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Bu calismada, 6nemli bir gida patojeni olan B. cerens vejetatif hiicrelerinin ve spotlarinin mikrotitrasyon
plaklarinda, glukoz ve siit iceren besiyerleri kullandarak (TSBg ve TSBs) olusturdugu 24-72 saatlik
biyofilmlerinin, %2 sitrik asit ve 200 ppm klor uygulamalart ile 6nlenmesi ve ortadan kaldirlmast
arastirilmustir. B. cerens vejetatif hiicrelerinin TSBe ve TSBs besiyetleri kullanildiginda olusan biyofilmlerinin,
sitrik asit uygulamalart ile %59 oraninda énlendigi ve %38-63 oranlarinda giderildigi beliflenmistir. B. cerens
spor biyofilmlerinin ise, %056 oraninda 6nlenebildigi ve %40-56 oranlarinda giderilebildigi gérilmiistiir. Sitrik
asit uygulamasinin (%2) olusan B. cereus vejetatif hiicrelerinin ve sporlarinin biyofilmleri izerinde klor kadar
etkili olabildigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: B. cereus, biyofilm énlenmesi, biyofilm ortadan kaldirilmas, sitrik asit, B. cerens spotlar

CONTROL OF B. CEREUS BIOFILMS BY CITRIC ACID TREATMENTS
ABSTRACT

In this work, the prevention and removal of biofilm formations of B. cereus vegetative cells and spore
formations by citric acid (2%) and chlorine (200 ppm) treatments on microtitration plates were
investigated. The biofilms were produced in the presence of glucose and milk (TSB and TSBw) for
24-72 hours. B. cerens biofilms, formed by vegetative cells in TSBg and TSBy were inhibited by citric
acid treatments by up to 59% and removed about 38-63%, respectively. However, biofilms of B. cereus
spores were prevented about 56% and removed by 40-56%. It was shown that citric acid treatment
(2%) could be as effective as chlorine treatment for biofilms of B. cereus vegetative cells and spores.
Keywords: B. cereus, prevention of biofilm, removal of biofilm, citric acid, spores of B. cereus
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GIRIS
Bacillus sp. st ve sut Urtnleri, piring ve piring ile
ilgili gidalar, et ve et Giriinleri, corba ve baharat gibi
driinlerden siklikla izole edilebilen ve spor
olusturabilen bakteti cinsidir (Te Giffel vd., 1996;
Organji vd., 2015; Grutsch vd., 2018). Ozellikle
Bacillus cerens ve Bacillus subtilis turleri gidalarin
kalitesini  etkilemesinden ve gida kaynakl
hastaliklara neden olabilmelerinden dolayt gida
endiistrisinde sorun yaratan 6nemli patojen
bakterilerdendir (Bennett ve Belay, 2001; Faille
vd., 2001; Simobes vd., 2010; Liicking vd., 2013).
Bakterilerin spor formlari, vejetatif formlarina
gore 1sil islem ve dezenfektanlara karsi daha
dayaniklidir (Granum ve Lund, 1997; Carlin vd,
2010). Bu 6zelliklerinden dolayr sporlar, gida ve
gida ile ilgili  yiizeylerde uzun  sire
kalabilmektedirler (Kreske vd., 2006; Ryu ve
Beuchat, 2005). Ayrica, sporlarin fizyolojik
Ozellikleri nedeniyle vejetatif hicrelere gore daha
fazla biyofilm olusturma potansiyeline sahip
olduklar1 belirlenmistir (Pagedar ve Singh, 2012).

Biyofilmler,  Bacillus,  Staphylococcus, — Listeria,
Salmonella ve Escherichia gibi gesitli bakterilerin
ekzopolisakkaritler (EPS) dreterek ylizeyler
tzerine tutunmalar ile olugmaktadir (Austin ve
Berferin, 1995; Oulahal vd., 2008; Abee vd, 2011;
Corcoran vd., 2014). Gida endistrisinde olusan
biyofilm yapilar: protein ve kalsiyam fosfat gibi
st kalintilarint icerebilmektedir (Flint vd., 1997;
Mittelman, 1998; Flemming vd., 2000; Koutina ve
Skibsted, 2015).

Bacillus cinsi bakteriler (6zellikle B. cerens) gida ile
iligkili yiizeylere tutunabilir ve bu ortamlara
tutunarak proteaz ve lipaz gibi enzimler
tretebilmektedir. Boylece, gida triinleri ve gida
isleme ekipmanlari kontamine olabilir ve sit
trtinlerinin  bozulmasina neden olabilmektedir
(Lindsay vd., 2000). Ayrica, ¢ig siit 6rneklerinden
izole edilen B. cerens izolatlarinin  bazt
antibiyotiklere (penisilin, ampisilin, amoksisilin ve
aefoksitin) karst direng gosterdigi belitlenmistir
(Abraha vd., 2017). Sporulasyon siit endustrisi
gibi pek ¢ok gida endiistrisinde 6nemli bir olaydir.
Spotlar siit tUretim stirecinde kimyasal islemler ve
pastorizasyon gibi 1sil islemlere kars1 direnclidirler.
Spotlarin ortamda bulunmast ve bir ylizeye

tutunmast biyofilm olusumunun 6nemli bir
baslaticist olabilmektedir (Flint vd, 1997; Patrkar
vd, 2001). Ayrica, spotlar uygun kosullar altinda
vejetatif hiicre formuna donebilir ve biyofilm
olusumuna dahil olabilitler (Parkar vd, 2001).

Sit  endustrisinde  biyofilm  olusumu, st
driinlerinin bozulmasina baglt olarak ekonomik
kayiplara  ve  hijyen  sorunlarna  neden
olabilmektedir (Bremer vd., 20006). Biyofilm
kontroli i¢in gida endustrisinde genellikle klorlu
bilesikler ve perasetik asit kullanidmaktadir
(Sanchez vd., 2015). Endustride kullanidan bu
bilesikler sudaki organik maddeleri oksitleyerek
kanserojenik trihalometanlari ve haloasetik asitleri
olusturabilmektedir (Sadiq ve Rodriguez, 2004;
Goémez-Lépez vd., 2013; Van Haute vd., 2013;
Waters ve Hung, 2014).

Organik asitler, “Genel Olarak Guvenilir”
(GRAS) kabul edilen ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip olan bilesiklerdir (US FDA, United States
Food and Drug Administration). Bu nedenle
biyofilm kontroliinde organik asitlerin (6zellikle
sitrik asit) alternatif olarak kullamilabilecegi cesitli
calismalarca gOsterilmistir (Ntrouka vd., 2011;
Faot vd., 2014; Akbas ve Kokumer, 2015; Akbas
ve Cag, 2016).

Yapilan bu calismada, B. cerens vejetatif hiicreleri
ve spotlari ile biyofilm olusumu glukoz ve siit
iceren besiyerleri kullaniarak gerceklestirilmistir.
Biyofilm olusumunun o6nlenmesi ve olusan
biyofilmin ortadan kaldirilmasi icin, %2 sitrik asit
uygulamast 200 ppm klor uygulamasi ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bakteri suslar1

Bu calismada biyofilm olusumunun incelenmesi
icin B. cerens ATCC 11778 susu kullandmistir.

B. cereus spor olusumu

Spor olusumu igin, B. cereus ATCC 11778 susu, LB
besiyeri (Luria Broth) icerisine inokiile edilerek
30°C'de bir gece boyunca calkalamali bir
inkiibatérde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast, 500 ul. bakteri kiltirinden alinarak
dekstroz (500 ppm) ve MnSO4+H2O (3 ppm) ile
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zenginlestirilmis Nutrient Agara ekim yapilarak 7
gun boyunca 30°C'de inkiibasyon
gerceklestirilmistir (Lopez vd., 1990).
Inkiibasyondan sonra, petri iizerinden bir 6ze
yardimu ile alinan kiltir 10 mL steril distile su ile
karistirldmis ve hazirlanan stispansiyon cam elyaf
kullanilarak suztlmustir. Elde edilen stizintudeki
vejetatif hiicreleri elimine etmek icin, stzintd
80°C'de 10 dakika stre ile stulmistir. Spor sayis,
spor slspansiyonunun isitilmadan Once ve
sitldiktan sonraki  seri  dilisyonlarinin
hazirlanarak Nutrient Agar besiyerine yayma plak
yontemi ile ekimlerinin yapimast ve 30°C
sicaklikta ~ 24-48  saat  inkibasyonu  ile
belitlenmistir. Spor stspansiyonu +4°C'de en
fazla 30 giin siire ile saklanmustir.

Spor olusumu Schaeffer-Fulton yontemi ile tespit
edilmistir  (Schaeffer ve Fulton, 1933). Bu
yontemde, 10 ul. spor stispansiyonu lam tizerine
yayimis, alevden gecirilerek fikse edilmis ve daha
sonra preparat uzerine 1 mL %0.5 (a/h) malasit
yesili ilave edilerek preparat 5 dakika alttan
sitilarak boyanmis ve distile su ile ytkanmustir.
Durulamadan sonra numune, %1 (a/h) safranin
le boyanmustir. Sporulasyon stk mikroskopu
altinda incelenmis ve spotlar yesil renkli vejetatif
hiicreler ise kirmizt renkli olarak belirlenmistir.

Bakteri kiiltiirii ve biyofilm olugum kogullar1
Biyofilm calismalarinda bakteri blylime besiyeri
olarak %2 (a/h) D-glukoz veya %10 (h/h) st ile
zenginlestirilmis Triptik Soy Broth (TSBg ve
TSBs) kullandmistir.

Biyofilm  olusumu 96  kuyulu  polistren
mikrotitrasyon plagt kullanidarak belirlenmistir
(Akbas ve Kokumer, 2015). Biyofilm olusumunun
tespiti icin, B. cerens vejetatif hicreleri bir gece
boyunca 30°C'de TSBg’de  buyutilmustiir.
Inkiibasyondan sonra vejetatif hiicre kiltiirii ve
spor sispansiyonu, taze TSBg veya TSBs
besiyerleri icerisinde 1:200 oraninda (baslangic
hiicre veya spor konsantrasyonu yaklagitk 105
kob/mlL) olacak sekilde hazitlanmustir. B. cereus
vejetatif hiicrelerini veya sporlarini iceren ve
TSBg veya TSBs besiyerleri igerisinde hazirlanan
bu kiltirlerden, 150 pL almnarak 96 kuyulu
polistren mikrotitrasyon plagt kuyulart icerisine

aktarimistir. Mikrotitrasyon plagt kuyularinda
bakteri iceren kiltlrler 24, 48 ve 72 saat, spor
iceren kiltutler ise 72 saat streler ile 30°C'de
inkiibe edilmistir. Bakteri veya spor siispansiyonu
bulunmayan besiyerleri (TSBg ve TSBs) ise kor
olarak kullanilmistir.

Inkiibasyondan sonra, B. cerens kiiltiirleri
uzaklagtirilmis ve kuyular distile su ile yitkanmistir.
Polistren yiizeylere tutunan hiicreler veya sporlar,
150 pL (%0.5, a/h) kristal viyole solisyonu ile 20
dakika boyunca muamele edilmis, daha sonra
kristal viyole solisyonu uzaklagtirilarak distile su
ile ytkanmigtir. Biyofilm olusturan hiicreler veya
sporlar tarafindan tutulan boya 150 pL glasiyal
asetik asit (%33, h/h; Merck) ile 10 dakika stireyle
bekletilerek boyanin ¢6ziinmesi saglanmistir.
Mikrotitrasyon plaklarindaki biyofilm olusumlart
570 nm'de bir mikrotitrasyon plagi okuyucusu
(BMG Labtech Fluostar Omega ELISA,
Offenburg, Almanya) kullanilarak belirlenmistir
(Stepanovi¢ vd., 2000).

Biyofilm kontroliinde sitrik asit uygulamasi
Biyofilm olusumunun 6nlenmesi i¢in, 96 kuyulu
polistren mikrotitrasyon plagt kuyulart 20 dakika
sureyle sitrik asit (%2, a/h) veya klor (200 ppm)
ile bekletilmis ve sonra mikrotitrasyon plaklari ters
cevrilerek 30 dakika siire ile oda sicakliginda
kurutulmugtur. Daha sonra, biyofilm olusumu
(yukarida anlatddigt gibi) gerceklestirilmistir.
Bakteri veya spor inokilasyonu yapilmamis
besiyerleri (TSBs ve TSBs) kor olarak
kullanilmistir.

Olugan biyofilmin ortadan kaldirilmast icin ise
oncelikle biyofilm olusumu ger¢eklestirilmistir.
Biyofilm olusumu i¢in inkiibasyon sonrast, kiiltir
ortamlart uzaklagtirtlmis ve kuyular distile su ile
yikanmistir. Daha sonra, mikrotitrasyon kuyulart
sitrik asit (%2, a/h) veya klor (200 ppm) ile farkls
strelerle (5, 10 ve 20 dakika) muamele edilmistir.
Uygulama sonrast, kuyular 150 pL %0.5 (a/h)
kristal viyole ile 20 dakika boyunca bekletilmis ve
boya ortamdan uzaklastirdmistir.  Ardindan,
mikrotitrasyon plaklart 150 pL glasiyal asetik asit
(%33, h/h; Merck) ile 10 dakika sure ile
bekletilmis ve boyanin tekrar ¢6ziiniir hale
gelmesi  saglanmistir.  Bakteri veya  spor
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stispansiyonu bulunmayan besiyerleri (TSBg ve
TSBs) kor olarak  kullamilmustir.  Biyofilm
olusumlart 570 nm'de bir mikrotitrasyon plag
okuyucusu (BMG Labtech Fluostar Omega
ELISA, Offenburg, Almanya) kullanilarak
belirlenmistir (Stepanovi¢ vd., 2000).

Sitrik asit ve aktif klorun antibiyofilm etkileri
(%):

Biyofilm olusumunun engellenmesi ve ortadan
kaldirilmasindaki azalma oranlart agagida belirtilen
formiile gore belirlenmistir (Pitts vd., 2003).

Biyofilm olusumunun azalma orani (%) = [((C-B)

- (T-B)) / (C-B)] x 100

B kor olarak kullanllan kuyulardaki ortalama
absorbans degeri, C biyofilm olusan kuyulardaki
ortalama absorbans degeri, T ise sitrik asit veya
klor uygulanan kuyulardaki ortalama absorbans
degeridir.

Istatistiksel analiz

Tum analizler en az ic¢ kez tekrar edilmistir.
Istatiksel analizde Student's t-testi kullanilmistir. P
degerinin 0.05°den kiictik olan degerler istatistiksel
acidan 6nemli olarak degerlendirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

B. cereus vejetatif hiicrelerinin
biyofilmlerinin kontrolii

Klor ve sitrik asit wygulamalar: ile B. cereus biyofilmierinin
dnlenmesi

Klor uygulamasi (200 ppm) ile, B. cereus vejetatif
hticrelerinin biyofilm olusumunun TSBg besiyeri
iceren mikrotitrasyon plaklarinda  %063-67 (p
<0.05) oraninda ve TSBs besiyeri iceren
mikrotitrasyon plaklarinda %52-59 (p <0.05)
arasinda  Onlendigi  belitlenmistir  (Sekil  1).
Biyofilm olusumunun 6nlenmesinde, 5-20 dakika
surelerle, %2 (a/h) konsantrasyonda sitrik asit
uygulamast ile ise her iki besiyerinde de
biyofilmlerin %56-59 arasinda (P <0.05) olacak
sekilde 6nlendigi belirlenmistir (Sekil 2).

Klor ve sitrik asit wygnlamalar: ile B. cereus biyofilmlerinin
ortadan kalderilmas

TSBg igeren mikrotitrasyon plaklarinda olusan B.
cereus biyofilmlerin, klor uygulamalart (200 ppm, 5-
20 dakika stirelerle) ile %38-61 (p <0.05) oraninda

ortadan kaldirildigi belirlenmistir (Sekil 1 (a)).
Benzer sekilde, klor uygulamalari ile TSBs besiyeri
kullanildiginda  olusan  biyofilmlerin =~ %42-64
oraninda azaldid1 tespit edilmistir (Sekil 1 (b)).

TSBg  kullanildiginda  olusan B,  cereus
biyofilmlerin, 5 dakika stre ile sitrik asit (%2, a/h)
uygulamast ile %52-58 oraninda ortadan
kaldirildigt (P <0.05) belirlenmistir. Aynu sitrik asit
konsantrasyonunun 10 dakika  stre ile
uygulanmasi ile olusan biyofilmlerin %55-61 (p>
0.05) oraninda, 20 dakika stire ile uygulanmasinda
ise %57-63 (P <0.05) oraninda ortadan kaldirildigt
tespit edilmistir (Sekil 2 (a)). TSBs kullanddiginda
olusan  B.  cerews  biyofilmlerinin  ortadan
kaldirilmasinda, 5 ve 10 dakika sure ile sitrik asit
uygulamasinin sirastyla %38-42 ve %50-56 (P
<0.05) azaltict etkileri oldugu belitlenmistir. Ayni
ortamda 72 saat sire ile olusan B. cereus
biyofilmlerinin 20 dakika siire ile sitrik asit
uygulamasi ile ise %54-63 (p <0.05) oraninda
olacak  sekilde Onemli o6lgiide  azaldig
belirlenmistir (Sekil 2 (b)).

B. cereus sporlarinin biyofilmlerinin kontrolii
Klor ve sitrik asit uygulamalar: ile B. cerens spor
biyofilmierinin dnlenmesi

B. cereus sporlart tarafindan TSBg ve TSBs
besiyerleri kullanildiginda 72 saat sonunda olusan
biyofilmlerin klor uygulamalari ile sirasiyla %58 ve
%56 (P <0.05) oranlarinda engellendigi
belitlenmistir. Sitrik asit (%2, a/h) uygulamalari ile
ise, B. cereus sporlarinin TSBe ve TSBs besiyerleri
kullamildiginda  olusan  biyofilmlerinin, yine
strastyla %56 ve %52 (P <0.05) oraninda
engellendigi tespit edilmistir (Sekil 3).

Klor ve sitrik asit uygulamalar: ile B. cerens spor
biyofilmierinin ortadan kaldirimas:

Her iki besiyeri kullanildiginda da B. cereus
sporlarinin olusturdugu 72 saatlik biyofilmlerin,
klor uygulamalari (farkhi siirelerde; 5, 10 ve 20
dakika) ile %47-59 oraninda ortadan kaldirildigt
belirlenmistir (Sekil 3). Olusan biyofilm yapisinin
sitrik asit muamelesi ile, TSBg besiyerini iceren
mikroplaklarda yaklasik %44-56 oraninda, TSBs
besiyerini iceren mikroplaklarda ise %040-52
oranlarinda ortadan kaldirildigr tespit edilmistir
(Sekil 3).
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Sekil 1. B. cereus vejetatif hiicrelerinin TSBe (A) ve TSBs (B) besiyetlerini iceren mikrotitrasyon
plaklarinda olusturdugu 24, 48 ve 72 saatlik biyofilmlerin klor (200 ppm) uygulamast ile 6nlenmesi (a)
ve ortadan kaldirilmasi (b) oranlari (%). Her deger en az tg¢ tekrarin ortalamasidir. Hata cubuklart
standart sapmalart gbstermektedir.

Figure 1. Prevention (a) and removal (b) ratios (%) of 24, 48 and 72 hour B. cereus biofilms formed by vegetative cells
in TSBe (A) and TSBuy (B) media containing microtiter plates with chlorine treatments (200 ppm). V alues are
averages of at least three independent determinations. Error bars represent standard deviations.
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Sekil 2. B. cerens vejetatif hiicrelerinin TSBe (A) ve TSBs (B) besiyetlerini igeren mikrotitrasyon
plaklarinda olugturdugu 24, 48 ve 72 saatlik biyofilmlerin sitrik asit (%2, a/h) uygulamast ile 6nlenmesi
(a) ve ortadan kaldirilmasi (b) oranlari (%). Her deger en az Ug¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklar
standart sapmalart gbstermektedir.

Figure 2. Prevention (a) and removal (b) ratios (%) of 24, 48 and 72 hour B. cereus biofilms formed by vegetative cells
in TSBe (A) and TSBur (B) media containing microtiter plates with citric acid treatments (2%, w/v). 1 alues are
averages of at least three independent determinations. Error bars represent standard deviations.

Bu calismada, TSBe ve TSBs besiyetlerini iceren
mikrotitrasyon plaklarinda  B.  cerens  vejetatif
hiicreleri ve sporlart ile biyofilm olusumunun
onlenmesi ve ortadan kaldirilmasinda sitrik asit

uygulamasinin  etkileri, klor uygulamasi ile
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Biyofilm
olusumunun Onlenmesi i¢in, biyofilm olusumu
oncesi, 96 kuyulu mikroplaklara %2 sitrik asit veya
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200 ppm klor soliisyonu ilave edilerek 20 dakika gerceklestigi mikroplaklar %02 sitrik asit veya 200
stre ile bekletilmistir. Olusan biyofilmin ortadan ~ ppm klor soliisyonu ile 5, 10 ve 20 dakika streler
kaldirilmas:  i¢in ise, biyofilm olusumunun ile muamele edilmistir.
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Sekil 3. B. cereus sporlarinin TSBg ve TSBs besiyerlerini iceren mikrotitrasyon plaklarinda olusturdugu
72 saatlik biyofilmlerin klor (A) ve sitrik asit (%2, a/h) (B) uygulamalari ile 6nlenme (a) ve ortadan
kaldirilma (b) oranlart (%). Her deger en az ti¢ tekrarin ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari
gostermektedir.

Figure 3. Prevention (a) and removal (b) ratios (%) of 24, 48 and 72 hour B. cereus biofilms formed by spore
Jformations in TSBe and TSBy media containing microtiter plates with chlorine (A) and citric acid (B) (2%, w/v)
treatments. 1 alues are averages of at least three independent determinations. Error bars represent standard deviations.
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B.  cerens  vejetatift  hiicrelerinin - biyofilm
olusumunun inkiibasyon slresinin artmast ile
artufl  tespit  edilmistir.  B.  cerews  spor
biyofilmlerinin olusumunun ise, ilk 48 saatte 570
nm’deki absorbans degerlerine goére cok az oldugu
gorilmiigtiir.  Bu nedenle, B. cerens spor
biyofilmlerinin ~ olusumu  i¢in 72  saatlik
inkiibasyon stiresi kullanilmustir. Ayrica, polistren
mikrotitrasyon plaklarinda, B. cerens spotlarinin,
TSBc ve TSBs besiyerleri ile 72 saatlik
inkiibasyonlatt sonunda, 570 nm'deki absorbans
degerlerine gore, vejetatif hiicrelerden daha fazla
biyofilm (%10) olusturdugu belirlenmistir. Bunun
nedeninin biyofilm olusturulan yiizeyin hidrofilik
veya  hidrofobik  Ozellikte — olmast  ve
bakterilerin/sporlarin  sahip  oldugu  yiizey
yapilarinin - 6zellikleri oldugu rapor edilmistir
(Williams ve Fletcher, 1996; Marques vd., 2007,
Elhariry, 2011).

Biyofilm olusumunun besiyeri bilesenleri ile iliskili
oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
TSBs  besiyeri  kullanildigindaki  biyofilm
olusumunun, TSBg besiyeri kullanildigindakine
gore daha fazla oldugu gdzlemlenmistir.
Besiyerinde  siit  bilesenlerinin  varhiginin
mikroorganizmalarin  yiizeye  tutunmasinda
kolaylik sagladigi dusiiniilebilir. Bu ortamlarda
olugan biyofilm yapist ve bilesimi hakkinda bilgiler
sinirll olup biyofilm olusumunu 6nlemek igin
uygulanan stratejiler cok basarili olmamistir
(Burgess vd., 2010; Marchand vd., 2012). Ayrica
TSBg ve TSBs besiyerleri kullanildiginda, biyofilm
olusumun o6nlenmesi ve ortadan kaldirilmast
oranlart birbirine yakin bulunmustur. Bu da
besiyerine glukoz ilavesinin gida isleme sanayisi
ortamlarint yansitabilecegini gbstermektedir.

B. cereus vejetatif hiicreleri ve sporlari ile biyofilm
olusumunun klor ve sitrik asit uygulamalart ile
Onlenmesi ve ortadan kaldirilmast oranlarinin,
uygulama siiresine bagli oldugu belirlenmistir.
Calismada, %2 oraninda sitrik asit uygulamasinin
zamana baglt olarak B. cerens vejetatif hiicrelerinin
ve spotlarinin biyofilm olusumunu klor kadar
etkin bir sekilde onledigi ve ortadan kaldirdigt
belirlenmistir. Ayrica vejetatif hiicrelerin biyofilm
yast artttkca, Ozellikle 72 saatlik biyofilm
olusumlarinin, sitrik asit veya klor uygulamalar1 ile

daha az oranlarda Onlenebildigi ve ortadan
kaldirildigi gbrillmustiir.

Biyofilm kontroli i¢in genellikle sodyum
hipokloritli soliisyonlar kullanilmaktadir (Ryu vd.,
2005). Klor membran proteinleri ve lipidler ile
reaksiyona girerek, membran gecirgenligini arttirir
(Noss vd., 1983; Ghandbari vd., 1983; Virto vd.,
2005).  Klorlu  solisyonlarin  karsinojenik
bilesiklerin olusmasina sebep olmast ve kalintt
birakmasindan dolays, biyofilm olusumumun
kontrolinde  biyoglvenilir  potansiyel  yeni
uygulamalara olan ilgi artmaktadir (Sanchez vd.,
2015). Organik asitler ise pH disiirme, hicre
membrant  transport  sistemini  bozmasi,
makromolekiillerin sentezini 6nlemesi ve DNA
denatiirasyonuna etki etmesi nedeniyle bakteriler
tizerinde engelleyici etki gosterirler (Ricke 2003,
Neal-McKinney vd., 2012; Ramos-Villarroel vd.,
2015). Son zamanlarda, pek ¢ok aragtirmaci
biyofilm kontrolii icin organik asitlerin etkisini
incelemiglerdir (Almasoud vd., 2015; Almasoud
vd,, 2016; Zhang vd., 2017). Ntrouka ve
arkadaglart  (2011) sitrik asit  solisyonunun
Streptococcus mutans ve karigik kiltir biyofilmlerine
karst etkili olabilecegini bildirmislerdir. Faot ve
arkadaslart (2014) sitrik asitin C. a/bicans biyofilm
olusumunu ve hiicre canliligini  azalttigim
bildirmislerdir. Akbas ve Kokumer (2015) ise

S.anrens  izolatlart ile Dbiyofilm olusumunda
perasetik  asite kiyasla sitrik asitin = etkin
olabilecegini  ve alternatif ~ dezenfektan

olabilecegini bildirmislerdir. Sitrik asit disinda,
malik asit gibi diger organik asitlerin de biyofilm
kontrolinde etkili olarak kullanilabilirligi farkl
calismalar ile tespit edilmistir. (Akbas ve Cag,
2015; Almasoud vd., 2015). Ayrica organik asitler
gibi bazt fenolik asitlerin de (ferulik ve salisilik
asit)  bakterilerin  yiizey yukind arttirdigy,
hareketini  kisitladigt ve fizikokimyasal ylzey
Ozelliklerini etkiledigi belirlenmis ve biyofilm
olusumunun kontrolinde dogal antibiyofilm
ajanlar olarak degerlendirilebilecekleri
gosterilmistir (Lemos vd., 2014). Yapilan bu
calisma ile gida sanayisi ile iligkili olabilen B. cerens
susunun hem vejetatif hem de sporlarinin
biyofilm olusumlarinda sitrik asitin dogal bir
antibiyofilm  ajan  olarak  kullaniabilecegi
belirlenmistit.
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SONUC

Bu calismanin sonucunda, glukoz ve sit iceren
besiyetleri kullanilarak (TSBg ve TSBs) B. cereus
bakterisinin vejetatif hiicreleri ve sporlart ile
olusturulan biyofilmlerin 6nlenmesi ve ortadan
kaldirilmasinda sitrik asit uygulamalarinin klor
uygulamalart kadar etkili oldugu belitlenmistir. B.
cerens vejetatif hiicrelerinin biyofilmlerinin, sitrik
asit uygulamalart ile TSBg ve TSBs besiyerleri
kullanildiginda, %59 oraninda 6nlendigi ve %38-
63 oranlarinda giderildigi gOsterilmistir. B. cerens
spor biyofilmlerinin ise sitrik asit uygulamalari ile
%56 oranlarinda Onlenebildigi  ve  %40-56
oranlarinda  giderilebildigi  tespit  edilmistir.
Biyofilm kontrolii i¢cin sitrik asit uygulamasi etkili
ve alternatif bir yaklasim olarak kullaniabilir.
Yapilabilecek sonraki calismalarda farkli organik
asitlerin B. cerens biyofilmleri tzerindeki etkileri
aragtirlabilir. Ayrica, gida isleme endustrisinde
kullanilan paslanmaz celik gibi farkl yiizeylerde de
sitrik  asit uygulamasimin olusan B.
biyofilmlerinin kontroliindeki etkisi incelenebilir.
Calismadan elde edilen sonuclar 6zellikle B. cereus
gibi spor olusturan gida patojenlerinin sorun
oldugu biyofilmlerin kontrolinde sitrik asidin
kullanilabilecegini gostermektedir.

cereus

TESEKKUR
Bu calisma, Gebze Teknik Universitesi tarafindan
desteklenmistir.
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