistiniilmiistiir.

Mevcut literatiirde, probiyotik tiirlerin hiicre yiizeyi polisakkaritleri patojen mikroorganizma
caligmalarina kiyasla ¢ok daha az tanimlanmis ve EPS-antibiyofilm iliskisi bir biitiin olarak
daha az ele alinmistir. Bu nedenle, iliskinin agiga ¢ikarilmasi, susa ve tiire 6zgii farkliliklar
anlamak i¢in bilylik 6nem tagimaktadir. Planktonik kiiltiir slipernatantlarindan veya biyofilm
hiicrelerinden izole edilen polisakkaritler antibiyofilm aktivitesi gosterebilmektedir (Kim ve
Kim, 2009; Nithya ve Pandian, 2010; Pompilio ve digerleri, 2024). Bizim g¢alismamiza
benzer sekilde, yliksek molekiiler agirlikli PAM-galaktan olarak bilinen galaktofuranoz
homopolimeri olan polisakkaritin antibiyofilm aktivitesi, Kingella kingae bakterisinin
planktonik kiiltlir silipernatanlarinda koloni biyofilm ekstraktindan ¢ok daha diisiik
seviyelerde saptanmistir (Rendueles, Kaplan ve Ghigo, 2013). L. acidophilus A4’{in kiiltiir
slipernatantlarindan izole edilen r-ekzopolisakkarit olarak adlandirilan polisakkarit, E. coli,
Salmonella sp., Yersinia enterocolitica, P. aeruginosa, L. monocytogenes ve B. cereus
tarafindan olusturulan biyofilmi inhibe etmistir. Ayrica, calismalar bazi bakteriyel EPS’lerin
biyofilmi engelleyen islevleri yerine getirdigini ortaya koymustur (Kim ve Kim, 2009).
Powell ve digerleri (2018), diisilk molekiil agirlikli ticari bir aljinat oligomerinin, P.

aeruginosa'nin biyofilm biiylimesini 6nemli 6l¢iide bozarak, biyofilm hacmi ve kalinliginda
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azalmaya sebep oldugu belirtmiglerdir. L. plantarum suslarina ait EPS’lerin Shigella flexneri
biyofilm olusumu {izerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada ise, EPS’lerin S. flexneri'nin
EPM’sindeki polisakkarit tiretimini azaltabildigini ve S. flexneri tarafindan biyofilm
olusumunu inhibe edebildigi gosterilmistir (Song ve digerleri, 2020). Baska bir ¢alismada,
endiistride kullanim1 yaygin olan paslanmaz celik ve polivinil klorilir yiizeyler lizerinde
biyofilm olusturan L. monocytogenes’e kars1 L. acidophilus Lal4 150B, L. plantarum B411
ve L. rhamnosus ATCC 53103’un hiicre-igermeyen silipernatantlarinin antibiyofilm
aktivitesi incelenmis ve LAB-siipernatantlarinin bu suslarin  biyofilm olusturma
yeteneklerini azalttigi ve oOnceden olusturulmus biyofilmlerin biitiinliiginii bozdugu
saptanmistir (Masebe ve Thantsha, 2022). Rezaei, Khanzadi ve Salari, (2021), P. aeruginosa
ve L. monocytogenes gibi gida patojenlerine kars1 L. rhamnosus PTCC1712 ve L. plantarum
PTCC1745 bakterilerinin biyofilm hiicrelerinin inhibitor etkisini incelemistir. Bu ¢alismada,
planktonik hiicrelerin patojen bakteri hiicrelerini yaklasik 1-1,5 log, biyofilm hiicrelerini ise
4,5 log azalttig1 tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada, L. acidophilus ATCC 4356’ nin hiicre
icermeyen siipernatantlarinin biyofilm olusturan, antibiyotige direngli ve enfeksiyonlara
neden olan P. aeruginosa izolatin1 %88,6 oraninda inhibe ettigi rapor edilmistir (Elbadri,
Fathi, Abdel Hamid ve ElGendy, 2019). Wang ve digerleri (2015), EPS'nin bakteriyel hiicre
ylizeylerini degistirerek, bakteriyel hiicrelerin yiizeye ilk baglanmasini engelleyerek veya
bir sinyal molekiilii olarak hareket ederek biyofilm olusumunda yer alan gen ifadesini
diizenleyerek biyofilm aktivitesine miidahale edebilecegini One siirmiistiir (Wang ve
digerleri, 2015). Cocuk diskisindan izole edilen L. fermentum LB-69 tarafindan iiretilen
EPS, B. cereus RSKK 863 tarafindan iiretilen biyofilmi inhibe etmistir. Hiicre yiizeyi
degisiklikleri veya azalan hiicreler arasi etkilesimler nedeniyle hiicre duvar biitiinliigiiniin
zayiflamasinin, bakteriyel hiicrelerin ilk otomatik agregasyonunun ve baglanmasimin
engellenmesinden sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Kanmani ve digerleri, 2013).
Probiyotik LAB biyofilmleri, konak mukozasinda kolonizasyonu ve stabiliteyi arttirir,
boylece bakteriyel patojen kolonizasyonunu engelleyebilir (Salas-Jara ve digerleri, 2016).
Probiyotik LAB biyofilmleri, yiizey ve besinler i¢in bakteriyel patojenlerle basarili bir
sekilde rekabet edebildikleri i¢in patojenik bakteriler tarafindan biyofilm olusumunu
geciktirmek i¢in umut verici bir strateji olarak kabul edilmektedir (Barzegari ve digerleri,
2020).

Aragtirmalar arasinda goriilen bazi ylizdesel farkliliklar, farkli deneysel kosullarin

kullanilmasindan, inokulum hazirlama prosediirleri, biiyiime ortami, inokulum miktari,
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inkiibasyon kosullar1 ve siiresi, degisen doz gibi farkli standartlastiriilmamis metodolojilerin
kullanilmasinin ardindan ve 6zellikle sus se¢cimindeki ¢esitlilik nedeniyle ortaya g¢ikabilir
(Abdalla ve digerleri, 2021). Bir probiyotigin etkisinin susa 6zgii oldugu iyi bilinmektedir
(Oelschlaeger, 2010); farkli suslar patojenik bir biyofilm iizerinde farkli bir etkiye sahip
olabilir, ¢iinkii bakterilerdeki molekiiler sinyallesme susa bagli olma egilimindedir (Abdalla
ve digerleri, 2021). Ayrica mevcut literatiirde, LAB’lerinin planktonik ve biyofilm yasam
formlarindan elde edilen EPS’lerinin antibiyofilm aktivite ¢calismalarinda kullanilmasi ve
karsilastirmali olarak analiz edilmesi ile ilgili ¢alisma olmamasi tez ¢alismasinin 6zgiin
yanlarindan birini olusturmaktadir. Ek olarak kullanilan EPS’lerin antibiyofilm aktivitesinin
mekanizmasinin daha 1iyi anlagilabilmesi i¢in detayli calismalara ihtiya¢ oldugu

diistiniilmiistiir.

eDNA, bir¢ok bakteriyel biyofilmin ana matriks bilesenidir (Schlafer, Meyer, Dige ve
Regina, 2017). eDNA, biyofilm matriksinin yapisal biitinligiiniin yani1 sira bakteriyel
yapisma, metabolik canlilik ve yatay gen transferine de yardimer olur. Ozellikle biyofilm
olusumunun erken asamalarinda biyofilmlerin ylizeylerde bakteriyel tutunmasi ve
toplanmasinda kritik 6neme sahiptir (Okshevsky ve Meyer, 2015). Seper ve digerleri (2011),
yaptiklar1 ¢alismada, besin alimi, biyofilm yapisindan ayrilma ve biyofilm kiitlelerinin
kolonizasyonu gibi biyofilm yapisinin gelisimi siire¢lerinde eDNA’nin gerektigini

belirtmektedir.

Niikleazlar niikleik asitleri parcalayan enzimlerdir. Biyofilmin yapisint bozmay1
hedefleyerek eDNA’nin tespit edildigi en yaygin yontem niikleazlarin kullanilmasidir.
DNA'ya 6zgii bir endoniikleaz olan DNaz I enzimi en yaygin kullanilan niikleazdir (Eun,
1996). DNaz I, tek ve cift sarmalli DNA'y1 5'-fosforillenmis ve 3'-hidroksillenmis uglara
sahip oligoniikleotidlere ayirir (Hartmann, 2017). Okshevsky, Regina ve Meyer, (2015),
biyofilm kontrolii i¢cin DNaz | uyguladigi c¢alismalarinda, DNaz enziminin biyofilm
olusumunu Onleyebilecegini one siirmiislerdir. Niikleazlarin dogrudan biyofilmlere
uygulanmasiyla eDNA yapisinin bozuldugu ve biyofilm matriksinin zayifladigi
belirtilmektedir (Panlilio ve Rice, 2021). Bu bilgiden yola ¢ikarak, KC27L bakterisinin
biyofilm matriksinde yer alan eDNA’nin varligini ortaya koymak, eDNA’nin biyofilmin
yapisal biitiinliigline ve saglamligina olan katkisini tespit etmek amaciyla, bakterinin olgun
biyofilmleri (28 saat) DNaz I enzimi ile muamele edilmistir. Kristal viyole boyama tahlili

ile olusan toplam biyofilmin niceliksel sonuglar1 gosterilmektedir. DNaz I enzimi ile
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muamele sonrasinda biyofilm olusumunu gosteren OD degerlerinde goriilen azalmalar,
bakterinin olusturdugu biyofilmlerde eDNA’nin varligini gostermektedir. Elde edilen veriler
dogrultusunda, eDNA yapisinin bozulmasina neden olan DNaz I'in biyofilm olusumunu
kesintiye ugrattig1r ve biyofilm miktarinda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.11 ve Sekil 4.12). Yapilan literatiir taramalarinda, George ve Halami (2019), tavuk
sosislerinden izole edilen L. plantarum "un olgun biyofilm (>24saat) hiicrelerinde eDNA nin
varligint DNaz I muamelesi ile tespit etmistir. eDNA’nin biyofilm matriksinin yapisal
bilesenleri olup olmadigini kanitlamak i¢in yapilan bagka bir calismada olgun biyofilmlerin,
DNaz | islemine tabi tutuldugu zaman L. plantarum suslariin biyofilm hiicre sayilarinda
azalma oldugu gozlemlenmistir (Ramirez, Smid, Abee ve Groot, 2015). Literatiir calismalari
ve sonuglarimiz benzerlik gostermektedir. Biyofilm matriksindeki eDNA'nin DNaz 1 ile
pargalanmasi sonucu biyofilm olusumunun baskilanmasi, LAB’lerinde eDNA’nin varligini
gostermektedir. LAB’nin biyofilm yapisinda bulunan eDNA'nin kokenini ve roliinii

aydinlatmak i¢in daha detayli aragtirmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyofilmin yasam dongiisiindeki yap1 ve islevlerin bakteri cins ve tiirlerine 6zgii olarak
ortaya koyulmasi biyofilm kontrolii ¢alismalari i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Dolayisiyla
yapilan tez c¢alismalar1 sonucunda, LAB’nin biyofilm olusturma potansiyellerinin/
yeteneklerinin belirlenmesi, biyofilm matriks bilesenlerinin kimyasal ve molekiiler diizeyde
(HPLC ve SEC) arastirilmasi ile yeni bilgilerin ortaya koyulmasi ve LAB’nin biyofilm
olusturma mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi saglanmistir. Her bir farkli parametre
sonuclarinin baglantis1 kurularak analiz sonuglart yorumlanmistir. Bu sayede, sus bazinda
biyofilm olusum mekanizmalarini gelistirmek amaglanmistir. Ayrica, ayni amag
dogrultusunda, yapilan tez calismasi ile LAB’lerinin matriks bilesenlerinden EPS’lerin
patojen bakterilerin biyofilm kontrolii i¢in antibiyofilm 6zellikleri belirlenmistir. Mevcut
literatiir ¢aligmalar1 15181inda ve grubumuz bilgisi kapsaminda, bu tez ¢alismasi, LAB ve
biyofilm iliskisinin farkli parametrelerle arastirildigi ve yorumlandigi detay igeren Oncii

caligmalardan birisi olma niteligi tagimaktadir.

Yapilan tez calismasi sonucu elde edilen veriler ve degerlendirme sonuglari/6nerileri,

asagida maddeler halinde 6zetlenmistir;

1. Laboratuvarimiz stok kiiltiir koleksiyonunda bulunan tavuk gastrointestinal sistemi ve
tavuk gaitasindan izole edilmig Lactobacillus ve Streptococcus cinslerine ait LAB’lerin
temel biyofilm yetenekleri (kongo kirmizisi ve kalkoflor beyazi igeren kat1 besiyerinde
ve polistiren ylizey iizerinde biyofilm olusumu) belirlenmistir. Tez ¢alismasinda, temel
biyofilm c¢aligmalarmi bir arada uygulayarak detayli incelemelerle 6zgiin degeri
arttirmak ve ileri caligmalar i¢in en dogru bakteri se¢imini yapmak amaglanmistir.
Sonuglar neticesinde LAB’nin biyofilm olusturma yeteneklerinin oldugu tespit

edilmistir.

2. Biyofilm olusturan LAB’nin, EPS iiretim miktarlarinin belirlenmesi sonucundaki elde
edilen veriler ile biyofilm olusumu ile EPS iiretimi arasinda bir iliski oldugu
dogrulanmistir (p<0,01). EPS iiretiminin, biyofilm olusumunda 6nemli bir rol oynadigi
ve bakterinin ¢evreye uyum saglamasma yardimeci oldugu disiiniilmektedir. Bu
kapsamda, ileri biyofilm caligmalar1 igin, en yiiksek EPS ve biyofilm olusturma

yetenegine sahip Ligilactobacillus salivarius KC27L bakterisi secilmistir.



98

KC27L’nin farkli biiyiime agamalarinda (lag fazi, log fazi, durgunluk fazi, 6lim fazi)
biyofilm olusumu ve EPS iiretiminin arastirilmasi sonucunda, bakteri popiilasyonun
artmasi ile biyofilm ve EPS iiretiminin arttigi, bakteri popiilasyonunun zamanla
azalmasi ile de biyofilm ve EPS {iretiminin azaldigi tespit edilmistir. Bu sonugla,
bakterinin biiyiime kinetigi, biyofilm ve EPS iiretimi arasinda bir iligki oldugu

belirlenmistir.

Potansiyel antibiyofilm aday1 olan bakterinin, farkli biyofilm faz diizeylerinde, biyofilm
hiicrelerinin, planktonik hiicrelerden farkli fenotipik, genotipik ve metabolik 6zellik
gostermesi sebebiyle, EPS bilesenlerinin kimyasal analizleri yiiriitiilerek iki yasam
formu arasindaki benzerlikler ve farkliliklar ortaya koyulmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda, kimyasal analizler i¢in rutin olarak c¢alisilan EPS ¢alismalarinin biyofilm
caligmalar1 ile baglantisinin kurulmasi ve veri analizlerinin bu sekilde yorumlanarak

literatiire kazandirilmasi saglanmustir.

EPS miktarlari, monomer kompozisyonu ve molekiiler agirliklar1 biyolojik aktiviteleri
etkilediginden, biyofilm yasam formu ve planktonik hiicre formu EPS’lerin miktarlari
belirlenerek, HPLC ve SEC analizleri yapilmistir. Bildigimiz kadariyla, simdiye kadar
literatlir ¢alismalarinda LAB’lerinin hem planktonik hem de biyofilm hiicrelerinin
irettiklert EPS’lerin miktarinin, monomer yapilarindaki ve molekiiler agirliklarindaki
farkliliklarin ortaya koyuldugu bir deneysel arastirma olmamasi calismanin 6zgiin

yanlarindan birini olusturmaktadir.

KC27L bakterisinin biyofilm matriks bilesenlerinde yer alan planktonik ve biyofilm
EPS’lerinin biyofilm yasam dongiisiinde bulunan farkli biiyiime evrelerinde [erken
biyofilm (6. saat), ara biyofilm (12. saat) ve olgun biyofilm (28. saat)] protein ve
karbonhidrat miktarlarinin farkli oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar ile iki form
arasinda bir fark oldugu dogrulanmistir. Planktonik ve biyofilm yasam formu EPS’lerin
SEC analizi ile tespit edilemeyecek kadar diisiik molekiiler agirliga sahip oldugu
bulunmustur. Tez caligmasi analiz sonuglar1 ile LAB'nin biyofilm matriksi hakkinda

literatiire katki saglayacak yeni bilgiler elde edilmistir.

KC27L bakterisinin olgun biyofilmlerinin DNaz | ile muamelesi sonucu biyofilm

miktarinda azalma tespit edilmistir ve enzimin biyofilm yapisin1 bozdugu sonucuna
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varilmistir. Bu bilgiler 1s181nda, bakterinin biyofilm matriksinde eDNA nin varlig1 tespit
edilmistir. Bu ¢aligma, LAB-biyofilm matriks bileseni olan eDNA’nin varliginin DNaz

I ile ortaya koyulmasina iligkin ilk ¢alismalar arasinda yer almaktadir.

“Biyofilm matriks bilesenlerinde yer alan planktonik ve biyofilm EPS’lerinin, patojen
mikroorganizmalarinin yasam dongiisiinii  bloke ederek biyofilm olusumlarini
dagitabilme veya engelleme yetenegi nedir?” sorusuna cevap bulmak amaciyla
caligmalar gergeklestirilmis ve planktonik EPS’lerin %60,7 oraninda, biyofilm
EPS’lerin ise %54,4 oraninda patojen biyofilmlerini inhibe edebildikleri goriilmiistiir.
Bu calismadan elde edilen sonuglar ile LAB’nin biyofilm ozelliklerinin daha iyi
anlagilabilmesi, dolayisiyla LAB’nin matriks bilesenlerinden elde edilen EPS’lerin
patojen bakterilerin biyofilm kontrolii/giderimi i¢in antibiyofilm &zelliklerinin

aydinlatilmas1 saglanmaistir.

Tez calismasi, patojenlerin kontrolinde kimyasal olmayan c¢evre dostu LAB-
EPS’lerinin kullanimi agisindan biyoteknolojik éneme sahip olup, ¢iktilarinin Ar-Ge
caligmalari ile patentlenerek ticari {iriin olarak kullanilabilmesinin ilk basamagi olarak
biiylik 6nem tagimaktadir. Dolayisiyla, bu tez ¢alisma sonuglari ileri de yapilabilecek

biyofilm/biyofilm kontrolii ¢alismalari i¢in kaynak niteligi tasimaktadir.

Tez kapsaminda, Ligilactobacillus salivarius KC27L’nin biyofilm olusturma
kapasiteleri, matriks bilesenleri ve biyofilm kontrol yetenekleri ilk kez

detaylandirilmigtir.
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