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Malik Asit Uygulamalarmn S.aureus Biyofilmleri Uzerinde Antibiyofilm Etkileri*
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OZET: Bu calismada, malik asit uygulamalarmin S. aures biyofilmleri iizerindeki antibiyofilm aktiviteleri
incelenmistir. Biyofilmlerin malik asit uygulamalari ile azalma oranlari, klor uygulamas: ile karsilastirilmistir. Malik
asit ve klor uygulamalarinin biyofilmler {izerindeki etkileri hem polistren hemde ¢elik yiizeylerde incelenmistir.
Malik asit uygulamalari, S. aureus biyofilmlerini klor uygulamasindan daha etkin bir sekilde engellenmis ve ortadan
kaldirmustir. Celik yiizeylerde biyofilmlerin azalma oranlarinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Sonuglar, malik
asitin gida ile temas eden yiizeylerde biyofilm olusumlari i¢in imit verici gevreyle dost bir uygulama olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Biofilm, malik asit, S. aureus, gida ile temas eden yiizeyler

Antibiofilm Effects of Malic Acid Treatments on S. Aureus Biofilms

ABSTRACT: In this study, antibiofilm activities of malic acid treatments on S. aureus biofilmswere investigated.
The reduction ratios of biofilms by malic acid treatments were compared with chlorine treatment. The effects of
sanitizers on biofilms were evaluated on both on polystyrene and stainless steel surfaces. Malic acid treatment more
efficiently inhibitedand removed S. aureus biofilms than chlorine treatment.The higher reduction ratios were
obtained on stainless steel surfaces. The results show that malic acidcould be a potential promising eco-

friendlytreatment for biofilm formations in food contact surfaces.
Key Words: Biofilm, malic acid, S. aureus, food contact surfaces

GIRIS

Staphylococcusaureus suslart insan ve hayvanlar
icin ¢ok sayida enfeksiyonlara neden olan firsatg1
patojen  mikroorganizmalardir.  S.aureus  suslari,
insanlarin ve sicakkanli viicutlarinin gesitli bolgelerinde
dogal olarak bulunurlar.S. aureussuslarina ozellikle
gidalarda ve gida tretimindeki personel ile hastane
personelinde de yaygin bigimde rastlanmaktadir (Rashid
ve ark., 2012). Bu patojen mikroorganizma, insanlarda
basta deri ve yumusak doku olmak iizere cesitli ciddi
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Mertz ve ark., 2007; van
Belkum ve ark., 2009).

S.aureus, ¢ig siit ve Triinlerinde siklikla
rastlanmaktadir. Ozellikle mastitis hastaligi gériilen
hayvanlardan elde edilen siitlerin, patojenik S. aureus
ile kontamine olma olasiliklar1 ¢ok yliksektir (Scherrer
ve ark., 2004; Peles ve ark., 2007; Giinaydin ve ark.,
2011). Siit driinleri arasinda siklikla peynirlerden
kaynaklanan Staphylococcus zehirlenmeleri
goriilmektedir. Bunun nedeninin, S. aureus’un peynir
yapim sirecinde geliserek {irettigi enterotoksinler
oldugu bilinmektedir (Durlu-Ozkaya ve Cémert, 2008;
Zinke ve ark., 2012).

Biyofilm, mikroorganizmalarin yiizeye yapisarak
iirettikleri ekzopolisakkarit matriks igine gdomiilii halde,
bir yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmus olarak
olusturduklar1 yasam seklidir (Flemming ve Wingender,
2010). Biyofilm tabakasi, bakterileri antimikrobiyal
maddelere kars1 koruyan ve oOzellikle gida sanayinde
sorun yaratan onemli bir olusumdur (Srey ve ark.,
2013). Bunun en o6nemli sebebi, biyofilm igerisinde

*Yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.

bulunan bakterilerin antimikrobiyallere serbest yasayan
formlarina gore ¢ok daha fazla direngli olmalarindandir
(Cos ve ark., 2010; Simoes, 2011).

Ozellikle gida isleme endiistrisindeki farkli yiizeyler
bakterilerin tutunmasi ve biyofilm olusturmalari igin
oldukga elverigli ortamlardir. Bir¢ok mikroorganizma
gida isleme sanayinde paslanmaz celik, cam ve teflon
gibi ylizeylere tutunarak biyofilm olusturabilmektedir.
Bu patojen bakterilerin biyofilmleri, iiretilen gidalarin
kontaminasyonuna neden olabilmektedir (Syne ve ark.,
2013; Corcoran ve ark., 2014; Di Ciccio ve ark., 2015).

Stafilokoklarin, cesitli yiizeylere yapisabilme ve
biyofilm olusturabilme ozelliklerinin oldugu
bilinmektedir. Stafilokoklarin biyofilm olusturmalarinda
icaADBC gen lokusu tarafindan kodlanan polisakkarit
interselliller adhesin (PIA) en &nemli rolii istlendigi
gosterilmistir (Donlan ve Costerton, 2002; Arciola ve
ark., 2015).

Siit endiistrisinde sanitasyon islemleri her iiretim
periyodundan sonra yapilmaktadir. Bu nedenle iretilen
slitin giivenligini ve Kalitesini arttirmak ancak dogal,
ucuz, kalintt birakmayan sanitasyon uygulamalari ile
miimkiin olmaktadir. Giiniimiizde siklikla kullanilan
basta klorlu bilesikler ve oksitleyici dezenfektanlar iriin
kalitesi bozulmalarina, ekipmanlara, ve ¢evre ve insan
sagligina olumsuz etkilere yol agmaktadir (Knowless ve
ark., 2015). Ayrica dezenfektan kalintilarinin yogurt ve
peynir starter kiiltlirleri icin de inhibe edici etkileri
oldugu bilinmektedir (Karagozlii ve Karagozlii, 2004).

Glinlimiizde tiiketicilerin saglikli ve dogal {iriinlere
olan ilgisinin artmasi nedeni ile yeni ve dogal
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antimikrobiyallere ihtiya¢ giderek artmaktadir (Xu ve
ark., 2014). Bunlar arasinda organik asitler dogal
alternatifler arasinda yer almaktadir. Organik asitler
arasinda malik asit bircok gidada bulunan bir organik

asittir. Malik  asit  uygulamasinin Listeria
monocytogenes, Escherichia O157:H7 gibi birgok
patojen  iizerinde antimikrobiyal etkili oldugu
bulunmugtur  (Raybaudi-Massilia, 2009). Yapilan

caligmalarda malik, sitrik, laktik ve tartarik asitlerin
antibakteriyel etkileri oldugu belirlenmigtir
(Eswaranandam ve ark., 2004; Lu ve ark., 2011).
Gonzalez -Fandos ve Herera (2013) %1 ve %2
konsantrasyonda 5 dakika siire ile malik asit
uygulamasini  tavuk  etleri  lizerinde  Listeria
monocytogenes iizerinde denemisler ve %2 malik asit
uygulamasimin  inhibitér  etkili  oldugunu tespit
etmislerdir. Son yillarda yapilan bir ¢aligmada %2 malik
asitin 2ppm ozon ile birlikte kullaniminin gida temash
plastik ve PVC (polivinil karbon) yiizeylerde
Salmonella Typhimurium’un olusturdugu biyofilmlerin
kontrolii i¢in etkili oldugu rapor edilmistir (Singla ve
ark., 2014). Ogzellikle mikrotitrasyon plagindaki
biyofilm olusumunda bu uygulama ile 6 kat azalma
goriilmiistiir. Bu bilgiler dogrultusunda, bugiine kadar
malik asit uygulamasinin, gida temaslh yiizeylerde, siit
endiistrisinde O6nemli bir patojen olan S. aureus
biyofilmlerinin kontrolii i¢in uygulanmasina dayanan
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada, ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen S.
aureus suslarmin olusturdugu biyofilm olusumunun,
dogal bir antibiyofilm ajan1 olarak malik asit (10%) ile
engellenmesi  ve olusan  biyofilmlerin  ortadan
kaldirilmasinin  endiistride sikilikla  kullanilan  klor
uygulamasi (200 ppm) ile karsilastirilarak incelenmesi
amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Kullanmilan Suslar ve Bakteri
Hazirlanmasi

Calismada, ¢ig siitlerden izole edilen 20 adet,
vankomisine direngli, biyofilm pozitif S. aureus susu
kullamlmstir (Akbas ve Kokumer, 2015).

Biyofilm  olusumu, Onlenmesi ve ortadan
kaldirilmasi igin kullanilacak olan bakteri kiltiirleri, S.
aureus suglariin kat1 Nutrient agar {izerinde tireyen bir-
iki kolonisinin %2 (w/v) glukoz iceren TSB (Triptik
Soy Broth) besiyerine (TSBG) inokiilasyonu ve 37°C
sicaklikta bir gecelik inkiibasyonu ile elde edilmistir.
Daha sonra bu kiiltiirler ayr1 ayri TSBG besiyeri ile
McFarland degeri 0.5’ esit (yaklasik 10° kob/ml)
olacak sekilde sulandirilarak biyofilm olusumunda
kullanilmak tizere hazirlanmstir.

Kiiltiirlerinin

Biyofilm Olusumunun Polistren
Onlenmesi

Steril 96 kuyulu polistren mikrotitrasyon plagi
kuyularma 200ul %210 (w/v) konsantrasyonlarda malik
asit veya siit igletmelerinde dezenfektan olarak siklikla

kullanilan 200 ppm (v/v) konsantrasyonda klor

Yiizeylerde
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solisyonu ilave edilerek 20 dakika siire ile
bekletilmistir. Uygulama sonrasinda kuyular
icerisindeki soliisyonlar pipet yardimi1 ile

uzaklastirilmig, mikrotitrasyon plaklar1 oda sicakliginda
ters gevrilerek 30 dakika siire ile kurutulmustur.

Biyofilm olusumu i¢in hazirlanan S. aureus
suglarimin kiiltiirlerinden, malik asit veya klor uygulanan
mikrotitrasyon plagimin her bir kuyusuna 1:200 oraninda
TSBG besiyeri ile birlikte eklenerek 37°C sicaklikta
48saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra,
kuyulardaki sivi besiyeri bir pipet ile uzaklastirilmistir.
Daha sonra kuyular distile su ile 3 kez yikanarak oda
sicakliginda 30 dakika siire ile Kkurutulmustur.
Kuyulardaki  biyofilm  tabakasi, %0.5  (v/v)
konsantrasyonda 200ul kristal viyole soliisyonu ilave
edilerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek
boyanmistir. Boya pipet ile uzaklastirildiktan sonra,
boyanin ¢dziinmesi igin kuyulara, 200ul,%33 glasiyal
asitik asit ilave edilerek 10 dakika siire ile bekletilmistir.
Her kuyudan 150ul alinarak yeni bir mikrotitrasyon
plagma aktarilmistir. Her kuyunun absorbans degeri
570nm’de bir mikrotitrasyon plagi okuyucusu (BMG
Labtech Fluostar Omega ELISA, Almanya) yardin ile
belirlenmistir. Her sus, her bir uygulama i¢in iki farkli
kuyuda, en az 3 tekrarli sekilde denenmistir. Sonuglar,
sadece besiyerini iceren (negatif kontrol) ve bakteri susu
inokiile edilen (pozitif kontrol, herhangi bir uygulanma
yapilmayan)  kuyulardaki absorbans degerleriyle
karsilastirilarak degerlendirilmistir (Stephanovic ve ark.,
2000).

Biyofilm Olusumunun Polistren
Ortadan Kaldirilmasi

Biyofilm olusumu i¢in hazirlanan S. aureus
suslarinin kiiltiirlerinin her biri 1:200 oraninda TSBG
besiyeri ile birlikte polistren mikrotitrasyon plagt
kuyularina eklenerek 37°C sicaklikta 48saat siire ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, kuyulardaki
sivt besiyeri uzaklastirllmis ve Kuyular distile suyla
yikanarak oda sicakhiginda kurutulmustur. Olusan
biyofilmler malik asit (10%) veya Kklor (200 ppm)
soliisyonlar1 ile 20 dakika siire ile oda sicakliginda
bekletilmis, daha sonra pipetle uzaklagtirilarak,
yikanmig ve oda sicakliginda kurutulmustur. Biyofilm
olusumunun ortadan kaldirilmasi kuyularin %0.5(v/v)
kristal viyole ile boyamasi, boyanin glasiyal asetik asit
ile ¢Oziindiiriilmesi ve 570nm’dedl¢iilen absorbans
degerleri ile belirlenmistir. Sonuglar, sadece besi yerini
igeren (negatif kontrol) vebakteri kiiltiirii inokiile edilen
(pozitif kontrol, herhangi bir uygulama yapilmayan)
kuyulardaki absorbans degerleriyle karsilastirilarak
degerlendirilmistir.

Yiizeylerde

Biyofilm Olusumunun Celik Yiizeylerde Onlenmesi
Biyofilm olusumu igin, otoklavda steril edilen
paslanmaz ¢elik kuponlar (20x40x1 mm) 50ml malik
asit (%10) veya klor (200 ppm) soliisyonlarini igeren
100ml hacimli steril kavanozlar igerisine daldirilmistir.
Celik kuponlar, daha sonra oda sicakliginda 30 dakika
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stire ile kurutularak 50ml TSBG besi yeri iceren 10ml
hacimli steril kavanozlar igerisine yerlestirilmistir.
Kavanozlar igerisindeki besi yerleri, hazirlanan bakteri
kiiltiirleri ile1:200 oraninda ayr1 ayri inokiile edilerek
37°C sicaklikta 48saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra celik kuponlar %0.5 (v/v) kristal
viyole iceren steril kavanozlar igerisinde 15 dakika siire
ileboyanmigtir. Biyofilm olusumuna baglanan boya
50ml  33% glasiyal asitik asit igerisinde
¢ozlindiriilmustiir. Her kavanozdan 200ul ¢6ziinen boya
alinarak bir mikrotitrasyon plagina aktarilmistir.
Biyofilm olugumu ve Onlenmesi oranlar1t kuyularin
absorbans degeri 570nm’de Odlgiilerek belirlenmistir.
Sonuglar, sadece besi yerini iceren (negatif kontrol) ve
bakteri kiiltiirii inokiile edilen (pozitif kontrol, herhangi
bir uygulama yapilmayan) kuyulardaki absorbans
degerleriyle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Biyofilm Olusumunun Celik Yiizeylerde Ortadan
Kaldirilmasi

Olusan biyofilmlerin ortadan kaldirilmas1 igin
otoklavda steril edilen paslanmaz ¢elik kuponlar, 50ml
TSBG besi yeri iceren 100ml hacimli steril kavanozlar
icerisine yerlestirilmistir. Kavanozlar hazirlanan bakteri
kiiltiirleri ile 1:200 oraninda ayr1 ayri inokiile edilerek
37°C sicaklikta 48 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, kuponlar yikanarak
kurutulmustur. Celik kuponlar 50ml malik asit (%210)
veya klor (200 ppm) soliisyonlarmi igeren 100ml
hacimli steril kavanozlar igerisine daldirilarak 20 dakika
stire ile oda sicakliginda bekletilmistir. Celik kuponlar
yikanarak kurutulduktan sonra 50 ml %0.5 (v/v) kristal
viyole igeren 100ml hacimli steril kavanozlarda
boyanmistir. Biyofilm olugumuna baglanan boya 50 ml
33% glasiyal asitik asit igerinde ¢Oziindiiriilmiis ve her
kavanozdan 200ul alinarak bir mikrotitrasyon plagina
aktarilmigtir. Biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasi
oranlar1 kuyulardaki ¢6ziinen boyanin absorbans degeri
570 nm’de dlgiilmesiyle belirlenmistir. Sonuglar, sadece
besiyerini igeren (negatif kontrol) ve bakteri kiltiirii
inokiile (pozitif kontrol, herhangi bir uygulama
yapilmayan)  kuyulardaki absorbans  degerleriyle
karsilagtirtlarak degerlendirilmistir.

Biyofilm olusumlarinin engellenmesi ve ortadan
kaldirilmasindaki azalma oranlari, malik asit veya klor
uygulanmayan biyofilm olusumlarina gore
belirlenmistir. Biyofilm olugumu, absorbans degeri (OD
570) > 0.1 durumlarda pozitif ve < 0.1 durumlarinda
negatif olarak degerlendirilmistir.

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler igin,varyans analizi (anova)
SPSS 11.5 (SPSS Inc.,Chicago, Illinois, USA) programi
ile yapilmis ve post hoc Tukey’s testi uygulanmigtir. P<
0.05 seviyesinde bulunan denemelerin sonuglari
istatistiksel agidan “6nemli” olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR
Polistren Yiizeylerde Klor Uygulamalari
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20 adet ¢ig siit izolat1 S. aureus susunun klor (200
ppm) uygulamas: ile mikrotitrasyon plaginda biyofilm
olusumunun engellenmesi ve olusan biyofilmin ortadan
kaldirilmasi oranlari (%) incelenmistir.

Polistren yiizeylerdeki biyofilm olusumunda &l¢iilen
absorbans degerleri, celik yilizeylerdekinden yiiksek
bulunmustur.

Biyofilm olusumlarinin 200 ppm klor uygulamasi ile
bir susta %51 (P<0.05) oraninda azaldigi, on susta ise
yaklagik  %20-%30 (P<0.05) oraninda Onlendigi
belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. S. aureus suslarmin biyofilm olusumlarinin klor (200 ppm)
uygulamasi ile polistren yiizeylerde Onlenmesi (A) ve ortadan
kaldirilmasi (B) oranlart (%)*

Sus A B
1 15 (0.03) 0 (0.00)
2 24 (0.01) 22 (0.00)
3 2(0.03) 40 (0.05)
4 20 (0.05) 0(0.08)
5 26 (0.02) 10 (0.00)
6 6 (0.05) 11 (0.08)
7 4(0.01) 0 (0.00)
8 28 (0.00) 0 (0.01)
9 0 (0.00) 0 (0.00)
10 0 (0.08) 0 (0.00)
11 22 (0.00) 40 (0.05)
12 0 (0.00) 0 (0.00)
13 27 (0.02) 57 (0.06)
14 22 (0.00) 40 (0.00)
15 19 (0.02) 44 (0.00)
16 16 (0.03) 26 (0.00)
17 15 (0.02) 29 (0.00)
18 22 (0.00) 6 (0.00)
19 51 (0.00) 0 (0.00)
20 29 (0.05) 51 (0.00)

*Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki degerler
standart sapmalar1 gostermektedir

Biyofilm tabakasinin ortadan kaldirilmasi i¢in, 200
ppm konsantrasyonunda klor uygulamas: ile, olusan
biyofilmlerin, alti susta yaklasik %40-%60 (P<0.05)
oraninda, li¢ susta ise yaklasik %20-%30 (P<0.05)
oraninda azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 1).

Celik Yiizeylerde Klor Uygulamalari

Biyofilm olugumunun, 200 ppm klor uygulamasi ile
bir susta %35 (P<0.05) oraninda azaldig1, iki susta ise
yaklagtk  %20-%30 (P<0.05) oraninda azaldigi
belirlenmistir (Cizelge 2).

Biyofilmlerin, 200 ppm klor uygulamasi ile 20 adet
S. Aureus susu arasindan en fazla iki susta yaklasik %45
(P<0.05) oraninda, dokuz susta ise yaklasik %20-%40
(P<0.05) oraninda ortadan kaldirildig1 (%) belirlenmistir

(Cizelge 2).
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Cizelge 2. S.aureus suslarinin biyofilm olusumlarinin klor uygulamasi
ile paslanmaz celik yiizeylerde 6nlenmesi (A) ve ortadan kaldirilmasi
(B) oranlar1 (%)*
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Cizelge 4. S.aureus suslarinin biyofilm olusumlarmin malik asit
uygulamasi (%10) ile gelik yiizeylerde Onlenmesi (A) ve ortadan
kaldirilmasi (B) oranlar1 (%)*

Sus A B Sus A B
1 0(0.02) 45 (0.02) 1 0(0.09) 83 (0.00)
2 22 (0.02) 0(0.01) 2 0(0.19) 83 (0.00)
3 35(0.02) 29 (0.00) 3 0(0.11) 79 (0.01)
4 0(0.02) 0(0.02) 4 0(0.2) 79 (0.00)
5 0 (0.00) 20 (0.03) 5 66 (0.07) 83 (0.00)
6 0 (0.00) 31(0.01) 6 30(0.3) 73(0.01)
7 12 (0.06) 17 (0.02) 7 0(0.04) 85 (0.00)
8 0(0.04) 20 (0.04) 8 0(0.08) 82 (0.00)
9 6 (0.01) 40 (0.00) 9 0 (0.00) 82 (0.00)
10 0(0.12) 0(0.07) 10 8 (0.05) 81 (0.00)
11 0(0.05) 9(0.02) 11 79 (0.02) 95 (0.00)
12 0(0.01) 40 (0.00) 12 15 (0.06) 95 (0.00)
13 0 (0.00) 23(0.05) 13 67 (0.02) 90 (0.01)
14 0 (0.02) 2 (0.00) 14 20 (0.02) 60 (0.00)
15 0(0.03) 40 (0.00) 15 0(0.03) 84 (0.00)
16 0(0.03) 32 (0.00) 16 0(0.07) 90 (0.00)
17 0(0.03) 0(0.04) 17 20(0.1) 59 (0.02)
18 16 (0.00) 11 (0.02) 18 14 (0.07) 73 (0.00)
19 29 (0.02) 46 (0.00) 19 0 (0.00) 90 (0.02)
20 15 (0.00) 0 (0.00) 20 21(0.15) 90 (0.00)

*Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez icerisindeki degerler
standart sapmalar1 gostermektedir

Polistren Yiizeylerde Malik Asit Uygulamalar

20 adet ¢ig siit izolat1 S. aureus susunun malik asit
(%10, w/v) uygulamasi ile mikrotitrasyon plaginda
biyofilm olusumunun engellenmesi ve olusan
biyofilmin ~ ortadan  kaldirilmasi  oranlar1t (%)
incelenmistir. Biyofilm olusumlarinin %10 (w/v) malik
asit uygulamasi ile bir susta yaklasik %47 (P<0.05)ve
altt susta yaklasik %20-%40 (P<0.05) oraninda
engellendigi tespit edilmistir (Cizelge 3). Olusan
biyofilmlerin ise,%10 (w/v) malik asit uygulamasi ile
ise sekiz susta yaklasik %70-%85 (P<0.05) oraninda,
bes susta yaklasik %50-%65 (P<0.05) oraninda ve yedi
susta ise %30-%45 (P<0.05) oraninda ortadan
kaldirildig: tespit edilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. S.aureus suslarinin biyofilm olusumlarinin malik asit
uygulamast (%10) ile polistren yiizeylerde 6nlenmesi (A) ve ortadan
kaldirilmasi (B) oranlar (%)

Sus A B
1 4(0.00) 43 (0.00)
2 47 (0.00) 76 (0.00)
3 20 (0.07) 85 (0.00)
4 24.(0.04) 69 (0.00)
5 24.(0.00) 77 (0.00)
6 13 (0.02) 76 (0.01)
7 38 (0.00) 38 (0.02)
8 11 (0.02) 40 (0.02)
9 1(0.00) 37 (0.00)
10 0(0.1) 76 (0.01)
11 0 (0.06) 60 (0.02)
12 0(0.03) 34(0.01)
13 0 (0.00) 85 (0.03)
14 0 (0.00) 53 (0.00)
15 0 (0.04) 36 (0.07)
16 30 (0.00) 64 (0.01)
17 20 (0.00) 62 (0.01)
18 6 (0.00) 56 (0.01)
19 8(0.00) 45 (0.00)
20 0 (0.03) 83 (0.00)

*Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez igerisindeki degerler
standart sapmalar1 gostermektedir

*Her deger iki tekrarin ortalamasidir. Parantez icerisindeki degerler
standart sapmalar1 gostermektedir

Celik Yiizeylerde Malik Asit Uygulamalar:

20 adet ¢ig siit izolat1 S. aureus susunun malik asit
(%10, w/v) uygulamasi ile paslanmaz gelik kuponlarda
biyofilm olusmunun engellenmesi ve olusan biyofilmin
ortadan kaldirilmasi oranlar1 (%) incelenmistir. Malik
asit uygulamast (%10, w/v) ile ise biyofilm
olusumlarinin ii¢ susta yaklasik %65-%80 (P<0.05)
oraninda ve dort susta yaklasik %15-%20 (P<0.05)
oraninda onlendigi tespit edilmistir (Cizelge 4). Olusan
biyofilmlerin ise, alt1 susta yaklasik %90-%95 (P<0.05),
on iki susta yaklagik %70-%85 (P<0.05), iki susta ise
yaklagik %60 (P<0.05) oraninda ortadan kaldirildigi
tespit edilmistir (Cizelge 4).

TARTISMA

Patojen bakterilerin  olusturduklar1  biyofilmler,
endiistride Onemli ekonomik kayiplara ve saglik
problemlerine yol agmaktadir. Sanayide siklikla
kullanilan paslanmaz gelik, teflon ve polipropilen gibi
yiizeyleri  patojenik  mikroorganizmalar  kolaylikla
kontamine edebilmekte ve kolaylikla biyofilm
olusturabilmektedir. Giiniimiizde endistride, yiizey
sanitasyonu i¢in kullamlan yaygin dezenfektanlar
arasinda perasetik asit, ozon ve klor yer almaktadir.

Ancak mikroorganizmalar ozellikle  biyofilm
olusturduklarinda zamanla kullanilan bu
dezenfektanlara direng kazanirlar (Mah ve T’oole,
2001).

Bu calismada, 200 ppm klor uygulamasi ile biyofilm
olusumunun polistren yiizeylerde en fazla %51 oraninda
onlendigi, olugan biyofilmin de en fazla %57 oraninda
ortadan kaldirildigr goriilmiistiir. Paslanmaz  ¢elik
yiizeylerde ise, 200 ppm klor uygulamas: ile biyofilm
olusumunun en fazla %35 oraninda Onlendigi, Olusan
biyofilmin de en fazla %46 oraninda ortadan kaldirildig:
belirlenmistir.
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Polistren yiizeylerde, kullanilan%10 (w/v) malik asit
uygulamasi ile biyofilm olusumunun en fazla %47
oraninda Onlendigi, olusan biyofilmin de en fazla %85
oraninda ortadan kaldirildig tespit edilmistir. Paslanmaz
celik yiizeylerde, %10 (w/v) malik asit uygulamasi ile
biyofilm olusumunun en fazla %79 oraninda onlendigi,
olugan biyofilmin de en fazla %95 oraninda ortadan
kaldirildig: belirlenmistir.

Caliymada, malik asit uygulamasi, S. aureus
biyofilmlerini klor uygulamasindan daha etkin bir sekilde
engellemis ve ortadan kaldirmistir. Kullanilan malik asit ve
klorun, biyofilm olusumunu ve olusan biyofilmi
uzaklastirmadaki etkinliklerindeki fark antimikrobiyal
aktivitelerinin farkli olmasindan ileri gelmektedir. Klor,
hiicrelerin zarinda bulunan lipid-protein yapiya etki ederek
toksik  klorlu  bilesikleri olusturur ve  hiicreden
makromolekiillerin  kaybina neden olur (Haas ve
Engelbrecht, 1980). Organik asitler ise bircok bakteri
lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip bulunmustur
(Eswarandam ve ark., 2004; Akbas ve Olmez, 2007).
Organik asitlerin hiicre membranindan gegerek hiicre
sitoplazmasim asidifiye ettigi, hiicreninde sitoplazmanin i¢
pH degerini dengelemek icin protonlart hiicre digina
pompaladigi ve bu sirada enerji kaybettigi belirtilmistir.
Ayrica organik asitlerin hiicre zarina zarar verdigi ve
DNA’y1 denatiire ettigi bildirilmistir (Lou ve Yousef,
1999; Ricke 2003).

S. aureus biyofilmlerinin hem klor hem de malik asit
uygulamalar ile ortadan kaldirilma oranlari, biyofilmlerin
Onlenme oranlarindan daha fazla bulunmustur. Ayrica,
celik yiizeylerde biyofilm olusumunun yiiksek oranlarda
(>%80) uzaklagtirilabildigi sus sayist ve azalma oranlari
polistren yiizeylere gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur.
Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalarinda biyofilm
olusturacaklari yiizeyin yapisi, hidrofilik veya hidrofobik
karakterde olusu Onemlidir.Yiizeye yapisarak biyofilm
olugturabilme, ayni zamanda bir bakterinin sahip oldugu
yiizey yapilarinin karakteristigi ile de ilgili olabilir (Corpe,
1980; Williams ve Fletcher, 1996).0Onceki ¢alismalarda
mikroorganizmalarm  hidrofobik  &zellikteki  polistren
yiizeylere paslanmaz gelik gibi hidrofilik yiizeylerden daha
hizli  yapisabildikleri rapor edilmistir (Corpe, 1980;
Williams ve Fletcher, 1996; Marques ve ark., 2007). Bu
calismada da, S. Aureus suslart polistren yiizeylere daha
hizli yapismus ve daha dayanikli biyofilmler olusturmus
olabilir. Bu nedenle gelik yiizey gibi hidrofilik karakterdeki
yiizey materyallerinin gida ile temas eden ylizeylerde
kullanimi dogru bir yaklasim olacaktir.

SONUC

Bu giine kadar yapilan ¢aligmalarda, S. aureus
suglarinn biyofilmleri {izerinde malik asitin antibiyofilm
ozelligi  incelenmemistir.  Ozellikle gida sanayinde
biyofilmlerin olusumunun 6nlenmesi ve olusan biyofilmin
azaltilmas1 daha sonraki kontaminasyonlar ile alet ve
ekipmanin korozyonunun 6nlenmesi agisindan dnemlidir.
Bu ¢aligmada uygulanan dogal antibiyofilm ajami olarak
malik asitin daha farkli konsantrasyon ve siirelerle de
uygulanabilirliginin ve bu uygulamalarin biiyiik 6lcekte
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optimize edilerek  sanayide kullanilabilirliginin

arastirllmasi gerekmektedir.

Bu nedenle, ¢alismadan elde edilen sonuglar, malik asit
uygulamasinin, S. aureus biyofilmlerinin kontroliinde, gida
sanayinde uygulanan klor gibi ¢evre ve canlilar i¢in toksik

etkileri olan  kimyasallara  alternatif olabilecegini
gostermektedir.
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