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Bu c¢alismada; serotiplendirmesi yapilmis 99 ve cins diizeyinde tanimlanmis 41 adet
Tiirkiye kokenli Salmonella susunun biyofilm olusturma karakteristikleri arastirildi. 140
adet susun biyofilm olusturma ozellikleri incelendiginde % 56.4’niin “rdar”,
%40.7’sinin “bdar” ve %2.1 nin ise “pdar” morfotipinde biyofilm irettigi belirlendi. 1
adet S. Agona susu daha once belirtilen hi¢cbir morfotipe dahil edilemedi. 79 adet “rdar”
morfotipi i¢eren susun 72’sinde; 57 adet “bdar” morfotipi igeren susun ise 41’inde s1vi-
hava arafazinda pelikiil yapisina rastlandi. Suslar, olusturduklar1 pelikiil yapilarina,
pelikiiliin fiziksel farkliliklarina ve pelikiil olusumuyla birlikte besi ortamlarinda
meydana gelen degisimlere gore degerlendirildi. “Rdar” morfotipi iceren suslarin rijit
yapida; “bdar” morfotipi iceren suslarin ise kirilgan yapida pelikiil olusturdugu
saptandi. Biyofilm matriks yapilarindaki seliiloz varliginin arastirilmasinda, 79 adet
“rdar” ve 3 adet “pdar” morfotipi igeren susun kalkofloru baglaylp UV 151k altinda
florosan Ozellik gosterdigi; 57 adet “bdar” ve 1 adet tanimlanamayan morfotip igeren
susun ise kalkofloru baglamadigi dolayisiyla UV 151k altinda florosan &zellik
gostermedigi belirlendi. Kongo kirmizisi igeren ortamda yogun “rdar” morfotipi icerdigi
saptanan 38 adet susun ve her morfotipi temsilen seg¢ilen birer susun polistiren ve
paslanmaz celik gibi abiyotik yiizeyler iizerinde biyofilm olusturma kabiliyetleri
arastirildi. Polistiren plaklarda segilen suslarin biyofilm iiretme miktarlarinin Sl¢iilmesi
sonucunda en yogun biyofilm iiretimi Salmonella Typhimurium susunda belirlendi
(OD: 3,418). ideal biyofilm iiretimi kosularmin belirlenmesi amaciyla farkl1 sicaklik, su
aktivitesi ve pH degerlerinde gerceklestirilen calismalar sonucunda, biyofilm olusumu
icin en uygun sicakligin 20 °C, NaCl konsantrasyonunun % 0.0 oldugu belirlenirken;
pH’nin farkli morfotip iceren suslarin biyofilm olusturma o6zellikleri tizerindeki
etkisinin degiskenlik gosterdigi saptandi. Matriks yapisinda bulunmasi muhtemel hiicre
dis1 DNA’nin varligr “bdar” morfotipi iceren S. Infantis susunda tespit edildi.
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ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF BIOFILM FORMING ABILITIES OF Salmonella STRAINS
ISOLATED FROM TURKEY

Basar KARACA

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

Supervisor: Prof. Dr. Cumhur COKMUS

In this study; the biofilm forming characteristics of the 99 serotyped and 41 genus level
identified Salmonella strains originated from Turkey was investigated. When screening
biofilm forming abilities of 140 Salmonella strains, 56.4 % were able to express “rdar”,
40.7 % were able to express “bdar” and 2.1 % were able to express “pdar” morphotype.
1 §. Agona strain could not be classified in any morphotype previously identified.
Pellicle formation at the air-liquid ineterface was investigated at 91.1 % of strains
containing “rdar” morphotype and 72 % of strains containing “bdar” morphotype.
Strains were evaluated according to their pellicle structure forming, physical differences
of pellicle, and the alterations in the media along with the pellicle forming. It was
detected that the strains containing “rdar” morphotype had rigid, the strains containing
“bdar” morphotype had fragile pellicle structure forming. In the analysis of cellulose
existence in biofilm matrix structures, 79 of “rdar” and 3 of “pdar” morphotyped strains
showed fluorescence features under UV light by binding calcoflour; whereas 57 of
“bdar” and 1 unidentified morphotyped strains showed no fluorescence feature under
UV light since could not binding calcoflour. Biofilm forming abilities on abiotic
surfaces like polystyrene and stainless steel of the strains which had highly “rdar”
morphotype in media that contained Kongo red and one strain representing each
morphotype were investigated. As a result of measuring biofilm producing amounts of
strains, selected on polystyrene microtiter plates, S. Typhimurium was determined as
the best biofilm producer (OD: 3,418). As a result of experiments conducted in different
temperatures, water activities and pH values in order to determine optimum biofilm
producing conditions, the optimum temperature for biofilm producing was determined
as 20 °C and the optimum NaCl concentration was 0.0 %; whereas pH values showed
variable effects on biofilm forming feature. Extracellular DNA that may exist in biofilm
matrix structure was detected in S. Infantis strain with “bdar” morphotype.

2011, 119 pages
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1. GIRIS

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae familyasina dahil olup, Salmonella enterica ve
Salmonella bongori olmak {izere iki tiir igerir. Salmonella enterica subspecies
enterica’nin alt1 alt tiirii vardir ve memeli hayvanlarda en ¢ok hastaliga neden olan
serovaryeteleri kapsamaktadir. Diger Salmonella enterica alt tiirleri salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae ve indica’dir. Bu alt tiiriin tiyelerinin bir¢ogu insanlar igin siklikla
patojenik niteliktedir ve genellikle sicak kanli (poikilotermik) hayvanlarin bagirsak
sisteminde bulunmaktadirlar (Popoff vd. 2005, Threlfall vd. 2005).

Salmonella Gram negatif bir bakteridir, genellikle hareketsizdir ve ¢ubuk seklinde bir
hiicre morfolojisi gosterir. Bazi nadir durumlarin haricinde Salmonella, 7-48 °C
sicaklik araliginda gelisme gosterir. Salmonella cinsine dahil bakteriler fakiiltatif
anaerobturlar. Bu bakteriler asidik stres, diisiik su aktivitesi ve yiiksek sicaklik gibi
kosullara adapte olarak ¢esitli ylizeylerde aylarca canli kalabilmektedirler (Kaufman

1998, White vd. 2006).

S. enterica serovaryete Typhi (S. Typhi) insanlarda tifo etkeni, S. Typhimurium ise
insan gastroenteritine neden olan en yaygin serovaryetelerden biridir. Hayvan
konakgilarda S. Typhimurium bagirsak epitelinde yer alan Peyer plaklarmi istila
etmektedir. Bakteriler, epitel dokuyu makrofajlarin igerisinde gecer. Bu bakteriler
serovaryete ve konakei tipine baglh bir sekilde; makrofajlar icerisinde hayatta kalarak

replike olur ve mezenterik lenf nodiillerine, dalaga ve karacigere yayilabilir (Zhang vd.
2003).

Tifo etkeni S. Typhi insan konakgilarda safra taslarinin tizerinde biyofilm olusturmak
suretiyle asemptomatik olarak hayatta kalmaya devam eder. Bu nedenle asemptomatik
konakgilarda patojenin yok edilmesi igin antibiyotik uygulamasi, ¢ogu kez yetersiz bir
uygulama olmaktadir. Tifo etkeni olmayan Salmonella serovaryeteleri de ayn1 zamanda
laboratuvar kosullarinda safra taslar1 lizerinde kolonize olabilmektedir ve Hep-2

hiicreleri iizerinde biyofilm olusturabilmektedirler (Prouty vd. 2002).



Salmonella enfeksiyonlari ¢apraz kontaminasyonlar nedeniyle hizli bir yayilma 6zelligi
gostermektedir. Ozellikle endiistriyel sanitasyon uygulamalarinda, biyofilm olusturma
yeteneklerinden kaynaklanan direnclilik sayesinde, canliliklarini siirdiirebilmektedirler.

Bu da Salmonella kontaminasyonlarinin hizli bir sekilde yayilmasina neden olmaktadir.

Gidalarda ve gida katki maddelerinde Salmonella kontaminasyonu diinya genelinde
biiyiik bir sorun teskil etmekte ve bu durum hayvanlarda ve hayvansal gidalar tiikketen
bireylerde Salmonella enfeksiyonu riskini artirmaktadir (Crump vd. 2002). Salmonelloz
vakalarinin bir kismimin, kanatli hayvan etlerinin yani sira marul, kisnis, kavun,
pastorize edilmemis portakal suyu, domates gibi ¢esitli meyve ve sebzelerin tiikketilmesi
sonucu ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Cook vd. 1998, Burnett ve Beuchat 2000). Gida
tiretiminin gergeklestirildigi fabrikalarda, Salmonella kontaminasyonunu i¢in biiyiik
yatirnmlar yapilmasia karsin, bazi klonlarin fabrika kosullarinda yillarca varligim
stirdlirebildigi belirlenmistir. Ayrica bu klonlarin biyofilm olusturma yeteneklerinden
dolayr dezenfektanlar araciligi ile de iiretim yapilan ylizeylerden uzaklastirillamadigi

saptanmigtir (Ronner vd. 1993, Meretre vd. 2003).

Bakteriyel biyofilmler; bir nesneye, ara yiizeye ya da birbirine yapisik halde duran
bakteri topluluklart olarak tanimlanmaktadir (Costerton vd. 1995). Biyofilm igerisinde
bulunan hiicreler, kendi iirettikleri ve dis ¢evreye karsi kimyasal ve mekanik koruma
saglayan bir matriks igerisine gomiilii olarak bulunmakta ve iizerlerinde ¢ok cesitili
bilesiklerin birikmesine neden olduklari i¢in hem endiistriyel hem de tip alaninda biiyiik
sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar (Meretre vd. 2009). Biyofilm
igerisindeki bakterilerin dezenfektanlara ve kurumaya karsi oldukg¢a direncli olduklari
bilinmektedir (Matthysse vd. 1981, Zogaj vd. 2001). Yapilan son ¢aligmalar;
Salmonella’nin polimer, g¢elik ve cam gibi yiizeylerin yani sira maydanoz gibi organik
yiizeylerde de biyofilm olusturma yeteneginde oldugu belirlenmistir (Meretre vd.
2009).

Bitki yiizeyleri gibi biyotik ylizeylerde biyofilm olusturma yeteneklerinin yanisira
Salmonella, plastik ve metal gibi abiyotik yiizeylerde de biyofilm olusturmaktadir



(Hood ve Zottola 1997, Momba ve Kaleni 2002, Brand 2006). Salmonella tiirlerinin
dogal mikroflora ile birlikte igme suyu borularinda olgiilebilir diizeyde biyofilm
olusturdugu saptanmistir (Schmeisser vd. 2003). Salmonella 'nin hayvan konakgilarinin
disindaki biyofilmler igerisinde hayatta kalabilmesi ve ¢ogalabilmesi, Salmonella ile
ilgili gida ve su kaynakli gastroenteritin siirekliligini agiklamaktadir (Brandl 2006,
Teplitski 2006). Bu arastirmada, yukarida belirtilen tibbi ve endiistriyel Gnemi
nedeniyle, Tirkiye kokenli  Salmonella  suslarinda  biyofilm  olusturma

karakteristiklerinin incelenmesi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyofilmin Tanim ve Tarihgesi

Bakteriyel biyofilm kavrami ilk olarak 1683 yilinda Antonie van Leeuwenhoek
tarafindan ifade edilmistir. Arastirici, insan disinden kazidigi plaklart kendi ilkel
mikroskobunda incelemis ve bu gozlemlerindeki yapilara “animalkuli” adin1 vermistir.
Heukelekian ve Heler deniz mikroorganzimalar1 ig¢in “sise etkisi” kavramini
bulmuslardir. Bu etkide mikrorganzimalarin cam ylizeyler iizerine tutunup kolonize
olduklar1 kesfedilmistir. Bundan 250 yil sonra, Claude E. ZoBell 151k mikroskobunda
bazi deniz bakterilerinin cam slaytlarin ylizeylerine tutunup mikrokoloniler
olusturdugunu tespit etmistir (Zobell ve Eshter 1935). Bu arastirmaci ayni zamanda
cam ylizeylerdeki bu yapilarin yikama ya da calkalamayla dagilmadigini da
belirlemistir. Characklis, endiistriyel su sistemlerindeki mikroorganizlarin olusturdugu
biyofilmlerin klor gibi dezenfektanlara dahi direncli olabileceklerini kesfetmistir
(Characklis 1973). Sonrasinda bakterilerin biyofilmler igerisinde ¢ok cesitli yollarla
organize olabilecekleri saptanmustir. Ornegin; farkli bakteriyel tiirler agizda farkl
mikroflora tyeleri ile birlikte tutunma o6zelligi gostermektedir. Mikroelektrot
teknolojisiyle birlikte 151k mikroskopisinde saglanan gelismeler sonucunda, bakteriyel
biyofilmlerin bir yiizeye tutunmus mikrokolonilerden olustuunu ve bu
mikrokolonilerle birlikte biyofilmlerin organize ve geliskin bir sekilde fonksiyonel
heterojenite gosterdiklerinin  anlagilmasi miimkiin olmustur. Biyofilm tizerinde
yiiriitiilen caligmalar, ekololojik ve endiistriyel sistemlerin disinda biyofilmlerin, halk
saglig1 agisindan da ciddi bir 6nem tasidigini agik bir sekilde ortaya koymustur (Sekil
2.1) (Donlan 2001). Bakterilerin biyofilmler igerisindeyken tibbi malzemelerin
izerlerinde uzun siire hayatta kalabilmelerinden 6tiirii klinik sistemlerde de gz oniinde
bulundurulmasi  gereken  bir olgu  oldugu  anlagilmistir ~ (Sekil  2.2)

(www.microbelibrary.org 2002)


http://www.microbelibrary.org/

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

Sekil 2.2 Endiistriyel bir su sistemi i¢indeki 8 haftalik biyofilmin TEM mikrografi
(www.microbelibrary.org, 2002)

1980’lerde ve 1990’larda bakteriyel biyofilmlerin yapisal, karmagsik sistemler oldugu
gercegi anlagilmaya baglanmistir. Biyofilm, Costerton ve ortak calisma gruplarinin elde
ettigi veriler dogrultusunda; birbirlerine, yiizeylere ya da araylizeylere bir matriks

araciligiyla tutunan bakteriyel populasyonlar olarak tanimlanmistir. Daha sonra,


http://www.microbelibrary.org/

Costerton ve Donlan (2002) tarafindan yeni bir biyofilm tanimi1 yapilmistir: Buna gore;
arayiizlere, birbirlerine ya da bir substrata geri doniisimlii olarak tutunmus ve
tirettikleri hiicre dis1 polimerik matriksin i¢ine gomiilmiis, farkli mikrobiyel gelisme
fizyolojileri ve farkli genetik ifade ile iliskili bicimde degisen bir fenotip sergileyen

yapilar, biyofilm olarak adlandirilmistir.

2.2 Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumunun ilk asamasi; bakterilerin uygun bir yiizeye tutunmalaridir. Dogal
suslar, cevresel kosullarda hayatta kalabilmeleri ve kendilerini koruyabilmeleri i¢in
biyofilm olustururlar. Herhangi bir yiizeyle etkilesime girecek olan bakteriyel hiicreler
tutunmadan Once yiizey boyunca hareket ederler. Yiizeyle etkilesimden sonra ayni tiire
dahil bakteriler bir araya gelip mikrokoloniler olusturabilmek i¢in tek tabakali hiicre
hatlar1 olustururlar. Biyofilmler, aym tiirden bakterilerin bir araya gelmeleriyle
olusabilecegi gibi, farkli tiirden bakterilerin bir araya gelmesi halinde daha karmagik bir
yapida olabilirler. Tutunma aktif bir siire¢ olup, bakterinin yiizeye ve diger bakterilere
geri dontlisiimlii bir bigimde baglanabilmesi i¢in gerekli olan hiicre dis1 polimerlerin
sentezini gerektirir (Costerton 1999). Bakterilerin geri doniislimlii bir bi¢imde
baglanmalarinin ardindan bakteriyel hiicreler cogalir ve ekzopolisakkarit (EPS) tiretirler
(Kumar ve Anand 1998). Biyofilmler, elastiki davranis sergileyen yiiksek derecede
esnek yapilardir (Stoodley vd. 1998). Bakteriyel tiirlere bagl olarak biyofilmler; % 10-
25 bakteri hiicrelerinden ve % 75-90 ekzopolisakkarit matriksten olusur. Biyofilm
icerisindeki bakterilerin Brown hareketinden yoksun olmalar1 karakteristik bir
ozelliktir. Biyofilmler siklikla mantar benzeri yapilar sergilerler. Bu yapinin bas
kisiminda hiicresel yogunluk sap kismina oranla daha fazladir (Costerton 1999). Olgun
biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapilarinda bakteriyel kiimeler arasinda su dolu kanallar
bulunmaktadir, bu su dolu kanallar primitif bir dolagim sistemine analog olacak sekilde
metabolik siireclerde iiretilen toksik maddelerin atilmasinda ve besinsel 6gelerin
alimmasinda gorev yapar. Biyofilmlerin ilerleyen safhalarinda biyofilmden kopmalar
goriilebilir. Biyofilm hiicre toplulugundan koken alan yavru hiicreler, hayatta
kalabilmek ve yeniden kolonize olabilmek i¢in biyofilmden ayrilabilirler (Aparna ve

Yadav 2008).



Biyofilmler, dogal ¢evrelerde yaygin bir sekilde bulunurlar ve cam, paslanmaz gelik, su
borulari, implant, ve disleri de iceren sayisiz farkli ortamda gelisme gosterebilirler
(Carpentier ve Cerf 1993, Costerton vd. 1999, Woodward vd. 2000, Joseph vd. 2001).
Biyofilmler baz1 durumlarda antibiyotiklere ve dezenfektanlara toleransli olmalarindan
otirli hastalik etkeni bakterilere koruyucu bir yap1 teskil ederler (Costerton vd. 1987,
Costerton vd. 1999, Ueda ve Kuwabara 2007, Janssens vd. 2008). Su endiistrisinde
biyofilmler hem sorun olarak algilanan ve hem de istenilen yapilardir. Atik su aritim
uygulamalarinda biyofilmler, bakteriler igin substrat olabilecek su kirleticilerinin
ortadan kaldirilmasinda basit ve ucuz bir yoldur. Igme suyu endiistrisinde istenmeyen

biyofilmler halk saglig1 agisindan 6nemli sorunlara neden olmaktadir (Rittmann 2004).

Uzun siireli yapisal ve fonksiyonel aragtirmalar sonucunda, mikroorganizmalarin zorlu
cevre kosullarinda neden biyofilm olusturduklar1 daha iyi anlagilmistir. Bu kosullar
dogal, endiistriyel ve medikal cevrelerdeki kosullar olup, mikroorganizmalar bazi
durumlarda bu ¢evrelerdeki biyotik ya da abiyotik yiizeylerde kolonize olarak komiinite
davranigt  sergilemeye yonelebilirler. Biyofilm yapilarinda en dikkat cekici
ozelliklerden biri polimerik matriks igersinde gomiilii vaziyette bulunan bakterilerin
planktonik yasam tarzlarindan farkli olarak fenotipik ve morfolojik farkliliklar
sergilemeleridir (David 1999). Biyofilm yapisindaki bakteriler ve planktonik bakteriler
arasinda yaklasik olarak 9% 1-10 arasinda bakteriyel transkript farki saptanmistir. Gen
ifade diizeyleri ve metabolizma ayni sekilde biyofilm olusumunun farkli safhalarinda
cesitlilik gosterir (Schembri vd. 2003, Webb vd. 2003, Beloin ve Ghigo 2005). Gram
negatif bakterilerde c¢esitli ¢evresel kosullar (6rnegin; besin arzi, konak¢i metabolitleri,
kolonize olunan ylizeylerin fiziksel ve kimyasal nitelikleri, sicaklik, oksijen gerilimi,
tuz konsantrasyonu ve ozmolarite) ve bakterinin kendi tirettigi sinyaller (6rnegin; indol,
siklik-diguanilat, asetil fosfat ve N-asilhomoserin laktonlar) biyofilm olusumunda,
olgunlasmasinda ve dagilmasinda rol oynar (Prouty vd. 2002, Shirtliff vd. 2002,
Hammer ve Bassler 2003, Martino vd. 2003, Wolfe vd. 2003, Tischler ve Camilli
2004).

Biyofilmler bes temel asamada olusurlar: Bunlar; bakterilerin ylizeyle temasa

gecmeleri, bakterilerin ylizeye sikica tutunabilmeleri i¢in ekzopolisakkarit tiretmeleri,



biyofilm yapisinin erken gelisimi, biyofilmin olgunlagsmasi, olgun biyofilm iizerinden

hiicrelerin koparak ayrilmasidir (Sekil 2.3) (Stoodley vd. 2002).

Bivofilm Gelisimi

Sekil 2.3 Biyofilm olusumunun bes basamakli asamalar1 ve bu asamalari gosteren
mikrograflar (Stoodley vd. 2002)

Biyofilm olusumu en az ii¢ mekanizmayla agiklanabilen bir siiregtir. Bunlardan
birincisi; ylizey hareketi sonucunda tutunmus hiicrelerin yeniden dagilmasidir.
Pseudomonas aeruginosa’nin mutantlarindan elde edilen sonuglarda tip IV piluslartyla
gerceklestirilen hareketliligin yiizey lizerindeki agregasyonda onemli bir rol oynadig
anlagilmustir. Ikinci bir olusum mekanizmasi; tutunmus bakteri hiicrelerinin ikiye
boliinerek cogalmasiyla ilgilidir (Heydon vd. 2000). Hiicre boliinmesiyle birlikte yavru
hiicreler tutunduklar1 ylizeyden yukar1 istikamette biyofilme yayilirlar ve
kolonizasyonla yeni hiicre kiimeleri olustururlar. Ugiincii mekanizmaysa, siv1 fazda
planktonik halde bulunan bakterilerin gelismekte olan biyofilmin iizerine birikmesiyle
ilgilidir. Bu mekanizmalarin biyofilm olusumuna gorece katkilari, mevcut bakterilerin
tiirtine, kolonize olunan yiizeyin dogasmma ve ¢evrenin fizikokimyasal kosullarina
baghdir. Biyofilmlerin fiziksel boyutlarinin 6lgiilmesi ve gorsel karsilastirmalarinin
mikroskopik yontemlerle yapilmasi sonucunda, ortalama 10 giin gibi uzun bir siirecte
olustuklar1 anlagilmistir. Bu nedenle biyofilm olusumunun baglangicinda rol alan tek
tek genlerin susturulmasiyla elde edilecek fenotiplerin biyofilm olusumunun

anlagilmasma saglayacagi veriler, siireci aciklamakta yetersiz kalmaktadir.



Pseudomonas putida ve Escherichia coli’de yapilan bazi ¢alismalarda biyofilmlerin
merkezindeki hiicre kiimelerinde biyofilmin hizla gelismesine bagli olarak bir siire
sonra azalma goriilmiistiir; ancak merkezdeki bu hiicrelerin aktivitesi kullanilabilir
karbon kaynaklarinin takviyesiyle yeniden kontrol edilebilir bir hale getirilebilir
(Sternberg vd. 1999). Biyofilmi olusturan hiicre kiimelerine oksijen ve besinsel destek

saglanarak, bu kiimeleri ¢evreleyen kanallarda artis oldugu saptanmistir (De Beer vd.
1994).

Iyi karakterize edilmis ve biyofilm olusumu bakimindan mutant sus kiitiiphaneleri
biyofilm olusumunun baslangi¢ safhalarimin anlagilmasina giicli bir alternatif
sunmaktadir. E. coli nin biyofilm olusumu bakimindan defektif mutant suslarinin poli-
vinil-kloriir (PVC) materyaller iizerinde transpozon mutasyonu uygulamasiyla tip I
pilus iiretemeyen ya da hareketsiz suslarin tutunamamasi, hareketin ve piluslarin
biyofilm baglangi¢ safthasinda 6nemli oldugunu gostermistir. Tip I piluslari, mannoz-
duyarli piluslara dahil edilir. Dogal tip suslarin gelistirildigi besiyerlerine mannoz
analoglarinin ilavesi sonucu tip I pilusunun ifadesinin inhibe edilmesiyle biyofilm
baglangict sekteye ugramaktadir. E. coli’deki hareketlilige iliskin yapilan ileri
analizlerle flagella iiretemeyen ya da paralize flagella bulunduran suslarin biyofilm
olusturma kapasitelerinin azaldig1 goézlenmistir. Bu mikroorganizmanin biyofilm
olusumunun baglangicinda hiicre-yiizey etkilesiminin gerceklesebilmesi icin tip 1
piluslara gereksinim duyulmakta, sonrasinda biyofilmin yiizey boyunca yayilabilmesi
icin mikroorganizmanin flagellar hareket kabiliyeti sergilemesi gerekmektedir. Bu
sonuclar  biyofilm  olusumunun yalnizca bu niteliklere bagli  oldugunu
gostermemektedir. Transpozon insersiyonu yontemiyle elde edilmis ylizeye tutunma
yetersizligi gosteren Pseudomonas fluorescens suslarinda “sad” (ylizeye tutunma
defekti) mutantlar1 hareketsiz ve sitoplazmik bir proteazla iliskili Clp yiizey proteinini
tiretemedigi halde biyofilm olusturma basarisim1 gdstermektedir. Bu durum gevresel
sinyallerin degismesine gore mikroorganizmalarin biyofilm olusumuna ydnelebilmek

icin ¢ok cesitli stratejiler gelistirebileceklerinin bir gostergesidir (Costerton vd. 1999).

Biyofilm arastirmalarinda model olarak en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalardan biri

olan Pseudomonas aeruginosa nin flagellar hareket yetersizligi sergileyen ve tip IV



pilusunu sentezleyemeyen mutant suslarinda yiizeyle etkilesim gerceklesse dahi, bu
asamadan sonra biyofilm tabakasinin temelini teskil eden mikrokolonizasyon
asamasinin gerceklesmedigi bilinmektedir. Gida kaynakli enterik patojen olan
Salmonella Enteritidis ayn1 sekilde, biyofilm olusumu igin gereksinim duyulan piluslari
bulundurmaktadir. Bu pilus, 6nceleri ince agregatif fimbriya olarak adlandiriimaktaydi
(glincel ifadeyle kivrimli fimbriya) ve bu fimbriyanin ifade edilmedigi mutant suslarda,
dogal suslarda goriildiigii gibi yogun biyofilm sentezi goriilmemektedir. P. aeruginosa
biyofilm modeline gore; biyofilm olusum asamalarini ilk tutunma ve mikrokoloni
olusumu, biyofilm gelisimi ve hiicrelerin biyofilmden ayrilmasi olarak ozetlemek

miimkiindiir (Costerton vd. 1999).

2.2.1 i1k tutunma ve mikrokoloni olusumu

P. aeruginosa biyofilmleri iizerine yiriitilen bir caligmada, biyofilm olusturma
yetenegini etkileyen 2 tip mutasyon tanimlanmistir. Bunlardan ilki “sad” (surface
attachment defective; ylizeye tutunma bakimindan yetersiz) olarak adlandirilmistir. Bu
grup, flagella ilgili mutantlar1 igermekte olup, plastik yiizeylere iyi bir sekilde
tutunamama 06zelligi ile karakterize edilmistir. Diger sinif mutantlarsa tip IV piluslari
gibi sac-benzeri bilesenlerin biyogenezinde etkin genlerin mutasyonlarini icermektedir.
Sonucta, dogal tip hiicreler plastik materyaller lizerinde mikrokoloniler (kiiciik bakteri
gruplar1) halinde kiimelenirken, pilus biyogenezi bakimindan mutant suslar, yiizeyde
mikrokoloniler olusturamayip, yalnizca tek tabakali ince bir yapir gosterirler. P.
aeruginosa’da tip IV npiluslart hiicrelerin  mikrokoloniler halinde bir araya
gelebilmelerinde etken segirme (twitching motility) adi verilen yiizeyle iliskili hareketi
gerceklestirmektedir (Costerton vd. 1999).

Biyofilm olusumunun ilk agamasi olan yiizeye tutunma sirasinda bazi genlerin ifade
diizeylerinde artis olduguna yonelik kanitlar mevcuttur. P. aeruginosa’da yiiriitiilen
caligmalarda polisakkarit sentezinde gerekli olan algC, algD ve algU genlerinin
transkripsiyonunda, yiizeye tutunma sirasinda artis oldugu saptanmistir. Bu durum
bakterinin yiizeyle temast algilayabildigini ve spesifik genlerin ifadesini

yonlendirdigini géstermektedir (Costerton vd. 1999).
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2.2.2 Biyofilm olusturmak iizere tutunmus bakterilerin olgunlasmasi

Tutunmadan sonra mikrokoloniler, biyositlere direngli ekzopolisakkarit kaplh
komiiniteler halinde farklilagirlar. Gram negatif bakterilerde yeter sayr algilama
(quorum sensing) caligmalar1 bakterilerce salinan asilhomoserin lakton sinyallerinin
kritik hiicresel yogunlukta, spesifik bazi genlerin ifadesini tesvik ettigini gostermistir.
P. aeruginosa’da iki tip yeter say1 algilama mekanizmasi tanimlanmistir. Bunlarin bir
tanesi LasR-Lasl sistemi olup, bu mekanizma hiicre dis1 viriilens faktorlerinin ifadesini
diizenler. Bu sistem ayn1 zamanda sekonder metabolitlerin iiretimini diizenleyen Rh1R-
RhII sistemini de kontrol eder. Rh1I butirilhomoserin laktonunun iiretimini katalizler
ve Lasl, 3-oksododekanoil homoserin laktonun sentezini yonlendirir. Dogal tip, lasl ve
rh1l mutantlari cam bir yiizeyde kolonize olup mikrokoloni olusturabilir; fakat dogal tip
ve rhll mutant tip, kalin-biyosit direngli biyofilmler olustururken, lasl mutantlarinin
olusturdugu biyofilmler ince ve farklilasmamis bir sekilde kalarak zayif deterjanlarla
(% 0.2 sodyum dodezil siilfat) uzaklastirilabilirler. lasl mutantlarina 3-oksododekanoil
homoserin laktonun ilavesiyle bu mutantlarda biyofilm olusumu yeniden goriilmiistiir.
Bu durumun en iyi 6rnegi; P. aeruginosa’nin silikon iireter kateterleri {izerindeki
biyofilmlerinde asilhomoserin laktonun saptanmasidir. P. aeruginosa biyofilmlerinde,
yilizeye tutunma ve yiizeydeki agregasyon igin spesifik hiicre bilesenlerine gereksinim
duyulmaktadir. Bu biyofilmlerin olgunlagmasi i¢in de hormon benzeri bir bilesene

ithtiya¢ duyuldugu saptanmistir (Costerton vd. 1999).

2.2.3 Planktonik hiicrelerin biyofilmlerden ayrilmasi ve dagilmasi

Bagli (sesil) bir komiinite igindeki bir bakterinin farkli bolgelerde kolonize olabilmesi
icin birtakim dagilma mekanizmalarina gereksinimi vardir. Bunun yaninda, biyofilm
igerisindeki bakteriler planktonik faza da gecebilmektedir. P. aeruginosa’da bu durum
aljinat1 sindiren bir enzimle gergeklestirilmektedir. Bagka bir drnekse, Rhodobacter
sphaeroides’te oldugu gibi biyofilmdeki bagl hiicrelerin serbest hale gelebilmesi igin
bir yeter sayi algilama sinyal molekiilii olan asilhomoserin laktona gereksinim
duyulmasidir (Bu bakteride yeter say1 algilama genlerine “cer” ; komiinite kagis yaniti

denilmektedir) (Sekil 2.4) (Costerton vd. 1999).
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Biyofilm organizasyonunun anlagilmasinda en ideal model olarak kabul edilen P.
aeruginosa biyofilmi, bir substrata tutunmus vaziyettetir ve biyofilmin iizerinde
besinlerin siirekli akis halinde oldugu bir sulu faz vardir. Tutunmus hiicreler
mikrokolonilerin olusumu icin ekzopolisakkarit iiretir ve biyofilmin yayilabilmesi i¢in
mikroorganizmalar ylizey boyunca yavagca go¢ ederek mantar seklini andiran yapilar
olustururlar. Primitif dolagim sistemine paralellik gdsteren su dolu kanallar,
mikrokoloniler arasinda olusturularak besinsel gereksinimlerin giderilmesine ve toksik
atiklarin uzaklastirilmasina olanak saglar. Bu kompleks ve organize yasamsal yapinin
nasil diizenlendigine iligkin sorular hala giincelligini korumakta ve yeni ¢aligmalara

kaynak teskil etmektedir (Costerton vd. 1999).

Planktonik hicreler Olgun biyofilm
Hicre Tip v ve Yerersf""" e
5l chi bagimh
G IE) dERTE sinyalizasyon
~ havalasl
Flagella,
sad genes Tutunmus tek tabaka Mikrokoloni
] s

Planktonik Fiziksel
hiicrelere ayrilma, akim
gegis kuvvetleri

Sekil 2.4.a P. aeruginosa biyofilminin olgunlasma basamaklari, b. bakterilerin
biyofilmlerden ayrilma yollar1 (Costerton vd. 1999)

2.3 Biyofilm Matriksinin Kompozisyonu
Bakteriler, cevresel yiizeyler ve araylizeyler iizerinde, biyofilmler igerisinde organize

olurlar. Biyofilmler, ¢cogunlukla kendisini olusturan bakterilere i¢ ve dis cevresel

tehditlere kars1 koruma saglar. Dogal olarak meydana gelmis biyofilmler, cogunlukla
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farkli bakteriyel tiirleri icermektedir. Ancak biyofilmlerin fizyolojik, kimyasal ve
genetik karakteristiklerinin anlagilmasinda, laboratuvarlarda tek tip tiirlerin olusturdugu
biyofilmlerin analizi daha kolay bir yoldur. Cok hiicreli bir komiinite olusturmak iizere
bir araya gelen hiicrelerin yapisalligi, hiicre dis1 bilesenler tarafindan belirlenir. Bu
bilesenlerin ¢esitliligine gore de biyofilmlerin ¢esitliliklerinden s6z edilebilir (Branda

vd. 2005).

Planktonik ve sesil (bagli) bakteriler arasindaki en carpici farkliliklardan bir tanesi
biyofilmin yapisallig1 i¢in gereken biyofilm matriksidir. Matriks bilesenleri; biyofilmi
olusturan mikroorganzimalarin tiirine, biyolojik ve biyolojik olmayan birgok
parametreye baglidir. Bu farkli bilesenler, salgilanan ekzopolisakkaritler, proteinler ve
ekstraseliiler DNA’lardir. Ekzopolisakkaritler % 50-70 oraninda organik karbon
icerirler. Bakteriyel tiirlerin farkliligina bagl olarak ekzopolisakkaritlerin tipi ve
miktart ¢esitlilik gostermektedir (Starkey vd. 2004). Bakteriyel viriilense etkilerinden
otirt ekstraseliiler polisakkaritler uzun yillardir ¢alisilmakta olan bir konudur. Hiicre
dis1 polisakkaritler, kapsiiler polisakkaritler ya da ekzopolisakkaritler seklinde
siiflandirilmiglardir. Gelistirilen bakteri kiiltiirleri santrifiij edildikten sonra, hiicreyle
baglantili sekilde kalan ekstraseliiler polisakkaritler kapsiil olarak adlandirilirken, st
stvi igerisinde kalan hiicre dist polisakkaritler, ekzopolisakkaritler olarak
adlandirilmaktadir. Biyofilm calismalarinda bazi polisakkaritlerin izolasyonun zor

olmasi, biyofilmin kimyasal kompozisyonunun anlasilmasina engel teskil etmektedir

(Branda vd. 2005).

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

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

bakterilere stabilite kazandirir (Sekil 2.5) (Dunne 2000).

Sekil 2.5.a.b.c. Serbest ve matriksle ¢evrili mikrokolonilerin elektron mikrograflar
(Dunne 2000)

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

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

bilinmektedir (Starkey vd. 2004).

P. aeruginosa suslarinin, mukoid olmayan biyofilm fireticisi suslardan farkli olarak
daha kompleks ve farkli bir matriks olusturduklar1 saptanmistir. Bu farkliliklardan biri,
mukoid suslardaki matriks yapisinda bulunan ekzopolisakkaritlerin temel bileseni olan
O-asetilli aljinattir (Nivens vd. 2000). E. coli K12 ve Vibrio cholerae O139 suslarinda
kolonik asit ve EPS karmagsik yapisalligin tesisinde gereklidir (Danese vd. 2000,
Watnick vd. 2001). EPS’nin biyofilmin yapisalligina ve biyofilmi olusturan bakterilerin
hayatta kalabilme kabiliyetlerine Onemli katkilar sagladigi, deneysel kosullarda
biyofilmden EPS’nin uzaklastirilmas: halinde bakterilerin antimikrobiyel ajanlara kars:

daha duyarli hale gelmeleriyle anlasilmistir.

2.4. Bakteriyel Biyofilmlerin Sebep Oldugu Enfeksiyon Hastahiklar1 ve Antibiyotiklerle
Etkilesimleri

Giintimiizde enfeksiyon hastaliklari, etkin antibiyotik terapileriyle tedavi edilmektedir.
Ancak bu yaklagim cogunlukla bakteriyel biyofilmlerin s6z konusu oldugu durumlarda

etkin bir ¢6ziim saglayamamaktadir.

Medikal aletlerin ylizeylerinde ve bu yiizeylerdeki 6lii dokularda biyofilm geligebilir.
Ayni1 zamanda endokardit tablosunda goriildiigli gibi canli dokular iizerinde de biyofilm
olusabilir. Biyofilmler yavas gelisirler ve enfekte bireylerde ileri semptomlar tretirler.
Biyofilm igerisindeki bakteriler, birtakim antijenler sentezleyerek antikor iiretimini
tetikleyebilirler; ancak antikorlar ¢ogu kez biyofilm icerisindeki bakterileri 6ldiirmek
icin yeterli etkinligi gosterememektedirler. Bunun sonucunda, biyofilm gevresindeki
dokuda immiin kompleks hasar1 meydana gelmektedir. Yeterli hiicresel ve hiimoral
bagisikligr olan bireylerde dahi biyofilmler, immiin sistemce alt edilemeyebilirler.
Antibiyotik terapiler, biyofilmlerden aciga ¢ikan planktonik hiicrelerin semptomlarini
tersine ¢evirebilirken, biyofilmlerin yok edilmesinde etkin olamamaktadir (Sekil 2.6)

Stirekli antibiyotik terapisine ragmen tekrarlayan semptomlarin goriilmesi sonucunda
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cerrahi miidahaleyle biyofilmin viicuttan uzaklastirilmasi gerekmektedir. (Costerton vd.

1999).

Antibiyotik Antikor Planktonik hiicre Biyofilm huicresi Fagosit enzimleri
AR @ |

Sekil 2.6 Biyofilmlerin antibiyotiklerle ve antikorlarla olan etkilesimleri (Costerton vd.
1999)

Biyofilm igerisindeki bakteriler, konak¢i immiin yanitina daha giiglii bir sekilde karsi
koyabilmekte, planktonik bakterilere oranla antibiyotiklere daha yiiksek diizeyde direng
gosterebilmektedirler. Biyofilmler ayrica kronik enfeksiyonlarin siirekliliginde de rol
oynamaktadir.  Antibiyotik  direncliliginde  biyofilm mekanizmalar1  farklilik
gostermektedir. Bir mekanizma; antimikrobiyel ajanlarin biyofilmin derinliklerine dek
niifuz edememesiyle ilgilidir. Biyofilmlerde oldugu gibi polimerik matriksler,
antibiyotiklerin difiizyonunu engellerler ve genelde antibiyotikler sudaki hallerinden
daha yavas oranlarda biyofilmler igerisinde difiize olurlar. Biyofilmin ve ajanin
dogasina gore antibiyotikler biyofilmlerin igine girebilir ya da biyofilmlere zayif bir
sekilde niifuz eder. Bir bariyerin varliginda antibiyotik ajan, diffiize olabildigi serbest
alanda oldugundan ¢ok daha hizli bir sekilde aktivitesinin kaybedebilmektedir. Bu

durum hidrojen peroksit ve hipoklorit gibi reaktif oksidantlar i¢in de gecerlidir. Bu
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antimikrobiyel oksidantlar fagositik hiicrelerin {iriinleri olup, biyofilmdeki bakterileri
oldiirmede yetersizdirler. Ikinci mekanizma; biyofilm igerisinde yavas gelisme gdsteren
bakterilerin antimikrobiyel ajanlara karst daha az duyarli olmalaryla ilgilidir.
Biyofilmlerdeki bakterilerin farkli gelisme stratejileri gostermeleri bu bakterilerin
herhangi bir metabolik saldirida hayatta kalmalar1 igin zorunludur. Ugiincii mekanizma;
oncekilerden daha tartismalidir. Bu hipotez, biyofilmlere 6zgii fenotiplerin, aclik
durumunun smirlamasma bagli olmaksizin, bakterinin yalnizca biyofilm igerisinde
bulunmasina bagli olarak direnglilige kars1 farkli bir genetik programlama

icerebilecegini ongdrmektedir (Costerton vd. 1999).

Biyofilmlerin antibiyotiklere direnclilik gostermelerinin yani sira, biyofilmlere karsi
minimal inhibisyon konsantrasyon diizeylerinin altinda uygulanan antibiyotik
terapilerinin  biyofilm olusumuna katkida bulundugu saptanmustir. Inhibisyon
konsantrasyonlarinin  altinda kullanilan aminoglikozit tlirii antibiyotikler, P.
aeruginosa’da ve E. coli’de biyofilm olusumunu tesvik etmistir (Sekil 2.7). P.
aeruginosa’da aminoglikozit diren¢ yanitini diizenleyen “arr” adi verilen bir genin
fonksiyonu saptanmistir. “arr” geni tahminen substrati bakteriyel bir sekonder mesaj
olan c-di-GMP’yi {ireten bir i¢ zar fosfodiesterazini kodlamaktadir (Sekil 2.8)
(Hoffman vd. 2005).

Klinik anlamda firsat¢1 enfeksiyon durumlarina sebep olmasiyla bilinen P. aeruginosa,
bir aminoglikozit antibiyotik tiirli olan tobramisine kars1 artan bir biyofilm yanitiyla

karsilik vermektedir (Hoffman vd. 2005).
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Sekil 2.7 Tobramisinin biyofilm olusumu {izerine etkileri (Hoffman vd. 2005)

Aminoglikozit algilanmasi

Hiicre yiizeyi

Aminoglikozit O Periplazma Uyarilmig
' - biyofilm
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EAL domain
£i-EMP ————— GMP
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Sekil 2.8 c-di-GMP’nin biyofilm olusumunda aminoglikozitlere kars1 gelistirdigi yanit

(Hoffman vd. 2005)
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2.5 Salmonella’da Biyofilm Olusumu

S. Typhimurium’da ve yakin iliskili bakterilerde, flagellar hareket, pilus ve kolanik asit,
lipopolisakkarit, ortak enterobakteriyel antijen lipid II ve seliiloz sentezi ile ilgili
yapisal genler, cesitli biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunda katki
saglamaktadir (Pratt ve Silhavy 1995, Mireles vd. 2001, Zogaj vd. 2001, Solano vd.
2002, Boddicker vd. 2003). Ozmolarite ve zar stresini algilayan sensorler tarafindan
saglanan hareketlilikle, karbon depolama regiilatorleriyle ve polimer matriks senteziyle
ilgili diizenleyici proteinler, biyofilmin olusumu ve dagiliminda etkilidir (Mireles vd.
2001, Romling 2001, Zogaj vd. 2001, Jackson vd. 2002, Solano vd. 2002, Boddicker
vd. 2003, Gerstel vd. 2003).

S. Typhimurium’un BarA/SirA ortologlarinin E. coli ve Pseudomonas’daki etkinligi
bilinmekle  birlikte  Salmonella’daki  biyofilm  olusumuna katkilar1  heniiz
tanimlanamamustir (Parkins vd. 2001, Jackson vd. 2002, Suzuki vd. 2002, Teplitski ve
Ahmer 2004). BarA /SirA 6nemli bir virlilens, hareketlilik ve biyofilm olusumu
regiilatoriidiir. S. Typhimurium ortologlari olan BarA/SirA komponentleri, y-
Proteobacteria grubu bakterilerde biyofilm olusumu ve viriilens 6zelliginin gelisimi i¢in
onem tagimaktadir. S. Typhimurium’da SirA, karbon depolama regiilasyonundan
sorumlu RNA’lar olan crsB ve csrC’yi ve viriilens genlerin regiilatorleri olan hilA ve
hilC’yi aktive eder. Regiilator RNA’lar viriilens genlerinin translasyonuna izin vererek
ve flagellar genlerin translasyonunu inhibe ederek etki gostermektedir. Bu anlamda
SirA ve Csr sistemi ayn1 zamanda tip I fimbriyay1 kodlayan fim operonunu da kontrol
etmektedir. Diger bakteriyel tiirlerdeki SirA ortologlarinin ve S. Typhimurium’daki fim
operonunun biyofilm olusumunda rol oynadigi bilinmektedir. S. Typhimurium’un tiim
tiyelerinde SirA regiilonunun biyofilm olusumu {izerine etkisi in vitro kosullarda
belirlenmistir. SirA mutanti, csrB ve csrC ikili mutantlar1 ve fiml mutantlarinin
biyofilm olusturma yeteneklerini kaybettigi saptanmistir. SirA, biyofilm olusumunu
baslatmak igin csrB, csrC ve fim operonlarini aktive etmektedir. csrB ve csrC, fim
operonunu translasyonunu ydnetirken, ayni1 zamanda biyofilm olusumunu inhibe eden

flagella translasyonunu engellemektedir (Teplitski vd. 2006).
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SirA (E. coli’de UyrY ve Pseudomonas’ta GacA olarak bilinir) {i¢ pargali histidin
sensOr kinaz BarA tarafindan fosforile edilen FixJ ailesinin yanit regiilatoriidiir (Heeb
ve Haas 2001, Pernestig vd. 2003, Teplitski vd. 2003, Teplitski ve Ahmer 2004,
Tomenius vd. 2005). SirA’nin BarA tarafindan fosforile edilmedigi durumda, SirA
hiicresel asetil fosfat havuzundan aktive edilir (Lawhon vd 2002, Tomenius vd 2005).
BarA/SirA sisteminin ortologlart E. coli’de, Salmonella’da, Pseudomonas’ta ve Vibrio
spp.’de, flagellar gen ifadesinin (flnDC) regiilasyonuna ve bakteriyel hareketlilige katki
saglar (Whistler vd 1998, Goodier ve Ahmer 2001, Teplitski vd. 2003). flhDC
promotorunun transkripsiyonu, Crp, OmpR, H-NS, HdfR, OseBC, FliA ve LrhA
sistemleri ve DNA siipersarmallagsmasi, sicaklik, gelisme fazi, hiicre dongiisii
kriterlerine bagli olarak regiile edilir (Kutsukake 1997, Soutourina vd. 1999, Chilcott
ve Hughes 2000, Clarke ve Sperandio 2005). Bu genin {iriiniiniin post transkripsiyonel
regiilasyonu flhDC-Csr sistemi ve ClpXP proteazi tarafindan denetlenir (Wei vd. 2001,
Tomoyasu vd. 2002). Csr sistemi, RNA-baglanma proteini olan CsrA ve kiigiik
regiilator RNA’lar olan CsrB ve CsrC’den olusur. CsrA disinda CsrB ve CsrC’nin
transkripsiyonu, E. coli ve Salmonella’da BarA/SirA ortologlarinin kontrolii altindadir
(Suzuki vd. 2002, Teplitski vd. 2003, Weilbacher vd. 2003, Fortune vd. 2006). CsrA,
61 amino asitlik bir protein olup hedef genlerin mRNA’larina baglanir. Bu baglanmayla
mesaj ortadan kaldirilabilir, translasyon siirecine dahil olabilir ya da ifadesi engellenir
(Romeo 1998). E. coli’de CsrA, biyofilm olusumunu ve ekzopolisakkarit sentezini
uyaririrken, glikojen metabolizmasii ve glukoneogenezisi inhibe eder (Romeo 1998,
Suzuki vd. 2002). CsrA proteinin aktivitesi, kiiclik diizenleyici CsrB ve CsrC RNA’lar1
tarafindan engellenmektedir. CsrB molekiilii, 18 adet CsrA proteinine baglanirken;
CsrC 9 adet CsrA proteinine baglanir (Romeo 1998, Weilbacher vd. 2003). CsrA’nin
Csr RNA’lan ile olan etkilesimi S. Typhimurium’da tanimlanmamistir. Ancak E.
coli’de csrA, csrB ve csrC genleri harekette, karbon depolanmasinda, viriilensin ve
sekonder metabolizmanin denetlenmesinde onemli rollere sahiptir (Altier vd. 2000,
Lawhon vd. 2003, Fortune vd. 2006). Diger yandan evrimsel olarak korunmus csr
genlerinin kontroliinde Salmonella SirA regiilasyon sistemi, ayni1 zamanda yatay gen
transferiyle kazanilms viriilens genleri de regiile eder. Viriilens genlerinin ifadesinin
etkilenmesi i¢in fosforile edilmis SirA dogrudan viriilens regiilatorleri olan hilA ve

hilC’nin kodlandigi Salmonella patojenite adasini uyarir (Teplitski vd. 2003). HilA,
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SPI-1’in biiylik bir regiilatorii olup prgH ve invF operonlarinca kodlanan tip III salgi
sistemini dogrudan aktive eder (Bajaj vd. 1996, Darwin ve Miller 1999, 2001, Lostroh
vd. 2000). InvF kontrollii sic/sip operonlariyla birlikte sipBCD, salgilanan efektorleri
kodlar ve bu proteinler hedef hiicre membrani {izerinde translokaz kompleksi olusturur
(Darwin ve Miller 1999, 2001). BarA ve SirA’nin tip I fimbriyayr kodlayan fim
operonunu regile ettigi saptanmistir. Tip 1 fimbriyanin Salmonella biyofilm
olusumunda O6nemli oldugu bilinmektedir (Boddicker vd. 2002). Bundan dolay1
SirA/BarA regiilonunun tiim bilesenlerinin Salmonella’da biyofilm olusumundaki
etkileri incelenmistir. SirA, BarA, CsrB, CsrC ve tip I fimbriya plastik ylizeylerde
biyofilm olusumu i¢in gereklidir. Flagellay1 elimine eden tersine mutasyonlar biyofilm
olusumunu artirir. SirA-P dogrudan fimA promotoru ile etkilesim igerisinde oldugu

saptanmustir (Teplitski vd. 2006).

SirA regiilonunun genlerindeki mutasyonlar biyofilm olusumunu etkiler. y-
proteobakteriler i¢in BarA/SirA ortologlari hareket, virlilens ve bazi durumlarda
biyofilm olusumu icin gerekli genleri kontrol etmektedir (Heeb ve Haas 2001, Parkins
vd. 2001, Teplitski ve Ahmer 2004). Ancak BarA ve SirA’nin S. Typhimurium’daki
biyofilm olusumundaki rolleri heniiz belirlenmemistir. Yiiriitiilen ¢alismalarda, mutant
S. Typhimurium suslarinin polisitiren mikrotitre plaklarinda olusturduklari biyofilm
fenotipleri, kristal viyole boyamasiyla 6l¢iilmiis ve biyofilmlerin mikrotitre plaklardaki
lokasyonlar1 ve igerikleri tespit edilmistir. Dogal tip S. Typhimurium biyofilmlerinin,
kuyularin tabaninda ve plagin ¢eper kisimlarinda olustugu saptanmistir. Dogal tip sus,
aynt zamanda plastik yiizeylerin st kisimlarda kolonize olmakta ve biyofilm
olusturmakta; ancak SirA mutantlarinda biyofilm olusumununun 3-5 kat azaldigi
saptanmistir. SIrA mutantlar, kuyularin c¢eper kisimlarinda bakteriyel hiicrelerden
olusan ince bir halka meydana getirmekte ve kuyunun tabaninda saptanabilir bir
biyofilm olusturamamaktadir. SirA’nin plazmid kodlu diisik kopya sayilariyla,
biyofilm defekti giderilebilmektedir. sirA'nin ifadesinin regiilasyonundan sorumlu barA
geninin delesyonu ayni sekilde biyofilm olusumunu azaltmaktadir. SirA mutantina
benzer sekilde, barA mutantlarindaki biyofilm olusumunda da kuyularin meniskiis
kisitminda ince bir hiicresel halka olusumu karakteristiktir. S. Typhimurium’da

BarA/SirA, SPI-1, SPI-4 ve SPI-5 iizerinde lokalize olan yatay olarak kazanilmig
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virtilens genlerini, SPI-1 {izerinde lokalize olmus hilA geni araciligiyla kontrol eder.
SPI-4 ya da SPI-5 icindeki herhangi bir mutasyon, biyofilm olusumunu degistirmez.
Ancak SPI-1 regiilatorii olan hilA i¢indeki bir MudJ insersiyonu, biyofilm olusumunu
1,5-2 kat artirir. Benzer sekilde SPI-1 igerisindeki tip III salgi sistemi genlerinin
delesyonu ya da sipB’nin ifadesinin ortadan kalkmasi (tip III translokaz kompleksinin
bir pargasi) ayni sekilde biyofilm olusumunu artirir. Bu sonuglar SPI-1 tarafindan
kodlanan TTSS’nin, biyofilm olusumuyla ya da test edilen kosullarda biyofilm
olusumunun azaltilarak regiile edilmesiyle iliskili oldugunu gostermektedir. Kiiciik
diizenleyici RNA’lar olan CsrB ya da CsrC’nin ifade edilmemesi biyofilm olusumunu
azaltir. Bunun yaninda ikili csrB/csrC mutanti biyofilm olusum kabiliyetini 6nemli
Olglide diistirmektedir. Benzer sekilde SirA’nin plazmid iizerinde diisiik kopya sayili
tiretimi, csrB/csrC ikili mutantlarinda biyofilm olusumunu yenileyememektedir. Bu
sonuglar, hem sirA hem de csrB ve csrC’nin biyofilm olusumu i¢in gerekli oldugunu
gosterir. SirA protein aktivasyon igin, diizenleyici RNA’lar ise translasyon igin

gereklidir (Teplitski vd. 2006).

CsrA proteini, biyofilm olusumu i¢in gereken proteinlerin translasyonunu onler ya da
proteinlerin par¢alanmasina yol acar. CsrB ve CsrC RNA’lartysa, CsrA’ya antagonistik
etki gostererek bu durumu tersine cevirir. Bununla birlikte SirA’nin bir geni aktive
edebilmesi i¢in, CsrB ve CsrC’nin translasyona izin vermesi gerekmektedir. Bu
modelin teskil ettigi temele gore cSrA mutantlarinda, sirA ya da csrB/csrC mutantlarina
nazaran daha fazla biyofilm olusumu goézlenir (flnDC mutantlarinda oldugu gibi). E.
coli’de csrA mutantlari iyi bir sekilde gelisirken S. Typhimurium’un cSrA mutantlari
zayif bir sekilde gelisme gostermektedir. Ayrica bu mutantlarin baskin mutasyonlari
hizli bir sekilde biriktirdigi saptanmistir (Altier vd. 2000). CsrB ve CsrC’nin yiiksek
ifadesi, CsrA proteininin miktarini dengeleyip bu proteinin fonksiyonunu azalmaktadir.
Ancak csrB ya da csrC genlerinin fazla sayida kopyasini bulunduran S. Typhimurium
suglar1 csSrA mutantlarinda oldugu gibi ¢ok yavas ¢ogalmaktadir. Bu gozlemler ciddi
gelisme yetersizligi gosteren CSrA mutantlariyla yapilan dnceki ¢alismalarla da teyit

edilmistir (Altier vd. 2000, Lawhon vd. 2003).
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Flagellar regiilatorlerin S. Typhimurium’da biyofilm olusumuna katkida bulundugu
belirlenmistir. Flagellar regiilon, BarA/SirA ve Csr sistemleriyle diizenlenmektedir.
flhDC regiilatorii, flagellar regiilasyon ¢aglayaninin en iist noktasindadir. flnD ve flhC
genlerinde meydana gelen mutasyonlarda biyofilm olusumunda yaklasik olarak 5 katlik
bir artts meydana gelmektedir. Bu fenotip E. coli’de goriilen flIhnDC mutasyonlarinda
farkli bir sonu¢ dogurur. E. coli’de flhD::Tn10 mutantlartyla yapilan plazmid
tamamlama ¢alismalarinda flnDC ifadesi ayarlanarak biyofilm miktarinin dogal tipteki
biyofilm diizeyine distirildiigii saptanmustir (Pratt ve Kolter 1998). Ayrica, SirA ve
flnD ya da sirA/fInC ikili mutantlarinda biyofilm iiretimi azalmaktadir. Salmonella flnD
ve flhC mutantlarinin tutunma karakteristikleri dogal tiplerdekinden farklidir. Dogal
tipin aksine flhD ve flhnC mutantlar1 kuyularin ¢eper kisminda siki sekilde tutunan
bakterilerin olusturdugu halka yapisint ve kuyunun iist kisminda goriilebilen bakteri
kolonisi olusturmaz. flhD ve fInC mutantlar1 kuyularin taban kisimina ¢ok siki bir
sekilde baglanirlar. Uzun siireli inkiibasyonda (bes giinliik) dogal tip bakteriler kuyunun
tabaninda kalin, gevsek bir biyofilm olustururken, flhD ve flhnC mutant hiicrelerinin
cogu kuyunun duvarlarina baglanacak sekilde taban kisimda ince bir biyofilm
olustururlar. flhDC fenotipinin ileri analizi i¢in flagellanin varhiginda hareket,
kemotaksi ya da flhD’nin hareketten bagimsiz diizenleyici fonksiyonlari, biyofilm
kontrolii acisindan test edilmistir. Calismada kullanilan biitiin hareketsiz suslar (CSrA,
fIhD, fIhC, fliF, fliA, cheZ, motA ve flagellasiz fliB/fliC ikili mutantlari) dogal tiplerden
farkli olarak biyofilm olusumunda farkli kabiliyetler gostermislerdir. Bunlardan CsrA,
E. coli’deki flnDC mRNA’sina dogrudan baglanmakta ve mRNA’y1 regiile etmektedir
(Romeo 1998, Wei vd. 2001). Diger mutasyonlar (flnD, fIhC, fliA, cheZ ve motA)
flhDC regiilonuyla ilgilidir (Chilcott ve Hughes 2000). Alternatif bir sigma faktorii
kodlayan fliA’da meydana gelen bir mutasyon flhD mutasyonunda oldugu gibi biyofilm
miktarinda artigsa sebep olur. fliF’yi kisitlayan mutasyon (fliF mutantlar1 motor aparata
sahip olup, yiizeyde flagella bulundurmaz) ayni sekilde dogal tiptekinden daha fazla
biyofilm tiretimine yol agmaktadir. Flagellin iiretimi kisitlanmig; fakat flagellar salgi
makinesine sahip ikili fliB/fliC mutantinda biyofilm artis1 gozlenir. fliF ve fliB/fliC
mutantlarinin her ikisi de, flhD ile fliA mutantlarina benzer sekilde, kuyularin geper
kisminda siki bir halka yapis1 olusturmadan ya da ¢eperin yukar1 kisimlarinda kolonize

olmadan tutunur. Paralize flagella bulunduran motA mutantinin ve flagellali; fakat
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kemotaktik olmayan cheZ mutantinin dogal tiptekinden daha az biyofilm olusturdugu
belirlenmistir. Bu mutantlar, sadece ¢eper kisminda ince bir halka olustururken ¢eperin
asagl ve yukar1 kisimlarinda kolonize olamazlar. Bu bulgular flagellanin bakterinin
yiizeyinde fonksiyonel olsun ya da olmasin biyofilm olusumunu inhibe ettigine isaret
etmektedir. Flagellanin kaybi, biyofilm olusumunu artirir. Fonksiyonel olmayan
flagellali mutantlarin (motA) ya da kemotaktik hareket yapamayan mutantlarin (chez)
fonksiyonel flagellali dogal tiplere kiyasla daha az biyofilm olusturdugu bilinmektedir.
Kiiciik diizenleyici bir RNA olan CsrC, Salmonella min hareketlilik ile ilgili genlerini
diizenler. CsrC post-translasyonel regiilasyon sisteminin bir pargasi olup SPI-1
tizerindeki viriilens genlerinin regiilasyonuyla da ilgilidir (Fortune vd. 2006, Teplitski
vd. 2006). S. Typhimurium’da SirA’nin flagellar genler ilizerinde dolayli bir etkisi
vardir ve bu etki CsrA’nin antagonistifi olan CsrB’nin aktivasyonuyla iliskilidir
(Lawhon vd. 2003, Teplitski vd. 2003). CsrC’nin fonksiyonu, CsrB’ye benzer ve CsrC,
flInDC’nin ifadesini baskilayarak biyofilm olusumuna katkida bulunur. csrB/csrC ikili
mutantlari, flnDC fenotipinin ifadesini arttirarak biyofilm miktarimi artirir. Bu sonuglar
sirA/flhD ya da flhC/sirA ikili mutantlarinda fIhDC fenotipinden ziyade, sirA
fenotipinin goriilmesi sonucunu tutarli kilmaktadir. CsrC’nin SirA-bagimli flagellar
genlerin regiilasyonuna ve biyofilm olusumuna nasil katki sagladigini belirleyebilmek
igin flagellar fliA-luxCDABE fiizyonu igeren dogal tip suslar ve SirA, csrB, csrC ve
csrB/csrC ikili mutantlari kullanilmigtir. Flizyonun ifadesinin 6l¢iimii, bakterilerin LB
agar yiizeyleri lizerinde gelisimleri siiresince yapilmis ve sivi besiyerinde SirA’nin
flagellar genler lizerindeki marjinal etkileri tespit edilmistir (Goodier ve Ahmer 2001),

(Sekil 2.9 Teplitski vd. 2006).

Birgok Salmonella serovaryetesi hiicre dis1 matriks bilesenleri olan; seliiloz ve kivrimli
fimbriyalarla karakterize edilmis ¢ok hiicreli bir davranis durumu sergilemektedir
(Romling, 2005). Cok hiicreli davranis bi¢cimi, CsgD (ince agregatif alt linite geni)
tarafindan pozitif sekilde regiile edilir. Salmonella’da biyofilm bileseni olarak 6nemli
bir rol sergileyen seliiloz, bakteriyel seliiloz sentez operonu olan bcSABZC ve seliiloz
biyosentezinin aktivatorii olan adrA operonunun ifadeleriyle diizenlenir. CsgD, seliiloz
biyosentezini dolayli bir sekilde adrA araciligiyla yapar. c-di-GMP’nin iiretiminin

uyarilmasi adrA tarafindan gergeklestirilir ve c-di-GMP bcsB alt iinitesine baglanip,

24



seliiloz tiretimini baglatir. Seliiloz kompleksi bcsA ve besB tarafindan olusturulurken
bcsZ seliillaz vazifesi goriir. CsgD kivrimli fimbiryanin sentezine de katilir ve
promotora baglanarak cSgBAC operonunun transkripsiyonunu baglatir (Sekil 2.10)
(Solano vd. 2002, Romling 2005).
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Sekil 2.9 Dogal tip ve isogenik mutant Salmonella Typhimurium suslarinda biyofilm
olusumu (Teplitski vd. 2006)
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Sekil 2.10 Seliiloz biyosentezi, CsgD regiilasyonu (Romling 2005)

Salmonella’da seliilloz biyosentezi ve ince agregatif fimbriya (Tafi) sentezi siklikla
birlikte olur. Bu ince agregatif fimriyalar selillozun olusturdugu elastik ve stabil
baglarin aksine hiicreler arasinda kati1 ve kirilgan baglar kurar. Biyofilm yapilarinda
ince agregatif fimbriya ve seliloz bulunduran bakteriler, sivi kiiltiirlerde sivi-hava
arafazinin hemen altinda, ¢oziilmesi son derece gii¢ biyofilmler olustururlar.
Ekzopolisakkarit olarak yalnizca seliiloz sentezleyen bakterilerin sivi-hava arafazindaki
biyofilmleri gevsek bir yap1 gosterir. Bu iki bilesenle birlikte bakterilerin olusturdugu
biyofilmlerde inert hidrofobik bir matriks meydana gelir. Bu durum Salmonella’nin tek
hiicreli yasam formundan farkli olarak ¢ok hiicreli bir yasam formu sergilemesine

olanak saglar (Romling 2002).

S. Enteritidis’te seliilozun biyofilm olusumundaki kritik roliiniin anlagilmasi i¢in 6nemli
caligmalar yapilmistir. S. Enteritidis farkli kosullar altinda ve farkli yapiya sahip

materyaller lizerinde biyofilm olusturabilen gida kaynakli 6nemli bir enterik patojendir
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(Korber vd. 1997, Austin vd. 1998, Solano vd. 1998, Bradshaw ve Marsh 1999). S.
Enteritidis izolatlar1, S. Typhimurium’da da gosterildigi gibi ¢ok hiicreli ve agregatif bir
davranig sergileyebilirler. Bu davranis bicimini karakterize eden koloni morfotipi
“rdar”dir (kirmizi, kuru ve pirizlii). Bu morfotip ilk olarak Salmonella
Typhimurium’da tanimlanmistir. S6z konusu morfotipi igeren suslar, sivi besiyerlerinde
inkiibe edildiklerinde sivi-hava arafazinda son derece siki bir “pelikiil” yapisi
olustururlar. Ince agregatif fimbriyanin alt {initesini (AgfA) kodlayan genin
baskilanmasiyla bu suslarda elde edilen koloni morfotipi “pdar” olmaktadir (pembe,
kuru ve piiriizli) (Romling vd. 1998, Romling ve Rohde 1999). pdar kolonileri
icerisindeki bakteriler elastik bir yapi olusturarak bir araya gelirler. Ancak sivi
kiiltiirlerde pelikiil yapisi olusturmazlar. Bu sonucglar ince agregatif fimbriyanin
Salmonella suslarmin olusturduklar1 biyofilmlerde ne kadar 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir. Diger yandan insersiyonel mutasyonla inaktif hale getirilen ve
muhtemelen bir transmembran proteini kodlayan adrA geninde olusan bir defekti
tastyan suslarin olusturdugu koloniler “rdar” morfotipi yerine “bdar” (kahverengi, kuru
ve plriizlii) morfotipi gostermektedir. Bu durumda gorevi tam olarak anlasilamayan
ekstraseliiler bilesenin yoklugu siv1 kiiltiirlerde goriilen pelikiil olusumlarinin ¢ok daha
kirtlgan olmasina yol agmaktadir (Romling vd. 2000). Cok hiicreli davranig durumuyla
iligkili olan ve duragan gelisme fazinda ifade olunan ince agregatif fimbriya, agfD
tarafindan pozitif sekilde regiile edilmektedir. agfD’nin delesyonu kirmizi, burusuk,
kuru ve yayilan bir koloni morfotipi olan “rdar”1 beyaz ve diiz bir koloni morfotipi olan
“saw” morfotipine ¢evirir. Ilave olarak sigma faktér rpoS ve OmpR’nin, agf
operonlarinin transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu anlasilmistir (Romling vd. 1998).
rpoS ayn: zamanda fonksiyonu tam olarak anlagilamayan bir ekstraseliiler maddenin

iiretimiyle de iliskilidir (Sekil 2.11) (Romling vd.2000).
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Sekil 2.11 Dogal S. Enteritidis suslarinda biyofilm olusum fenotipleri (Solano vd. 2002)

a. 37 °C’de 4 saatlik galkalamali inkiibasyon sonunda ATM besiyerinde cam tiip duvarinda olusan
biyofilm b. 96 saatlik oda sicakligindaki inkiibasyon sonunda sivi-hava ara fazinda olusan yiizen
haldeki pelikiil olusumu c. Dogal tip suslarin olusturdugu kirilgan pelikiil olusumu d. Solda
kalkoflorlu besiyerinde biyofilm olugumu, sagda aymi kosullarda biyofilm olusturmayan susun
gorunimu

S. Typhimurium ile ilgili biyofilm ¢alismalarinin ¢ogu geleneksel bir metot olan rasgele
transpozon insersiyon kiitiiphaneleri olusturularak elde edilen mutantlarin susturulmus
genlerinden yola ¢ikilarak mikrotitre plak deneylerinde mutantlarin biyofilm olusturma
ve tutunma kapasitelerinin incelenmesine dayanir. Bu yaklasim Salmonella’da oldugu
gibi bircok Gram negatif bakterinin biyofilm calismalarinda da basariyla sonug
vermistir. Gram negatif bakterilerde yiiriitiilen mutasyonel ¢alismalarla elde edilen bu
veriler, biyofilm  olusumunun flagellar = hareketle, segirme  hareketiyle,
ekzopolisakkaritlerin senteziyle, say1 algilama sistemiyle, dis membran adhezinleriyle
ve gen ifadelerinin global regiilatorleriyle iligkili oldugunu goéstermistir (O’Toole vd.
2000).

Solano vd. (2002) kanamisin direncli-MudJ transpozonunu kullanarak yaptiklari
transpozon insersiyon mutasyonu ¢aligmalariyla elde ettikleri S. Enteritidis mutantlarini
biyofilm olusturma kapasiteleri bakimindan gruplara ayirmislardir. Grup | mutantlar,
LB ve ATM sivi besiyerlerinde biyofilm olusturma yeteneginden tam anlamiyla
yoksundur (“saw” morfotipi). Grup II mutantlar, LB besiyerinde hem biyofilm hem de

ince pelikiil yapisi olusturmaktan yoksundur; ancak ATM besiyerinde biyofilm

28



olusturabilirler (Bu mutantlar Kongo kirmizis1 agar {iizerinde cesitli morfotipler
sergilerler: rdar, saw; yeni karakterize edilmis diiz renkli koloni morfotipi). Grup III
mutantlar LB siv1 besiyerinde kirilgan bir pelikiil olusturabilirken (bdar morfotipi),
ATM besiyerinde biyofilm olusturamazlar. Bu ¢alismaya ek olarak yapilan mikrotitre
plak calismalarinda rpoS, rffG ve barA mutantlar1 disinda grup I ve II mutantlar
mikrotitre kuyulari igerisinde biyofilm olusturamamislardir. Grup III mutantlarsa, dogal

tipe kiyasla ¢ok daha zayif bir tutunma kapasitesi sergilemislerdir.

S. Enteritidis’te polisakkarit, lipopolisakkarit, enterobakteriyel yaygin antijen,
adhezinler, amino asit ve pirimidin biyosentezi, enerji metabolizmasi, regiilasyon
fonksiyonlart ve hareketlilikle ilgili cesitli yolaklarda meydana gelebilecek bir
mutasyon biyofilm ya da pelikiil olusturma kapasitesini etkilemektedir (Solano vd.

2002).

Biyofilmlerde hiicresel yogunluk artisina bagli olarak hiicrelerin sinyalizasyonunda
gorev alan ve hormon benzeri bilesenleri diizenleyen yeter say: algilama mekanizmasi,
biyofilm siireci i¢in son derece Onemlidir. Bakteriler, bu sinyal molekiillerini
komiinitenin gen ifadelerini diizenlemek icin tiretir (Miller vd. 2001). Yeter sayi
algilama sistemi ilk kez Vibrio fischeri’de kesfedilmistir. Bu bakteri bir liisiferaz enzim
kompleksi {iiretmektedir ve yiiksek hiicresel yogunlukta bu kompleks yeter sayi
algilama mekanizmasiyla diizenlenerek, bakteri komiinitesinin biyoliiminesans 6zellik
gostermesine neden olmaktadir (Schauder vd. 2001). Yeter sayr algilama
mekanizmasinin  birgok bakteriyel tiirde biyofilm gelisimiyle ilgili oldugu
bilinmektedir. Salmonella’da ii¢ tiir say1 algilama mekanizmasi tanimlanmistir. Bu
mekanizmalar: N-asilhomoserin laktonlar (AHL), otoindiikleyici-2 (Al-2) ve
otoindiikleyici-3 (Al-3) sistemleridir (Surette vd. 1998, Michael vd. 2001, Walters vd.
2006). Salmonella’da en iyi tanimlanmis say1 algilama mekanizmalari, AI-2 ve AHL

sistemleridir.

Otoindiikleyici-2 (Al-2) yeter say1 algilama sistemi, lUXS genini i¢eren bir sistemdir. Bu

gen, Salmonella’y: da kapsayacak sekilde bircok bakteride tanimlanmistir (Surette vd.
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1998). luxS geni Al-2 iiretimi i¢in sorumlu olan proteini kodlar (Surette vd. 1999). Bu
sistemin tanimlandig1 tiim bakteriler AI-2 iiretiminden sorumlu luxS genini ve Al-2’nin
tiretimini elimine eden genleri bulundurmaktadir (Xavier vd. 2003). Bu say1 algilama
sisteminde S-ribozil-homosistein, homosisteine ve 4,5-dihidroksi-2,3-pentandiona
(DPD) g¢evrilir ve reaksiyon LuxS proteini tarafindan katalize edilir. Stabil olmayan
DPD molekiilii su ile reaksiyona girerek kendiliginden sekil degisikligi gecirir ve
boylelikle farkli AI-2 sinyal molekiilleri olusturulur (Schauder vd. 2001). LuxS/AI-2
sistemi ¢esitli slireglerle ilgili genlerin diizenlenmesinde sorumludur (6rnegin; viriilens,
hareket ve biyofilm olusumu). Salmonella’da AI-2 sistemi tarafindan regiile edilen
genler yalnizca Isr operonunu (ABC tasiyici sistemi) diizenleyen genlerdir. Bu sistem
Al-2’nin alinmasinda bir rol oynar (Taga vd. 2003, De Keersmaecker vd. 2006). Daha
giincel bir ¢alisma AI-2’nin Salmonella Typimurium’da daha ¢ok rol fistlendigini
gostermektedir. Bu c¢alisgmada elde edilen luxS mutantlariyla AI-2’nin Salmonella

Typhimurium’da birgok hiicresel siirece dahil oldugu gosterilmistir (Soni vd. 2008).

Iyi tanmimlanan diger bir yeter sayr algilama sistemi N-asilnomoserin lakton sistemidir
(AHL). Bu sayr algilama sistemi LuxI/LuxR sistemi tarafindan regiile edilir. N-
asilhomoserin laktonlar Luxl-tip proteini tarafindan sentezlenir ve LuxR-tip proteini
tarafindan saptanir (Fuqua vd. 1994, Beeston ve Fuqua 2001, Taga vd. 2003) (Sekil
2.12) (Bassler 1999).

Hedef gen

Cumaent Olpinion in Microbiclogy

Sekil 2.12 LuxI/LuxR sistemi (Bassler 1999)
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AHL’ler bakteriyel membranlardan serbestge gecerler ve bakterilerin yiiksek hiicresel
yogunluklarda bir araya gelmelerini saglarlar. Salmonella’nin SdiA adi verilen bir
LuxR homologuna sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle SdiA, diger tiirlerden
salman AHL’leri saptamak i¢in kullanir. Salmonella, Luxl sistemine homolog bir
sistem bulunduramadigindan AHL iiretemez (Ahmer vd. 1998, Michael vd. 2001,
Smith vd. 2003, Ahmer 2004).

Yeter say1 algilama mekanzimasi ve hiicre dis1t matriks bilesenlerinin iiretimi arasinda
da bir iliski sézkonusudur. Biyofilm olusumunda, P. aeruginosa’daki yeter sayi
algilama mekanizmalariyla ilgili yiiriitiilen ¢caligmalar, hiicredis1 matriks yapisinin tesisi
ve hiicreler arasi sinyalizasyon arasinda iliski olduguyla ilgili kanitlar saglar. Biyofilm
olusumunun kalinliginin ve seklinin tesisinde N-(3-oksododekanoil)-L-homoserinin
etkileri matrikste 6nemli degisikliklere sebep olmaktadir. Yeter sayr algilama etkisiyle
sentezlenen rhamnolipid, biyofilm olgunlagmasi boyunca su kanallarmi agik tutarak

biyofilm seklinin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Branda 2005).

V. chlorea’da biyofilm ve sayr algilama arasindaki iligki daha iyi anlagilmigtir. Bu
bakteride O6nemli hiicre dis1 polisakkarit {iretimiyle iligkili sistem VPS’dir (vps adi
verilen genlerce bu polisakkaritin {iretimi kontrol edildigi i¢in). VPS’nin negatif
regiilasyonu hapR geni tarafindan diizenlenir. hapR mutantlari rugoz koloniler ve dar su
kanalli hareketli, kalin biyofilmler olusturur. hapR, aphA (bir viriilens negatif
regililatorii) ifadesini inhibe eden bir transkripsiyon faktorii kodlar ve bu faktor
hapA’'nin  (HapA  hemagliitinin  aktivitesi gosteren bir  metalloproteazdir)
transkripsiyonunu baslatir. hapA ifadesi diisiik hiicresel yogunlukta aktif olan LuxA ile
baskilanir. LuxA aktivitesi en az iki tane yeter say1 algilama sinyali tarafindan kontrol
edilir; fakat yalnizca asil homoserin lakton CAI-1 (kolera otoindiikleyici -1) biyofilm

olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Branda vd. 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Calismada kullanilan Tiirkiye gida kaynakli Salmonella suslari, Ankara Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvari  Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edildi. Calisilan toplam sug sayist serotiplendirmesi yapilmig
DMC kodlu (99 adet) ve IS kodlu (41 adet) olmak iizere toplam 140 adettir (Cizelge
3.1-3.2). Salmonella suslar1 LB broth ortaminda 37 °C’de 18 saat siireyle gelistirildi ve
% 60 gliserol igeren LB broth besiyeri ile 1:1 (hacim/hacim) oraninda karistirilarak 1,5
mL’lik steril mikrofiij tiiplerinde -20 °C’de saklandu.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan DMC kodlu serotiplendirmesi yapilmis Salmonella

suslar1
Sus Kodu Sus Serovaryeteleri
DMC 1 S. Group C1
DMC 2 S. Group C1
DMC 3 S. Enteritidis
DMC 4 S. Typhimurium
DMC 5 S. Virchow
DMC 6 S. Virchow
DMC 7 S. Infantis
DMC 8 S. Enteritidis
DMC 9 S. Virchow
DMC 10 S. Virchow
DMC 11 S. Virchow
DMC 12 S. Infantis
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan DMC kodlu serotiplendirmesi yapilmis Salmonella
suglar1 (devam)

Sus Kodu Sus Serovaryeteleri
DMC 13 S. subsp. Roughform
DMC 14 S. Enteritidis
DMC 15 S. Nchanga
DMC 16 S. Virchow
DMC 17 S. Virchow
DMC 18 S. Virchow
DMC 19 S. Virchow
DMC 20 S. Infantis
DMC 22 S. Enteritidis
DMC 23 S. Infantis
DMC 24 S. Enteritidis
DMC 25 S. Enteritidis
DMC 26 S. Enteritidis
DMC 27 S. Group C1
DMC 28 S. Enteritidis
DMC 29 S. Enteritidis
DMC 30 S. Enteritidis
DMC 31 S. Enteritidis
DMC 32 S. Virchow
DMC 33 S. Virchow
DMC 34 S. Kentucky
DMC 35 S. Kentucky
DMC 36 S. Corvallis
DMC 37 S. Group C1
DMC 38 S. Group C1
DMC 39 S. Thompson
DMC 40 S. Infantis
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan DMC kodlu serotiplendirmesi yapilmis Salmonella
suslar1 (devam)

Sus Kodu Sus Serovaryeteleri
DMC 41 S. Infantis
DMC 42 S. Virchow
DMC 43 S. Enteritidis
DMC 44 S. Thompson
DMC 45 S. Thompson
DMC 46 S. Group C1
DMC 47 S. Thompson
DMC 48 S. Thompson
DMC 49 S. Group C1
DMC 50 S. Group C1
DMC 51 S. Thompson
DMC 52 S. Kentucky
DMC 53 S. Enteritidis
DMC 54 S. subsp. Rauform
DMC 55 S. Senftenberg
DMC 56 S. Kentucky
DMC 57 S. Infantis
DMC 58 S. Infantis
DMC 59 S. Agona
DMC 60 S. Agona
DMC 61 S. Agona
DMC 62 S. Agona
DMC 63 S. Rauform
DMC 64 S. Agona
DMC 65 S. Kentucky
DMC 66 S. Telaviv
DMC 67 S. Telaviv
DMC 68 S. Virchow
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan DMC kodlu serotiplendirmesi yapilmis Salmonella
suslar1 (devam)

Sus Kodu Sus Serovaryeteleri
DMC 69 S. Virchow
DMC 70 S. Infantis
DMC 71 S. Infantis
DMC 72 S. Kentucky
DMC 73 S. Kentucky
DMC 74 S. Kentucky
DMC 75 S. Infantis
DMC 76 S. Infantis
DMC 77 S. Infantis
DMC 78 S. Bispebjerg
DMC 79 S. Kentucky
DMC 80 S. Kentucky
DMC 81 S. Montevideo
DMC 82 S. Montevideo
DMC 83 S. Virchow
DMC 84 S. Virchow
DMC 85 S. Kentucky
DMC 86 S. Corvallis
DMC 87 S. Corvallis
DMC 88 S. Montevideo
DMC 89 S. Montevideo
DMC 90 S. Anatum
DMC 91 S. Anatum
DMC 92 S. Anatum
DMC 93 S. Salford
DMC 94 S. Enteritidis
DMC 95 S. Typhimurium
DMC 96 S. Enteritidis
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan DMC kodlu serotiplendirmesi yapilmis Salmonella
suslar1 (devam)

Sus Kodu Sus Serovaryeteleri
DMC 97 S. subsp. Rauform
DMC 98 S. Enteritidis

DMC 99 S. Nchanga

DMC 100 S. Corvallis

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan IS kodlu, serotiplendirmesi yapilmamis Salmonella

suslar1

Sus Kodu Sus Cinsi

IS-2 Salmonella spp.
IS-4 Salmonella spp.
IS-6 Salmonella spp.
IS-20 Salmonella spp.
IS-23 Salmonella spp.
IS-46 Salmonella spp.
IS-52 Salmonella spp.
IS-53 Salmonella spp.
IS-58 Salmonella spp.
IS-63 Salmonella spp.
1S-64 Salmonella spp.
IS-69 Salmonella spp.
IS-72 Salmonella spp.
IS-73 Salmonella spp.
1S-80 Salmonella spp.
IS-81 Salmonella spp.
IS-83 Salmonella spp.
1S-84 Salmonella spp.
IS-89 Salmonella spp.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan IS kodlu, serotiplendirmesi yapilmamis Salmonella
suslar1 (devam)

Sus Kodu Sus Cinsi

IS-91 Salmonella spp.
1S-96 Salmonella spp.
IS-97 Salmonella spp.
1S-98 Salmonella spp.
IS-100 Salmonella spp.
IS-101 Salmonella spp.
IS-104 Salmonella spp.
IS-107 Salmonella spp.
IS-112 Salmonella spp.
IS-117 Salmonella spp.
IS-124 Salmonella spp.
IS-128 Salmonella spp.
IS-134 Salmonella spp.
IS-135 Salmonella spp.
IS-137 Salmonella spp.
1S-140 Salmonella spp.
1S-141 Salmonella spp.
1S-148 Salmonella spp.
IS-162 Salmonella spp.
IS-163 Salmonella spp.
IS-174 Salmonella spp.
IS-177 Salmonella spp.
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3.1.2 Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik g/L
Tripton 10 g
Maya ekstrakti 50
Sodyum klorid 10g
Agar 15¢

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Sterilizasyondan once pH 7.0 + 0.2’ye ayarlanir.
Broth besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kati besiyeri ise agar ilavesinden sonra,
otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Kati besiyerleri 55 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir.

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (NaCl’siz)

Igerik g/L
Tripton (Fluka,France) 109
Maya ekstrakti (Merck,Germany) 50
Agar (Sigma-Aldrich,Germany) 15¢

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Sterilizasyondan 6nce pH 7.0 £ 0.2’ye ayarlanir.
Broth besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kati besiyeri ise agar ilavesinden sonra,
otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Kat1 besiyerleri 55 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra petrilere dokdiliir.
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Kongo Kirmuzis1 I¢eren (40 pg/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10 g
Maya ekstrakt1 (Merck, Germany) 590
Kongo kirmizisi (Sigma-Aldrich, USA) 0,04
Agar (Merck,Germany) 159

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Sterilizasyondan énce pH 7.0 + 0.2’ye ayarlanir.
Coziilen icerige 0,04 gram Kongo kirmizisi ilave edilir. pH ayar1 yapilip 15 gram agar
ilavesinden sonra besiyeri 121 °C’de 15 dakika steril edilir. Kat1 besiyerleri 55 °C’ye

kadar sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir.

Kalkoflor I¢eren (50 pg/mL) Luria Bertani (LB) Agar "° NaCl (NaCl’siz)

Igerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10¢
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 50
Kalkoflor ((Sigma-Aldrich, China) 0,059
Agar (Merck,Germany) 15¢
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Distile su ile 1000 mI’ye tamamlanir. Sterilizasyondan énce pH 7.0 + 0.2’ye ayarlanur.
Coziilen igerige 0,04 gram kalkoflor (fluorescent brightner) ilave edilir. pH ayar1 yapilip
15 gram agar ilavesinden sonra besiyeri 121 °C’de 15 dakika steril edilir. Kati
besiyerleri 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir. Petriler karanlik bir

ortamda 4 °C’de muhafaza edilir.

3.1.3 Cozeltiler

PBS (Fosfat Salin Tamponu) g/L
NaCl 80
KCI 02 g
Na;HPO,4 1,44 g
KH,PO, 0,24 g

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Sterilizasyon islemi 121 °C’de 15 dk siire ile

yapilir.

SF (Serum Fizyolojik) g/L
NaCl 8549
dH,0 1000 mL
Alkol/Aseton Cozeltisi 100 mL
Saf etanol 70 mL
Aseton 30 mL
Glasiyel asetik asit ¢ozeltisi 100 mL
% 33°liik Glasiyel asetik asit 100 mL

40



CTAB/NaCl 9/100mL

NaCl 419
CTAB 10 g
dH,0 100 mL

NaCl 80 mL destile su icerisinde ¢oziiliir. 10 g CTAB yavas yavas eklenir. CTAB’1n
¢oziinmesi i¢in ¢ozelti araliklarla 65 °C’ye kadar isitilir. Son asamada toplam hacim

distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Tris/HCI (0.5 M EDTA pH:8) g/L
Tris 121 g
EDTA 037 g

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. pH 7.0+0.02 (Sterilizasyondan 6nce) ayarlanir.

Sterilizasyon islemi 121 °C’de 15 dk siire ile yapilir.

% 10’luk SDS Cozeltisi 9/100mL
SDS 10g
dH,0 100 mL
DNA Jel Yiikleme Tampon Cozeltisi g/100mL
Bromfenol mavisi 0.25 mL
Sakkaroz 40 ¢
dH,0 100 mL
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Fenol/Kloroform/izoamil Alkol Cozeltisi

Fenol 25 mL
Kloroform 24 mL
[zoamil alkol 1mL

Kloroform/ izoamil Alkol Cozeltisi

Kloroform 24 mL

[zoamil Alkol 1 mL

3.1.4 Primerler

Calismada RAPD-PZR reaksiyonlar1 igin P1254 (5’-CCG CAG CCA A-3’, Tilte: 35

°C/60 sn) primeri kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Kongo kirmzisi iceren LB agar besiyerlerinde Salmonella suslarinin biyofilm
morfotiplerinin belirlenmesi

DMC (n=99) ve IS (n=41) kodlu 140 adet sus —20 °C stogundan alinarak 5’er mL’lik
LB broth besiyerlerine % 1 inokiilasyon oraniyla aktarildi ve bir gece (18 saat)
calkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda alinan inokiilumlar 5’er mL’lik
NaCl’siz LB broth ortamlarma (LB “°/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya oziitii 5 g/L)
aktarildi ve suglar 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi (Romling vd. 1998).
Inkiibasyondan sonra daha &nceden hazirlanmis, biyofilm matriksinin bilesenleri icin
indikator ozellik gosteren Kongo kirmizisini (40 pg/mL) iceren NaCl’siz LB agar
besiyerlerine aktif kiiltiirlerden damlatildi (5 uL, 10 uL, 15 pL, 20 uL, 30 uL, 40 uL, 50
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uL). Petriler daha sonra 20 °C’de en az 8 giin siireyle inkiibasyona birakildi (R6mling
ve Rohde 1999). Tiim petriler stereo mikroskobunda (Leica, Germany) ve gorsel olarak
incelendi. Calisma 2 paralel ve 2 tekrarli olarak gergeklestirildi. Suslarin igerdigi
morfotipler: biyofilmin matriksinde kivrimli fimbriya ve selilloz bulunduran rdar
(kirmizi, kuru ve piirlizlii), yalnizca kivrimli fimbriya bulunduran bdar (kahverengi,
kuru ve piirlizlii), yalnizca seliiloz bulunduran pdar (pembe, kuru ve piiriizlii) ve her
ikisini de bulundurmayan saw (diiz ve 1slak) olmak {izere kategorize edildi (Sekil 3.1)

(Vestby vd. 2009), (Sekil 3.2).

Sekil 3.1 Salmonella’da rdar (A ve C) ve bdar (B ve D) morfotipleri (Vestby vd. 2009)

Sekil 3.2 Salmonella’da pdar morfotipi
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3.2.2 Siv1 besiyerlerinde pelikiil olusumu

Calisilan tiim suslar sivi besiyerlerinde sivi-hava ara fazinda pelikiil olusturmalarina
gore incelendi. Suslar 5 mL’lik NaCl ‘siz LB broth (LB broth */NaCl) besiyerlerinde
bir gece boyunca 37 °C’de g¢alkalamali kosullarda gelistirildi. Sivi-hava ara fazinda
pelikiil olusumlarinin varligin1 gosterebilmek icin 4,5 mL NaCl’siz LB broth
(LB"°/NaCl broth) besiyerlerine bir gecelik aktif kiiltiirlerden 0,5 mL inokiile edildi ve
test tlipleri 20 °C’de statik kosullarda 8 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Suslar her
giin pelikiil olusturup olusturmamalarina gore incelendi (Solano vd. 2002) (Sekil 3.3)
Gozlemler ayn1 zamanda besiyerindeki turbidite degisimine, sivi-hava ara fazinda halka
yapisinin olusumuna ve tiiplin tabanindaki peletin durumuna gore de yapildi (R6mling

vd. 2000).

Sekil 3.3 Siv1 besiyerinde sivi-hava ara fazinda gézlemlenen pelikiil formasyonu

3.2.3 Kalkoflor baglanma uygulamasi

Calisilan suslar seliiloz indikatorii olan kalkofloru igeren (fluorescent brightner 28,
Sigma-Aldrich, China, 200 pg/L) NaCl’siz LB agar besiyerlerinde gelistirildi. Petriler
20 °C’de 8 giin siiresince inkiibasyona birakildi ve suslar bir hiicre dis1 matriks bileseni
olan seliilozu iiretip iiretmediklerine gore 366 nm UV 151k altinda degerlendirmeye tabi
tutulup fotograflandi (Kodak Gel Logic 200 Imaging System). Calisma 2 paralel ve 2
tekrarli olarak gergeklestirildi. 366 nm UV 1sik altinda florosan o6zellik gosteren
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ornekler seliiloz iretimi bakimindan pozitif, gostermeyenlerse seliiloz iretimi

bakimindan negatif olarak belirlendi (Vestby vd. 2009).

3.2.4 Polistiren iizerinde biyofilm olusumunun incelenmesi

Salmonella izolatlarmin polistiren i{izerinde biyofilm olusturma &zelliklerinin
incelenmesi i¢in Woodward vd. (2000) tarafindan 6nerilen yontem modifiye edildi. Bu
amagla, NaCl icermeyen 5 mL’lik LB broth (LB"°/NaCl) ortamlarinda 37 °C’de
calkalamali kosullarda bir gece boyunca gelistirilen aktif kiiltiirler LB"°/NaCl ile 0.2
OD diizeyine kadar seyreltildi (Shimadzu spektrophotometer, Japan) ve bu
siispansiyonlardan, 100 uL LB"“°/NaCl iceren 96 kuyuluk mikrotitrasyon plaklarma 30
pL aktarildi. Bakteri silispansiyonlarini igeren mikrotitrasyon plaklar1 maksimum
biyofilm iiretiminin goriildiigii 2 giin siiresince 20 °C’de statik olarak inkiibe edildi
(Vestby vd. 2009). Inkiibasyon siiresi bitiminde, kuyular 2 defa steril distile su ile
yikandiktan ve plaklar oda sicakliginda kurutulduktan sonra 130 pL % 1’lik kristal
viyole kuyulara aktarildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra plaklar
steril distile su ile 2 kez yikandi. Kuyulara 130 pL etanol:aseton (70:30 w/w) aktarildi.
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve biyofilm tabakasina baglanan boyanin
¢Oziinmesi saglandi. Biyofilm tabakasina baglanan boyanin ¢odziinmesi asamasinda
etanol:aseton karigiminin kullanilmasi yaninda boyayr daha iyi ¢6zdiigii bilinen %
33’liikk glasiyel asetik asit de kullanildi (Stepanovic vd. 2000). inkiibasyon bitiminde
ODsgs’te ¢Oziinen kristal viyole boyasi Elisa okuyucusunda (Biorad, USA) o6lgiildii. Bu
deneme kongo kirmizili LB agar besiyerinde yogun “rdar” morfotipi i¢erdigi saptanan
suglar i¢in 3 paralel ve 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirildi. Biyofilm
6l¢iimlenmesinin sonucu her ii¢ paralelden alinan OD degerlerinin ortalamasindan,
kontrol (yalmzca NaCl’siz LB broth igeren kuyular) kuyularimin OD degerlerinin

ortalamasinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi.
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3.2.5 Farkh NaCl konsantrasyonlarinda, sicaklik ve pH degerlerinde polistiren
iizerinde biyofilm olusumlarinin 6l¢iilmesi

Calisilan 140 adet sus icersinden ii¢ farkli morfotipi temsilen ve biyofilm {iretme
kapasiteleri yiiksek suslar secildi. Bu suslar, DMC 4 kodlu sus olan; S. Typhimurium
(rdar morfotipi), DMC 12 kodlu sus olan; S. Infantis (bdar morfotipi), DMC 13 kodlu
sus olan; S. subsp. Rougform (pdar morfotipi) ve standart sus olarak kullanilan; S.
Typhimurium LT2 suslaridir. Biyofilm olusturma o6zellikleri {izerine endiistriyel
stireclerde en yaygin kullanilan ti¢ sicaklik derecesi (5, 20 ve 37 °C), 4 pH degeri (4.5,
5.5, 6.5, ve 7.4) dort NaCl konsantrasyonun (% 0.5, 1.5, 5.5, ve 10.5 NaCl) etkisi
arastirildi. Su aktivitesi degerleri belirtilen yiizde konsantrasyonlarda NaCl’nin LB
broth besiyerine ilave edilmesiyle azaltildi. pH degerleri de 1N NaOH ve 1IN HCI ile
besiyerlerinin sterilizasyonundan once ayarlandi. Sicakligin biyofilm olusumu iizerine
etkisinin incelenecegi denemenin disindaki denemelerde inkiibasyon 20 °C’de
gercgeklestirildi. Calisilan suslar 5 mL’lik NaCl’siz LB broth ortamlarimda % 1 oraninda
inokiilasyonla bir gece gelistirildi. Inkiibasyondan o6nceki asamalarda, daha ©6nce
polistiren {izerinde biyofilm olusumunun incelenmesinde belirtildigi gibi, bir gecelik
aktif kiiltlirler spektrofotometrede 0,2 OD degerine ayarlandiktan sonra bu kiiltiirlerden
30’ar pL alinarak 100 pL uygun besiyerlerini igeren mikrotitre plak kuyularina
aktarildi. Inkiibasyondan sonra 6lciim icin gereken asamalar da daha dnce polistiren
tizerinde biyofilm olusumunda belirtildigi gibi tekrarlandi. 2 giinliik inkiibasyon
stiresince Olglimler 1. ve 2. giinlerin sonlarinda Elisa okuyucusunda ODsgs-te yapildi.
Denemeler biyofilm iizerine etkisi arastirilan her deger i¢in 2 tekrar ve 16 paralel olacak

sekilde yapildi.

3.2.6 Celik kuponlar iizerinde farklh NaCl konsantrasyonlarinin, sicakhk ve pH
degerlerinin Salmonella’nin biyofilm olusumu iizerine etkileri

Calismada gida isleme siireclerinde genis olgiide tercih edildigi icin ¢elik kuponlar
kullanild1. 2,5 cm-0,8 cm-0,1 cm ebatlarindaki paslanmaz c¢elik kuponlar (Ostim,
Ankara) baslangicta bir gece aseton igerisinde bekletildi. Asetonda bir gece bekletilen

kuponlar daha sonra 30 dakika siiresince deterjanli suya daldirildi ve bu siire¢ igerisinde
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kupon yiizeyleri ajite edilerek yikandi. Kuponlar, bu asamadan sonra musluk suyunda
yikandi ve bu islemi takiben ii¢ kez distile suyla yikanip, kurumaya birakildi. En son
olarak kuponlar 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri olarak yine NaCl’siz LB
broth kullanildi ve bu besiyerleri 3,5 mL olacak sekilde tiiplere dagiltildi. Steril olan
celik kuponlar bu tiiplere konuldu ve gelik kupon igeren tiipler 121 °C’de 15 dakika
sterilize edildi. Farkli NaCl konsantrasyonlart i¢in (A,) belirtilen yiizdelerde NaCl
besiyerlerine ilave edildi, farkli pH (4.5, 5.5, 6.5, 7.4) degerleri i¢in ise besiyerleri 1N
NaOH ve IN HCI ile sterilizasyondan once ayarlandi. Kuponlar iizerinde olusan
biyofilmleri parcalamak i¢in kullanilacak cam boncuklar, 4,5 mL serum fizyolojik
igeren tiiplere konmadan 6nce ve tiiplere konduktan sonra tiiplerle birlikte 2 kez 121

°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Calismada daha onceki gibi, farkli morfotip iceren DMC 4, DMC 12, DMC 13 suslari
ve standart sus olarak LT2 susu kullanildi. Suslar, 5 mL’lik NaCl’siz LB broth
ortamlarinda calkalamali kosullarda 37 °C’de bir gece gelistirildi (yaklagik 10°
hiicre/mL). Aktif kiiltiirler baglangi¢c konsantrasyonlari 10® hiicre/mL olacak sekilde
ayarlandi ve 1 mL alan kiiltiirler paslanmaz ¢elik kupon bulunduran besiyerlerine
inokiile edildi. Celik kupon igeren test tiipleri 7 giin boyunca farkl sicakliklarda (5, 20
ve 37 °C) statik kosullarda inkiibasyona birakildi. Farkli pH ve su aktivitesi degerlerinin
biyofilm olusumu tizerindeki etkilerinin arastirilmasi igin test tiipleri 7 giin boyunca 20
°C’de statik kosullarda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol olarak yalnizca g¢elik

kupon bulunduran test tiipleri inkiibasyona birakildi.

7. gliniin sonunda paslanmaz ¢elik kuponlar aseptik kosullarda test tiiplerinden alind1 ve
bos steril tiiplerine aktarilip, 5 dakika kurumaya birakildi. Kuruyan kuponlar iki kez 10
mL’lik steril serum fizyolojik bulunduran tiiplere gevsek tutunan bakterileri
uzaklastirmak i¢in daldirildi. Her daldirmadan sonra kuponlar 5 dakika kurumaya
birakildi. Son daldirmadan sonra kuponlar 4,5 mL steril serum fizyolojik ve 5 adet cam
boncuk (r:3mm) bulunduran tiiplere aktarildi. Tiipler en yliksek devirde 1 dakika
boyunca karistirildi (IKA Genius Vortex 3, Germany).
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Bakteri hiicrelerini saymak i¢in cam boncukla karigtirma asamasindan sonra test
tiiplerinden bir seri diliisyon yapildi (10 kat). Diliisyonlardan 100’er pL alinarak LB
agar bulunduran petrilere yayma ekim yapildi. Petriler 18 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra uygun sayida koloni bulunduran petriler

secilip sayim yapildi (Giaouris vd. 2005).

3.2.7 Genomik DNA izolasyonu

Calisilan bakteri 5 mL LB broth ortamina % 1 oraninda inokiile edildi ve 37 °C’de 200
rpm ¢alkalama hizinda 12 saat siire ile gelistirildi. Bu siire bitiminde 1.5 mL kiiltiir
mikrofiij tliplerine alindi ve 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek bakteri hiicreleri
¢oktiiriildii. Ust sivi ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre ¢okeltisi 567 pL Tris-
EDTA tampon icerisinde ¢dziildii. Uzerine 30 pL % 10 SDS ve 3 uL proteinaz K (20
mg/mL, Sigma Chem Co., USA) aktarilip karistirildi ve 37 °C’de 1 saat tutuldu. Ortama
100 uL 5M NaCl ilave edilerek karistirildi. 80 uL CTAB/NaCl ¢ozeltisinin ilavesinin
ardindan kesik mikropipet uglar1 kullanilarak beyaz partikiil yapisi olusuncaya kadar
iyice karstirilan tlipler, 65 °C’de 10 dk tutuldu. Bu ortam iizerine 0.75 mL
kloroform/izoamil alkol (24/1 hacim/hacim) aktarilip karigtirildi. 12000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilen ortamin iist faz1 yeni mikrofijj tiiplerine alindi. Alinan faz tizerine 0.75
mL fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1 hacim/hacim) ilave edildi ve 12000 rpm’de
5 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Santriflij isleminin sonunda tiiplerdeki {ist siv1 yeni
mikrofiyj tiiplerine aktarildi ve bu sivinin ilizerine hacmin 0.6’s1 (~350 pL) oraninda
izopropanol ilave edildi. Tiipler beyaz ¢okelti olusuncaya kadar one arkaya hareket
ettirilerek karistirildi. Daha sonra 12000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi uygulandi. Ust siv1
dokiildiikten sonra ¢okelti tizerine 350 pL % 70 etanol eklenerek tekrar 12000 rpm’de 5
dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Ust siv1 dikkatli bir sekilde ortamdan uzaklastirildi ve
kromozomal DNA 6rnegi oda sicakliginda kurutuldu. Son asamada DNA ¢okeltisi 100
uL TE tampon igerisinde yaklasik 1 saat muamele edilerek ¢oziildii (Wilson 2001).
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3.2.8 Hiicre dis1t DNA varh@inin aranmasi

Biyofilm matriksi i¢erisinde bulunma olasilig1 olan hiicre dist DNA’nin izolasyonu i¢in
genomik DNA izolasyonunda kullanilan prosediiriin bazi asamalarindan yararlanildi.
NaCl’siz LB agar ortamlarinda 8 giin boyunca gelistirilen biyofilmler inkiibasyon
sonunda steril kiirdanlarla agar ylizeyinden kazinarak serum fizyolojik iceren (% 0,85)
mikrofiij tliplerine aktarildi. Daha sonra mikrofiij tiipleri en yliksek devirde karistirild
(IKA Genius Vortex 3, Germany). Karistirma asamasindan sonra mikrofiij tiipleri
12000 rpm’de 2 dakika boyunca 2 kez santrifiij islemine tabi tutuldu. Alinan {ist
fazlarda DNA izolasyonunda belirtildigi iizere kloroform/izoamil alkol ve
fenol/kloroform/izoamil alkol ¢oktiirmeleri yapildi, izopropanol ilave edilen tiipler
beyaz cokelti olusuncaya kadar karistirildi ve 12000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi
yapild1. Ust s1v1 dokiildiikten sonra ¢okelti iizerine 350 uL % 70 etanol eklenerek tekrar
12000 rpm’de 5 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Ust s1v1 dikkatli bir sekilde ortamdan
uzaklastirildi ve hiicredist DNA olmasi muhtemel 6rnekler oda sicakliginda kurutuldu.
Son asamada DNA c¢okeltisi 100 pL TE tampon icerisinde yaklasik 1 saat muamele
edilerek ¢ozildi (Wilson 2001).

3.2.9 Mikrotitre plaklardaki biyofilmlere DNAaz I uygulanmasi

Bu uygulama Grande vd. (2010) tarafindan Onerilen yontem kullanilarak
gerceklestirildi. Daha 6nce mikrotitre plak 6l¢iim yoteminde belirtildigi gibi, gelistirilen
2 giinlik biyofilmlere DNAaz I enzimi uygulandi (Norgen, Canada). 2 giinliik
inkiibasyondan sonra kuyular steril distile suyla yikandi ve kuyulara 200 uL. DNAaz |
cozeltisi aktarildr (175 pL, 20 pL enzim tamponu, 5 pL DNAaz I enzimi). Kontrol
kuyularina da enzim icermeyen tampon ve distile su karigimindan aktarildi. Plaklar 37
°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra plak kuyular1 distile suyla

yikand1 ve biyofilm miktar1 6l¢iimii icin daha 6nce belirtilen prosediir aynen uygulandi.

49



3.2.10 Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-
PZR) analizleri

RAPD-PZR analizleri i¢in Lin vd. (1996) tarafindan onerilen yontem kullanildi.
Calismada rastgele dizayn edilmis 10 bazlik P1254 primerinden yararlanildi (5’-CCG
CAG CCA A-3’). RAPD-PZR islemi GeneAmp9700 Thermocycler cihazi (Applied
BioSystems, USA) kullanilarak ger¢eklestirildi.

PZR reaksiyon karisimi (tek reaksiyon igin) :

SYCE1 ¢ L5 O I 23,6 uL
10X PZR tampon -MgCl, +KCI (Fermentas)......... 5uL
PrMEr (PriZma).......cccooviiiiiieieeiee e 10 uL
dNTP (10mM Fermentas).........cccceeererenerennnnnnn. 2 ulL
MgCl; (25 MM Fermentas)..........cccccvevveveenesnennnnn 7 uL
Tag DNA polimeraz (5u/ml Fermentas)................ 0,4 uL
DINA ..ottt 2 uL

PZR amplifikasyon kosullari:

94°C ...... 4 dakika )
o . 4 dongu

35°C...... 4 dakika

72°C ...... 4 dakika )
94 °C ......30 saniye )

30 dongi

35°C ......60 saniye >
72°C ...... 2 dakika )

72°C .......5 dakika

4°C . o
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Bu islem sonrasinda; 10 pL PZR iiriinii, 2 pL 6 X yiikleme boyasi karistirildi ve % 2
oraninda agaroz igeren jel sistemlerinde 100 volt elektrik akimi uygulanarak 1.5 saat

kosturuldu.

Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jeller, 0.2 pg/mL etidyum bromit (Sigma Chem.
Co., USA) ¢ozeltisinde 20 dakika stire ile boyandiktan sonra 366 nm dalga boyunda UV
151k altinda goriintiilenerek fotograflari ¢ekildi (Kodak Gel Logic 200 Imaging System).

3.2.11 istatistik analizleri

Deney sonuglarindan elde edilen veriler, SPSS 13.0 istatistik programinda

degerlendirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Kongo Kirmizilh NaCl’siz LB Agar Ortaminda Salmonella Suslarinin Biyofilm
Morfotiplerinin Belirlenmesi

Bu yontem ile Enterobacteriaceae ailesine dahil olan genellikle Salmonella ve E. coli
gibi enterik mikroorganizmalarin igerdikleri biyofilm morfotiplerinin taranmasi
miimkiindiir. Yontemde biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi igin ¢aligilan 140 adet
Salmonella susu, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot
Genetigi Laboratuvari’ndan temin edilmis olup, Avsaroglu vd. (2007) tarafindan izole
edilen bu suslardan 99 adedinin serotiplendirmesi daha 6nceki ¢aligmalarda yapilmistir.
Taskale vd. (2010) tarafindan izole edilen 41 adet sus ise cins diizeyinde tanimlanmuistir.

Suslarin hepsi Tiirkiye’de satisa sunulan gidalardan izole edilmistir.

Tiim biyofilm ¢aligmalarinda besiyeri olarak NaCl igermeyen LB broth ortami
kullanilmistir. Suglarin bu ortamda gelistirilmesinin nedeni, artan ozmolariteyle
Salmonella’min biyofilmin matriksinde 6nemli bir yapisal ve fonksiyonel gorevi olan
kivrimli  fimbriya (curli) genlerinin  transkripsiyonel diizeyde ifadelerinin
engellenmesidir (Olsén vd. 1993). Calismada morfotip analizi i¢in tercih edilen
NaCl’siz LB agar (LB agar "°NaCl) besiyerinde aym zamanda Coomassie brillant blue
(20 pg/mL) ve kivrimli fimbriyanin baglanabildigi ve biyofilm morfotipi i¢in indikator
bir boya 6zelligi gosteren Kongo kirmizist (40 pg/mL) bulunmaktadir. NaCl’siz LB
broth ortamlarinda 37 °C’de ¢alkalamali kosullarda bir gece boyunca gelistirilen suslar,
Kongo kirmizist iceren NaCl’siz LB agar ortamlarina inokiile edilmistir.
Inokiilasyondan sonra suslar biyofilm olusturmalar1 igin 20 °C’de 8 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir (Romling 2005, Vestby vd. 2009). 8 giinliikk inkiibasyon
sonunda suglar icerdikleri morfotiplere gore degerlendirilmistir. Kongo kirmizili agar
ortamlarinda Salmonella nin farkli biyofilm morfotipleri olusturabildigi saptanmustir.
Bunlar: rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlii) morfotipi; hiicredis1 matriks bilesenleri olarak
selilloz ve kivrimli fimbriya {ireten, bdar (kahverengi, kuru ve piiriizlii) morfotipi,
hiicredis1t matriks bilesenleri olarak kivrimli fimbriya tireten, pdar (pembe, kuru ve

pliriizli)) morfotipi, hiicredis1 matriks bileseni olarak seliilloz iireten morfotiplerdir
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(Romling vd. 1998). Bu morfotiplere ilave olarak biyofilm iireticisi olamayan ve
hiicredist matriksinde seliiloz ve kivrimli fimbriya bilesenlerini bulundurmayan saw
(diiz ve beyaz) morfotipi de tanimlanmistir (Solano vd. 2002). Ayrica bu morfotiplerden
farkl1 olarak yakin zamanda hiicredis1 matriksinde selilloz ve kivrimli fimbriya
icermeyen ancak yiiksek diizeyde kapsiiler polisakkarit {irettigi bilinen ve biyofilm
tireten yeni bir morfotip daha tanimlanmistir. Bu morfotip SBAM (diiz, kahverengi ve
mukoid) morfotipi olarak adlandirilmistir (Malcova vd. 2008). Bu calismada biyofilm
morfotiplerine gore degerlendirilen suslarin morfotip dagilimlar1 ¢izelge 4.1-4.3’te

verilmigtir.

Cizelge 4.1 Salmonella suslar1 arasinda gézlemlenen morfotiplerin sayica dagilimi

Morfotip DMC Kodlu IS Kodlu Toplam
rdar 65 14 79
bdar 31 26 57
pdar 2 1 3
sbam - - -
saw - - -
tanimlanamayan 1 - 1
Toplam 99 41 140
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Cizelge 4.2 Serotiplendirmesi yapilmig Salmonella suslarinin igerdigi morfotipler

Sus Kodu Sus Serotipleri Icerdigi Biyofilm Morfotipi
DMC 1 S. Group C1 rdar
DMC 2 S. Group C1 rdar
DMC 3 S. Enteritidis rdar
DMC4 S. Typhimurium rdar
DMC 5 S. Virchow rdar
DMC 6 S. Virchow rdar
DMC 7 S. Infantis bdar
DMC 8 S. Enteritidis bdar
DMC 9 S. Virchow rdar
DMC 10 S. Virchow rdar
DMC 11 S. Virchow rdar
DMC12 S. Infantis bdar
DMC13 S. subsp.Roughform pdar
DMC 14 S. Enteritidis bdar
DMC 15 S.Nchanga rdar
DMC 16 S. Virchow rdar
DMC 17 S. Virchow rdar
DMC 18 S. Virchow rdar
DMC 19 S. Virchow rdar
DMC 20 S. Infantis bdar
DMC 22 S. Enteritidis rdar
DMC 23 S. Infantis bdar
DMC 24 S. Enteritidis rdar
DMC 25 S. Enteritidis rdar
DMC 26 S. Enteritidis rdar
DMC 27 S. Group C1 rdar
DMC 28 S. Enteritidis rdar
DMC 29 S. Enteritidis rdar
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Cizelge 4.2 Serotiplendirmesi yapilmis Salmonella suslarinin igerdigi morfotipler

(devam)
Sus Kodu Sus Serotipleri Icerdigi Biyofilm Morfotipi
DMC 30 S. Enteritidis rdar
DMC 31 S. Enteritidis rdar
DMC 32 S. Virchow rdar
DMC 33 S. Virchow bdar
DMC 34 S. Kentucky pdar
DMC 35 S .Kentucky rdar
DMC 36 S. Corvallis rdar
DMC 37 S. Group C1 rdar
DMC 38 S. Group C1 rdar
DMC 39 S. Thompson rdar
DMC40 S. Infantis bdar
DMC41 S. Infantis bdar
DMCA42 S. Virchow rdar
DMC43 S. Enteritidis bdar
DMC44 S. Thompson rdar
DMC45 S. Thompson rdar
DMC46 S. Group C1 rdar
DMC47 S. Thompson rdar
DMC48 S. Thompson rdar
DMC49 S. Group C1 rdar
DMC 50 S. Group C1 rdar
DMC 51 S. Thompson rdar
DMC 52 S. Kentucky rdar
DMC 53 S. Enteritidis rdar
DMC 54 S. subsp. Rauform bdar
DMC 55 S. Senftenberg rdar
DMC 56 S. Kentucky bdar
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Cizelge 4.2 Serotiplendirmesi yapilmis Salmonella suslarinin igerdigi morfotipler

(devam)

Sus Kodu Sus Serotipleri Icerdigi Biyofilm Morfotipi
DMC 57 S. Infantis bdar
DMC 58 S. Infantis bdar
DMC 59 S. Agona bdar
DMC 60 S. Agona tanimlanamayan
DMC 61 S. Agona bdar
DMC 62 S. Agona bdar
DMC 63 S. Rauform rdar
DMC 64 S. Agona bdar
DMC 65 S. Kentucky rdar
DMC 66 S. Telaviv bdar
DMC 67 S. Telaviv bdar
DMC 68 S. Virchow rdar
DMC 69 S. Virchow rdar
DMC 70 S. Infantis bdar
DMC 71 S. Infantis bdar
DMC 72 S. Kentucky bdar
DMC 73 S. Kentucky bdar
DMC 74 S. Kentucky bdar
DMC 75 S. Infantis bdar
DMC 76 S. Infantis bdar
DMC 77 S. Infantis bdar
DMC 78 S. Bispebjerg rdar
DMC 79 S. Kentucky rdar
DMC 80 S. Kentucky rdar
DMC 81 S. Montevideo rdar
DMC 82 S. Montevideo rdar
DMC 83 S. Virchow rdar
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Cizelge 4.2 Serotiplendirmesi yapilmis Salmonella suslarinin igerdigi morfotipler

(devam)
Sus Kodu Sus Serotipleri Icerdigi Biyofilm Morfotipi
DMC 84 S. Virchow rdar
DMC 85 S. Kentucky rdar
DMC 86 S. Corvallis rdar
DMC 87 S. Corvallis rdar
DMC 88 S. Montevideo bdar
DMC 89 S. Montevideo rdar
DMC 90 S. Anatum rdar
DMC 91 S. Anatum rdar
DMC 92 S. Anatum rdar
DMC 93 S. Salford rdar
DMC 94 S. Enteritidis rdar
DMC 95 S. Typhimurium rdar
DMC 96 S. Enteritidis bdar
DMC 97 S. subsp. Rauform bdar
DMC 98 S. Enteritidis rdar
DMC 99 S. Nchanga rdar
DMC 100 S. Corvallis rdar

Cizelge 4.3 Cins diizeyinde tanimlanmis Salmonella suslarinin igerdigi morfotipler

Sus Kodu Sus Cinsi Icerdigi Biyofilm Morfotipi
IS-2 Salmonella spp. rdar
IS-4 Salmonella spp. bdar
IS-6 Salmonella spp. rdar
IS-20 Salmonella spp. bdar
IS-23 Salmonella spp. rdar
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Cizelge 4.3 Cins diizeyinde tanimlanmis Salmonella suslarinin icerdigi morfotipler

(devam)
Sus Kodu Sus Cinsi Icerdigi Biyofilm Morfotipi
IS-46 Salmonella spp. pdar
IS-52 Salmonella spp. bdar
IS-53 Salmonella spp. bdar
IS-58 Salmonella spp. bdar
IS-63 Salmonella spp. rdar
1S-64 Salmonella spp. rdar
1S-69 Salmonella spp. bdar
IS-72 Salmonella spp. bdar
IS-73 Salmonella spp. rdar
1S-80 Salmonella spp. bdar
IS-81 Salmonella spp. bdar
IS-83 Salmonella spp. bdar
IS-84 Salmonella spp. bdar
1S-89 Salmonella spp. rdar
1S-91 Salmonella spp. rdar
1S-96 Salmonella spp. bdar
IS-97 Salmonella spp. bdar
1S-98 Salmonella spp. bdar
1S-100 Salmonella spp. bdar
IS-101 Salmonella spp. bdar
IS-104 Salmonella spp. bdar
IS-107 Salmonella spp. rdar
IS-112 Salmonella spp. rdar
IS-117 Salmonella spp. bdar
IS-124 Salmonella spp. bdar
IS-128 Salmonella spp. bdar
IS-134 Salmonella spp. bdar
IS-135 Salmonella spp. bdar
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Cizelge 4.3 Cins diizeyinde tamimlanmis Salmonella suslarmin igerdigi morfotipler

(devam)
Sus Kodu Sus Cinsi Icerdigi Biyofilm Morfotipi
IS-137 Salmonella spp. bdar
1S-140 Salmonella spp. rdar
IS-141 Salmonella spp. bdar
1S-148 Salmonella spp. rdar
IS-162 Salmonella spp. bdar
IS-163 Salmonella spp. bdar
IS-174 Salmonella spp. rdar
IS-177 Salmonella spp. rdar

DMC kodlu suslar arasinda baskin biyofilm morfotipinin “rdar” morfotipi oldugu tespit
edilmistir (% 65,65) (Sekil 4.1). IS kodlu suglar arasinda ise baskin biyofilm
morfotipinin “bdar” morfotipi oldugu saptanmistir (% 63,41) (Sekil 4.2). Calismada
kullanilan tiim Salmonella suslarindaki morfotip dagilimin geneline bakildiginda “rdar”

morfotipinin baskin morfotip oldugu goriilmektedir (% 56,43) (Sekil 4.3).

DMC Kodlu Suslarda Biyofilm Morfotiplert Dagilinu

1,00%
2,02%

W rdar
W bdar
W pdar

| tanimlanamayan

Sekil 4.1 DMC kodlu suslarda biyofilm morfotipleri dagilimlar
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IS Kodlu Suslarda Biyofilm Mortotiplert Dagilinu

2,44%

W rdar
B bdar

m pdar

Sekil 4.2 IS kodlu suslarda biyofilm morfotipleri dagilimi

Tiim Salmonella Suslarinin Biyofilm Morfotipleri
Dagilimi

0,
2,14% 0,71%

M rdar
M bdar
 pdar

B tanimlanamayan

Sekil 4.3 Tiim Salmonella suslarinda biyofilm morfotipleri dagilimi

Serotipleri bilinen DMC kodlu suslarda serovaryeteler arasindaki morfotip dagilimi da

cesitlilik gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Salmonella serovaryetlerinde biyofilm morfotipi dagilimi

Serovaryeteler arasinda morfotip gesitliligine bakildiginda; “rdar” morfotipi, S. Anatum
(% 100), S. Bispebjerg (% 100), S. Corvallis (% 100), S. Enteritidis (% 80), S. Group
C1 (% 100), S. Salford (% 100), S. Senftenberg (% 100), S. Thompson (% 100), S.
Typhimurium (% 100), S. Virchow (% 93,75) serovaryetelerinin suslarinda, “Bdar”
morfotipi, S. Agona (% 80), S. Infantis (% 100), S. Kentucky (% 54,5), S. Montevideo
(% 75), S. Rauform (% 66,6), S. Telaviv (% 100) serovaryetelerinin suslarinda yaygin
morfotip olarak gozlenmistir. “Pdar” moroftipi ise ender goriilen bir morfotip olarak
tamimlanmistir. 3 adet “pdar” morfotipi, S. Kentucky, S. Roughform ve 1S-46 kodlu
Salmonella spp. suslarinda saptanmistir (Sekil 4.4). Ozetle ¢alisilan tiim suslarda
saptanan morfotipler; “rdar”, “bdar" ve “pdar” morfotipleridir (Sekil 4.5). “saw” ve
“SBAM” morfotipleri Tiirkiye kokenli Salmonella suslarinda tespit edilmemistir. DMC
61 kodlu S. Agona susunun ise Kongo kirmizili LB agarda gosterdigi morfolojik

Ozellikleri bilinen higbir morfotipe dahil edilememistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 Salmonella suslar1 arasinda tanimlanan ti¢ farkli biyofilm morfotipi

a. Rdar moroftipi (DMC4 kodlu sus, S. Typimurium) b. Pdar morfotipi (DMCI13 kodlu sus, S.
Roughness) c. Bdar morfotipi (DMC12 kodlu sus, S. Infantis)

Sekil 4.6 DMC 61 kodlu S. Agona susunun Kongo kirmizili agar ortamindaki koloni
morfolojisi

Tim Salmonella suslarinin biyofilm morfotiplerinin analizi yapildiktan sonra yiiksek
“rdar” morfotipi igerdigi saptanan 31 adet DMC kodlu sus (DMC 1, 2, 4, 9, 10, 15, 16,
17, 25, 26, 30, 36, 37, 50, 51, 55, 65, 78, 79, 80, 84, 85, 86, 87, 89, 91, 92, 93, 95, 99,
100) ve 7 adet IS kodlu sus (IS-2, 6, 63, 64, 91, 107, 140) mikrotitre plak uygulamasi ve
sivi-hava arafazinda pelikiil yapilarinin  zamana bagli olarak olusumlarmin
degerlendirilmesi i¢in ayrica secilmistir. “rdar” morfotipinin diger morfotiplerden farkl

olarak bu caligmada secilmesinin nedeni, bu morfotipin Salmonella’nin biyofilm
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olusum mekanizmasinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasinda model morfotip olarak

tercih ediliyor olmasidir.

“Bdar” ve “rdar” morfotiplerinin matriksinde bulunan kivrimli fimbirya (curli),
Enterobacteria familyasina dahil bakterilerin dis yiizeylerinde bulunmaktadir (Olsén vd.
1989, Barnhart ve Chapman 2006). Kivrimli fimbriya, Eschericha ve Salmonella
tirlerinde yiliksek agregasyon oOzelligi gosteren esnek fiber yapilar olusturmaktadir.
Kivrimli fimbriya proinflamator yanit olusturma potansiyeline sahip olup, fibrinojen ve
kontakt-faz proteinleri tarafindan tutularak sepsis ve septik sok durumlarinda diisiik
tansiyon ve kanamali rahatsizliklara neden olabilmektedir (Herwald vd. 1998). Kivriml
fimbriya hiicre adezyonunu ve invazyonunu uyararak bakteriyel patojenitede 6nemli bir
rol almaktadir. Fare model sistemleri ile yiiriitiilen ¢aligmalarda kivrimli fimbriyanin
konak¢ida amiloidoza neden oldugu saptanmistir (Gophna vd. 2001, Lundmark vd.
2005). Kivrimli fimbirya, hiicre-hiicre ve hiicre ylizey etkilesimini saglayarak memeli
ve bitki hiicrelerindekinin yani sira cam, plastik ve paslanmaz celik gibi inert
yiizeylerde bakteriyel adezyonu gerceklestirir (Barnhart ve Chapman 2006, Cegelski vd.
2009). Seliiloz iiretimi olmayan mutantlarla yapilan ¢alismalarda, seliiloz {iretiminin
Salmonella’nin patojenitesiyle iliskisi olmadigi saptanmistir. Ancak seliiloz iiretimi
bakimindan mutant suslarin klorun etkilerine karsi ¢ok daha duyarli oldugu
bilinmektedir. Seliilozun biyofilm igerisindeki varligi, Salmonella’nin gevresel
yiizeylerde hayatta kalabilmesi i¢in onemli bir faktordiir (Solano vd. 2002). “Bdar ve
“rdar” morfotiplerinin uzun siire hayatta kalabilme kabiliyetleri farklidir. “Rdar”
morfotipindeki bakterilerin “bdar” morfotipine kiyasla olumsuz c¢evresel kosullarda
daha uzun siire hayatta kalabildigi ve bir¢cok kimyasal ajana karsi daha direncli oldugu
bilinmektedir (Vestby vd. 2009). Calismada kullanilan Tiirkiye kaynakli Salmonella
suslarinda yaygin morfotipin “rdar” olarak belirlenmesi (% 56,43, Sekil 4.3) ozellikle
gida Tlretiminde dezenfeksiyon ve sterilizasyon agamalarinin etkin bir sekilde
gerceklestirilmesi  gerekliligine isaret etmektedir. Bu durum ayrica Tiirkiye’deki

Salmonelloz vakalarinin yayginligini da agiklamaktadir.

Biyofilmler, gida isleme siireglerinde normal temizlik prosediirleriyle ortadan

kaldirilamamakta ve bu nedenle gidalarin islendigi yiizeylerdeki biyofilmler bu
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yiizeylerle temas eden gidalar i¢in kontaminasyon kaynagini olusturmaktadir (Joseph
vd. 2001). Cevresel kosullarda, biyofilmler patojen mikroorganizmalar i¢in rezervuar
Ozelligi gostererek yiizeylerin ve suyun kontaminasyonuna da neden olmaktadir (Larsen
vd. 2007). Bu durum, gidalarin raf Omiirlerinin kisalmasinda ve gida kaynakli
hastaliklarin yayilmasinda biiyiik risk olusturmaktadir. Biyofilm olusumu gida isleme
tinitelerinde ayni1 zamanda 1s1 transfer sistemlerinin bozulmasina ve metal ylizeylerde
korozyona neden olmaktadir. Salmonella kiimes hayvanlarinin islendigi nemli
ortamlarda ideal bir biyofilm iireticisidir. Sa/monella nin gida islenen ortamlardaki
¢imento, plastik ve paslanmaz c¢elik yiizeylerde biyofilm iiretebildigi saptanmigtir

(Helke ve Wong 1994, Joseph vd. 2001).

Gida endiistrisi ve gida kaynakli hastaliklar i¢in son derece onemli bir bakteri olan
Salmonella’nin Tiirkiye kaynakl agikta satisa sunulan tavuk ve gida 6rneklerinden izole
edilenlerinin tiimiiniin biyofilm tireticisi suslar olmasi, dikkat edilmesi gereken bir diger
durumdur. Gelismekte olan iilkemizde gida isleme siireclerindeki sanitasyon

islemlerinin biyofilm formasyonu dikkate alinarak yapilmasi 6nem arz etmektedir.

4.2 Salmonella Suglarimin Pelikiil Yapilarinin incelenmesi

Bu caligmada, daha 6nce Kongo kirmizili NaCl’siz LB agar besiyerlerinde igerdikleri
morfotiplere gore analiz edilmis Salmonella suslari, sivi-hava arafazinda pelikiil
olusturmalarina gore test edilmistir. 4,5 mL’lik NaCl’siz LB broth besiyerlerine yine
NaCl’siz LB broth ortamlarinda, c¢alkalamali kosullarda 18 saat gelistirilmis
kiiltiirlerden 0,5 mL inokiile edilmistir. Test tiipleri 20 °C’de 8 giin boyunca statik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Suglar, 8 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca her
giin pelikiil varliklarina gore incelenmistir. (Solano vd. 2002). Test tiipleri, pelikiil
olusumlarinin yani sira, pelikiiliin elastik, kirilgan ve rijit 6zellik gostermesine, sivi-
hava arafazinda olusan halka yapilarina, besiyerinin bulaniklig1 ve tiip tabaninda ¢okelti
birikimi gibi bazi degisimlere gore de degerlendirilmistir (Romling vd 2000). Belirtilen
bu niteliklere gore degerlendirilen suslarin pelikiil karakteristikleri ve pelikiil olusumu

esnasinda besiyerinde tanimlanan degisimler cizelge 4.4 -4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.4 DMC kodlu Salmonella suslarmin pelikiil olusumlarina gore
degerlendirilmesi

Sivi-hava Sivi-hava

Sus arafazinda ara.fa?mda Besiyerindeki ;l:ll)[:::n daki  Morfotip
Kodu halka yapis1 pelikiil bulamkhk cokelti
olusumu olusumu

DMC 1 Var Var (rijit) Az Var (+) rdar
DMC 2 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 3 Var Var (rijit) Az Var (+) rdar
DMC4 Var Var(rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 5 Var Var (rijit) Yogun Var (+) rdar
DMC 6 Var Var (rijit) Yogun Var (+) rdar
DMC 7 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 8 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
DMC 9 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 10 Var Var (rijit) Yogun Var (+ +) rdar
DMC 11 Var Var (rijit) Az Var (+) rdar
DMC12 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC13 Var Var (elastik) Yogun Var (+ +) pdar
DMC 14 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 15 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 16 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 17 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 18 Var Var (rijit) Yogun Var (+) rdar
DMC 19 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
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Cizelge 4.4 DMC kodlu Salmonella suslarmin pelikiil olusumlarina gore
degerlendirilmesi (devam)

Sivi-hava Swvi-hava

Sus arafazinda ara.fa%mda Besiyerindeki ;l:ll)[:::n daki  Morfotip
Kodu halka yapis1 pelikiil bulamkhk cokelti
olusumu olusumu

DMC 20 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 22 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 23 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 24 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 25 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 26 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 27 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 28 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 29 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 30 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 31 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 32 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 33 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 34 Var Var (elastik) Az Var (+ +) pdar
DMC 35 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 36 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 37 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 38 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 39 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
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Cizelge

44 DMC kodlu Salmonella
degerlendirilmesi (devam)

suslarmin  pelikiil

olusumlarima gore

Sivi-hava Sivi-hava o . Tiipiin
Sus arafazinda ara.faflnda Besiyerindeki tabammndaki  Morfotip
Kodu halka yapis1  pelikiil bulamkhk cokelti
olusumu olusumu

DMC40 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC41 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC42 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC43 Yok Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC44 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC45 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC46 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC47 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC48 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC49 Var Var (rijit) Az Var (++) rdar
DMC 50 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 51 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 52 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 53 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 54 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar
DMC 55 Var Var (rijit) Az Var (+ +) bdar
DMC 56 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
DMC 57 Var Yok Az Var (+ +) bdar
DMC 58 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
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Cizelge 44 DMC kodlu Salmonella
degerlendirilmesi (devam)

suslarinin  pelikiil

olusumlarmma gore

Sivi-hava Sivi-hava o _ Tiipiin
Sus arafazinda ara.faflnda Besiyerindeki tabammndaki  Morfotip
Kodu halka yapis1  pelikiil bulamkhk cokelti
olusumu olusumu

DMC 59 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 60 Var Var (rijit) Yogun Var (+ +) Tanimsiz
DMC 61 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 62 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
DMC 63 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 64 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 65 Var Var (rijit) Yogun Var (+ +) rdar
DMC 66 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 67 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 68 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 69 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) rdar
DMC 70 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 71 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 72 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 73 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 74 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) bdar
DMC 75 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 76 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 77 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
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Cizelge 44 DMC kodlu Salmonella

degerlendirilmesi (devam)

suslarinin  pelikiil

olusumlarmma gore

Sivi-hava Sivi-hava o . Tiipiin
Sus arafazinda ara.faflnda Besiyerindeki tabammndaki  Morfotip
Kodu halka yapis1  pelikiil bulamkhk cokelti
olusumu olusumu

DMC 78 Var Var (rijit) Az Var (++) rdar
DMC 79 Var Var (rijit) Yogun Var (+ +) rdar
DMC 80 Var Var (rijit) Yogun Var (+ +) rdar
DMC 81 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 82 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 83 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 84 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar
DMC 85 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 86 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 87 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 88 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
DMC 89 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 90 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 91 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 92 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 93 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 94 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 95 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 96 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
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Cizelge 4.4 DMC kodlu Salmonella suslarimin pelikiil olusumlarina gore
degerlendirilmesi (devam)
Sivi-hava Sivi-hava - -
Besiyerinde Tiipiin
Sus arafazinda arafazinda Ki . foti
Kodu halka yapis1  pelikiil : tabamindaki - Morfotip
bulamkhk cokelti
olusumu olusumu
DMC 97 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
DMC 98 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 99 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
DMC 100 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar

Cizelge 4.5 IS kodlu Salmonella suslarinin pelikiil olusumlarina gore degerlendirilmesi

Sivi-hava Sivi-hava Tiipiin
Sus arafazinda ara.fa%lnda !BeSIyerlndek tabamndaki Morfotip
Kodu halka yapis1  pelikiil i bulamikhk s

cokelti

olusumu olusumu
IS-2 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
IS-4 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-6 Var Var (rijit) Yogun Var (+ +) rdar
IS-20 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-23 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-46 Var Var (elastik) Az Var (+ +) pdar
IS-52 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
IS-53 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-58 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-63 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
IS-64 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
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Cizelge 4.5 IS kodlu Salmonella suslarinin pelikiil olusumlarina gére degerlendirilmesi

(devam)
Sivi-hava Sivi-hava o Tiipiin
Sus arafazinda ara.fa?mda !BeSIyerlndek tabamndaki Morfotip
Kodu halka yapis1  pelikiil i bulamkhk cokelti
olusumu olusumu

IS-69 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-72 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-73 Var Var (kirilgan) Yogun Var (+ +) rdar
IS-80 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-81 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-83 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
1S-84 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-89 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) rdar
IS-91 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar
1S-96 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-97 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
1S-98 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
IS-100 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-101 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-104 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-107 Var Var (rijit) Yogun Var (++) rdar
IS-112 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar
IS-117 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
IS-124 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
1S-128 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
1S-134 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
IS-135 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
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Cizelge 4.5 IS kodlu Salmonella suslarinin pelikiil olusumlarina gére degerlendirilmesi

(devam)

Sivi-hava Sivi-hava Tiipiin
Sus arafazinda ara.fa%mda Besiyerindeki tabammndaki  Morfotip
Kodu halka yapis1  pelikiil bulamkhk ot res

cokelti

olusumu olusumu
IS-137 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) bdar
IS-140 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar
1S-141 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
1S-148 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar
IS-162 Var Var (kirilgan) Az Var (+ +) rdar
IS-163 Var Yok Yogun Var (+ +) bdar
IS-174 Var Var (rijit) Az Var (+ +) rdar
IS-177 Var Yok Yogun Var (+ +) rdar

Test tiiplerinde gozlemlenen niteliksel degisimlerin morfotipler arasinda farklilik
gosterip gostermedigi istatistiksel analizlerle de arastinlmistir. Suslar, icerdikleri
biyofilm morfotiplerindeki farkliliklar1 esas alinarak pelikiil formasyonunun varligina
ya da yokluguna gore degerlendirildiginde, suslar arasinda en sik saptanan “bdar” ve
“rdar” morfotiplerinin, bu o6zellik bakimindan farkli oldugu sonucuna varilmistir
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Farkl1 biyofilm morfotipi i¢eren suslarin sivi besiyerinde pelikiil olusumuna
gore degerlendirilmesi

Morfotip  Pelikiil Var Pelikiil Yok Toplam

bdar 41 16 57
rdar 72 7 79
Toplam 111 25 136
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“bdar” ve “rdar” morfotipleri pelikiil yapisinin varligina gore farkli frekanslara sahip
olup (bdar morfotipi igeren suslarin % 71,9’unda, rdar morfotipi iceren suslarin %

91,1’inde) bu farklilik istatistiksel analizle de 6nemli bulunmustur (p< 0,01).

Farkli morfotip iceren suslarin pelikiill yapilarindaki fiziksel farkliliklar
degerlendirildiginde, yine morfotipler arasinda, farklilik oldugu saptanmistir.
Morfotiplerin pelikiil yapilarindaki fiziksel farklilik (bdar morfotipi igeren suslarin %
2,4’tinde rijit; % 97,6’sinda kirilgan, rdar morfotipi iceren suslarin % 94,4 ‘linde rijit; %
5,6’sinda kirillgan pelikiil yapisi) istatistiksel analizle de 6nemli bulunmustur (p<

0,0001) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Farkli biyofilm morfotipi iceren suslarin pelikiillerinin fiziksel 6zelliklerine
gore degerlendirilmesi

Morfotip Rijit Kirilgan Toplam
bdar 1 40 41
rdar 68 4 72
Toplam 69 44 113

Bu farklilik Salmonella biyofilminin matriksini teskil eden seliiloz ve kivrimli fimbriya
gibi temel bazi bilesenlere dayanmaktadir. Rdar morfotipi, yani matriksinde hem
seliiloz hem de kivrimli fimbriya igeren suslarin pelikiil yapilar1 daha saglam fiziksel
Ozelliklere sahip olup, calkalama ve karistirma gibi etkiler sonucunda dahi dagilmadan
kalabilmektedir (rijit pelikiil yapisi). Bdar morfotipi, yani matriksinde kivrimli fimbriya
iceren suslarin pelikiil yapilar ise calkalama ve karigtirma gibi etkiler sonucunda

dagilmaktadir (kirilgan pelikiil yapis1) (Sekil 4.7).
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CRLLES

Sekil 4.7.a. Rdar morfotipine 6zgii sivi-hava arafazinda gézlemlenen pelikiil yapisi, b.
Ayni pelikiiliin  karistirildiktan sonra dagilmadan kalan yapisi, c. Bdar
morfotipine 6zgii sivi-hava arafazinda gozlemlenen pelikiil yapisi, d. Ayni
pelikiiliin karigtirildiktan sonra dagilan yapisi

Test tliplerinde farkli morfotiplere gore tanimlanan bir diger fiziksel ayrim  ise
besiyerindeki bulanikliktir (bdar morfotipi igeren suslarin % 50,9’unda besiyerlerinde
bulaniklik yogun; rdar morfotipi iceren suslarin % 21,6’sinda bulaniklik yogun).
Bulanikligin yogun ya da az olusu morfotip farkliligindan kaynaklanmistir (p< 0,01)
(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Farkli biyofilm morfotipi igeren suslarin besiyerlerindeki bulaniklik
degisimine gore degerlendirilmesi

Bulamikhk Bulamikhik

Morfoti . Toplam
P (yogun) (az) P
bdar 29 28 57
rdar 17 62 79
Toplam 46 90 136

8 glinliik inkiibasyon sonunda pelikiil olusturmalarina gore degerlendirilen suslarin test
tiplerinde sivi-hava arafazindaki, pelikiilin yani sira, halka formasyonlar1 da

gozlenmistir (% 98,2 bdar, % 100 rdar). Cokelti birikimi her test tiipiiniin tabaninda
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gozlenmis olup, halka yapilarinin varligi ve ¢okelti birikimi, morfotiplerin ayrimini bu
deneyle miimkiin kilmamaktadir. Bu niteliksel 6zellikler disinda degerlendirilen diger

Ozellikler, morfotiplerin ayrimi i¢in dnemli ipuglar1 vermektedir.

Pelikiil olusumlarina gore serotiplendirmesi yapilmis suslar degerlendirildiginde; S.
Enteritidis (% 86,7), S. Rauform (% 33,3), S. Kentucky (% 90,9), S. Infantis (% 84,6), S.
Agona (% 80), S. Virchow (% 93,8) serovaryeteleri disindaki serovaryetelerin tiimii
stvi-hava arafazinda pelikiil olusturmuslardir (% 100). Gida ve su kaynakli S. Enteritidis
ve S. Typhimurium serovaryeteleri, insan gastroenteritinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Bu serovaryetelerin ¢ok cesitli ¢cevresel kosullarda biyofilm yapilari igerisinde
hayatta kalabildigi bilinmektedir (Costerton vd. 1995, Davey ve O’Toole 2000). Gida
kaynakli 6nemli enteropatojenler olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium
serovaryetelerinin  literatiirde  tanimlanan  pelikiil  olusturma  kabiliyetleri
degerlendirildiginde, bu ¢alismada kullanilan Tiirkiye’deki gida kaynakli S. Enteritidis
ve S. Typhimurium suslarinin farkli bir durum sergiledigi goriilmektedir. Diger
Salmonella serovaryetelerine kiyasla S. Typhimurium kuvvetli bir biyofilm {ireticisi
olmayan ve pelikiil iiretimi yoniinden zay1f bir serovaryetedir (Vestby vd. 2009). Oysa
calismada kullanilan Tiirkiye kaynakli S. Typhimurium suslarinin hem pelikiil hem de
yiiksek biyofilm tireticisi suslar oldugu saptanmistir. Tiirkiye kaynakli S. Enteritidis
suslarina bakildiginda bu suslarin diger S. Enteritidis suglarina kiyasla daha yiiksek bir
pelikiil olusturma yiizdesine sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir (% 86,6) (Solano vd.
2002).

Kongo kirmizisi igeren NaCl’siz LB agar ortamlarinda biyofilm morfotipleri analizine
gore yogun “rdar” morfotipi icerdigi diisiiniilerek secilen suslarin sivi-hava arafazinda
olusturduklart pelikiil yapilari, inkiibasyon siiresine bagli olarak farklilik gostermistir
(Anatum; n=2, Bispebjerg; n=1, Corvallis; n=4, Enteritidis; n=3, Group C1; n=4,
Kentucky; n= 4, Montevideo; n=1, Nchanga; n=2, Salford; n=1, Senftenberg; n=1,
Thompson; n=1, Typhimurium; n=2, Virchow; n=6, toplam: 32) (Sekil 4.8 ve Sekil
4.9).
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Sekil 4.8 Rdar morfotipi ifadesi yiiksek Salmonella serovaryetelerinin pelikiil
olusumlarinin zamana bagli degisimi

100
80

60 == Anatum, Corvallis,

GroupC1, Montevideo,
Nchanga, Senftenberg,
Salford, Thompson

% Pelikiil

40

20

inkiibasyon Siiresi (giin)

Sekil 4.9 Rdar morfotipi ifadesi yiiksek Salmonella serovaryetelerinin pelikiil
olusumlarinin zamana bagh degisimi

Pelikiil olusumunun serovaryeteler arasinda zamana bagli degisimi farkli bulunmustur.
Anatum, Corvallis, Group C1, Montevideo, Nchanga, Senftenberg, Salford, Thompson,
Typhimurium serovaryetelerinin tiimii 2. gilinde sivi-hava arafazinda pelikiil

olusturmustur (Sekil 4.9). Bispebjerg, Kentucky, Virchow serovaryeteleri 3. giinde,
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Enteritidis serovaryetesinin tamami ise ancak 4. giinde sivi-hava arafazinda pelikiil

olusturabilmistir (Sekil 4.8).

Pelikiil formasyonu bir biyofilm yapisidir. Salmonella suslarinin olusturduklari pelikiil
yapisinin matriksinde kivrimli fimbriya ve seliilozu bilesenlerinin her ikisi, ya da
seliiloz ve kivrimli fimbriya bilesenlerinden yalnizca biri bulunabilmektedir. Seliilozun
biyosentezinde gorev yapan bcSABZC ve bcsEFG operonlarinin ve kivrimli fimbriyanin
sentezinde gorev yapan CSgBAC operonlarinin ifadelerinin durdurulmasi, pelikiil
olusumunun durmasina ve bakterilerin dezenfektanlara karsi ¢ok daha duyarli hale
gelmelerine neden olmaktadir (Solano vd. 2002). Biyofilm dreticisi bir
mikroorganizmanin biyofilm hiicreleri ayn1 mikroorganizmanin planktonik fazdaki
hiicrelerine kiyasla antibakteriyel ajanlara karst 1000 kattan daha fazla direncli
olabilmektedir (Costerton vd. 1999, Gilbert vd. 2002). S1v1 besiyerlerinde gelisen bir¢ok
bakteri ortamin taban kisminda agregat olusturmakta ya da yiizeylere tutunmaktadir;
ancak, Salmonella enterica serovaryeteleri, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens
ve Vibrio chlorae gibi bazi bakteriler sivi kiiltiirlerde sivi-hava arafazinda siv1 yiizeyini
kapatacak sekilde kirilgan ya da rijit pelikiil yapilar1 olusturmaktadir (Rainey ve
Travisano 1998, Romling ve Rohde 1999, Yildiz ve Schoolnik 1999, Anriany vd. 2001,
Zogaj vd. 2001, Solano vd. 2002, Spiers vd. 2002). Bakterilerin sivi-hava arafazinda
kolonize olup biyofilm yapilar1 gelistirmeleri ayn1 zamanda bakterinin hem havadaki
gazlardan hem de siv1 ortamdaki su ve besinlerden yararlanmasi i¢in bir avantaj saglar
(Spiers vd. 2003). Sivi-hava ve kati-hava fazlar1 arasindaki bakteriyel biyofilmler
endiistriyel su sistemleri i¢in de ciddi sorunlara sebep olmaktadir. Pelikiil olusturmayan,
seliiloz ve fimbriya iiretimi bakimindan mutant Salmonella Typhimurium suslariyla,
dogal tip suslarin farkli stres kosullarma duyarliliklariyla ilgili bir ¢aligmada pelikiil
icerisindeki hiicrelerin klor ve reaktif sodyum hipoklorit streslerine karsi planktonik

fazdaki hiicrelerden ¢ok daha direncli oldugu saptanmistir (Scher vd. 2005).

Tiirkiye kaynakli Salmonella suslarinin, yiiksek bir yiizdeyle (¢alisilan tiim suslarin %
85’1) bir biyofilm yapisi olan pelikiilii olugturmalar1 dikkate deger bir bulgudur. Bu

durum ozellikle gida islemlerindeki sanitasyon siireclerinde, cevresel kosullara ve
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bir¢ok antibakteriyel ajana karsi direng gosteren, biyofilmlerle miicadelenin son derece

onemli oldugunu gostermektedir.

4.3 Kalkoflor Baglanma Uygulamasi

Morfotiplerine ve pelikiill formasyonlarma goére tanimlanmis Salmonella suslari,
matrikslerinde ©6nemli bir bilesen olan seliilozu igerip icermediklerine gore
degerlendirilmistir. Bir gece boyunca NaCl’siz LB broth besiyerlerinde 37 °C’de
calkalamal1 kosullarda gelistirilen suslar, iki paralelli olarak kalkoflor (fluorescent
brightner 28, Sigma-Aldrich, China) iceren NaCl’siz LB agar ortamlarina inokiile
edilmis ve petriler 8 giin siiresince inkiibasyona birakilmistir. 8 giin siiresince
petrilerdeki biyofilm yapilart hergiin 322 nm UV 151k altinda (Kodak Gel Logic 200
Imaging System) florosan 6zellik gosterip gostermemelerine gore degerlendirilmistir.

322 nm UV 1sik altinda kuvvetli florosan 6zellik gosteren suslar seliiloz {iretimi

bakimindan pozitif, gostermeyenlerse selilloz {iretimi bakimindan negatif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Farkli biyofilm morfotipleri igeren suslarin 322 nm UV 1sik altindaki
florosan 6zellikleri

a. Seliloz negatif morfotip (S. Infantis, bdar morfotipi) b. Selilloz pozitif morfotip (S.
Typhimurium, rdar morfotipi) c. Seliiloz pozitif morfotip (S. Roughness, pdar morfotipi)

78



Kalkoflor, (1—3)--D ve (1—4)-B-D-glukopiranozil baglarn1  bulunduran
polisakkaritlerin saptanmasinda kullanilan ¢ok kuvettli bir indikatordiir (Zogaj vd.
2001).

Kalkoflor baglama o6zelliklerine gore degerlendirilen suslardan “rdar” ve “pdar”
morfotipi i¢erdigi saptanan suslarin tamami (79 adet rdar ve 3 adet pdar) biyofilm
yapilarina kalkofloru baglamistir. “bdar” morfotipi igerdigi saptanan 57 adet Salmonella
susunun ve bilinen herhangi bir biyofilm morfotipine dahil edilemeyen DMC 61 kodlu
S. Agona susunun kalkofloru baglamadigi saptanmistir. Bu sonuglar biyofilm bilesen
tanimi yapilamamis 1 susun ve 57 adet “bdar” morfotipinin biyofilm yapisinda seliiloz
icermedigine, 79 “rdar” ve 3 “pdar” adet morfotipinde ise seliillozun biyofilm bileseni

olduguna isaret etmektedir.

4.4 Polistiren Mikrotitre Plaklar1 Uzerinde Biyofilm Miktarimn Olgiilmesi

Mikrotitre plak sistemlerinde farkli boyalar kullanilarak bircok mikroorganizmanin
biyofilm miktarlar1 Olgiilebilir (Christensen vd. 1985, Deighton ve Balkau 1990,
Stepanovic vd. 2000, Ramage vd. 2001). Biyofilmin miktarsal tayinlerinde indikator
boya olarak kristal viyole yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yontem, miktotitre plak
kuyulariin ¢eperlerine tutunmus biyofilmlerin kristal viyole ile isaretlenmesi, biyofilm
matriksine tutunan boyanin ise alkol/aseton ¢ozeltisiyle ¢ozdiiriiliip, ELISA

okuyucusunda 6l¢iilmesini esas almaktadir.

Bu ¢alismada, Kongo kirmizli LB agar ortamlarinda yogun rdar morfotipi igerdigi
saptanan 31 adet DMC kodlu ve 7 adet IS kodlu susun mikrotitre plaklarda
biyofilmlerinin miktar1 Woodvard vd. tarafindan (2000) kullanilan yoOntemle
Olciilmiistir.  YOntemin  bazi  basamaklarinda  daha  Kkaliteli  Ol¢limlerin
gerceklestirilebilmesi icin modifikasyonlar yapilmistir. Inkiibasyondan sonra kurumaya
birakilan kuyular % 99’luk metanolle fikse edilmis ve boyanin ¢ozlinmesi ise % 33’liikk
glasiyel asetik asitle gerceklestirilmistir (Stepanovic vd. 2000). Bu modifikasyonlarla
daha istikrarli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.9) (Sekil 4.11-Sekil 4.12).
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Cizelge 4.9 DMC ve IS kodlu “rdar” morfotipi igeren suslarin mikrotitre plak
Ol¢iimlerinin sonuglart

Sus Kodu ve Adi ODortatama) Kc%?rogﬁfrr:;a;m) Sézg‘gfgt Stﬁ'ﬁi "
DMC 1 (S. Group C1) 3.498 3.462 0.095 0.055
DMC 2 (S. Group C1) 3.232 3.196 0.170 0.098
DMCA4 (S. Typhimurium) 3.434 3.398 0.1014 0.0414
DMC 9(S.Virchow) 2.833 2.797 0.114 0.066
DMC 10 (S. Virchow) 2.875 2.839 0.0816 0.0471
DMC 15 (S. Nchanga) 3.271 3.235 0.0872 0.05
DMC 16 (S. Virchow) 3.248 3.212 0.138 0.0617
DMC 17 (S. Virchow) 3.358 3.322 0.0794 0.0324
DMC 25 (S. Enteritidis) 1.64 1.604 0.217 0.153
DMC 26 (S. Enteritidis) 1.003 0.967 0.106 0.075
DMC 30 (S. Enteritidis) 0.648 0.612 0.182 0.129
DMC 36 (S.Corvallis) 2.995 2.959 0.169 0.098
DMC 37 (S. Group C1) 2.6115 2.575 0.140 0.099
DMC 50 (S. Group C1) 1.7345 1.6985 0.186 0.131
DMC 51 (S. Thompson) 1.383 1.347 0.050 0.036
DMC 55 (S. Senftenberg) 1.691 1.655 0.025 0.0144
DMC 65 (S. Kentucky) 3.433 3.397 0.0936 0.054
DMC 78 (S. Bispebjerg) 2.234 2.198 0.235 0.136
DMC 79 (S. Kentucky) 2.482 2.446 0.0537 0.031

DMC 80 (S. Kentucky) 1.347 1.311 0.121 0.068
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Cizelge 4.9 DMC ve IS kodlu “rdar” morfotipi igeren suslarin mikrotitre plak
olgiimlerinin sonuglari (devam)

Sus Kodu ve Adi ODortatama) Kc%?rogﬁfrr:;a;m) Sézg‘gfgt Stﬁ'ﬁi "
DMC 84 (S. Virchow) 2.321 2.285 0.221 0.156
DMC 85 (S. Kentucky) 2.234 2.198 0.235 0.135
DMC 86 (S. Corvallis) 3.242 3.206 0.109 0.044
DMC 87 (S. Corvallis) 3.0055 2.967 0.144 0.101
DMC 89 (S. Montevideo) 3.360 3.324 0.0614  0.0035
DMC 91 (S. Anatum) 3.188 3.152 0.0667  0.0385
DMC 92 (S. Anatum) 3.234 3.198 0.071 0.04
DMC 93 (5. Salford) 0.807 0.771 0.105 0.06
DMC 95 (. Typhimurium) ~ 3.436 3.4 0.0456  0.0228
DMC 99 (S. Nchanga) 3.379 3.343 0.105 0.06
DMC 100 (S. Corvallis) 3.338 3.302 0.092 0.0411
1S-2 2.855 2,819 000212  0.0015
15-6 1.131 1.095 0.128 0.073
15-63 1.638 1.602 0.273 0.158
1S-64 3.183 3.147 0.304 0.175
15-91 1.404 1.368 0.126 0.07
1S-107 2,804 2.858 0.240 0.138
1S-140 1.22 1.184 0.175 0.101
LT2 0.186 0.15 0.061 0.021

* OD degerleri orneklerin aldig1 degerlerin ortalamasindan kontrol degerlerinin aldigi
ortalama ¢ikarilarak hesaplanmaktadir (ODkonrol : 0.036)
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Sekil 4.12 Rdar morfotipi i¢eren IS kodlu suslarin biyofilm miktar1 (ODsgs)
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Yogun “rdar” morfotipi icerdigi saptanan Salmonella serovaryetelerinin mikrotitre
plaklarda Olgiilen biyofilm miktarlar1 arasinda istatistiksel anlamda c¢ok onemli bir
farkliik oldugu gorilmistiir (p<0,05). ODsgs’te Olgiilen biyofilm miktarlari,
serovaryetelerin ortalama ol¢iim degerleri olan 0,8077 (S. Salford) ila 3,435 (S.
Typhimurium) degerleri arasinda dagilim gostermistir. Calismada en yliksek biyofilm
miktari, literatiir verilerinde zayif bir biyofilm {ireticisi oldugu bildirilen, S.
Typhimurium’da tespit edilmistir (Vestby vd. 2009). Calismada kullanilan Tiirkiye
kaynakli iki adet S. Typhimurium susunun biyofilm miktarlarinin, standart sus olarak
kullanilan S. Typhimurium LT2 susunun iirettigi biyofilm miktarindan ¢ok daha yiiksek
oldugu saptanmustir (sirasiyla 3.398, 3.4 ve 0.15) (Sekil 4.11).

Pelikiil ¢alismalarinda 8 giinliik inkiibasyon siiresince pelikiil olusturma hizlarina gore
degerlendirilen Salmonella serovaryelerinin mikrotitre plaklardaki biyofilm 6l¢iimlerine
bakildiginda, pelikiil olusum hiziyla biyofilm miktar1 arasinda negatif bir korelasyon
oldugu anlasilmistir (p<0,05). Bu degerlendirmeye gore kisa siirede pelikiil olusturan
serovaryetelerin mikrotitre plaklarda daha ¢ok biyofilm iirettigi sdylenebilir. Ornegin S.
Typhimurium suslarinin timii ikinci giinde pelikiil olustururken (biyofilm miktar
ortalamast; 3,432) S. Enteritidis suslarinin tiimii ancak 4. giin pelikiil olusturabilmistir
(biyofilm miktar1 ortalamasi; 1,098). Farkli Salmonella serovaryetelerinin pelikiil
olusturma hizlar1 ve mikrotitre plaklardaki biyofilm miktarlar1 arasindaki iligki dikkate
alindiginda, serovaryetelerin abiyotik yiizeylerde biyofilm yapilar igerisinde ne kadar

stire varliliklarint devam ettirebilecekleriyle ilgili tahmin yiirtitiilebilir.

4.5 Farkh Sicakhk, pH, NaCl Konsantrasyon Degerlerinin Biyofilm Olusumu
Uzerine Etkilerinin Mikrotitre Plak Yontemiyle Arastirilmasi

Bu ¢alismada farkli Salmonella biyofilm morfotiplerini temsilen 3 sus ve standart olarak
da S. Typimurium LT2 susu kullanilmistir [(LT2: S. Typhimurium (rdar morfotipi),
DMC4: S. Typhimurium (rdar morfotipi), DMC12: S. Infantis (bdar morfotipi),
DMC13: S. subsp. Roughform (pdar morfotipi)].
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Suslarin  biyofilm olusturma o6zellikleri iizerine enddiistriyel siireglerde en yaygin
kullanilan {i¢ sicaklik derecesi (5, 20 ve 37 °C), 4 pH degeri (4.5, 5.5, 6.5, ve 7.4) ve
dort NaCl konsantrasyon degerinin (% 0.5, 1.5, 5.5, ve 10.5 NaCl) etkileri

arastiritlmistir. Farkli stres kosulariin biyofilm {izerine etkileri arastirilirken biyofilm

miktar1 dlgiimleri 1. giin sonunda ve 2. giin sonunda yapilmistir. Olgiim sonuglari

Cizelge 4.10-4.14°te ve Sekil 4.13-4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.10 Inkiibasyon sicakligmin biyofilm olusumu iizerine etkisi (1. giin)

o OD (ortatama)- Standart Standart
5°C ODortatama) Kontrolortatama) Sapma Hata
LT2 0,0567 0,0307 0,0250 0,0079
DMC4 0,0540 0,0280 0,0130 0,0040
DMC12 0,0525 0,0265 0,0182 0,0047
DMC13 0,0369 0,0011 0,0140 0,0042
Kontrol OD: 0,0260

o OD ortatama)- Standart Standart
20°C OD ortatamay Kontrolortatama) Sapma Hata
LT2 0,1705 0,1440 0,0572 0,0203
DMC4 0,8300 0,8035 0,1650 0,0412
DMC12 0,4680 0,4415 0,0975 0,0260
DMC13 0,4312 0,4047 0,0903 0,0320
Kontrol OD: 0,0265

o OD ortalama)- Standart Standart
37°C ODortatama) Kontrolortatama) Sapma Hata
LT2 0,1117 0,0691 0,0405 0,0143
DMC4 0,6420 0,5994 0,0694 0,0310
DMC12 0,1590 0,1164 0,0467 0,0140
DMC13 0,9172 0,8746 0,1400 0,0700

Kontrol OD: 0,0426
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Farkli Sicaklik Degerlerine Gére Suglarin OD Sonugari

. HiT2
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Sekil 4.13 Inkiibasyon sicakliginin biyofilm olusumu iizerine etkisi (1. giin)

Cizelge 4.11 pH’nin biyofilm olusumu iizerine etkilerinin él¢timii (1. giin)

PHAS  ODuwnrs  Kontigtommns  Sapma riata
LT2 0,0667 0,0129 0,0378 0,0098
DMC4 0,1254 0,0716 0,0461 0,0163
DMC12 0,1723 0,1185 0,0638 0,0192
DMC13 0,2870 0,2332 0,1490 0,0560
Kontrol OD: 0,0538

PH5S  ODuwss  yeomeme™  “cooma it
LT2 0,3597 0,3304 0,1001 0,0350
DMC4 0,3819 0,3526 0,1200 0,0450
DMC12 0,5603 0,5310 0,0532 0,0217
DMC13 0,6958 0,6665 0,0938 0,0383

Kontrol OD: 0,0293
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Cizelge 4.11 pH’nin biyofilm olusumu lizerine etkisi (1. giin) (devam)

S Obuus  gme  SGet Sge
LT2 0,1705 0,1136 0,0717 0,0254
DMC4 0,6582 0,6236 0,0917 0,0458
DMC12 0,4280 0,3934 0,0343 0,0121
DMC13 0,5045 0,4699 0,1280 0,045
Kontrol OD: 0,0346
PHT4  ODuws  onuitiummy  Sopma rata
LT2 0,1597 0,1351 0,0483 0,0171
DMC4 1,9113 1,8867 0,1742 0,0711
DMC12 1,7722 1,7476 0,2060 0,0730
DMC13 0,2203 0,1957 0,0850 0,0212
Kontrol OD: 0,0246
pH Degerlerine Gére Suslarin OD Sonuglari PLT2
© DMC4
, DMC 12
I I .DMC 13

15 ¢

+j 'IJ - J m N

pH4;5 pHS5S pH6S pH74

Sekil 4.14 pH’nin biyofilm olusumu {izerine etkisi (1. giin)
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Cizelge 4.12 Farkli NaCl konsantrasyonlarinin biyofilm olusumu {izerine etkisi (1. giin)

oD - Standart Standart
o (Ortalama)
%60,5 OD(ortatama) Kontrolortalama) Sapma Hata
LT2 0,1460 0,1113 0,0238 0,0089
DMC4 0,3379 0,3032 0,0390 0,0138
DMC12 0,3531 0,3184 0,0774 0,0274
DMC13 0,2613 0,2266 0,0592 0,0223
Kontrol OD: 0,0347

oD - Standart Standart
(o) (Ortalama)
615 OD(ortatamay Kontrolortalama) Sapma Hata
LT2 0,0660 0,0397 0,0207 0,0073
DMC4 0,1706 0,1444 0,0464 0,0164
DMC12 0,1411 0,1149 0,0443 0,0167
DMC13 0,2569 0,2306 0,0839 0,0297
Kontrol OD: 0,0262

oD - Standart Standart
0 (Ortalama)
755 ODortatama) Kontrolortatama) Sapma Hata
LT2 0,1082 0,0695 0,0505 0,0206
DMC4 0,1447 0,1060 0,2209 0,0783
DMC12 0,1005 0,0618 0,0415 0,0147
DMC13 0,0802 0,0415 0,0274 0,0097
Kontrol OD: 0,0387

oD - Standart Standart
o (Ortalama)
105 ODoortatama) Kontrolortalama) Sapma Hata
LT2 0,0245 0,0050 0,0191 0,0067
DMC4 0,0505 0,0310 0,0342 0,0121
DMC12 0,0591 0,0396 0,0203 0,0072
DMC13 0,0299 0,0104 0,0074 0,0026

Kontrol OD: 0,0195
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Degerlerine Gére Susl oDs
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Sekil 4.15 Farkli1 NaCl konsantrasyonlarinin biyofilm olusumu iizerine etkisi (1. giin)

Cizelge 4.13 Inkiibasyon sicakliginin biyofilm olusumu iizerine etkisi (2. giin)

¢ ODowm gpepmr St S
LT2 0,0634 0,0312 0,0235 0,0083
DMC4 0,0396 0,0074 0,0178 0,0046
DMC12 0,0616 0,0294 0,0206 0,0051
DMC13 0,0373 0,0051 0,0201 0,0052
Kontrol OD: 0,0322

20°C  ODomtam)  ontigtemans Sapmatta
LT2 0,2133 0,1823 0,0686 0,0207
DMC4 3,449 3,418 0,0712 0,0197
DMC12 3,5095 3,4785 0,0867 0,0274
DMC13 0,9576 0,9266 0,1491 0,0564

Kontrol OD: 0,0310
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Cizelge 4.13 Inkiibasyon sicakliginin biyofilm olusumu iizerine etkisi (2. giin)(devam)

R
LT2 0,0828 0,0565 0,0485 0,0172
DMC4 0,4899 0,4636 0,0860 0,0305
DMC12 0,1934 0,1671 0,0497 0,0124
DMC13 0,2255 0,1992 0,1081 0,0383

Kontrol OD: 0,0263

Farkli Sicaklik Degerlerine Gére Suglarin OD Sonugari
3 PLT:
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Sekil 4.16 Inkiibasyon sicakliginin biyofilm olusumu iizerine etkisi (2. giin)
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Cizelge 4.14 pH’nin biyofilm olusumu iizerine etkisi (2. giin)

PH4S  ODoraam)  ontrormmmy e Ha
LT2 0,0943 0,0503 0,0513 0,0194
DMC4 0,0781 0,0341 0,0359 0,0136
DMC12 0,2780 0,234 0,0762 0,0270
DMC13 0,1162 0,0722 0,0581 0,0206
Kontrol OD: 0,044

PH55  ODoraam)  ontrormmn SapmaHata
LT2 0,1130 0,0657 0,0395 0,0109
DMC4 1,2928 1,2455 0,1586 0,0529
DMC12 1,0357 0,9884 0,5600 0,0553
DMC13 0,2902 0,2429 0,0586 0,0177
Kontrol OD: 0,0473

05 Do oy, e S
LT2 0,2031 0,1446 0,3041 0,0109
DMC4 2,2827 2,2242 0,3120 0,0900
DMC12 2,5801 2,5216 0,3390 0,113
DMC13 0,203 0,1445 0,0515 0,0297
Kontrol OD: 0,0585

PHTA ODorumd)  eontr ol Sapma Hata
LT2 0,076 0,0280 0,0360 0,0136
DMC4 3,3037 3,2557 0,2345 0,0886
DMC12 2,6114 2,5634 0,2940 0,0849
DMC13 0,1385 0,0905 0,0219 0,0155

Kontrol OD: 0,0480
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Sekil 4.17 pH’nin biyofilm olusumu tizerine etkisi (2. giin)

Cizelge 4.15 Farkli NaCl konsantrasyonlarinin biyofilm olusumu tizerine etkisi (2. giin)

%05 Do et S
LT2 0,1728 0,1092 0,0652 0,0163
DMC4 0,5961 0,5325 0,1594 0,0412
DMC12 0,2647 0,2011 0,0636 0,0164
DMC13 0,2549 0,1913 0,1267 0,0340
Kontrol OD: 0,0636

%15  ODorumm)  ontsgmmns Sapmarata
LT2 0,1171 0,0826 0,0548 0,0137
DMC4 0,3109 0,2764 0,0813 0,0217
DMC12 0,2156 0,1811 0,0716 0,0185
DMC13 0,2521 0,2176 0,0834 0,0231

Kontrol OD: 0,0345
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Cizelge 4.15 Farkli NaCl konsantrasyonlarinin biyofilm olusumu iizerine etkisi (2.
giin) (devam)

OD - Standart Standart
o) (Ortalama)
/655 OD(ortatama) Kontrolortalama) Sapma Hata
LT2 0,0686 0,0188 0,0387 0,0097
DMC4 0,1544 0,1046 0,0430 0,0107
DMC12 0,1728 0,1230 0,0532 0,0147
DMC13 0,0932 0,0434 0,0233 0,0060
Kontrol OD: 0,0498
oD - Standart Standart
0, (Ortalama)
%6105 OD(ortatama) Kontrolortalama) Sapma Hata
LT2 0,0536 0,0101 0,0232 0,0058
DMC4 0,0547 0,0112 0,0227 0,0057
DMC12 0,0872 0,0437 0,0335 0,00838
DMC13 0,0823 0,0388 0,0698 0,0180
Kontrol OD: 0,0435
a,, Degerlerine Gore Suglarin OD Sonudan .LT 5
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Sekil 4.18 Ay, degerinin biyofilm olusumu iizerine etkisi (2. giin)
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Segilen sicaklik degerlerinin polistiren plaklarda farkli biyofilm morfotipleri tizerindeki
etkilerine bakildiginda (2. giin sonunda) morfotipler arasinda farklilik istatistiksel
anlamda olduk¢a &nemli bulunmustur (p<0,01). Inkiibasyon siiresinin biyofilm miktar
tizerindeki etkisine bakildiginda 2. giinlin biyofilm tretimi ig¢in kritik oldugu
anlasilmistir. Farkli morfotip igeren suslarin 1. ve 2. giin sonundaki biyofilm miktarlar
arasindaki fark degerlendirildiginde, 6nemli artisin, 6zellikle DMC4 ve DMC12 kodlu
suslarda, oldugu saptanmistir (LT2 susunda 0.26, DMC4 susunda 3.25, DMCI12
susunda 6.87, DMC13 susunda 1.29 katlik artiglar). Calisilan suslarda 5 °C’de biyofilm
tiretiminin neredeyse ger¢eklesmedigi, 20 °C’de ise tim morfotiplerde biyofilm
tiretiminin optimum diizeye ulastig1 saptanmistir. 20 °C’de DMC4 (rdar morfotipi) ve
DMC12 (bdar morfotipi) kodlu suslarin iirettigi biyofilm miktarlar1 birbirine yakin
bulunmustur (sirastyla OD: 3,418 ve 3,4785). 37 °C’de ise DMC12 ve DMC13 kodlu
suslarin disinda diger suslarin biyofilm degerlerinin farklilik gosterdigi belirlenmistir
(p<0,05). 2. giiniin sonunda bu sicakliktaki en yogun biyofilm iiretimi, DMC4 kodlu
susta tespit edilmistir. Bu sicakliktaki biyofilm miktarlarma 1. giin sonunda
bakildiginda en yogun biyofilm iiretiminin DMC13 kodlu susta oldugu ancak 2. giiniin
sonunda bu susun biyofilm miktarinda yaklasik 3.39 kathik bir azalma oldugu
saptanmistir. “pdar” morfotipi igeren bu susun 37 °C’de artan inkiibasyon siiresine bagl
olarak biyofilm miktarinin 6nemli Ol¢lide azalmasi dikkate degerdir ve bu durum
sicaklik degerlerinin farkli Salmonella biyofilmlerinin olusumu iizerindeki etkilerinin
anlagilmasinin yani sira olgunlasan biyofilm yapilarindan gerceklesen kopmalarin
anlasilmasi i¢in de ileri arastirmalarin yapilmasini gerektirmektedir. Standart sus olarak
secilen S. Typhimurium LT2 susunda oOlciilen degerler, diger suslarin degerlerine

kiyasla oldukca diisiik bulunmustur (Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.13).

pH degerlerinin etkileri degerlendirildiginde (2.giin sonunda); pH 4,5 degerinde, cok
diisiik bir biyofilm tiretimi saptanirken, DMC12 kodlu susun 6l¢iim degeri diger suslara
kiyasla yiiksek bulunmustur (OD: 0,0762). Artan pH degerlerine gore DMC4, DMC12
kodlu suslarin biyofilm mitarlarinda genel bir artiy meydana gelmistir. 1. gilinlin
sonunda DMC13 kodlu susun iirettigi biyofilm miktar1 pH 5,5 degerinde, diger suslarin
degerlerinden yiiksek bulunmustur. 2. giiniin sonunda DMC12 kodlu susun pH 6,5’te ve
7,4°te Olciilen degerleri farkli bulunmamistir (sirasiyla OD: 2,52 ve 2,56). Secilen pH
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degerlerindeki Ol¢iim sonuglari, morfotiplerin 20 °C’deki (pH:7,0) degerleriyle
karsilagtirildiginda polistiren plaklar {izerinde biyofilm olusumu i¢in en ideal pH

degerinin 7,0 oldugu saptanmustir (Cizelge 4.13-4.14).

Farkli konsantrasyonlarda NaCl bulunduran ortamlarda, degisen hiicre yiizey 6zellikleri
ve biyofilm dagilmalari arasinda bir iligki oldugu bilinmektedir. Bu iliski artan NaCl
konsantrasyonuna bagli olarak azalan hiicre hidrofobisitesine dayanmaktadir. Yiiksek
hidrofobisite, yiizeylerde biyofilm olusumu i¢in son derece dnemliyken artan NaCl
konsantrasyonu hiicre adezyonunu engellemektedir (Xu vd. 2010). Tiim su aktivitesi
(Ay) etkileri biyofilm olusumunu onemli 6lgiide kesintiye ugratmustir. Ozellikle
besiyerindeki yiiksek NaCl derisimi (Aw:10,5) hiicrelerin polistiren ylizeylere tutunup

biyofilm olusturmalarini neredeyse tamamen engellemistir (Cizelge 4.15).

pH degisimlerinden ve farkli tuz derisimleriyle belirlenen su aktivitesinden, gida
bozulmalarinin ve gida kaynakli hastaliklarin Oniine gecilmesinde ve gidalarin raf
omiirlerinin uzatilmasinda yararlanilmaktadir. Ozellikle geleneksel tuzlama yontemi
(NaCl) gida kaynakli patojenlerin ve gida bozulmalarina sebep olan
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinde ya da gelismelerinin 6nlenmesinde uzun yillardir
kullanilmaktadir (Doyle ve Glass 2010). Bu sonuglar neticesinde gidalar iizerinde de
biyofilm olusturabildigi bilinen Salmonella’nin gida yiizeylerindeki biyofilmlerinin
engellenmesinde tuzlama ve pH etkileri gozetilerek gida korumasma katkida

bulunulabilir.

4.6 Celik Kuponlar Uzerinde Farkh Sicaklik, Su ve pH Uygulamalarimin Biyofilm
Olusumu Uzerine Etkileri

Bu c¢alismada farkli biyofilm morfotipi igeren ii¢ adet sus (DMC4; S. Typhimurium
(rdar morfotipi), DMC12; S. Infantis (bdar morfotipi), DMC13; S. subsp. Roughform
(pdar morfotipi)) ve bir adet standart sus (S. Typhimurium LT2) farkli etkiler altinda

celik kupon yiizeylere tutunup biyofilm olusturma 6zellilerine gore degerlendirilmistir.
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Paslanmaz ¢elik kupon yiizeylerine tutunma arastirmalarinda 6nemli sicaklik degerleri

olan 5 °C, 20 °C (fabrika kosullarindaki ortalama sicaklik) ve 37 °C degerlerinin

etkilerinin sonuglar1 Cizelge 4.16’da ve Sekil 4.19°da verilmistir. Farkli pH ve NaCl

konsantrasyon (A,) degerlerinin etkileri ise ¢izelge 4.17-4.18 ve sekil 4.20-Sekil

4.21’de verilmistir. Biyofilm yanitlar1 i¢in farkli stres kosullarinda elde edilen tim

sonuglar, her bir susun kontrol gruplartyla da kiyaslanmistir. Kontrol gruplarinin

sonuglari, farkli morfotiplerin sicaklik denemelerinde NaCl’siz LB broth ortaminda 20

°C’deki sonuglari baz alinarak olusturulmustur.

Cizelge 4.16 Segilen morfotiplerin farkli sicaklik degerlerinde celik kupon ylizeylerine

tutunma Ozellikleri

5°C

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 3,26x10° 8,15x10* 4,911
DMC4 1,07x10° 2,675x10* 4,427
DMC12 1,16x10° 2,9x10* 4,462
DMC13 2.55x10° 6,375x10* 4,804
20°C

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 3,4x10° 8,5x10° 5,929
DMC4 1,05x10’ 2,625x10° 6,419
DMC12 8,7x10° 2,175x10° 6,337
DMC13 7,9x10° 1,975x10° 6,296
37°C

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 6,6x10" 1,65x10* 4,217
DMC4 2,92x10° 7,3x10* 4,863
DMC12 6,62x10° 1,655x10° 5,219
DMC13 4,0x10° 1,0x10° 5,0
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Sekil 4. 19 Secilen morfotiplerin farkli sicakliklarda ¢elik kupon yiizeylerinde biyofilm
olusturma 6zelikleri

Cizelge 4.17 Secilen morfotiplerin farkli pH degerlerinde c¢elik kupon yiizeylerine
tutunma sonuglari

pH: 4,5

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 5,5x10° 1,375x10° 6,138
DMC 4 1,9x10° 4,75x10° 5,677
DMC 12 3,3x10° 8,25x10° 5,916
DMC 13 4.4x10° 1,1x10° 6,041
pH: 55

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 2.2x10° 5,5x10° 5,74
DMC 4 1,1x10° 2,25x10° 5,439
DMC 12 3,72x10° 9,3x10° 5,968
DMC 13 6,1x10° 1,525x10° 6,183
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Cizelge 4.17 Secilen morfotiplerin farkli pH degerlerinde c¢elik kupon yiizeylerine

tutunma sonuglar1 (devam)

pH: 6,5

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT2 1,54x10° 3,85x10° 5,585
DMC 4 1,58x10’ 3,95x10° 6,597
DMC 12 4,69x10° 1,1725x10° 6,069
DMC 13 1,15x10° 2,875x10° 6,459
pH: 7,4
Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 2,7x10° 6,75x10° 5,829
DMC 4 7,3x10° 1,825x10° 6,261
DMC 12 1,1x10’ 2.75x10° 6,439
DMC 13 1,49x10° 3,725x10° 6,571

7
6,5 ~ X

g T~=

g ——|T2

5* 6 N —@—-DMC4
:é DMC 12
= —DMC 12
5 "~

S 5,5 g

—

5 T T T T 1
pH: 4,5 pH: 5,5 pH: 6,5 pH: 7,0 pH: 7,4
(Kontrol)

Sekil 4.20 Secilen morfotiplerin farkli pH degerlerinde ¢elik kupon yiizeylerinde

biyofilm olusturma 6zellikleri
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Cizelge 4.18 Secilen morfotiplerin farkli NaCl konsantrasyon (Ay) degerlerinde ¢elik
kupon yiizeylerine tutunma 6zellikleri

% 0,5

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 4,2x10° 1,3x10° 5,114
DMC4 6,2x10° 1,55x10° 6,19
DMC12 1,0x10’ 2,5x10° 6,398
DMC13 7,3x10° 1,825x10° 6,261
% 1,5

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 5,8x10° 1,45x10° 5,161
DMC4 7,3x10° 1,825x10° 6,261
DMC12 1,25x10’ 3,125x10° 6,495
DMC13 1,9x10’ 4,75x10° 6,677
% 5,5

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 1,11x10° 2,775x10" 4,443
DMC4 7,0x10° 1,75x10° 6,243
DMC12 4,21x10° 1,0525x10° 6,022
DMC13 1,47x10° 3,675x10° 5,565
% 10,5

Sus Kodu kob/4 cm? kob/cm? log/cm?
LT 2 8,2x10° 2,05x10° 3,312
DMC4 4,0x10° 1,0x10° 5,0
DMC12 3,7x10" 9,25x10° 3,966
DMC13 8,0x10? 2,0x10? 2,301
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Sekil 4.21 Secilen morfotiplerin farkli NaCl konsantrasyon (Ay) degerlerinde ¢elik
kupon yiizeylerinde biyofilm olusturma 6zelikleri

Mikrobiyel biyofilmler, gida isleme siireclerinde istenmeyen olusumlardir. Salmenella,
Pseudomonas, Campylobacter ve E. coli gibi patojenlerin potansiyel gida temas
yiizeylerinde biyofilm olusturabildigi rapor edilmistir (Somers vd 1994, Brown vd.
1995, Dhir ve Dodd 1995, Humprey vd. 1995, Jones ve Bradshaw 1996, Morin vd.
1996). Bu ¢alisma, temizlenmesi kolay olan, kimyasal korozyondan fazla etkilenmeyen
ve potansiyel bir gida temas yiizeyi olan paslanmaz gelik yiizeylerde farkli Salmonella
biyofilm morfotipi iceren suslarin biyofilm olusturma kabiliyetlerini anlamak igin
yaptlmistir. Yontem kendi igerisinde bazi handikaplar bulundurmaktadir. Farkli
yiizeylerdeki biyofilm calimalarinda yiizeye tutunmus biyofilmin istikrarli bir hiicre
sayimi i¢in etkin bir sekilde yiizeyden uzaklastirilmasi esastir. Paslanmaz ¢elik kupon
yiizeylerinde bulunmasi muhtemel ¢atlaklarda, yariklarda ve korozyon bdlgelerindeki
biyofilmlerin uzaklastirilmasi olduk¢a zordur (Holah vd. 1990, Dhaliwal vd. 1992, Flint
vd. 1997).
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Salmonella tiirleri tarafindan gelik yiizeylerde biyofilm olusumu dinamik bir siire¢ olup,
bu tirlerin tutunmas: ve yiizeylerde biyofilm olusturmasi farkli mekanizmalarla
iliskilidir (Rickard vd. 2003). Farkli stres kosullarinin etkilerinin sonuglari
degerlendirildiginde; farkli Salmonella morfotiplerinin ¢elik yiizeylerde biyofilm
tiretimi icin en ideal sicaklik degerinin 20 °C oldugu saptanmistir. pH degerlerinin
biyofilm olusumu iizerine etkileri degiskenlik gosterirken en ideal degerlerin pH 6,5 ile

7,4 arasinda oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.19-4.20).

Fabrikalardaki rutin temizlik ve dezenfeksiyon prosediirleri yiizeyler {izerindeki
biyofilm yapilarinda mevcut bakterilerin sayisin1 azaltabilir. Ancak ylizey lizerindeki
biyofilmin tamamen uzaklastirilmas: ve etkisiz hale getirilmesi olduk¢a zordur. Bu
nedenle, yiizey materyallerinin se¢imine ve bu yiizeylerin temizlik ve dezenfeksiyonuna
biyofilm varligim1 asgari diizeye indirmek i¢in dikkat edilmelidir (Knight ve Craven

2010).

Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN) biinyesindeki Teknik Komite 216 (TC 216),
dezenfektanlarin etkilerinin degerlendirilmesi i¢in {i¢ fazli bir test yaklasimim
onermektedir (Gibson vd. 1995, Van Klingeren vd. 1998, Luppens vd. 2002). Bu
degerlendirme; dezenfektanin ilk olarak uygun kosullar altinda siispansiyon igerisindeki
bakterilere (faz 1) ve ylizeyler lizerindeki bakterilere karsi etkilerini (faz 2) ve son
olarak dezenfektanin pratik kullanim durumunun belirlenmesini kapsamaktadir (faz 3).
TC 216 tarafindan, yiizeyler lizerindeki Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin etkisiz hale
getirilmesi i¢in gelistirilen ylizey dezenfektan testinin gelisen biyofilm yapilarim
onlemede bazi smirlart vardir. Bu nedenle bu standart test, bazi modifikasyonlar
gerektirmektedir (Holah, 1998). Buna bagli olarak Tiirkiye kokenli Salmonella
suslarmin  farkli morfotiplerinin  biyofilm olusturma dinamikleri goz Oniinde
bulundurularak, fabrika kosullarini ihtiva eden bir model sistem tasarlanip, ¢ok ¢esitli
fabrika calisma yiizeylerinde (Ozellikle paslanmaz celik) biyofilm gelisimine ve

biyofilmin etkisizlestirilmesine yonelik arastirmalar yapilmalidir.
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4.7 Hiicre Dis1t DNA’nin Biyofilm Olusumuna Katkisi

Wilson vd. (2001) tarafindan onerilen yontem kullanilarak genomik DNA ve hiicre dis1
DNA izolasyonlar1 yapilan 3 farkli biyofilm morfotipine dahil DMC4, DMC12 ve
DMC13 kodlu Salmonella suslarimin RAPD-PZR analizi yapilarak farkliliklarinin
ortaya c¢ikarilmasi amaglanmistir. RAPD-PZR analizine ilave olarak mikrotitre
plaklardaki 2 giinliik biyofilmler iizerine DNAaz I muamelesi yapilarak hiicre disi
DNA’nin Salmonella’nin biyofilm yapisina muhtemel bir yapisal katkisinin olup
olmadig1 arastirilmistir. RAPD-PZR ve mikrotitre sonuglart Sekil 4.22 ve 4.23’te
verilmigtir. DNAaz I uygulamasi sonucunda yalnizca DMC12 (bdar morfotipi) kodlu

susun biyofilm miktarinda azalma gorilmiistiir.

Sekil 4.22 Hiicre dis1 ve genomik DNA’larin RAPD-PZR profilleri

1. Marker (100 bp) 2. Negatif kontrol 3. DMC4 hiicre dist DNA 4. DMC4 genomik DNA 5. DMC12
hiicre dist DNA 6. DMC12 genoik DNA 7. DMC13 hiicre dist DNA 8. DMC13 genomik DNA
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Sekil 4.23 DNAaz I uygulamasi sonucunda DMCI12 susunun biyofilm miktarindaki
degisim

Hiicre dist DNA’nin (eDNA) olgun biyofilmlerin yapisalligina katkida bulundugu daha
onceki caligmalarla saptanmistir (Withchurch vd. 2002). Hiicre dist DNA’nin gen
transferine ve oligotrofik kosullarda biyofilm hiicrelerine besinsel katki sagladigi da
bilinmektedir (Finkel vd. 2001, Molin vd. 2003). Yine de hiicre dist DNA’nin, tek tiiriin
ya da birgok tiirlin bir araya gelerek olusturdugu biyofilmlere sagladig: katkilarla ilgili
sorular giincelligini siirdiirmektedir. Biyofilm yapilarindaki hiicre dist DNA varligi E.
coli gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde de kanmitlanmustir. E. coli’deki hiicre disi
DNA’nin hem biyofilmin yapisalligina hem de c¢esitli antibiyotiklerin DNAaz 1 ile
birlikte biyofilmler {izerine uygulanmasi sonucunda biyofilm igerisindeki bakterilerin
antibiyotiklere kars1 daha duyarli hale gelmelerinden otiirii antimikrobiyel direnglilige

de katk1 sagladigi ileri stiriilmiistiir (Tetz vd. 2009).

Salmonella tiirlerine ait biyofilmlerin yapilarindaki muhtemel hiicre dist DNA varhigi
daha ileri arastirmalarla aydinlatilmay1 gerektirmektedir. Bu ¢alismada hiicre dist DNA

varligin1 kanitlamak i¢in yapilan analizler yeterli degildir. Biyofilm matriksinden etkin
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bir sekilde hiicre dist DNA izolasyonu ve olasi genomik DNA bulagisini asgari diizeye
indirgemek ic¢in enzimatik izolasyon yontemleri gibi daha etkin yontemler tercih

edilmelidir (Wu ve Xi 2009).
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5. SONUC

Tiirkiye kaynakli Salmonella suslarinin biyofilm olusturma karakteristikleri, biyofilm
analizlerinde yaygin olarak kullanilan metotlarla incelenmistir. Elde edilen bulgular
sonucunda baskin biyofilm morfotipinin “rdar” morfotipi oldugunun anlagilmasi ve
suslarin ¢ogunun yogun biyofilm {ireticisi suslar olarak tespit edilmesi Tiirkiye’deki

endiistriyel sanitasyon siire¢lerinin daha titiz bir sekilde yapilmasini gerekli kilmaktadir.

Yapilan ¢alismalar tibbi ve endiistriyel 6nemi fazla olan Salmonella suslarinin
biyofilmlerine yonelik ulusal diizeyde ilk ¢aligmalardan biri olmakla birlikte, {ilkemiz
gida endiistrisi i¢in dnemli katkilar saglayabilecek ileri ¢calismalar i¢in 6ncii niteliktedir.
Bu c¢alismadan sonraki asamalarda, karmasik komiinite yapisi sergileyen biyofilm
yapilari igerisinde Salmonella’nin diger enterik bakterilerle olan iliskilerinin, komiinite
icerisindeki organizasyon ve davraniglarinin anlasilmasma yonelik calismalar

planlanmustir.
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