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One Cikanlar

*S. aureus bakterilerinin olusturduklar1 biyofilmler hem endiistride 6nemli ekonomik kayiplara hem de insan ve hayvanlar igin saglik
problemlerine yol agmaktadir.

*Biyofilm olusumunun engellenmesinde probiyotik bakterilerden elde edilen biyosiirfektanlarin uygulanmas: etkili ve dnemli bir yontemdir.

* Biyosiirfektan molekiilleri, biyolojik bozunabilirlik ve daha az toksisite icermesi nedeniyle sentetik siirfektanlara kiyasla birgok uygulama
alani i¢in daha avantajlidir.
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Makale Bilgileri Oz

Bu ¢alismada, 20 Lactobacillus sp. tarafindan iiretilen biyosiirfektanlar ile Staphylococcus aureus suslarinin
Gelis:03/06/2022 biyofilm olusumunun engellemesi ve/veya azaltlmasi ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
Kabul: 04/08/2022 amaglanmistiv. Oncelikle 52 S. aureus suglarimin Kongo Kirmizisi kati besi yerinde biyofilm yapma
yetenekleri nitel olarak belirlenmistir. Bakterilerin Kongo Kirmizist kati besi yerinde siyah renkte koloniler
olusturmasi  biyofilm pozitif, pembemsi renkte koloniler olusturmasi ise biyofilm negatif olarak

Anahtar Kelimeler degerlendirilmistir. 52 S. aureus sus arasindan sadece yedisinin (26, 36, 38, 43, 55, 56, 60) ¢ok kuvvetli

(+++) biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu belirlenmis ve ¢alismalarda bu bakteriler kullanilmistir.
Lactobacillus sp., 20 Lactobacillus sp. sus arasindan sekizinin (Lactobacillus acidophilus BAZ 22, L. acidophilus BAZ 51, L.
Biyosiirfektan, acidophilus BAZ 61, L. brevis YG 7, L. rhamnosus MP 1, L. rhamnosus BAZ 78, Limosilactobacillus
Anti-biyofilm, fermentum FKK 3 ve L. fermentum LB 76) iirettigi biyosiirfektan yedi S. aureus susun olusturdugu biyofilmi
Anti-mikrobiyal %0,90-%80,60 arasinda degisen oranlarda engellemistir. En fazla engelleyici etki %80,60 orani ile S. aureus

26 susuna karsi L. rhamnosus MPL susunun iirettigi biyosiirfektanda gozlemlenmistiv. Ancak yapilan
¢alismada, laktobasiller tarafindan tiretilen biyostirfektanlarin S. aureus’lara karsi anti-mikrobiyal aktivite
gostermedigi belirlenmigtir.

Determination of Anti-Biofilm and Anti-Microbial Activities of Biosurfactants Produced by
Lactobacillus Genus Bacteria

Highlights
« Biofilms formed by S. aureus bacteria cause both significant economic losses in the industry and health problems for humans and animals.
« The application of biosurfactants obtained from probiotic bacteria is an effective and important method in preventing biofilm formation.
* Due to biosurfactant molecules, biodegradability and less toxicity it is more advantageous for many application areas compared to synthetic
surfactants.

Article Info Abstract

In this research, it was aimed to prevent and/or reduce biofilm formation and to determine antimicrobial
activities of Staphylococcus aureus strains with biosurfactants produced by 20 Lactobacillus sp. First, the
biofilm forming abilities of 52 S. aureus strains in Congo Red solid media were qualitatively determined. The
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Received: 03/06/2022 formation of black colonies on Congo Red solid medium was evaluated as biofilm positive, and the formation
Accepted: 04/08/2022 of pinkish colonies as biofilm negative. Among the 52 S. aureus strains, only seven (26, 36, 38, 43, 55, 56, 60)

were determined to have a very strong (+++) biofilm forming ability, and these bacteria were used in the
Keywords studies. The biosurfactant produced by eight of the strains (Lactobacillus acidophilus BAZ 22, L. acidophilus

BAZ 51, L. acidophilus BAZ 61, L. brevis YG 7, L. rhamnosus MP 1, L. rhamnosus BAZ 78,
Lactobacillus sp., Limosilactobacillus fermentum FKK 3 ve L. fermentum LB 16), among the 20 Lactobacillus sp., prevented
Biosurfactant, the biofilm formed by seven S. aureus strains at rates ranging from 0.90% to 80.60%. The highest inhibitory
Anti-biofilm, effect was observed in the biosurfactant produced by L. rhamnosus MP 1 strain against S. aureus 26 strain
Anti-microbial with a rate of 80.60%. But, in the study, it was designated that biosurfactants produced by lactobacilli did

not show anti-microbial activity against S. aureus.
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1. GIRiS

Biyofilm, canli veya cansiz bir yilizeye yapisarak kendi irettikleri organik bir ekzopolisakkarit (EPS)
matriks i¢ine gdmiilii ve hareketsiz olarak birbirine, bir kat1 yiizeye veya bir ara yilizeye geri doniisiimsiiz
olarak tutunmus halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur [1, 2]. Bakteriler, hayatta
kalma mekanizmalarimin bir parcasi olarak biyofilm olustururlar [3]. Bakterilerin zorlu ortamlarda
yasamasi ve uygun kosullarda iiremesi i¢in olusturulmus olan bu yap1 hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS)
ile sarilmaktadir [4]. EPS, hidrofobik etkilesimler ve iyon kopriileme etkilesimleri yoluyla hem bakterilerin
kohezyonuna hem de biyofilmlerin ylizeylere yapigsmasina aracilik etmektedir [5]. Bakteriler tarafindan
iiretilen EPS, antibiyotiklerin penetrasyonuna karsi fiziksel ve kimyasal bir bariyer gorevi gérmektedir [6].
Bakteriyel biyofilm, bakteri ve EPS'nin basit bir kombinasyonu degil, kimyasal ve fiziksel karmasikliga
sahip oldukca heterojen ve dinamik bir ekosistemidir [7]. Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin
antibiyotiklere, planktonik formlarina gére 100-10000 kat daha direngli olduklar1 bilinmektedir [8]. Anti-
mikrobiyal ajanlara herhangi bir direnci bulunmayan bir mikroorganizma biyofilm olusturunca direncli
hale, biyofilmden ayrildiginda ise yine duyarli hale doniisebilmektedir [9].

Bakteriyel adezyon ve biyofilm olusumu, dogal ve endiistriyel ortamlarda yaygindir ve birgok durumda
zararli etki olusturmaktadir. Gida endiistrilerinde, patojenik bakteriler, isleme tesislerinin i¢inde biyofilm
olusturarak gida bozulmasma yol acabilir ve tiiketicinin saglhigini tehlikeye atabilir [10]. Hastane
ortamlarinda, biyofilmlerin tibbi cihaz yiizeylerinde ve hastanin dokularinda kalici enfeksiyonlara neden
olabilmektedir [2, 11]. Kronik enfeksiyonlara, tibbi implant enfeksiyonlarina ve tekrarlayan enfeksiyonlara
neden olabilen dzellikle intravaskiiler kateterler, idrar sondalar1 ve ortopedik implant gibi implante tibbi
cihaz gibi cesitli yiizeylerde kolaylikla goriilebilmektedir [12]. Bakteri hiicreleri tibbi bir malzemenin
yiizeyine yapisir, ¢ogalir ve implante olmus yiizeyde biyofilm olusturarak kolonize olur ve bunun
sonucunda biyomalzeme ile iliskili enfeksiyonlar ortaya c¢ikar [13]. Su ile temas eden tiim yiizeylerde
biyofilm tabakasina rastlanilabilir. Ancak steril olma gereksinimi yliksek olan gida ve petrol endiistrisi i¢in
biiyiik sorun teskil etmektedir [14, 15].

Biyofilmlerin olumsuz etkilerinin yamsira faydal etkileri de bulunmaktadir. Bitki iiretimini arttirmak
amaciyla fitopatojenlere ve biyogiibrelere karsi biyolojik ajan olarak kullanilmasi [16], korozyonun
onlenmesi [17], deniz ekosisteminin korunmasi [ 18], tehlikeli kirleticilerin biyolojik olarak iyilestirilmesi
[19, 20] gibi yararl etkileri de yer almaktadir.

Bakteriler, UV radyasyonu, kuruma, sinirli besinler, asirt pH ve sicaklik, yiliksek tuz konsantrasyonlari,
yiiksek basing ve antimikrobiyal ajanlar gibi cevresel streslere tepki olarak biyofilmler olusturmaktadir.
Biyofilm olusumu, bakterilerin bir ylizeye tersinir sekilde baglanmasiyla baglamaktadir. Bunu da genellikle
bakterilerin yapiskan yapilarinin ve kisa mesafeli etkilesimlerin yardimiyla geri doniisii olmayan baglanma
izlemektedir [2, 10]. Biyofilm olusumunun kontrolii ve/veya engellenmesi konusu iizerine ¢esitli galigmalar
yapilmaktadir. Bunlardan biri de mikroorganizmalar tarafindan Tretilen ¢esitli biyosiirfektan
molekiillerinin biyofilm olusumunda ve inhibisyonundaki genel rolii tizerine olan ¢alismalardir [21-24].

Biyosirfektanlar ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan {retilen belirgin yiizey ve emiilsifikasyon
aktivitelerine sahip, misel agregatlari olusturabilen, ampifilik, sekonder metabolitlerdir [25, 26, 27]. Bu
molekiiller, farkli ylizeyleri bir araya getiren 6zellik gostermekte ve ylizey gerilimini diigiirmektedirler [28].
Diisiik molekiiler agirlikli biyosiirfaktanlar, hava-su ara ylizlerinde yiizey gerilimini ve yag-su ara
yiizlerinde ara yiizey gerilimini azaltirken, yiiksek molekiiler agirlikli biyosiirfaktan biyoemiilgatorler adi
verilen su i¢inde yag emiilsiyonlarmin stabilize edilmesinde daha etkili rol oynamaktadir [29]. Uretici
mikroorganizmanin fizyolojik fonksiyonlaria gore farkli 6zelliklere sahip biyosiirfektanlar bulunmaktadir.
Bunlar; mikroorganizmalarin ¢ogalmasi esnasinda hidrofobik bilesiklerin par¢alanmasini saglama, agir
metalleri par¢alama, yiizey gerilimi azaltma, emiilsiyon olusturma, patojen mikroorganizmalarin yiizeylere
tutunmasini engelleme gibi farkli 6zelliklere sahip biyosiirfektanlardir [30, 31]
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Biyosiirfektanlar amfifilik yapilar1 sayesinde mikroorganizmalarin hidrofobik ylizeylerine kolaylikla
tutunabilmektedirler [32]. Ayrica enfeksiyonlu bolgelerde veya kati yiizeylerde patojenik
mikroorganizmalarin  koloni  olusturarak yiizeye tutunmasini  engelleyebilmektedirler [25].
Biyosiirfektanlar, yiiksek biyobozunurluk, diisiik toksisite ve ¢evre dostu gibi Ozelliklerinden dolay1
endiistriyel olarak farkli alanlarda kullanilabilmektedirler [33]. Biyoremediasyon, yaglarin geri kazanim
ve endiistriyel emiilsifikasyonu arttirmak i¢in kullanilmalarinin yam sira antibakteriyel, antifungal,
antiviral, anti-HIV, anti-inflamatuar immiin modiilator aktiviteleri nedeniyle de birgok hastalikla miicadele
de tedavi edici ajanlar olarak da kullanilabilmektedirler [25, 34]. Tarimsal baglamda yem sindirilebilirligini
artirmak, tohumu koruma ve verimliligini arttirmak, bitki patojen kontrolii, antimikrobiyal aktivite,
antibiyofilm aktivitesi, yara iyilesmesi ve dermatolojik bakim ve antikanser tedavileri gibi cesitli
uygulamalarda da yer almaktadirlar [35]. Bilinen anti-mikrobiyal aktiviteye sahip biyosiirfektanlar i¢inde
Bacillus subtilis suslar1 tarafindan tiretilen surfaktin, iturin, fengisin, basillomisin, mikosubtilin [25, 36],
Candida antarctica tarafindan {iretilen mannosileritroritol yaglar1 [37], Pseudomonas aeruginosa
tarafindan tretilen ramnolipitler [38] ve Streptococcus thermophilus A and Lactococcus lactis 53
suslarindan izole edilen biyosiirfektanlarin oldugu bildirilmistir [39, 40].

Bu ¢alisma kapsaminda; 20 laktobasil susu tarafindan tiretilen biyosiirfaktanlarin 7 S. aureus suslarina karsi
anti-biyofilm ve anti-mikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Arastirmada Kullamilan Bakteriler

Bu c¢alismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan
52 Staphylococcus aureus susu (biyofilm olusumu igin) ve 20 Lactobacillus cinsine ait suslar
(biyosiirfektan tiretimi i¢in) kullanilmigtir.

2.2. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi

52 S. aureus susun biyofilm olusturma 6zellikleri Kongo Kirmizisi kati besiyeri yontemi ile belirlenmistir
[41, 42]. Bakteriler Nutrient sivi besi yerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen
bakteriler Kongo Kirmizisi Kati besi yerine (50 g/L sakkaroz, 37 g/L Brain Heart Infusion Agar ve 0,8 g/L
Kongo kirmizis1) tek koloni ekimi yapilarak ayn1 kosullarda yeniden inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresi sonunda petrilerde gelisme gdsteren kolonilerinin renkleri incelenmis ve sonuglar gorsel olarak
degerlendirilmistir. Siyah ve bordo renkte gézlenen koloniler i¢in biyofilm pozitif, kirmizi, pembe ve beyaz
renkte gozlenen koloniler i¢in ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Biyofilm pozitif kabul edilen
bakterilerin koloni rengi siyah ise “cok kuvvetli (+++)”, bordo-siyah ise “kuvvetli (++)”, bordo ise “orta
(+)” biyofilm olarak kabul edilmistir. Tiim bakteriler hem 24 saat sonunda (6n degerlendirme) hem de 48
saat sonunda (asil sonu¢) degerlendirilmistir. Tim bakteriler 2 tekrarli ve 2 paralel olarak ¢aligilmigtir.

2.3. Biyosiirfektan Eldesi

Laktobasiller tarafindan iiretilen biyosiirfektanin elde edilmesinde Rodrigues ve arkadaslarinin [40] metodu
kullanilmigtir. Bakteriler glukoz yerine ayni oranda laktoz iceren MRS besiyerinde 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda &rnekler 10.000 devirde, 10°C’de, 5 dakika santrifiij
edilmigtir. Kiiltiirler 2 kez PBS (fosfat tamponlu tuz, 0,01 mol/L KH2PO4/K;HPO, ve 0,15 mol/L NaCl, pH
7,0) tamponuyla yikanarak yeniden siispanse edilmistir. Biyostirfektanin serbest kalmasi i¢in, slispansiyon
hafifce calkalanmis ve oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Daha sonra, bakteri hiicrelerinin
uzaklastirilmasi igin yeniden santrifiij islemi uygulanmis ve siipernatant 0,22 mikrometre filtreden (Sigma-
Aldrich) siiziilerek diyaliz membrani (molekiiler agirligi 6000-8000 Dalton) ile diyaliz edilmistir.
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2.4. Anti-Biyofilm Etki

20 Lactobacillus sp. suslari tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin, ¢ok kuvvetli (+++) biyofilm olusturan 7
S. aureus (26, 36, 38, 43, 55, 56, 60) susun iirettigi biyofilmi engelleme yiizdeleri Heinemann ve ark. [43]
ve Stepanovic ve ark. [44] metotlar1 modifiye edilerek belirlenmistir. Laktobasiller tarafindan tiretilen
biyosiirfektanlar 96 kuyucuklu mikroplaklara 200 pL eklenmis ve +4°C’de 18 saat bekletilmistir. Siire
bitiminde her bir kuyucuguna yogunlugu 0,05 OD’ye ayarlanan S. aureus kiiltiirlerinden 200 pL
eklenmistir. Plate kapag: kapali sekilde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olarak
PBS igeren kuyucuklar kullamlmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarin icerigi bosaltilmis her bir
kuyucuk ii¢ kez steril PBS tamponu ile yikanmistir. Her yikama agamasindan sonra kuyucuklar bosaltilmis
ve mikroplakalar ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir. Yikama isleminden sonra, yapisan bakterilerin
kalintistm1 gidermek amaciyla 200 pL metanol (Merck) ile 20 dakika fiksasyon islemi uygulanmustir.
Mikroplakalar bosaltilip gece boyunca ters pozisyonda oda sicakliginda havada kurumaya birakilmistir.
Her bir mikroplate kuyucugu 200 pL kristal viyole ile oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek boyanmustir.
Boya fazlasi ¢ekilmis ve geri kalan kisimdan boya temizlenene kadar su altina yikama iglemi uygulanmaisgtir.
Ardindan mikroplakalar oda sicakliginda ters cevrilerek kurumaya birakilmistir. Hiicrelere baglanan
boyanin geri ¢ozdiiriilmesi i¢in, her kuyucuktaki boya 200 pL %33’liik glasiyel asetik asit (Merck) ilave
edilmistir. Glasiyel asetik asit kuyucuklarin hem tabanina hem de duvarlarina yapisan bakterilerin dolayl
oOl¢iilmesine olanak saglamaktadir. Havayla temasi dnlemek i¢in mikroplakalarin kapaklar1 kapatilmis ve
oda sicakliginda 45 dakika ¢alkalamaksizin bekletilmistir. Her bir kuyucuktaki optik yogunluk (OD) 570
nm’de Ol¢lim yapilarak belirlenmis ve asagidaki formiil kullanilarak yiizde anti-biyofilm oranlari
hesaplanmustir.

% Mikrobiyal inhibisyon= [1- (Ac/A0)] 100

A:: Biyosiirfektan absorbe edilen kuyucuklarin biyofilm OD degerleri.

Ag: Biyosiirfektansiz kuyucuklarin biyofilm OD degerleri (Kontrol grubu)

Biyofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda degismeye uygun olmasi nedeniyle, hatalar
minimize etmek ve bilgilerin giivenilirligini saglamak amaciyla, her bir sus i¢in ii¢ tekrarli ve her bir test
icin 2 paralelli denemeler yapilmistir.

2.5. Anti-Mikrobiyal Etki

Laktobasillerden elde edilen biyosiirfektanlarin, ¢ok kuvvetli (+++) biyofilm olusturan 7 S. aureus suslarina
kars1 anti-mikrobiyal aktiviteleri hem disk difiizyon hem de agar difiizyon yontemleri ile test edilmistir.
Agar difiizyon tekniginde Nutrient agarli petri kaplarina agilan kuyucuklara her bir bakteriya ait 200 puL
biyosiirfektan aktarilmig ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonrasi kuyucuk
etrafinda olusan zon ¢aplar dijital kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢iilmiistiir [45].

Disk difiizyon tekniginde ise standart, 5 mm ¢apinda, steril ve bos antibiyogram diskleri 2,5-3 cm araliklarla
0,5 McFarland bulanikliligina ayarlanan S. aureus suslarinin yayildigr Nutrient agar plaklarin iizerine
yerlestirilmigtir. 20 pL biyosiirfektanin antibiyogram disklere emdirilmesinin ardindan 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Disklerin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari mm olarak 6lgiilmiistiir [46,
47].

3. BULGULAR

Bu c¢alismada, Lactobacillus kiiltiirleri tarafindan {retilen biyosiirfektanlarin, Staphyloccus aureus
suslarinin biyofilm olusumunu engellenmesi (anti-biyofilm) ve S. aureus bakterilerinin gelisimini inhibe
etmesinin (anti-mikrobiyal) belirlenmesi hedeflenmistir. Caligmada kullanilan 52 S. aureus susudan
yedisinin (26, 36, 38, 43, 55, 56 ve 60) biyofilm yapma oranlar ¢ok kuvvetli (+++), on besinin kuvvetli
(++) ve on birinin de orta (+) seviyede oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan suslardan
19’unda herhangi bir biyofilm olusumu gézlenmemistir (Cizelge I).
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Calismada kullanilan 20 laktobasil igerisinden 8 sustan elde edilen biyosiirfektanin, biyofilm yapma orani
cok kuvvetli olan S. aureus suslan tarafindan iretilen biyofilm i¢in farkli oranlarda engelleyici etki
gosterdikleri belirlenmigstir. Lactobacillus acidophilus BAZ 22 i¢in %1,60-%56,60, L. fermentum FKK3
icin %43,90-%67,60, L. acidophilus BAZ 51 i¢in %26,80-%44,00, L. brevis YG7 igin %0,90-%45,20, L.
rhamnosus MP1 i¢in %39,20-%80,60, L. fermentum LB 16 i¢in %1,30-%49,10, L. rhamnosus BAZ 78 i¢in
%24,30-%61,60 ve L. acidophilus BAZ 61 icin %4,40-%52,40 araliklarinda degisen yiizdelerde anti-
biyofilm etki gostermislerdir (Cizelge 2, Sekil ). Geriye kalan 12 susun bazilarinin biyofilm olusumunu
engelleyici etki gosterdigi, bazilarinin etki gostermedigi tespit edilmistir.

Cizelge 1. S. aureus suslarinin nitel biyofilm olusturma ozelligi

Suslar Biyofilm Suslar Biyofilm Suslar Biyofilm
Olusumu Olusumu Olusumu

S. aureus 1 + S. aureus 26 +++ S. aureus 44 ++
S. aureus 2 - S. aureus 27 - S. aureus 45 ++
S. aureus 3 ++ S. aureus 28 + S. aureus 46 ++
S. aureus 4 - S. aureus 29 + S. aureus 47 +
S. aureus 5 - S. aureus 30 - S. aureus 48
S. aureus 6 - S. aureus 31 ++ S. aureus 49
S. aureus 7 - S. aureus 32 - S. aureus 50 ++
S. aureus 8 - S. aureus 33 - S. aureus 52 -
S. aureus 9 - S. aureus 34 - S. aureus 53 -
S. aureus 10 - S. aureus 35 ++ S. aureus 54 ++
S. aureus 11 ++ S. aureus 36 +++ S. aureus 55 +++
S. aureus 12 ++ S. aureus 37 - S. aureus 56 +++
S. aureus 20 + S. aureus 38 +++ S. aureus 57 +
S. aureus 21 ++ S. aureus 39 ++ S. aureus 58 +
S. aureus 22 - S. aureus 40 ++ S. aureus 59
S. aureus 23 + S. aureus 41 ++ S. aureus 60 +++
S. aureus 24 ++ S. aureus 42 -
S. aureus 25 - S. aureus 43 +++

-: biyofilm olusumu gézlenmemis

+: orta

++: kuvvetli

+++: ¢ok kuvvetli

106



Feride Efe, Zehranur Yiiksekdag, Berat Cinar Acar / GUFFD, 3(2): 102-115 (2022)

Cizelge 2. Lactobacillus suslarindan elde edilen biyosiirfektanlarin S. aureus suslarina karst anti-biyofilm

oranlart (%)

Lactobacilus 5. aureus
suslari
26 36 38 43 55 56 60

BAZ 59 45,20+0,10 21,80+0,20 -17,20+0,10* -2,30+0,10* 30,70+0,10 30,70+0,05 -33,20+0,05*
LB 17 29,50+0,35 44,30+0,70 -10,80+0,10* 6,70+0,00 -13,10+0,10* 54,30+0,15 17,80+0,10
BTM1 39,20+0,10 -20,00+0,00* -23,50+0,00* 27,10+0,05 4,60+0,10 26,70+0,15 -2,60+0,00*
BTM3 32,70+0,05 5,80+0,20 -78,40+0,20* -18,20+0,10* 39,80+0,10 16,80+0,10 -44,80+0,20*
BAZ 36 39,1040,05 44,80+0,10 -59,70+0,20* 16,00+0,20 41,80+0,10 -19,10+0,10* 35,40+0,05
ATCC 4356 -3,40+0,00* 8,90+0,10 40,50+0,20 34,80+0,10 12,50+0,20 34,10+0,15 21,60+0,20
KIR3 -40,80+0,20* -29,90+0,00* -140,20+0,10* | -89,50+0,00* -90,00+0,40* 18,70+0,35 23,60+0,10
EDS4 -71,60+0,05* 41,90+0,15 27,10+0,20 43,80+0,35 27,90+0,20 1,90+0,20 20,80+0,35
SMC6 47,00+0,05 48,90+0,10 12,20+0,20 26,60+0,20 13,10+0,20 50,70+0,15 -29,00+0,20*
BAZ 54 47,00+0,20 24,60+0,05 35,10+0,10 28,70+0,20 36,70+0,15 23,30+0,15 -8,10+0,00*
IP5 11,90+0,20 7,20+0,20 9,70+0,15 8,30+0,15* -4,70+0,05* -6,80+0,20* 35,00+0,00
ZYN 17 26,20+0,40 29,00+0,20 21,40+0,20 -44,70+0,05* 30,50+0,10 -80,60+0,20* 34,60+0,10
BAZ 22 56,20+0,20 1,60+0,05 55,20+0,20 39,70+0,20 36,70+0,70 56,60+0,40 36,40+0,60
FKK3 46,60+0,20 53,0040,15 66.60£020 | 54004020 | 67.604035 | 60002005 | 43.90+0.15
BAZ 51 33,20+0,60 36,40+0,05 28,90+0,20 26,80+0,15 30,70+0,40 44,00+0,10 42,30+0,10
YG7 37,80+0,20 1,50+0,10 14,00+0,05 0,90+0,05 9,50+0,05 9,80+0,20 45,20+0,00
MP1 80,60+0,05 39,60+0,10 52,30+0,20 72,20+0,15 48,70+0,40 57,70+0,15 46,50+0,05
LB 16 30,30+0,05 1,30+0,15 17,30+0,15 8,00+0,10 49,10+0,20 27,10+0,00 15,30+0,10
BAZ 78 45,00+0,20 49,90+0,20 24,30+0,20 45,00+0,10 47,8+0,40 59,40+0,15 61,60+0,10
BAZ 61 45,00£0,05 52,40+0,05 18,20:0,00 | 12,20+0,05 4,4020,00 30,90£020 | 18,20+0,15

*: Biyofilm olusumunu artirict yonde etki
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Sekil 1. Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilen biyosiirfektanin S. aureus suslari iizerindeki %
anti-biyofilm oranlart
a) L. acidophilus BAZ 22 b) L. fermentum FKK3 c) L. acidophilus BAZ 51 d) L. brevis YG 7
e) L. rhamnosus MP 1 f) L. fermentum LB16 g) L. rhamnosus BAZ 78 h) L. acidophilus BAZ 610
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Bu ¢alismada, Lactobacillus sp. suslarimin tirettigi biyosiirfektanin ¢ok kuvvetli (+++) biyofilm olusturan
7 S. aureus suslarina kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine yénelik analizler yapilmustir. Iki
farkli yontem (disk diflizyon ve agar difiizyon) ile yapilan antimikrobiyal aktivite calismalarinda
biyosiirfektanlarin etkili sonug gosteremedigi ve Stafilakoklarin tiremesini engelleyemedigi gézlenmistir.

4. TARTISMA

Biyosiirfaktanlar glikolipid, lipopeptit, polisakarit-protein kompleksi, fosfolipit, yag asitleri ve n6tr lipidleri
iceren amfipatik bilesiklerdir [48]. Bakterisidal, bakteriyostatik, biyofilm olusumunun inhibisyonu,
biyofilm bozulmasi, sinerjistik ve adjuvan etkiler (sekonder tiimér olusumunun baskilama) gibi ¢esitli
uygulamalarda etkin olarak kullanilmaktadirlar [35].

Biyostirfektanlar yiiksek biyobozunurluk ve cevre dostu 6zellikleri nedeniyle endiistriyel olarak cesitli
alanlarda kullanilabilmektedirler. Birgogunun insan konakgilarna karsi diigiik toksisite ve yiliksek pH,
sicaklik kosullarina dayaniklilik 6zellikleri bulunmaktadir [33]. Ayrica, ylizey aktif bilesikler, anti-viral,
anti-kanser, anti-HIV, anti-inflamatuar, immiin modiilatér ve antimikrobiyal aktiviteler gibi farkli
aktiviteler sergileyebilirler [34, 49] ve patojenlere karsi anti-adhesiv (antibiyofilm) ajanlar olarak
kullanilabilirler [50]. Bu anlamda biyosiirfektanlarin probiyotik bakteriler tarafindan serbest birakilmasi
iirogenital ve gastrointestinal sistemdeki kolonize olmus diger suslar i¢in bir silah olarak kabul edilmektedir
[51]. Biyosiirfaktanlarin, silikon [52], titanyum [53] ve polistiren plakalar [54] gibi yiizeylerde biyofilm
olusumunu engelledigi ve/veya azalttigi bildirilmistir. Biyosiirfektanlarin, &nleyici ajan olarak
kullanilabilirligi; kateter ve diger cerrahi malzemeler {izerinde patojenik biyofilm olusumunun baglangicini
geciktirmesi nedeniyle sentetik ila¢ ve kimyasal kullaniminin azaltilabilecegi bildirilmistir [31, 50, 55].

Laktobasillerden biyosiirfaktan iiretimini etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler; inokulum
boyutu, pH, sicaklik, ajitasyon hizi, inkiibasyon siiresi, oksijen varligi ve kiiltiir ortami bilesimini
icermektedir [27]. Siit Girlinleri, anne siitli, fermente karides ve meyvelerden izole edilen L. acidophilus, L.
pentosus ve L. fermentum antimikrobiyal aktiviteye sahip hiicresiz biyosiirfektan tirettikleri, Laktik asit
bakterisi olan Pediococcus dextrinicus SHU1593 susunun Bacillus cereus, E. aerogenes ve Salmonella
typhimurium'a kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip hiicreye bagh bir lipoprotein iirettigi rapor edilmistir
[56]. Madhu ve Prapulla [57] L. plantarum CFR2194 tarafindan tiretilen glikoprotein biyosiirfaktaninin S.
aureus'un yapismasini engelledigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ayn1 patojenin L. agilis tarafindan
iiretilen biyosiirfektan ile yiizeye yapismasinin inhibe edildigi bildirilmistir [48]. Ayrica arastirmacilar,
biyosiirfektan iireten susun yapigsma Onleyici Ozelliklerinin, mikroorganizmanin biiyiidiigii ortamdaki
karbon kaynagindan da etkilenebilecegini rapor etmislerdir. Bu nedenle, mikrobiyal biyosiirfaktanlarin
polimerik fraksiyonlarinda bulunan karbonhidrat, lipid ve protein oranindaki degisiklikler biyolojik
etkinliklerinde de 6nemli rol oynayabilmektedir [35]. Lactobacilluslar, temel olarak protein, polisakkarit
ve fosfattan olusan biyosiirfektanlari farkli oranlarda iretebilmektedirler ve bunlar temel olarak glikolipid
veya glikolipoprotein olarak siiflandirilmaktadir [49, 58].

LAB tarafindan iiretilen biyosiirfaktanlar ile ilgili caligmalar, Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen
lipopeptidler ve Pseudomonas tiirleri tarafindan iiretilen rhamnolipidler gibi diger biyosiirfaktanlara kiyasla
daha az bulunmaktadir. Bunun sebebi; daha az etkili olmalar, ylizey gerilimini 36-45 mN/m civarinda
degerlere diisiirmeleri; kritik misel konsantrasyonlarinin (cmce) nispeten yiiksek olmasi (1,0 ila 20,0 mg/mL)
nedeniyle geri kazanimlari i¢in bir ekstraksiyon islemine ihtiya¢ duyulmasidir [48]. Ancak LAB tarafindan
iiretilen biyosiirfaktanlar genellikle giivenli (GRAS) olarak kabul edildiklerinden dolay1 bir¢ogu gida
iiretimi ve endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir.
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Bu arastirmada, 20 Lactobacillus sp. susunun biyosiirfaktan iiretim kapasitesi belirlenmistir. Uretilen
biyosiirfektanlarin S. aureus suslarinin biyofilm olusumunu engellemesi ve/veya azaltilmasini belirleme
calismalar1 gergeklestirilmigtir. Ardindan S. aureus patojenine kargt antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir.

Stafilokoklarin, ¢esitli ylizeylere yapisabilme ve biyofilm olusturabilme 6&zelliklerinin oldugu
bilinmektedir. S. aureus bakterilerinin olusturduklart biyofilmler hem endiistride Onemli ekonomik
kayiplara hem de tip alaninda saglik problemlerine yol agmaktadir. S. aureus suslari insan ve hayvanlar i¢in
cok sayida enfeksiyonlara (iltihapl yaralar, septisemi, menenjit, mastitis, enzootik piyemi) neden olan
firsatg1 patojen mikroorganizmalardir [59]. Stafilokoklar, adheransi kolaylastiran “slime” (slaym, biyofilm)
olusturabilme yetenegine sahip olduklar i¢in biyomateryalleri kaplayan biyofilm olusturma etkileri daha
kolay olmaktadir. Bakteriyi fagositozdan koruyan, nétrofillerin etkisini dnleyen ve lenfosit aktivitesini
azaltan slaym yapisini iiretebilen suslarin anti-bakteriyal tedaviye daha direncli olduklar1 bildirilmistir [60,
61].

Bu c¢alismada, Lactobacillus kiiltiirleri tarafindan sentezlenen biyosiirfektanlarin, patojenlerin yiizeye
tutunmay1 engellemeye yonelik aktivitesinin S. aureus bakterilerine karsi kullanilabilirliginin ve patojen
mikroorganizmanin gelisimini engelleme etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Analiz sonuglarina gore 52
S. aureus susu icerisinden 33’iinde farkli oranlarda (¢ok kuvvetli, kuvvetli, orta) biyofilm olusturma
yetenegi gozlenirken, 19’unda herhangi bir biyofilm olusumu tespit edilememistir (Cizelge 1).

Votava ve Woznicova [62] kan kiiltiiriinden izole ettikleri 32 S. aureus susundan 18’inin (%56,2) biyofilm
olusturma kapasitesinin pozitif oldugunu belirlemislerdir. Baska bir ¢aligmada bilateral konjonktivitli soft
kontakt lens kullanan kisilerin siiriintii 6rneklerinden izole edilen S. aureus suslarinin %61,1’inde biyofilm
iretimi tespit edilmistir [63]. Ica (interselliller adezyon) operonunu kodlayan enzimler tarafindan,
polisakkarit interselliiler adezin (PIA) {iretimi, stafilokoklardaki biofilm olusumunun en iyi bilinen
mekanizmasidir. PIA, ica operon bélgesinde bulunan icaA, icaD, icaB ve icaC genlerinin iirliinidiir ve
biofilm olusumu esnasinda hiicreler arasi iletisimi saglamaktadir. IcaADBC hem Staphylococcus aureus,
hem S. epidermidis’te bulunan bir operondur. Ozellikle icaA ve icaD biyofilm genleri, S. aureus ve S.
epidermidis ’deki slime tiretiminde etkin role sahiptir [64, 65]. Cucarella ve digerlerinin [66] ¢aligmasinda,
s1gir mastitinden izole edilen 195 S. aureus susu igerisinden 184’1 (%94,36) icaADBC pozitif bulurken,
50’sinin (%25,60) BAP pozitif oldugu bildirilmistir. BAP pozitif izolatlarin hepsinde ica genleri pozitif
olarak tespit edilmistir. Hem IcaADBC hem de BAP pozitif olanlarin daha giiglii biyofilm olusturduklari
bildirilmistir. Rohde ve arkadaslar1 ise fenotipik olarak biyofilm pozitiflik ile icaA ve icaD genlerinin
arasinda tam uyumluluk olmadigin1 savunmaktadirlar [67]. Arciola ve arkadaglart [41] protez
enfeksiyonlarindan elde ettikleri 15 S. aureus susundan 11 tanesinde (%73,0) biyofilm {iretimi
gozlemlemislerdir. Biyofilm pozitif suslarin hepsinde icaA ve icaD genleri tespit edilmis, ancak biyofilm
negatif suslarda bu genler tespit edilmemistir. Sahin ve Kaleli [68] arastirmalarinda S. aureus izolatlarinda
biyofilm tiretiminden sorumlu olan icaA, icaD genleri ve triinleri arasindaki iliskiyi belirlemisler ve S.
aureus izolatlarinda biyofilm olugturma diizeyinin yiiksek oldugunu (yaklasik %80), icaA ve icaD genleri
ve triinlerinin (PIA/PNAG) biyofilm olusumunda rol oynadiklarimi rapor etmistir. Negatif biyofilm
olugturan S. aureus suslarinin, biyofilm olusumundan sorumlu olan genlere sahip olmadig:
diistiniilmektedir. Ancak c¢alisma kapsaminda biyofilm olusumundan sorumlu tutulan genler
arastirilmadigindan dogrudan bir iliskisi olup olmadigi tespit edilememistir.

Biyosiirfektanlarin; anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-timér, anti-mikoplasmik, anti-viral, insektisidal ve
anti-biyofilm (anti-adheziv) 6zellikler sergiledikleri belirlenmistir [34, 49]. Bu molekiiller ¢oklu ilag
direngli baz1 patojenlere karsi potansiyel ilag molekiilleri olarak degerlendirilmistir [69]. Biyosiirfektan
molekiilleri, biyolojik bozunabilirlik ve daha az toksisite icermesi nedeniyle sentetik siirfektanlara kiyasla
birgok biyomedikal uygulama i¢in daha fazla avantaj saglamaktadir [70, 71]. Tiiketicilerin saglikl1 ve dogal
iriinlere olan ilgisinin artmasiyla birlikte yeni ve dogal anti-mikrobiyallere duyulan ihtiya¢ da artis
gostermistir. Bunlar arasinda biyosiirfektanlar dogal alternatifler arasinda yer almaktadir [72]. Analiz
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sonuclarina gore tiim suglarin anti-biyofilm sonug araliklar1 %-140,2-80,6 degerleri arasinda bulunmustur
(Cizelge 2). Negatif ¢ikan sonuclar biyofilm olusumunu artirdig1 yoniinde degerlendirilirken, pozitif ¢ikan
sonuglar biyofilm olusumunu azalttigi yoniinde degerlendirilmistir [43, 44]. Gudifa ve digerleri [73]
biyosiirfektanin, anti-biyofilm etkisinin test edilen mikroorganizmaya ve biyosiirfektan konsantrasyonuna
bagli olarak degistigi bildirmistir. Bu nedenle, c¢alismamizda laktobasil suslarindan elde edilen
biyosiirfektanlarin biyofilm olusumunu engellememesi yani sonuclarin negatif ¢ikmasi, kullanilan
biyosiirfektan miktarinin (200 pL) yeterli gelmedigini ve/veya test edilen 7 S. aureus susuna gore
degistigini dislindiirmektedir. Biyosiirfektanin anti-biyofilm etkisinin ayni tiiriin farkli suslarina karsi bile
degisebilecegi bildirilmistir [74]. Calismamizda da, L. acidophilus BAZ 22 tarafindan iiretilen
biyosiirfektanin, S. aureus’un farkli suslarina karsi anti-biyofilm etkisi incelenmistir. Buna gore; S. aureus
26,36,38,43,55,56 ve 60 icin sirasiyla %56,20; 1,60; 55,20; 39,70; 36,70; 56,60 ve 36,40 anti-biyofilm etki
olusturdugu belirlenmistir. Ttim Lactobacillus suslart igerisinde L. rhamnosus MP1 susundan elde edilen
biyosiirfektanin S. aureus 26 susu tarafindan iretilen biyofilm olusumunu %80,6 orani ile en fazla
engelledigi belirlenmistir (Cizelge 2). S. aureus 36 susu tarafindan {iiretilen biyofilm Lactobacillus
biyosiirfektanlarinin %90’ indan etkilenmis ve biyofilm olusumu azalmustir. Yalniz L. rhamnosus BTM1 ve
L. brevis KIR3 suslar1 tarafindan iiretilen biyosiirfektanlarin, S. aureus 36 susunun olusturdugu biyofilmin
olusumuna engelleyici 6zellik gostermedigi tespit edilmistir. L. brevis KIR3 susundan elde edilen
biyosiirfektanin sadece S. aureus 56 ve S. aureus 60 suslarinin olusturdugu biyofilmi sirasiyla, %18,7,
%23,6 oraninda engelledigi tespit edilmistir. Diger S. aureus suslarinin biyofilm olusumuna engelleyici
ozellik gostermedigi aksine biyofilm olusumunu artiric1 yonde etki gdsterdigi belirlenmistir (Cizelge 2).

Biyosiirfaktanlarin yapisma Onleyici aktivitesi, 6zellikle biyofilm olusumunu engellemek icin oldukca
onemlidir [10]. Ciinkii biyofilm olusumu hem patojenik hem de patojen olmayan mikroorganizmalarin
yiizeye baglanmasinda ve canli kalabilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [75]. Ayrica mikroorganizmaya
ilag toleransi, konakg¢i bagisiklik tepkilerinden kaginma ve enfeksiyonun tekrarlanmasi gibi gesitli
avantajlar saglamaktadir [35]. Calismamizda kullanilan biyosiirfektanlarin S. aureus suslarma karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin olmadig1 tespit edilmistir. Gudifia ve digerlerinin [73] c¢aligmasinda
Lactococcus paracasei subsp. paracasei A20 susu tarafindan dretilen biyosiirfektanin, 18
mikroorganizmaya karsi anti-mikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Biitlin mikroorganizmalar i¢in, diisiik
biyosiirfektan konsantrasyonlarinda (3,12 mg/mL; 6,25 mg/mL; 12,50 mg/mL; 25,00 mg/mL) bile anti-
mikrobiyal aktivite gdzlemlendigi bildirilmistir. Ayrica artan biyosiirfektan konsantrasyonuyla birlikte
bliylime inhibisyon yiizdelerinde de artis goézlendigi tespit edilmistir. En yiiksek biyosiirfektan
konsantrasyonunda (50 mg/mL) E. coli, C. albicans, P. aeruginosa karsi diisiik anti-adhesiv ozellik
gozlenirken, ayni konsantrasyonda biyosiirfektanin suslara karsi sirasiyla %100, %100, %91,50 anti-
mikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda anti-biyofilm ve anti-
mikrobiyal aktivitenin birbiri ile uyumlu olmadigi bildirilmislerdir. Bagka bir ¢alismada, L. plantarum CFR
2194 susu tarafindan {iiretilen biyosiirfektanin, Escherichia coli ATCC 31075, E. coli MTCC 108,
Salmonella typhi, Yersinia enterocolitica MTCC 859 ve S. aureus F722 suslarina kars1 anti-mikrobiyal
aktivitesi test edilmistir. 4 mg/mL konsantrasyonda biyosiirfektanin E. coli ATCC 31075, S. typhi ve Y.
enterocolitica MTCC 859 gelisimini inhibe edemedigi gozlenmistir. E. coli MTCC108 igin 5-10 mm ¢ap1
civarinda, S. aureus F 722 igin ise yaklasik 5 mm ¢apinda inhibisyon zonu olustugu bildirilmistir.
Biyosiirfektan konsantrasyonunun 25 mg/mL’ye getirildigi durumda ise, S. typhi’nin gelisiminin inhibe
edilemedigi ve E. coli ATCC 31075, Y. enterocolitica MTCC 859, S. aureus F722 ve E. coli MTCC 108
icin sirastyla 5 mm, 5-10 mm, 5-10 mm ve 15 mm’den fazla inhibisyon zonu capinin gozlendigi
bildirilmistir [57].

Biyosiirfaktanlar molekiiler agirliklarina gore siniflandirilip mikrobiyal kdkenlerine ve komposizyonlarina
gore kategorize edilmektedirler. Yiiksek molekiiler agirlikli biyosiirfaktanlar, lipopolisakkaritleri igerir.
Ancak asil ilgi alanlari, diisiik molekiiler agirlikli glikolipitler ve lipopeptitler (LP'ler) ve fosfolipitlerdir.
LP’ler, peptit zincirine bagl lipit parcalarindan olusan ve antimikrobiyal aktivite gibi biyolojik aktivitelere
sahip yapilardir. LP'ler, negatif yiiklii hiicre zarlarini igeren lipite zarar verebilir ve/veya niifuz edebilir.
Polar elementin ¢oziiniirliigii korumaya ¢aligmasinin bir sonucu olarak hiicre yiizeyi ara yiiziinde bir yiik
dengesizligi gelisebilmektedir. Bu durum, Gram-negatif bakterilerin lipid igeren hiicre zarinda hiicre
hasarina/6liimiine neden olan ve gdzenek olusumuna yol acan hiicre morfolojisi kaybina neden olmaktadir.
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[35]. Pseudomonas ‘tan tiiretilen ve glikolipit ¢esidi olan ramnolipitlerin antimikrobiyal 6zelligi, bakteri
hiicre plazma zariin bozulmasina yol agan gegirgenlestirici etkilerine, hiicre yiizey yiikiinii tehlikeye atma
yeteneklerine ve bakteri hiicresi hidrofobikligini degistirme yeteneklerine atfedilmistir [76, 77]. Ayrica
biyofilm olusumunu &nleme ve engelleme yetenegine sahip olan ramnolipitlerin, kurucu bakterileri
antimikrobiyal maddelere karsi daha duyarli hale getirdikleri bildirilmistir [78]. LAB'den tiiretilen
biyosiirfektanlarin kimyasal bilesimi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak biyosiirfektanlarin
kimyasal bilesimi iizerine yapilan calismalarda kullanilan sus tipine baghh olarak glikolipitler,
glikoproteinler veya fosfat gruplariyla baglantili proteinlerin ve polisakkaritlerin ¢ok bilesenli karisimlari
gibi farkli bilesenlerden olustuklar1 bildirilmistir [79]. Calismamizda, antimikrobiyal aktivitenin hig
gozlenmemis olmast; kullanilan bakterilerin izolasyon kaynaklarinin ve gelisme ortamlarinda kullanilan
karbon kaynaklarinin farkli olmasi, diisiik konsantrasyonlarda (inhibisyon i¢in yetersiz) biyosiirfektan
kullanilmasi, kullanilan bakterinin cinsine gore iiretilen biyosiirfektan ¢esidinin farkli olmasi ya da patojen
bakterinin kullanilan biyosiirfektana karsi1 direngli olmasi nedeniyle olabilecegi diisliniilmektedir.

Sonu¢ olarak yaptigimiz literatlir taramalar1 neticesinde g¢esitli kaynaklardan izole edilen
mikroorganizmalarin tarafindan {iretilen biyosiirfektanlarin, patojen mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan biyofilm yapisim1 engellemede etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Bu arastirmada,
Lactobacillus cinsi bakterileri tarafindan {iretilen ve toksisitesi, kimyasal yapisimin aydinlatilmasi
konusunda yeterli kanit bulunmayan biyosiirfektanlar ile Staphylococcus aureus suslarinin biyofilm
olusumunu engelleme ve/veya azaltma etkisi tespit edilmistir [80]. Laktobasil tarafindan {iretilen
biyosiirfektanlarin absorbasyon uygulamasi, S. aureus biyofilmlerinin kontroliinde, gida sanayinde
uygulanan klor gibi ¢cevre ve canlilar i¢in toksik etkileri olan kimyasallara alternatif olabilecektir. Ayrica
laktobasil suslari tarafindan iretilen biyosiirfektanin hastane kokenli patojen S. aureus bakterilerini
azaltmak icin biyomedikal ekipmanlarda biyolojik koruyucu kaplamalar olarak da kullanilabilecegi
diistintilmektedir.
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