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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Salmonella BIYOFILMLERI UZERINE DEZENFEKTANLARIN ETKISI
Veli Tato

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

Bu calismada; gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan dezenfektanlarin S.
Typhimurium, S. Infantis ve S. Roughform suslarmin farkli morfotipteki biyofilmleri
uzerine olan etkileri saptanmigtir. Dezenfektan olarak etanol, sodyum hipoklorit,
klorhekzidin diglukonat, etilendiamintetraasetik asit, sitrik asit ve hidrojen peroksit
kullanilmigtir. Dezenfektanlar farkli konsantrasyon ve slrelerde (1 ve 5 dakika)
uygulanmistir. Biyofilm morfotip duyarlilik farkliliklarmi ortaya koymak i¢in galvenizli
paslanmaz ¢elik yiizey kullanilirken, dezenfektanlarin biyomas1 temizlemedeki
etkinliklerini ortaya koymak igin mikrotitre plaka teknigi kullanilmistir. Bu suslar
tarafindan olusturulan rdar, bdar ve pdar morfotipli biyofilmlerin hidrojen peroksit hari¢
diger bes dezenfektana karst duyarlilbiklarinda o©nemli bir farklilik olmadig
gozlemlenmistir. Ayrica etanol, klorhekzidin diglukonat ve sodyum hipoklorit diger
dezenfektanlara gore farkli morfotipteki bu biyofilmlerin % 100’{inii yok etmistir. Etanol
fikse etme 0zelligi oldugu ic¢in microtiter plate tekniginde kullanilmamistir. Kullanilan
dezenfektanlarin dezenfeksiyon ve biyomasi ¢ikarma Ozelliklerinin paralel olmadigi
goriilmiistiir. Klorhekzidin diglukonat biitiin suslarin biyofilmlerini %100 yok ederken,
biyomasi ¢ikarmada ayni etkiyi gosterememistir. Dezenfekte etme ve biyomasi ¢gikarma
Ozelligini bir arada bulunduran en etkili dezenfektan sodyum hipoklorit olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak kullanilan dezenfektanin hem dezenfekte etme hem de
biyomasi ¢ikarma 6zelliklerini bir arada bulundurmasi etkili bir sanitasyon stirecine katki
saglayacaktir.

2014, 82 sayfa

Anahtar kelimeler: Salmonella, biyofilm, dezenfektan, galvanizli paslanmaz celik,
mikrotitre plaka, biyofilm morfotipi



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

EFFECT Of DISINFECTANTS On Salmonella BIOFILMS

Veli Tato

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, the effects of disinfectants commonly used in food industry on different
morphotype biofilms of S. Typhimurium, S. Infantis and S. subsp. Roughform are
determined. Ethanol,  sodium hypochloride,  chlorheksidine  digluconade,
etilendiamintetraasetik acid, citric acid and hydrogen peroxide have been used as
disinfectants. They have been applied in different concentrations and different times (1 to
5 minutes). While galvanized stainless steel surface has been used in order to show the
dissimilarities of biofilm morphotype sensitivity, microtiter plate technique has been used
in order to show the effectiveness of disinfectants on sanitizing biomass. It has been
observed that there is no significant difference in the sensitivity of those rdar, bdar and
pdar morphotyped biofilms towards these five disinfectants except hydrogen peroxide.
Also, ethanol, chlorheksidine digluconade and sodium hypochloride have abolished 100 %
of these different morphotyped biofilms when compared to other disinfectants. It has been
observed that the disinfection qualities and abilities of those disinfectants to extract the
biomass are not parallel to each other. Chlorheksidine digluconade has abolished 100 %
of all the biofilms while it has not succeeded in extracting the biomass. The most effective
disinfectant on sanitizing and extracting the biomass has been the sodium hypochloride.
As a result, bearing both the disinfection and biomass-extracting features of a disinfectant
will contribute to an effective sanitation process.

2014, 82 pages

Key Words: Salmonella, biofilm, disinfectant, galvanized stainless steel, microtiter plate,
biofilm morphotype
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1. GIRIS

Salmonella, adin1 bulucusu olan Dr. Daniel Salmon’dan alan Gram-negatif, cubuk
seklinde, spor olusturmayan, fakiiltatif anacrob, Enterobacteriaceae familyasina ait bir
cinstir. S. enterica ve S. bongori olmak Uzere iki tir icermektedir. S. Enterica tirl ise; S.
enterica subsp. enterica, salamae, arizonaei, diarizonae, houtenae ve indica olarak
adlandirilan alt1 alt tiire ayrilmistir (Brenner vd. 2000). Bu alt tiiriin {iyelerinin ¢ogunun
insanlar icin patojenik nitelikte oldugu ve genellikle sicak kanli (poikilotermik)
hayvanlarin bagirsak sisteminde bulundugu bilinmektedir (Popoff vd. 2005, Threlfall vd.
2005).

Salmonella cinsi, konak¢1 disindaki cesitli cevrelerde Ureyebilen bakteri tdrlerini
icermektedir. Bu cinsin tyeleri Gremeleri icin sodyum klorire ihtiya¢c duymazlar. Fakat %
0.4 ile % 4 oraninda sodyum kloriir varliginda iireyebilirler. Birgok Salmonella serotipi 5-
47 °C arasindaki scakliklarda iireme yetenegindedir. Ideal iireme scakliklar1 35-37 °c
arasindadir; ancak bazi iiyeler 2-4 °C gibi diisiik sicakliklarda ve 54 © C gibi yiiksek
sicakliklarda Ureyebilmektedir (Gray ve Fedorka-Cray 2002). Salmonella, pH 4 ila pH 9
gibi genis bir pH araliginda iireyebilir. Uremeleri icin optimum pH degerleri 6,5 ile 7,5

arasindadir. Ayrica ¢ok diisiik su aktivitesinde yagamlarimi siirdiirebilme yetenegindedirler.

S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi ve S. Paratyphi A, B, C’nin insanlarda Salmonella
enfeksiyonlarina neden olan serotiplerin % 99’unu olusturdugu saptanmistir (Suzuki 1994,
Stock ve Wiedemann 2000, Angelillo vd. 2000). insan salmonellozu iki klinik 6zellikle
tanimlanmaktadir. Birincisi, S. Typhi ve S. Paratyphi A, B, C ’nin neden oldugu enterik
atestir. Bu enfeksiyonlar, genellikle hayvan rezervuarlarina gereksinim duymaksizin
insandan insana bulasabilmektedir. Ikincisi, hayvanlarda bulunan diger serotiplerin yol
actigr ve tifoya neden olmayan salmonellozdur (van Duijkeren ve Houwers 2000).
Hindistan, Kuzey-dogu Asya, Kuzey ve Orta Amerika ve Afrika’da S. Wien, S.
Typhimurium, S. Johannesburg ve S. Oranienburg, ingiltere, Avrupa ve Amerika’da ise S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Virchow ve S. Hadar salgina sebep olan énemli serotipler
olarak belirlenmistir. Ozellikle S. Virchow ve S. Enteritidis tavuk ve tavuk riinlerinden, S.
Hadar hindi, S. Typimurium ise sigir, domuz, tavuk ve koyunlardan izole edilmektedir
(Escartin vd. 2000, Threlfall 2002).



S. Typhi tifoid atese neden olurken, S. Paratyphi A, B ve C paratifoid atese neden olur.
Paratifoidin mortalitesi, tifoid atese nispeten daha azdir. Her iki serotipde insan patojenidir.
Enfeksiyon, genellikle insan atiklari ile kontamine olmus gida ve sularin tiiketilmesiyle
meydana gelir. Son yillarda 6zellikle Giineydogu Asya, Hindistan, Pakistan ve Orta Dogu
gibi pek cok bolgeden antibiyotik direncli suslar yaygin bir sekilde izole edilmektedir
(Scherer ve Miller 2001).

Tifoid olmayan salmonelloza ya da gastroenterite 150 cesit Salmonella serotipinin neden
olabilecegi bilinmektedir. ABD ‘de en yaygin serotiplerin basinda S. Typhimurium ve S.
Enteritidis gelmektedir. Enfeksiyon, genelllikle insan atiklari yerine hayvan atiklar ile
kontamine olmus gida ve sularin tiiketilmesiyle meydana gelmektedir. Ornegin, diger gida
kaynakli salmonelloza kiyasla iki kat daha fazla hastaneye yatisla sonuglanan ve ¢oklu ilag
direnci gosteren S. Typhimurium DT104’nin ortaya ¢ikmasinin, kontamine sigir eti ile
iligkili oldugu saptanmustir (Gray ve Fedorka-Cray 2002, Yousef ve Carlstrom 2003).

Salmonella’nin gida ve gida isleme yiizeylerine tutunabilme 6zelligi gosteren patojen bir
mikroorganizma oldugu uzun zamandir bilinmektedir (Mafu vd. 1991, Korber vd. 1997,
Wong 1998). Gida islemede kullanilan makineler, boru hatlari, isleme yiizeyleri ve tanklar
patojen mikroorganizmalarin tutunabilmesi i¢in oldukga riskli yiizeylerdir. Gida isleme
yiizeylerindeki mikrobiyal kolonizasyonun gida bozulmalar1 ve gida iliskili hastaliklarin

yayilmasinda etkin bir rol oynadig1 saptanmistir (Bower vd. 1996).

Salmonella, abiyotik ve biyotik yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegi sayesinde uzun
siire canliligini muhafaza edebilmektedir. Biyofilmler, gen ifadesine, biiylime hizina ve
cevresel sartlara bagli olarak farkli fenotipler igeren ve mikroorganizmalarin kendi tirettigi
hiicre dis1 polimerik bilesenlerin (EPS) igine gomiilii olan hiicrelerin olusturdugu yapilar

olarak tanimlanmistir (Donlan ve Costerton 2002).

Salmonella gida endiistrisinde siklikla kullanilan paslanmaz c¢elik ve polistiren gibi
abiyotik yuzeyler iizerinde biyofilm olusturabilmektedir (Asséré vd. 2008, Kim ve Wei
2009, Mgretrg vd. 2009, Chorianopoulos vd. 2010, libuchi vd. 2010). Salmonella’nin
abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegi bu bakterinin konak¢i disindaki

cevrelerde hayatta kalmasina ve yeni konakgilara gecisine imkan tanimaktadir. Bu durum



Ozellikle gida endiistrisi basta olmak iizere bircok alanda {irlin kayiplarina ve saglik

sorunlarina yol agmaktadir.

Patojen mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmler bakteriyi dis stres faktorlerine karsi
onemli derecede korumaktadir (Wong vd. 2010). Bu mikroorganizmalarin olusturdugu
biyofilmleri yok etmek igin pek ¢ok yontem kullanilmaktadir. Biyofilmlerle micadele
kullanilan bu yodntemlerden biride dezenfektan kullanimidir. Dezenfektanlar, patojen
mikroorganizmalar1 kontrol altina almak i¢in uzun zamandan beri kullanilan kimyasal

ajanlardir (McDonnell ve Russell 1999).

Salmonella ve biyofilmlerine iliskin s6z konusu verilerin 1s18inda tasarlanan bu tez
kapsaminda; Salmonella suslarinin olusturdugu biyofilm yapilarinin tanimlanmasi, gida
endustrisinde yaygin olarak kullanilan bazi dezenfektanlarin ¢esitli abiyotik yiizeylerde

Salmonella biyofilmlerinin eradikasyonundaki etkinliklerinin tanimlanmasi amaglanmuistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyofilmlerin Onemi

Mikrobiyoloji tarihinin 6nemli bir boliimiinde mikroorganizmalarin gelisim fizyolojisi;
enerji, karbon kaynagi ve biiylime faktorleri bakimindan zengin besiyerleri kullanilmak
suretiyle, planktonik olarak tanimlanmigtir. Sivi ortamda gelistirilen bakterilerin
gosterdikleri ozellikleri ile ilgili bu geleneksel goriis, patojenik mikroorganizmalarla
calismak ve mikrobiyal fizyolojinin bazi sasirtict yonlerine 1sik tutmasi bakimindan
onemlidir. Ancak planktonik olarak gelistirilen saf kiiltiirler mikroorganizmalarin dogada
var olmasi gereken seklini ¢ok nadir olarak yansitmaktadir. Zira mikroorganizmalarin
dogal ortamlarinda yapilan dogrudan g0zlemler, mikroorganizmalarin planktonik halden
ziyade bir yiizeye tutunmus ve biyofilm igine gomiilu olan mikrobiyal topluluktan
olustugunu gostermektedir (Costerton vd. 1995, Kolter ve Greenberg 2006, Verstraeten vd.
2008). Bu teori Uzerindeki veriler, mikroorganizmalarin % 99.9’dan ¢ogunun yiizeyler
tizerinde biyofilm olusturarak {iredigini ve c¢ogunun sucul ortamlardan geldigini

dogrulamaktadir (James vd. 1995, Wuertz vd. 2004, Moons vd. 2009).

Bakterilerin dogal ortamlarinin ¢ok karmagsik ve dinamik oldugu bilinmektedir. Ancak bu
karmagiklik, laboratuvar sartlari altinda tek bir bakterinin kiiltiirii olusturuldugu zaman
taklit edilemez. Bakteriler dogal ortamlarinda cogu kez birbirlerine yakin olan farkl
tiirlerle birlikte bulunmaktadir (Wimpenny vd. 2000). Tirler arasindaki metabolik ve
uzaysal etkilesimler, cok tiirlii biyofilmlerin organizasyonuna ve degisken yapil
ortamlarin olugmasina katki saglamaktadir (Tolker-Nielsen ve Molin 2000, Goller ve
Romeo 2008). Hiicreler arasi iletisimin ve tiirler arasi bu etkilesimin, hiicrelerin
antimikrobiyallere kars1 diren¢ gdstermesi yaninda hiicrelerin tutunmasi ve biyofilmden
hiicrelerin ayrilmasinda da dnemli rol oynadig: belirlenmistir (Burmelle vd. 2006, Irie ve
Parsek 2008, Nadell vd. 2008, Annous vd. 2009, Remis vd. 2010). Ayrica farkl
arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda, karisik tiirlerin olusturduklart biyofilmlerin
tek tiiriin olusturdugu biyofilmlere gore daha stabil ve antimikrobiyal ajanlara kars: daha
direngli oldugu saptanmistir (Jones ve Bradshaw 1997, Prouty vd. 2002, Girennavar vd.
2008, Soni vd. 2008, Chorianopoulos vd. 2010).



Bakterinin, biyofilmin anahtar bilesenlerinden biri olan hiicre dis1 polimerik maddelerden
(EPS) olusan matriksin igine yerlesmesinin, bakteriye hem koruyucu hem de homeostasis
acisindan bir ¢ok avantaj sagladigi bilinmektedir (Flemming ve Wingender 2010).
Ornegin; biyofilmlerdeki hiicrelerin, onlarin planktonik formlarma nispeten antimikrobiyal
ajanlara kars1 daha ¢ok direngli oldugu saptanmistir (Mah ve O’Toole 2001, Gilbert vd.
2002). Biyofilm matriksinin dogasi1 ve biyofilm i¢indeki mikroorganizmalarinin fizyolojik
oOzellikleri, antimikrobiyal ajanlar (antibiyotiklere, dezenfektanlara ve germisitlere )
yaninda fagositlere kars1 da yiiksek bir direng gostererek, bakterinin canli konakta kalicilik

Ozelligini artirmaktadir (Cos vd. 2010).

Biyofilmlerin dogal sucul ortamlardan baska bir¢ok ¢evrede (canli dokular, medikal aletler
ve endiistriyel sistemler ) olusabildigi saptanmistir (Hall-Stoodley vd. 2004, Ramesh vd.
2002) (Sekil 2.1). Ornegin; Salmonella bakterisinin kauguk (Arnold ve Yates 2009), plastik
(Wong vd. 2009) (Sekil 2.2), ¢cimento (Joseph vd. 2001), cam (Prouty ve Gunn 2003),
galvanizli paslanmaz celik (Ramesh vd. 2002) ve paslanmaz celik (Giaouris ve Nychas
2006, Moretro vd. 2009) gibi yuzeyler iizerinde biyofilm olusturabildigi belirlenmistir.
Ayrica giinliik yasamda da birgok yerde (dis yiizeyleri, ¢igek vazolart ve su boru hatlar
vb.) bakterinin bu yasam sekline rastlanilmaktadir (Marsh 2005, Wimpenny 2009). Bu
ylizeyler iizerinde olugan biyofilmler, patojen mikroorganizmalar1 antimikrobiyallere karsi

koruyarak halk sagligi ve ekonomik a¢idan ciddi sorunlara yol agmaktadir.

Biyofilmler bir¢cok tibbi malzeme (yapay kalga, kontak lens, katater vb.) lizerinde de
olugabilir. Buna bagli enfeksiyonlar ¢ogu durumda ancak bu malzemelerin ortadan
kaldirilmas1 ile Onlenebilmektedir. Bundan Oturl hasta travmasi ve tedavi maliyeti
artmaktadir. Ornegin; hastane enfeksiyonlarinin % 65’inden biyofilmlerin sorumlu oldugu
ve biyofilm temelli enfeksiyonlarin tedavisinde yillik bir milyar dolar harcandigi tahmin
edilmektedir (Costerton vd. 1995, Potera 1999). Ayrica yakin zamanlarda yapilan
caligmalar da biyofilme bagl enfeksiyonlarin oraninin % 80’ e ¢iktig1 saptanmistir (Davies
2003, Hall-Stoodley ve Stoodley 2009). Akcigerlerde kistik fibrozis hastaligina,
Pseudomonas aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilmlerin neden olmasi biyofilme
bagl enfeksiyonlara 6rnek olarak verilebilir. Biyofilmlerin icine gdmuli olan bakterilerin
neden oldugu bu kronik enfeksiyon ¢ogu kez tedavi edilemez ve enfeksiyon kistik fibrozis

hastalarinin 6liimii ile sonuglanir (Bjarnsholt vd. 2009, Hassett vd. 2010).



Sekil 2.1 Salmonella’nin galvanizli paslanmaz ¢elik yilizey tizerindeki ¢esitli biyofilmlerinin
TEM mikrografi (Ramesh vd. 2002)
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Sekil 2.2 Calgary biyofilm sistemi icinde gelistirilen ¢ giinliik Salmonella
biyofilmlerinin TEM goriintisu (Wong vd. 2009)

Uygun olmayan temizleme kosullar1 ve suyun varligi patojenik mikrororganizmalarin da



bulundugu biyofilmlerin gelismesine katki saglamaktadir. Kontamine yiizeylerden gidalar
gectiginde ya da kontamine ekipmanlardan olusan aerosol nedeniyle biyofilm yapisindan
ayrilan pargalar ¢arpraz kontaminasyonlara neden olmaktadir. Su anda gergek gida isleme
ortamlarinda Salmonella’nin varligs ile ilgili sinirh bilgiler bulunmaktadir. Bununla birlikte
laboratuvar sartlarinda, Salmonella’nin  ¢esitli gida temash yiizeylere Kkolayca
tutunabildigini ve kolayca biyofilm olusturdugunu gosteren bir¢ok calisma yapilmistir
(Oliveira vd. 2006, Giaouris ve Nychas 2006, Chia vd. 2009, Rodrigues vd. 2011). Yapilan
calismalarda, gida endiistrisinde olusan biyofilmlerin, gida bozulmasi nedeniyle ekonomik
kayiplara ve ciddi hijyenik problemlere yol agan inatgi kontaminasyonlara neden
olabilecegi gosterilmistir (Zottola ve Sasahara 1994, Ganesh Kumar ve Anand 1998,
Lindsay ve von Holy 2006, Brooks ve Flint 2008).

Ozetle biyofilmler gida sanayisinde ve konakgi infeksiyonu sirasinda karsilasilan stres
kosullarinda bakterilerin hayatta kalmasini 6nemli oranda artirmaktadir. Gida temas
ylzeylerinin zayif sanitasyonunun ozellikle Listeria monocytogenes ve Salmonella
bakterilerinin neden oldugu gida kaynakli hastaliklarin yayilmasinda énemli bir faktor
oldugu saptanmistir. Gida isleme ortamlarinda olusan biyofilmler, gida bozulmalarina ve
hastaliklarin yayilmasimna neden olan mikrobiyal kontaminasyon icin kalict kaynak
olusturmaktadir (Zottola ve Sasahara 1994, Brooks ve Flint 2008). Biyofilm esash
kontaminasyonlar bu nedenle tiim dinyada buyuk bir dikkatle izlenmekte ve etkin

onlemler alinmaya calisilmaktadir (Shi ve Zhu 2009).

2.2 Salmonella’da Biyofilm Olusumu

Bakterilerin  biyofilm yapilarina yoneliminde dort oOnemli nedenin bulunduguna
inanilmaktadir. Bunlar: 1. zararli ortamlardan korunma, 2. ortaklasmanin faydalarindan
yaralanma, 3. zengin besin alanlarina ulasma, 4. yeni genetik 6zellikler kazanma olarak
tanimlanmaktadir (Davey ve O’Toole 2000, Molin ve Tolker-Nielsen 2003). Biyofilm
olusum siirecinin bakterilerin bir ylizey iizerindeki planktonik formlarin1 degisime zorlayan
hiicre dis1 sinyalleri algiladigi zaman bagladigr bilinmektedir. Bu hiicre dis1 sinyaller,
bakterilerin belirli asamalardan (tutunma, ¢ogalma ve olgunlasma) gegerek olgun biyofilm
olusturmasina neden olur (Shia ve Zhua 2009) (Sekil 2.3) .
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Sekil 2.3 Gida ile temas halinde olan yiizeylerde biyofilm olusum asamalar1 (Shi ve Zhu 2009)

Biyofilm olusumunda ilk asama tutunmadir. Bakteriyel tutunmanin; bakterinin gelisme
ortami, hareket, hiicrelerin gelisim fazi, pH, sicaklik, tutunulan yiizeyin 6zellikleri ve tipi,
organik maddelerin varligi, temas zamani, hiicre dig1 polimerik madde Uretimi ve hticreler
arast iletisimden etkilendigi saptanmistir (Chandy ve Angles 2001, Chmielewski ve Frank
2003, Shi ve Zhu 2009, Sim~oes vd. 2010). Bakteri hiicre zarfi ile kat1 yiizeyler arasindaki
ilk etkilesimler kimyasal ve fiziksel etkilesimlerdir. Bu ilk etkilesimler bakteri ve
tutunulan ylzeyin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden etkilenmektedir. Bunun yaninda
bakteri ve yiizey arasindaki ilk etkilesimde biyofilm hiicrelerinde, planktonik hiicrelerden
farkli olarak pek c¢ok genin regiile edildigi belirlenmistir (Donlan 2002, Sauer 2003).
Ornegin; S. Typhimurium’un planktonik hiicreler ile karsilastirildiginda, biyofilm sartlar
altinda genomunun % 10° nun (433gen) farkli sekilde ifade edildigi saptanmistir
(Hamilton vd. 2009). Diger yandan Salmonella’nin hidrofobitesi yiiksek olan yiizeylere
daha etkin bir sekilde tutundugu ve ylizeyin hidrofobitesi azaldik¢a dezenfektanlarin

biyofilm iizerine olan etkinliginin arttig1 belirlenmistir (Sinde ve Carballo 2000).

Biyofilm olusumunda ikinci asama mikrokoloni olusumudur. Bakteri gelisme yiizeyine
tutunduktan sonra, gelisme sartlari uygunsa mikrokoloni olusumu baslar. Mikrokoloni
olusumuna matriks tretimi eslik eder. Matriksin tutunma ve bazi gevresel uyaranlara

(osmotik basing, pH, scaklik vb.) yanit olarak olustugu bilinmektedir. Dogal sistemler



icindeki bakteriler ile yapilan ¢alismalar; toplanmada, hiicreler arasi iletisim ve ¢evrede
bulunan planktonik hticrelerin de rol oynadigimi gostermistir (Chmielewski ve Frank
2003). Asil Homoserin Lakton (AHL) ve diger yeter sayi algilama molekullerinin P.
aeruginosa’nin tipik biyofilm yapisinin olusmasini regiile ettigi saptanmistir (Pesci vd.
1999). Ayrica tutunma ve mikrokoloni olusumunda gorev alan genetik faktorlerin
mikroorganizmaya gore farklilik gosterdigi uzun zamandan beri bilinmektedir (Heilmann

1996).

Biyofilm gelisim siire¢lerinde en son asama olgun biyofilm yapilarinin olusumudur. Bu
stire¢ biyofilm olgunlagmasi olarak adlandirilmaktadir. Olgun biyofilmelerin tek tabakali
veya EPS ile birlikte tutulan yakin paketlenmis mikrokoloniler halinde olabilecegi
belirlenmistir (Chmielewski ve Frank 2003). Olgunlagmada yeter say1 algilama ve buna

bagli genetik ifade 6nemli bir rol oynamaktadir (Shi ve Zhu 2009).

2.3 Salmonella’da Biyofilm Olusumunda Rol Oynayan Molekiiler Elemanlar

Salmonella biyofilmlerinin yapisal bilesenleri karmasik bir genetik ag tarafindan
duzenlenmektedir (Steenackers vd. 2012) (Sekil 2.4). Biyofilm olusumunda gorev alan
genetik faktorlerin mikroorganizmaya bagl olarak degisiklik gosterebilecegi saptanmigtir
(Heilmann 1996).
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Sekil 2.4 Salmonella’da biyofilm olusumunda gorev alan kompleks genetik agin sematik
gosterimi (Steenackers ve ark. 2012)

2.3.1csgD

csgD, biyofilm olusumu i¢in majér bir kontrol ve birlestirme birimidir (Gerstel ve Rémling
2003). csgD’nin, csgBAC tarafindan kodlanan yapisal kivrimli fimbriya alt birimlerinin
transkripsiyonunu diizenledigi saptanmistir (Romling ve ark. 1998, Chirwa ve Herrington
2003). Genomik baglamda csgD, farkli transkriptleri olan csgBAC ve csgDEFG (alternatif
olarak agfBAC ve agfDEFG adlandirilan) operonlarindan meydana gelen kivrimli fimbriya
biyosentez sisteminin ayrilmaz bir pargasidir. Kivrimli fimbriya Uretiminin hiicre dist

matriks bilesenlerinin iiretimine 6n ayak oldugu (“rdar”; kirmizi, kuru ve piriizli
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morfotipin olusumunda) ve bu adhezif yapmin 6zgll ve kisa aralikli olarak hiicre hiicre

etkilesimi sagladig1 saptanmigtir (Rémling vd. 2000).

Biyokimyasal kanitlar; seliiloz biyosentezinin csgD’ye bagimli olmasinin yaninda,
csgD’den bagimsiz olabilecegine de isaret etmektedir. Hastalikla iligkili olan bir S.
Enteritidis susunun csgD’den ayri olarak seliiloz iirettigi belirlenmistir (ROmling vd.
2003). Salmonella‘da biyofilm bileseni olarak onemli bir rol sergileyen seliiloz, bakteriyel
selliloz sentez operonu olan bcsABZC ve sellloz biyosentezinin aktivatori olan adrA
operonunun ifadeleriyle diizenlenir. CsgD, seliiloz biyosentezini dolayli bir sekilde adrA
araciligiyla yapar. c-di-GMP‘nin tiretiminin uyarilmasi adrA tarafindan gerceklestirilir ve
c-di-GMP DbcsB alt tinitesine baglanip, seliiloz liretimini baslatir. Seliiloz kompleksi bcsA
ve bcsB tarafindan olusturulurken, besZ seliilaz vazifesi gorir (Solano vd. 2002, Romling
2005).

O-Ag-kapsiluniin, csgD tarafindan diizenlenen bir diger matriks bileseni oldugu
bilinmektedir (White vd. 2003, Gibson vd. 2006). csgD geninde meydana gelen bir
mutasyonun, biyofilm olusumunu engelledigi ve agar tizerinde “saw” (purlzsuz ve beyaz)
morfotipli koloni olusumuna neden oldugu belirlenmistir (Romling vd. 2000). Steenackers
vd. (2012) tarafindan csgD geninin ifadesinin farkli ¢evresel uyaranlar (scaklik,
osmolorite, oksijen yogunlugu, besin ve pH), farkli trankripiyonel regiilatorler (OmpR, Crl,
RpoS, MIrA, CpxR, H-NS ve IHF) ve ikincil mesajc1 c-di-GMP tarafindan uyarildig: tespit
edilmistir. Bu kompleks diizenleme, genetik agda iyi bir uyuma ve g¢evresel degisikliklere
kars1 cabuk ve daha iyi bir yanitin olusmasina olanak vermektedir. csgD’nin
transkripsiyonun diisiik scaklik, diisiik osmolorite, ge¢ eksponensiyel ve erken statik
gelisim sartlar1 altinda maksimum oldugu, bunun yaninda mikroaerofilik ve aerobik
sartlarin sirasiyla zengin ve minimal ortam i¢inde bu maksimal ifadeyi indiikledigi
belirlenmistir (Gerstel ve Romling 2001). Ozetle csgD geni, major biyofilm bilesenlerinin

ifadesini diizenleyen énemli bir biyofilm regulatérudur.

2.3.2 rpoS ve crl

rpoS ve crl Salmonella’da biyofilm olusumunun diizenlenmesinde rol oynayan diger iki

onemli dizenleyicidir. rpoS geni tarafindan kodlanan sigma faktoriiniin (oS) genel stres
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yanitt ve gelisimin durma fazinda hayatta kalmada oOnemli rol oynayan genlerin
transkripsiyonunu diizenledigi tespit edilmistir(Hengge-Aronis 2002). Hamilton vd. (2009)
S. Typhimurium tarafindan kauguk yiizeyler iizerinde olusturulan biyofilm igindeki
hlcrelerde rpoS regulonunun daha c¢ok ifade edildigi saptanmistir. Bununla uyumlu olarak
rpoS’nin transkripsiyonunun ¢sgD mutantlara gore dogal tiplerde {i¢ kat daha c¢ok ifade
edildigi gosterilmistir (White vd. 2010). Rdar koloni gelisimi sirasinda rpoS’nin ifadesinin
3 ile 7 glin arasinda maksimum oldugu ve 47 giin sonra bile rpoS’nin ifadesinin devam
ettigi tespit edilmistir (White vd. 2006). S. Typhimurium rpoS mutantlarin agar {izerinde
olusturdugu biyofilmin morfotipinin degistigi ve bazi yiizeylere (cam, poliestiren ve
yonca) tutunmanin bozuldugu, model sistemler kullanilarak kanitlanmistir (Rémling vd.
2003, Prouty ve Gunn 2003, Barak vd. 2005, Hamilton vd. 2009). Asamali olarak biyofilm
olusumuna neden olan diizenleyiciler icindeki rpoS’nin roliinii gdsteren bir diger
caligmada, hastalikla iligkili olan S. Typhimurium ve S. Enteritidis rpoS mutantlarinin,
sirastyla “saw” ve “bdar” (kahverengi, kuru ve piiriizlit) morfotipli bir biyofilm sergiledigi
gosterilmistir (Romling vd. 2003).“Rdar” morfotipin duzenlenmesinde rol oynayan
csgD’nin transkripsiyonunun rpoS’nin ifadesinin maksimum oldugu durumlarda en yiiksek
diizeyde oldugu gosterilmistir (Gerstel ve Romling 2001, Romling vd. 1998, White vd.
2006). Bir rpoS mutantin bir csgD mutantta gore csgBAC ve adrA ifadesi Uzerine daha
yiiksek bir etkiye sahip oldugu deneysel olarak kanitlanmigtir (Robbe-Saule vd. 2006). Ek
olarak rpoS’nin mrlA’nin ifadesini olumlu yonde etkiledigi ve biyofilm olusumu ile ilgili
olan hareket genlerinin aktivasyonuna katildigi da belirlenmistir (Brown vd. 2001, Adams
vd. 2001).

S. Typhimurium ATCC14028 susuyla yapilan deneyde crl proteininin “rdar” olusumu igin
gerekli oldugu saptanmistir (Robbe-Saule vd. 2006). Steenackers vd. (2012) tarafindan
yiriitiilen ¢aligmalarda; crl’nin fonksiyonunu, rpoS ile beraber yerine getirdigi ve csgB,

bcsA, csgD ve adrA’nin maksimum ifadesi i¢in bu genin gerekli oldugu belirlenmistir.

2.3.3 ¢c-di-GMP (gevrimsel diguanilat monofosfat)

Farkli arastiricilar c-di-GMP’nin, hareket, viriilanslik, ¢ok hiicreli davramislarda ikincil
mesajct ve selliloz iiretiminde allosterik kontrol faktorii olarak gorev gordiigiinii

saptamigtir (Ross vd. 1987, Lamprokostopoulou vd. 2010). Ayrica bu bilesigin hiicre dist
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sinyallere yanit olarak {iiretildigi de bilinmektedir (Hengge 2009). Genellikle ¢ok yulksek c-
di-GMP seviyesinin hareket ve virllans o6zellikleri baskiladigi ve hiicre dis1 matriks
Uretimini uyararak sesil yasim formunu kolaylastirdigi belirlenmistir (Simm vd. 2004,
Jenal ve Malone 2006, Kader vd. 2006, Rémling ve Amikam 2006, Hengge 2009,
Lamprokostopoulou vd. 2010). Yapilan bir diger ¢alisma c-di-GMP’nin AdrA’ya bagh
olarak seltloz biyosentezinde gorev alan bcs genleri ve dolayisiyla biyofilm olusumu
tizerine olumlu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Simm vd. 2004). Yiksek c-di-GMP
konsantrasyonlarinin ise CsgD ve CsgA transkripsiyonel ve post transkripsiyonel ifadesini
yiikselterek kivrimli fimbriya biyosentezini arttirdigi saptanmistir (Kader vd. 2006, Simm
vd. 2007). AdrA’nin hiicresel olarak yiiksek seviyede c-di-GMP Uretilmesi Uzerine buyuk
bir etkisi olmasina ragmen, csgD aktivasyonuna kii¢iik Olclide katkisi oldugu tespit

edilmistir (Kader 2006).

2.3.4 BarA/SirA ve Csr Sistemi

BarA/SirA iki bilesenli sistemin Salmonella’da hareket, viriilens ve biyofilm olusumuna
katilan global bir diizenleyici sistem oldugu saptanmistir (Ahmer vd. 1998, Teplitski vd.
2003, Teplitski vd. 2006, Jonas vd. 2010). Teplitski vd. (2006) tarafindan yapilan bir
calismada flnDC mutantlarinin biyofilm dretim kapasitelerinin arttigi, ancak csrB, csrC,
sirA ve fiml mutantlarinin plastik yilizeyler iizerinde biyofilm olusturamadig
orneklenmistir. Ayrica bu arastiricilar SirA ve Csr sisteminin flagella ve tip | fimbriya
yapisal genlerin ifadesi tizerine diizenleyici bir roliiniin oldugunu belirlemistir. Flagella ve
tip | fimbriya Gretimi, biyofilm olusumunun diizenlenmesine sirastyla negatif ve pozitif

yonde katkida bulunmaktadir.

2.3.5 PhoPQ-RstA

PhoPQ sistemi, i¢ mebrana yerlesmis sensor kinaz (PhoQ) ve stoplazmik yanit
regiilatoriinden (PhoP) olusan iki bilesenli bir sistemdir (Kato ve Groisman 2008).
PhoP’nin LPS modifikasyonu, magnezyum transferi, epitel hiicrelerine invazyon ve
makrofajlar icinde hayatta kalmada gérev olan birden ¢ok genin ifadesini kontrol ettigi
saptanmigtir (Kato ve Groisman 2008, Charles vd. 2009). Steenackers ve ark. (2012)

phoP’nin aktif olmadigr mutantlarin, dogal tiplere gore cam lameller lizerinde bozulmus

13



bir biyofilm yapisi olusturdugunu tanimlamistir. Adams ve ark. (2001) PhoP’nin
aktivasyonunun flagellin protein seviyelerinde ve ii¢lincii sinif hareket genlerinin (fliC)
transkripsiyonunda bir azalmaya neden oldugunu tespit etmistir. Bu veriler PhoPQ

sisteminin S. Typhimurium’da biyofilm olusumunu baskiladigina isaret etmektedir.

Rst, RstA/RstB iki bilesenli sistemden olusan bir yanit regiilatoriidiir. Choi vd. (2009)
tarafindan yapilan calismada, PhoP’nin RpoS’nin par¢alanmasini uyaran bir protein olan
RstA’y1 aktive ettigi belirlenmistir. leri diizeyde analizler, RstA’nin bapA’nin ifadesinide
etkiledigini ve E. Coli i¢inde RstA’nin yiiksek diizeyde salgilanmasinin, csgD’nin ifadesini
azalttigini1 géstermistir (Cabeza vd. 2007, OgaOgasawara vd. 2007). Ayrica RstA’nin ¢ok
fazla miktarda ifade edilmesinin, poliestiren ylzeyler (zerindeki biyofilm olusumunu

azalttig1 tespit edilmistir (Cabeza vd. 2007).

2.3.6 Rcs Sistemi

Fosfor degisiminde gorev alan Rcs sistemi; sensor kinaz ResC, fosfor transferine aracilik
yapan RcsD, transkripsiyonel diizenleyici RcsB ve transkripsiyonel ko-regulatér RcsA
sisteminden olugmaktadir (Clarke 2010). Bu sistemin yiiksek ozmolorite, hiicre zar1 stresi
ve bazi proteinlerin yiliksek diizeyde salgilanmasi araciligiyla aktive edildigi saptanmistir
(Mariscotti ve Garcia-del Portillo 2009). Rcs sisteminin aktivasyonunun kolonik asit ve
kapsul Gretimi icin gerekli olan genlerin ekspresyonunu aktive ederken, flagellar sentez ve
virtilens genlerini baskiladigi belirlenmistir (Majdalani ve Gottesman 2005, Wang 2007).

Bu bulgular Rcs sisteminin biyofilm i¢indeki sesil yasami destekledigine isaret etmektedir.

2.3.7 Yeter say1 algilama

Yeter sayr algilama ya da hiicreler arasi haberlesme, bakterilerin kendi populasyon
yogunluguna duyarli olmasin1i ve yanit vermesini saglayan bir silire¢ olarak
tanimlanmaktadir (Waters ve Bassler 2005). Bakterilerin patojenite, hareket, sporulasyon,
biyoliimines 151k ve antimikrobiyal iirlinlerin iiretimi gibi ¢esitli fizyolojik olaylari
duzenlemek icgin yeter say1 algilama iletisim sistemini kullandigi bilinmektedir (Miller ve
Bassler 2001). Steenackers ve ark. (2012) agil-homoserin lakton (AHL), otoindikleyici 2
(Al-2), otoindikleyici 3(Al-3) olmak Uzere, ¢ adet yeter sayi algilama sistemi bileseni

tanimlamistir.
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Salmonella’nin diger bakteri tiirleri tarafindan iiretilen AHL’ye cevap vermek i¢in LuxR
ailesinin bir transkripsiyon faktorii olan SidA’y1 tirettigi saptanmistir (Dyszel vd. 2010,
Smith wvd. 2011). Salmonella biyofilmleri ile SidA arasinda direk bir baglanti
belirlenememesine ragmen, SidA’nin aktive ettigi genlerin fonksiyonlar1 aracilifiyla, bu
genin biyofilm olusumuna katkida bulundugu ileri stirilmiistiir (Ahmer vd. 1998, Smith ve
Ahmer 2003). Ornegin; SidA tarafindan aktive edilen Rck’nin Salmonella’nin epitel
hiicrelerine ve ekstraseliiler matriks proteinlerine tutunmasii arttirdigr saptanmistir

(Heffernan vd. 1992, Crago ve Koronakis 1999).

Salmonella yeter say1 algilama Sisteminin ikinci eleman: olan AI-2’nin sentezi igin LuxS
enzimini kullanmaktadir (Surette 1999, De Keersmaecker vd. 2006). Lsr ve Rbs transport
sistemlerinin Al-2’nin algilanmasi ve iceri alinmasinda gorev yaptigi tespit edilmistir
(Jesudhasan vd. 2010). Yapilan bazi ¢alismalarda, LuxS’de meydana gelen mutasyonlarin
safra tas1 lizerinde az ve daginik biyofilm olusumuna, polisitiren yiizeyler (izerinde
biyofilm olusumunun bozulmasina ayrica hareket ve biyofilm olusumunda goérev alan
genlerin ifadesinin azalmasina neden oldugu saptanmistir (Prouty vd. 2002, Jesudhasan vd.
2010). Son c¢alismalarda S. Typhimurium’da biyofilm olusumunun ve  biyofilm
fenotiplerinin, LuxS’1n kendisi yerine bir SRNA molekiilii olan MicA’ya bagl oldugu fikri

One siiriilmiistiir (Steenackers ve ark. (2012).

Salmonella’nin iglincii yeter sayr algilama elemani, iki bilesenli PreA/B sisteminden
meydana gelmektedir (Merighi vd. 2006, Bearson ve Bearson 2008, Moreira vd. 2010).
PmrCAB, PmrA ve PhoP’nin diizenledigi genler ( yibD, udg, cptA , pagP ve preA’nin
cevresindeki lokal bolgedeki genler ) PreA/B’nin hedefleri olarak tanimlanmislardir
(Merighi vd. 2006, Merighi vd. 2009). PreA/B mutantlarinda hareketin énemli 6l¢iide
azalmasindan dolayi, bu sistemin harekette de 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmiistiir
(Bearson ve Bearson 2008, Bearson ve Bearson 2010). Bu mutantlarda ayrica biyofilm
tiretiminde de onemli diizeyde azalmalarin tespit edilmesi, sdz konusu sistemin biyofilm

olusumunda etkin olduguna isaret etmistir (Bearson ve Bearson 2008).

2.4 Salmonella Biyofilmlerinin Bilesenleri

Salmonella biyofilmlerinin hiicre dis1 matriksi, kullanilan besiyeri ve bakterinin bulundugu
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ortama gore cesitlilik gosterir. Biyofilm matriksi protein parcgaciklari, ekzopolisakkarit ve
yag asitlerinden meydana gelmektedir. Yapilan c¢alismalar; biyofilm igindeki protein
pargaciklarinin kivrimli fimbriya, BapA ve SiiE proteinlerinden, matriksinin ise seliléz,
kolonik asit, O-antijenik kapsil (O-Ag-kapsull)), kapstler polisakkarit ve
lipopolisakkaritten meydana geldigini gostermistir (ROmling 1998, Zogaj 2001, Latasa vd.
2005, de Rezende vd. 2005, Gibson vd. 2006, Anriany 2006).

Kivrimli  fimbriyanin (csSgBAC—csgDEFG tarafindan kodlanmaktadir); oldukca toplu,
kollara ayrilmayan, hareket, invazyon, kolonizasyon ve kaliciklikta 6nemli olan hiicre
yiizeyi proteini oldugu bilinmektedir (Barnhart ve Chapman 2006). Kivrimli fimbriyanin
hiicre ile yiizey arasindaki ilk etkilesimde ve sonradan da hiicreler arasi etkilesimde 6nemli
oldugu, ayrica CsgA ve CsgB alt iinitelerinin beta zincirlerinin hidrofobik boyalar ile
baglanmast sonucu tipik ‘’rdar’> morfotipli biyofilmlerin tanimlanmasina katkida
bulundugu saptanmistir (Collinson vd. 1996, Romling vd. 1998, White vd. 2003, Gibson
vd. 2006). Kivrimli fimbriyanin epitel hiicrelerine tutunma ve biyofilm olusturmada,
merkezi metabolizmada, hiicresel canlilikta, antibiyotik direngliligi ve kolonik asit
biyosentezinde onemli rolii oldugunu gdsteren bir ¢ok ¢alisma yapilmistir (Boddicker vd.
2002, Reisner vd. 2003, Ledeboer vd. 2006). Biyofilm olusumu i¢in fimbriyanin 6énemi
kullanilan test ortamu ile biiyiik 6l¢iide baglantilidir. Bazi fimbriyal operonlardaki (fim, csg,
Ipf ve pef) mutasyonlarin safra tasi tizerindeki biyofilm olusumunu etkilemedigi

saptanmistir (Prouty vd. 2002).

S. Enteritidis de, biiylikligii 386 kDa olan prolin ve threonince zengin BapA proteininin
biyofilm olusumu ile iligkili oldugu belirlenmistir (Cucarella vd. 2001, Latasa vd. 2005).
Bu protein “’rdar’> morfotipli biyofilmlerin ikinci 6nemli bilesenidir. BapA bakteriyel
kolonizasyonda ve sivi-hava arafazinda pelikiil olusumunda etkin bir rol oynamaktadir
(Latasa vd. 2005). Ayrica BapA ve SiiE  proteinlerinin, Salmonella bakterisinin

invazyonunda da dnemli rol oynadig1 saptanmistir (Latasa vd. 2005, Morgan vd. 2004).

Flagella bakteriyel hareketin ana unsurudur. Ancak biyofilm olusumu sirasinda farkl
gorevler (stlenmektedir. Flagella bakteriyel kolonizasyonda etkin iken biyofilm
olusumunu baskilamaktadir (Verstraeten vd. 2008). Solano ve ark. (2002) S. Enteritidis’in
flagellasiz mutantlarinda biyofilm olusumunun indiiklendigini saptamistir. Diger

caligmalarda ise flagellanin farkli yiizeylerde biyofilm iiretimi iizerinde farkli etkilerinin
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bulundugu tespit edilmistir (Romling ve Rohde 1999, Kim ve Wei 2009).

Seliiloz, biyofilm yapisinda bulunan bir B-1-4-D-glukoz polimeri olan ve bcsABZC-
bcsEFG genleri tarafindan kodlanan onemli bir ekzopolisakkarittir. Klasik “’rdar’’
morfotipin olusmasinda Onemli olan seliiloziin hiicreler arasi etkilesimi destekledigi
saptanmistir (Romling vd. 2000, Solano vd. 2002). Ayrica seliiloziin S. Typhimurium'un
epitel hucreleri Uzerinde biyofilm olusturmasinda kritik bir role sahip oldugu da
belirlenmistir (Solano vd. 2002, Ledeboer vd. 2006).

Kolonik asit, bir kapsuler ekstraseltler polisakkarittir. Kolonik asit Gretemeyen mutantlarla
(wcaM, wcaA ve wza) yapilan deneylerde; tavuk bagirsak epitelinde biyofilm
olgunlagmasinda goriilen eksiklik ve Hep-2 hiicreleri yiizeyinde gorulen ince biyofilm
yapisi, kolonik asitin genis li¢ boyutlu biyofilm yapisinin olusmasinda énemli oldugunu
kanitlamigtir (Ledeboer ve Jones 2005, Ledeboer vd. 2006). Benzer sekilde kolonik asitin
E.coli bakterisinde kompleks (i¢ boyutlu biyofilm yapisinin olusumunda 6énemli oldugu da

belirlenmigtir (Danese vd. 2000).

Anyonik O antijeni kapsiilii, EPS’yi olusturan bir bagka bilesendir (Gibson vd. 2006). Bu
kapsiiliin 2300’den fazla tekrar eden tetrasakkarit birimlerinden meydana geldigi ve lipit
cikint1 ile mebrana bagli oldugu saptanmistir (Snyder vd. 2006). S6z konusu yapinin
kurumaya karsi tolerans sagladigi, ¢ok hiicreli davranista ve agar Uzerinde biyofilm
olusturmada 6nemli olmadig1 ancak cevresel kalicilikta kritik rol oynadig1 belirlenmistir

(Gibson vd. 2006).

Yag asitleri ve lipopolisakkaritler biyofilmlerin diger dnemli bilesenleridir. Yag asitlerinin
farkliligi (doymus yada doymamis yag asitleri gibi) S. Enteritidis suslarmin “’rdar’’
morfotipli biyofilmlerin ifadesinde kritik bir 6nem tasimaktadir (Gibson vd. 2006). Mireles
ve ark. (2001) S. Typhimurium LT2 LPS mutantlarinin dogal tiplerle ayn1 miktarda
biyofilm olusturdugunu, fakat cam yiizeye tutunamadiklarini saptamistir. Kim ve Wei
(2009) daginik bir LPS profili gosteren rfoA mutantlarinda; “’rdar’’ ifadesinin, pelikdl
olusumunun, et ve gida suyu icindeki PVC iizerinde biyofilm olusturma kapasitesinin,

paslanmaz gelik ve cam iizerinde biyofilm iiretiminin bozuldugunu belirlemistir.

Salmonella biyofilmleri, matriks bilesenleri temel alinarak ‘’rdar’” (kirmizi, kuru ve
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purazla), “’bdar’’ (kahverengi, kuru ve purizli) ve “’pdar’” (pembe, kuru ve pirizli)
olmak iizere ti¢ farkli gruba ayrilmistir. Biyofilm olusturmayan fenotip ise, “’saw’’ (diiz ve

beyaz) olarak tanimlanmaktadir (Romling 1998, Rémling 2003).

Krvriml fimbriya ve seliiloz, Kongo kirmizisi igeren ortamda birlikte ifade edildigi zaman
“rdar’ (kirmizi, kuru ve piiriizli) morfotipli biyofilmler iretilmektedir (Sekil 2.5.)
(Romling 2005). Vestby vd. (2009) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada, farkli orjinli (gida,
insan ve referans koleksiyonu) serotiplerin (S. Agona, S. Montevideo, S. Senftenberg ve S.
Typhimurium) % 74’tiniin *’rdar’’ morfotipli biyofilm olusturdugu saptanmistir. Bu veriler
“’rdar’’> morfotipin diger morfotiplere gore daha baskin oldugunu gostermektedir. White
vd. (2006) “rdar” morfotipli biyofilmlerin, Salmonella’y: kurumaya ve sodyum hipoklorite
kars1 direngli hale getirdigini ve Salmonella’nin konakgilar arasinda yayilmasinda 6nemli

rol oynadigini belirlemistir.

Kongo kirmizili ortamda sadece kivrimli fimbriya ifade edildigi zaman “’bdar’’> morfotipli
biyofilmlerin olustugu goézlenmistir (Sekil 2.5.b) (Romling 1998, Romling 2003). “’Bdar’’
morfotipli biyofilmlerin dezenfektanlara kargt “’rdar’’ morfotiple ayni direnci gosterdigi
belirlenirken, <’rdar’’ morfotipli biyofilmlerin kuruma ve besin eksikligi stresine karsi daha
uzun yasadigi saptanmistir (Vestby vd. 2009). Kivrimli fimbriyanin ayrica cevresel
kaliciliktada 6nemli bir rol oynadigi da gosterilmistir (White 2006).

A B

Seki 2.5 Salmonella’da “rdr” ve “bdar” biyofilm morfotipleri. A-C (rdar), B-D (bdar)
(Vestby vd. 2009)
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Kongo kirmizili ortamda sadece seliiloz ifade edildigi zaman ise, “’pdar’> morfotipli
biyofilmler dretilmektedir (Romling 1998, Romling 2003). Seliiloziin bir ¢ok canli tiiriinde
farkli amagclar igin iiretildigi bilinmektedir. Ornegin; bitkiler hiicre duvarinin bir bileseni
olarak seliilozii iiretirken, bakteriler kimyasal ve mekanik koruma saglamak amaciyla bu

bilesigi tiretmektedir (Matthysse vd. 1981).

2.5 Salmonella Biyofilmlerinin Direnclilik Mekanizmasi

Biyofilm igine gémiilii olan hiicrelerin, serbest haldeki formalarindan farkli bir fenotiple
ifade edildigi ve biyositlere karsi yliksek diizeyde direnclilik ozelligi gosterdikleri
tanimlanmistir (Nett vd. 2008, Smith ve Hunter 2008, Wong vd. 2010). Tabak vd. (2007)
tarafindan yapilan bir ¢alismada; biyofilm igerisindeki hiicrelerin, planktonik hiicrelerin ve
biyofilmden ayrilan hiicrelerin antimikrobiyallere karsi farkli duyarhilik gosterdigi
saptanmistir. Biyofilm igerisindeki hiicreler dezenfektanlara karsi yiiksek bir direnglilik
gosterirken, s6z konusu hiicrelerin, planktonik hale doniistiigiinde bu 6zelligi kaybettikleri
belirlenmistir (Russell 1999).

Biyofilm matriksi, antimikrobiyallerin biyofilm igindeki bakterilere niifiisunu engelleyerek
bir bariyer gorevi gormektedir. Biyositler genellikle yuksek derecede reaktif kimyasal
molekiiller oldugundan, ortamda var olan organik maddeler (niikleik asitler,
karbonhidratlar ve proteinler) bu molekullerin difizyonunu engellemektedir (Lambert ve
Johnston 2001). Biyofilm bilesenlerinin sogurma ve reaksiyona girme &zellikleri
antimikrobiyallerin biyofilm igindeki bakterilere nufus etmesini Onleyen ana unsurdur.
Klebsiella pneumoniae ve P. aeruginosa karisik biyofilmleri {izerine klor uygulandigi
zaman baglangigtaki sivinin sadece % 20’sinin biyofilme nufiiz ettigi saptanmistir (De
Beer vd. 1994). Suci ve ark. (1994) kullandiklar1 bazi antibiyotiklerin steril yiizeyde
difizyonunun kolonize ylzeye gore daha c¢ok oldugunu gostermislerdir. Ayrica
biyofilmlerin kalinligmma (tek ya da c¢ok tabakali olusuna) goére, uygulanan biyositlerin
hiicrelere penetrasyon etkinligi degismektedir (Cochran vd. 2000, Stewart vd. 2000,
Stewart vd. 2001).

Dezenfeksiyon islemi sirasinda bir biyositin diisilk miktarda kullanilmasi1 bu biyositin
biyofilmin derin bdlgelerine niifiiz etmesini kisitlayabilir. Biyofilmlerin bu nedenle

dezenfektanlarin Gldiiriici miktarlarina karsi direng gelistirebildigi gosterilmistir (Mechin
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vd. 1999). Bakteri hiicre kiiltiiriinde besin azalmaya basladigi zaman bakteri liremesi
yavaglar. Yavas tiremenin de antibiyotiklere karsi direng gelisiminde rol oynadig

bilinmektedir (Tuomanen vd. 1986, Thien-Fah ve George 2001).

Biyofilmler lateral gen transferi araciligiyla bir takim ozeliklerini degistirerek
antimikrobiyallere karsi direng gelistirebilmektedir (Kelly vd. 2009, Hannan vd. 2010).
Zira biyofilm ortamlar1 genetik aktarim i¢in ideal ortamlardir (Ando vd. 2009, Nguyen vd.
2010). Driffield vd. (2008) P. Aeruginosa biyofilmlerinde mutasyon oraninin, planktonik
hiicrelere gore 15 kat daha fazla oldugunu belirlemistir. Yapilan bir diger caligma,
biyofilmlerde farkli varyantlarin olugmasinin diren¢li popiilasyonlarin ortaya c¢ikmasina
katkida bulundugunu kanitlamistir (Boles vd. 2004). Ayrica oksidatif stresin biyofilm
icindeki bakterileri mutasyona tesvik ederek biyositlere karst direngli fenotiplerin

olugsmasina neden oldugu saptanmistir (Boles ve Singh 2008).

Laboratuvarlarda tek turlu biyofilmler ile c¢alisilmasina ragmen, dogada bakteri
biyofilmlerinin karigik halde oldugunu gosteren pek ¢ok kanit vardir (Sekil 2.6.) (Simoes
vd. 2008, Burmolle vd. 2010). Bir deniz alginden izole edilen dort susun biyofilm igindeki
sinerjik etkilesimlerinden dolay1 daha fazla biyomas olusturduklari ve tek tiirden olusan
biyofilmlere oranla hidrojen peroksite daha fazla direng¢ gdsterdikleri saptanmistir
(Burmolle vd. 2006). Farkh tiirler tarafindan iiretilen enzimler toksik bilesiklere karsi
sinerjik bir etki saglayabilir. Bu yuzden enzim uUretmeyen turlere enzim tamamlama
vasitastyla katkida bulunmaktadirlar (Shu vd. 2003). Biyofilm i¢indeki bazi belirli tiirlerin
mekansal diizenlenmesi ve onlarin ii¢ boyutlu yapisinin diger tiirler i¢in biyositlere kars:

direng sagladig1 da saptanmustir (Leriche vd. 2003).
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| Sekil 2.6. Karigik biyoleri konfokal ioskop goriintiisii (Bridier vd. 2011)

2.6 Dezenfektanlar

Dezenfektanlar, cansiz nesneler iizerinde bulunan patojenik mikroorganizmalari yok etmek
icin kullanilan kimyasal ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Antibiyotikler hcrelerin
metabolik siireglerini ve kimyasal yapisini etkileyerek enfeksiyonlari kontrol altina alan
icilebilir spesifik ilaclar iken, dezenfektanlar ilag 6zelligi igermeyen ve etkinlik gosteren
ajanlardir (Meyer ve Cookson 2010). Dezenfektanlarin etki bigimi, igerdigi biyosite
baglidir. Biyositler mikroorganizmalarin {iremelerini durduran (-statik) ya da onlart
olduren (-sidal) ajanlardir (McDonnell ve Russell 1999). Gram negatif ve Gram pozif
bakterilerde dezenfektanlarin hedef yapilari, hiicre duvari, dis mebran, stoplazmik mebran,
fonksiyonel ve yapisal proteinler, DNA, RNA ve diger stoplazmik bilesenler olarak
belirlenmistir (Bridier 2011).

Bir ¢ok alkoliin antimikrobiyal aktivitesi oldugu bilinmektedir. Etil alkol, izopropil alkol
ve n-propanol ¢ok yaygin bir sekilde dezenfektan olarak kullanilmaktadir ( Morton 1983).
Alkoller vejatatif bakteriler, mikobakteriler, viriisler ve mantarlar dahil olmak iizere genis

spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterirler. Alkollerin sporlari yok etmedigi fakat spor
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olusumunu engelledigi ve bu etkinin geri doniisiimlii oldugu tespit edilmistir (Trujillo ve
Laible 1970, Yasuda-Yasuki vd. 1978). Alkoller sporosidal etkilerinin olmamasindan
dolayr sterilizasyon igin pek tercih edilmemektedir. Fakat sert yiizeylerin
dezenfeksiyonunda ve deri antisepsisinde yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlart koruyucu ya da bir bagka biyositin etkisini artirmak ig¢in
kullanilmaktadir. Genellikle izopropil alkol bakterilere kars1 etki gosterirken, etil alkoliin
viriislere kars1t etkili oldugu saptanmistir (Klein ve Deforest 1983). Alkollerin
antimikrobiyal aktivitelerinin % 50 konsantrasyonun altinda diisiikken, % 60 ve % 90’da
optimum oldugu bildirilmistir (McDonnell ve Russell 1999). Alkollerin mebran ve
proteinlerin denatiirasyonu ile birlikte metabolizmayr durdurarak etki gosterdigi

bilinmektedir ( Morton 1983, Larson ve morton 1991).

Klorhekzidin diglukonat; koruyucu, dezenfektan ve antiseptik tiriinlerde (el ve agiz yikama
tiriinlerinde) yaygin olarak kullanilmaktadir. Klorhekzidin diglukonat genellikle genis
spektrumlu etkisi ve irritasyonunun az olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bazi spesifik
urdinler igin irritasyon etkisi tanimlanmistir (Gardner ve Gray 1991, Rosenberg 1976).
Klorhekzidinin etkisinin pH’a bagli oldugu ve organik madde varliginda 6nemli dlgiide
azaldig1 belirlenmistir (Russell ve Day 1993). Ayrica klorhekzidin diglukonat
konsanrasyonu da antimikrobiyal etkinlikte kritik bir onem tagimaktadir (Hugo ve
Longworth 1964, Hugo ve Longworth 1966). Bu biyositin diisiikk konsantrasyonu
stoplazma mebranmnin biitlinliigiinii etkilerken, yiiksek konsantrasyonunun stoplazmanin
pthtilasmasi, protein ve niikleik asit yapisinin bozulmasina neden oldugu saptanmistir
(Ranganthan 1996). Bunun yaninda klor hekzidinin yiliksek konsantrasyonu intraseliiler
bilesiklerde ve dolayis1 ile sitoplazmada koagiilasyona neden olmaktadir (Hugo ve
Longworth 1966). Bu ajanin yar1 gecirgen zara zarar vererek bakteri igine gectifi ve

bakterinin 6liimiine neden oldugu belirlenmistir (Russell ve Hugo 1988).

Hidrojen perokoksit dezenfeksiyon, asepsi ve strelizasyon igin ¢ok yaygin kullanilan bir
biyosittir. Renksiz olan bu biyositin ticari olarak % 3’den % 90’na kadar konsantrasyonlari
mevcuttur. Zararsiz irlinler olarak kabul edilen bu iirlin, su ve oksijene hizli sekilde
parcalandigi i¢in ¢evre dostu olarak kabul edilmektedir. Saf soliisyonlar1 ne kadar kararl
olsa da c¢ogu ¢ozeltileri stabilizator icermektedir. Genellikle Gram pozitif bakterilere daha
yiiksek etki gostermektedir. Zira Gram negatif bakterilerde bulunan katalaz ve diger

peroksidazlar, bu organizmalarin hidrojen peroksitin diisilk konsantrasyonuna olan
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toleransini artirmaktadir (McDonnell ve Russell 1999). Hidrojen peroksit genis spektrumlu
(6rn: viriis, bakteri, maya ve bakteri sporlar1) etki gostermektedir (Block 1991). Bakteri
sporlar1 lizerine etki etmeleri icin yiiksek konsantrasyonun (% 10 ve % 30) ve uzun bir
temas uygulamasi gerekmektedir (Russell 1991). Hiicresel bilesenlere saldir1 i¢in gerekli
olan serbest hidroksil radikallerinin olusmasini saglayarak bir oksidan olarak gorev
gormesinin yanisira, siilthidril ve ¢ift baglari da hedef olarak kullanabilmektedir (Block
1991).

Klor bazli bilesikler, antiseptik ve dezenfektan olarak kullanilan en 6nemli ajanlardir
(Kemp 1998). Klor konsantrasyonu artik¢a, bu bilesiklerin organik maddeler tarafindan
inaktivasyonunun diisdiigii ve su iginde hipoklorik asit (HOCI) ile denge kuran Na® ve
OCI iyonlarina ayristigi bilinmektedir (Bloomfield 1996). Ayrica bu halojenlerin DNA
(DNA sentezinin inhibisyonu ya da DNA zinciri kiriklar1) iizerine etkisinin yaninda
oksitleyici (tiyol gruplarinin oksidasyonu)  dzelliklerinin oldugu da saptanmistir
(McDonnell ve Russell 1999). Klor salan ajanlar yiiksek derecede oksitleme 6zelligine
sahip oldugu icin proteinlerin hiicresel islevlerinin bozulmasina yol acarlar. Iyonize
olmamis hipokloritlerin dis mebrana penetrasyonda bir artis olmasina ragmen, diisiik

pH’da bu ajanin oksitleme 6zelligi en yiiksek diizeye ulasir (McDonnell ve Russell 1999).

Asitik dezenfektanlarin (EDTA ve CA) niikleik asitlerin baglarini yikarak ve proteinleri
presipite ederek etki gdsterdikleri saptanmistir. Ayrica ortamin pH i1 degistirerek ortami
mikroorganizmalar i¢in uygun olmayan hale getirmektedirler (Gorman ve Scott 2004,

Levinson ve Jawetz 2004).
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3. GEREKCE ve AMAC

Bu arastirmada temel amag; etanol (C,HsOH), klorhekzidin diglukonat (KHDGL), sodyum
hipoklorit (NaOCI), sitrik asit (CA), hidrojen peroksit (H,O,) ve etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) gibi ticari dezenfektanlarin Salmonella biyofilmleri tizerindeki etkinliginin

saptanmasidir.

Salmonella, basta gida endiistrisi olmak fiizere birgok endiistriyel {iretim siirecinde
kullanilan cam, plastik, kaucuk ve celik ylizeylere tutunma ve biyofilm olusturma
yetenegindedir. Bu ylizeylerde tutunma ve mikrobiyal kolonizasyon gerceklestikten sonra
salgilanan hiicre dis1 polimerik madde (EPS), kolonileri ¢evrelemekte ve biyofilm yapilar
olusturulmaktadir (Moons vd. 2009). Tek hiicreli, bagimsiz lireme formlarindan cok,
icerdikleri su kanallar1 ve fonksiyonel farklilagsma gosteren hiicreler nedeniyle ¢ok hiicreli
iireme formlarina benzeyen biyofilm yapilari, dogada neredeyse her kosulda
olusabilmektedir (Prouty vd. 2002, Chorianopoulos vd. 2010). Endustriyel Gretim
stireclerinde biyofilm kontaminasyonlar1 siklikla tasiyict boru sistemlerinde, gidalarin
temas ettigi yiizeylerde ve zeminlerde gergeklesmektedir (Brooks ve Flint 2008, Cos vd.
2010).

Olgun biyofilm yapilarinda 6zellikle hiicre dis1 polimerik maddenin yogun bir sekilde
salgilanmasi, biyofilmi meydana getiren bakterileri stres kosullarina, dezenfektanlara ya da
diger sanitasyon ajanlarina karsi yiiksek diizeyde direngli hale getirmektedir. Dolayisi ile
endiistride kullanilan rutin temizleme ve sanitasyon islemleri biyofilm yapilarinin
eliminasyonunda yeterli olmamaktadir. Bu nedenlerle Salmonella biyofilmleri tim
diinyada gida bozulmalarinin ve gida kokenli hastaliklarin temel kaynagini olusturmaktadir

(Shi ve Zhu 2009, Pui vd. 2011).

Yukarida Ozetlenen literatiir verileri, Salmonella biyofilm yapilarinin neden oldugu
endiistriyel kontaminasyonlarin énlenmesinin ekonomik agidan oldugu kadar tibbi agidan
da biiyiik bir 6nem tasidigina isaret etmektedir. Bu temel gerekce dogrultusunda tasarlanan
Yiiksek Lisans tez calismasinda; Tirkiye kokenli Salmonella suslarmnin olusturdugu
biyofilmlerin yapisal tanis1 gerceklestirildikten sonra, dezenfeksiyon ajanlarinin bu yapilar

tizerindeki etkin konsantrasyonlari belirlenerek, biyofilm yapilarinin endiistriyel stireclerde
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yarattig1 sorunlarin ¢éziimiine katki saglanmasi hedeflenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Bakteriler

Calismada kullanmilan Tiirkiye gida kaynakli Salmonella suslari, Ankara Universitesi Fen
Fakultesi Biyoloji Bolimu Prokaryot Genetigi Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonundan
temin edildi. Calismada serotiplendirmesi ve biyofilm morfotipi tanimlanmis SL1344,
DMC4, DMC12 ve DMC13 kodlu suslar kullanildi (Cizelge 4.1.). Salmonella suslar1 LB
broth ortaminda 37 °C’de 18 saat siireyle gelistirildi ve % 60 gliserol iceren LB broth
besiyeri ile 1:1 (hacim/hacim) oraninda karistirilarak 1,5mL‘lik steril mikrofiij tiiplerinde -

20 °C<de saklandi.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan Salmonella suslari

Sus Kodu Serovaryete
SL1344 S. Typhimurium
DMC 4 S. Typhimurium
DMC 12 S. Infantis

DMC 13 S. Roughform

4.1.2 Dezenfektanlar

Bu calismada, dezenfektan olarak etanol (C,HsOH), klorhekzidin diglukonat (KHDGL),
sodyum hipoklorit (NaOCI), sitrik asit (CA), hidrojen peroksit (H,0;) ve
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) kullanilmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Calismada kullanilan dezenfektanlarin stok konsantrasyonu

Alkol Klor salan ajan  Peroksijen Biguanid Asitler

Dezenfektanlar C,HsOH NaOCI H,O, KHDGL EDTA CA

Etiket konsantrasyonu %2100 %10 %35 %20 %99 %99

4.1.3 Besiyerleri

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

Icerik g/L
Tripton 10g
Maya ekstrakti 5¢g

Sodyum klorid 10¢
Agar 159

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanir. Sterilizasyondan 6nce pH 7.0 = 0.2°ye ayarlanir.
Broth besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kat1 besiyeri ise agar ilavesinden sonra, otoklavda
(121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Kat1 besiyerleri 55 °C‘ye kadar sogutulduktan sonra

petrilere dokulur.

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

Icerik g/l
Tripton (Fluka,France) 109
Maya ekstrakti (Merck,Germany) 5¢g
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, kat1 besiyeri ise agar ilavesinden sonra, otoklavda
(121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Kat1 besiyerleri 55 OC‘ye kadar sogutulduktan sonra
petrilere dokulur.

27



Kongo Kirmizisi Iceren (40 pg/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10g
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5¢
Kongo kirmizisi (Sigma-Aldrich, USA) 004g¢g
Agar (Merck,Germany) 159

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanir. Sterilizasyondan once 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.

4.1.4 Cozeltiler

SF (Serum Fizyolojik) g/L
NaCl 850
dH20 1000 MI

Sterilizasyon islemi 121 °C*de 15 dakika siire ile yapilir.

Glasiyel asetik asit (% 33) 100 mL
Metanol (% 95) 100 mL
Evrensel nétralizan ¢ozeltisi g/L
Saponin 209
Tween-80 109
MHB 1000 mL

Sterilizasyondan 6nce pH 7.0 + 0.2°ye ayarlanir. Siseye koyulduktan sonra otoklavda (121
°C / 15 dakika) sterilize edilir.
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Surfaktan c¢ozeltisi g/L

L-histidin 50 g
L-sistin 50 g
Azaltilmis-glutatyon 100 g
dH20 1000 MI

Sterilizasyon i¢in 0.20 um por ¢apl filtreden gecirildi.

4.2 YOontem

4.2.1 Kongo kirmizis1 iceren LB agar besiyerlerinde Salmonella suslarmin biyofilm
morfotiplerinin belirlenmesi

S11344 kodlu Salmonella susu —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 kiiltiirden % 1 oraninda alinan inokiilum 5 mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamina
(LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya oziitii 5 g/L) aktarildi ve sus 37 °C*de bir gece
inkiibasyona birakildi (Rémling vd. 1998). Inkiibasyondan sonra daha 6nceden
hazirlanmig, biyofilm matriksinin bilesenleri i¢in indikatdr Ozellik gosteren Kongo
kirmizisim1 (40 pg/mL) iceren NaCl‘siz LB agar besiyerine aktif kiiltiirden damlatild1 (5
pL, 10 uL, 15 pL, 20 uL, 30 pL, 40 pL, 50uL). Petri daha sonra 20 °C‘de en az 8 giin
stireyle inkiibasyona birakildi. Petri kaplari stereo mikroskobunda (Leica, Germany) gorsel
olarak incelendi. Calisma 2 paralel ve 2 tekrarli olarak gerceklestirildi. Morfotip;
biyofilmin matriksinde kivrimli fimbriya ve seliiloz varsa rdar (kirmizi, kuru ve piiriizli),
yalnizca kivrimli fimbriya varsa bdar (kahverengi, kuru ve piiriizlii) ve seliiloz varsa pdar

(pembe, kuru ve pirizli) olmak Uzere kategorize edildi (Vestby vd. 2009).

4.2.2 Farkh morfotipte biyofilm iireten salmonella suslarinin galvenizli paslanmaz
celik yiizeyler iizerinde optimum biyofilm olusturma siirelerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlar (2,5cm - 0,8cm - 0,1cm) (Ostim,
Ankara) baslangigta bir gece % 70 lik etanol igerisinde bekletildi. % 70 lik etanolde bir

gece bekletilen kuponlar daha sonra 30 dakika siiresince deterjanli suya daldirildi ve bu
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siire¢ icerisinde kupon ylizeyleri ajite edilerek yikandi. Deterjanli sudan ¢ikartilan
kuponlar, musluk suyundan gecirildikten sonra {li¢ kez distile suyla yikanip, kurumaya
birakildi. En son asamada icinde 3.5ml LBwo/NaCl bulunan tiplere dikey olarak konulan
kuponlar otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edildi.. SI11344, DMC4, DMC12 ve
DMC13 kodlu salmonella suslari —20 °C stogundan alinarak 5°‘er mL‘lik LB broth
besiyerlerine % 1 inokiilasyon oraniyla aktarildi ve bir gece (18 saat) ¢alkalamali
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
ortamlarina (LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya oziitii 5 g/L) aktarild1 ve suslar 37
°C‘de bir gece inkiibasyona birakildi (Romling vd. 1998). Inkiibasyondan sonra gelistirilen
aktif kaltarler LBwo/NaCl ile 0.2 OD dizeyine kadar seyreltildi (Shimadzu
spektrophotometer, Japan). Hesaplamalar yapilarak iginde 3.5ml LBwo/NaCl ile kuponlar
bulunan steril tiiplere i¢inde en son hiicre sayis1 1x10’ cfu/ml olacak sekilde aktif kiiltiirden
aktarildi ve 1, 3, 5 ve 7 giin i¢in 20 °C’de statik kosullarda inkiibasyona birakildi. Her
inklibasyondan sonra kuponlar aseptik kosullarda alinarak steril distile su ile yikandi ve
planktonik haldeki hiicreler uzaklastirildi. Yikama isleminden sonra kuponlar, i¢inde 4.5
ml serum fizyolojik ve 6 adet cam bilye (r : 3 mm) bulunan tiiplere aktarildi. Tiip icerikleri
en ylksek devirde 45 saniye karistirlldi (IKA Genius Vortex 3, Germany). Bakteri
hiicrelerini saymak i¢in test tliplerinden seri diliisyonlar yapildi. Diliisyonlardan 100‘er pL
alinarak LB agar bulunduran petrilere yayma ekim yapildi. Bu ortamlar 18 saat boyunca 37
°C‘de inkiibasyona birakildi. Son asamada uygun sayida koloni bulunduran plaklar secilip

sayimlar gerceklestirildi (Giaouris vd. 2005).

4.2.3 Salmonella suslarmmin galvanezli paslanmaz celik kuponlar iizerinde
olusturdugu rdar, bdar ve pdar morfotipindeki biyofilmleri iizerine
dezenfektanlarin etkinliginin belirlenmesi

Calismada kullanilan galvanizli paslanmaz celik kuponlar (2,5cm - 0,8cm - 0,1cm) (Ostim,
Ankara) baslangigta bir gece % 70 lik etanol igerisinde bekletildi. % 70 lik etanolde bir
gece bekletilen kuponlar daha sonra 30 dakika siiresince deterjanli suya daldirildi ve bu
siire¢ igerisinde kupon yiizeyleri ajite edilerek yikandi. Deterjanli sudan g¢ikartilan
kuponlar, musluk suyundan gegcirildikten sonra ii¢ kez distile suyla yikayip, kurumaya
birakildi. En son asamada I¢inde 3.5ml LBwo/NaCl bulunan tiiplere dikey olarak konulan
kuponlar otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edildi. SI1344, DMC4, DMC12 ve
DMC13 kodlu Salmonella suslart —20 °C stogundan alinarak 5‘er mL‘lik LB broth
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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
ortamlarina (LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya oziitii 5 g/L) aktarildi1 ve suslar 37
°C‘de bir gece inkiibasyona birakildi (Romling vd. 1998). Inkiibasyondan sonra gelistirilen
aktif kulturler LBwo/NaCl ile 0.2 OD dizeyine kadar seyreltildi (Shimadzu
spektrophotometer, Japan). Hesaplamalar yapilarak i¢cinde 3.5ml LBwo/NacCl ile kuponlar
bulunan steril tiiplere icinde en son hiicre 1x10’cfu/ml olacak sekilde inokiilasyon yapildi.
Tiim suslar igin, 20 °C’de ii¢ giinliilk optimum inkiibasyon siiresi uygulandi. Inkiibasyon
sonunda kuponlar aseptik kosullar altinda forseple alinarak 3 defa steril distile su ile
yikandi. Daha sonra steril kabin i¢inde 15 dakika siireyle kurutuldu ve kuponlar i¢inde 15
mL dezenfektan bulunan petrilere aktarildi. Uygun muamele siiresinden sonra alinan
kuponlar i¢inde 20 mL evrensel noétralizan bulunan petrilere alindi. Kontrol kuponlari
dezenfektanla muamele edilmeden direk icinde 20 mL evrensel ndétralizan bulunan
petrilere aktarildi. Buradan alinan kuponlar steril distile su ile {i¢ defa yikandiktan sonra
icinde steril 4.5ml serum fizyolojik bulunan tiiplere aktarildi. Tip igerikleri en yiiksek
devirde 45 saniye karistirildi (IKA Genius Vortex 3, Germany). Bakteri hiicrelerini saymak
icin cam boncukla karistirma asamasindan sonra test tiiplerinde seri diliisyonlar yapildi.
Diliisyonlardan 100°er pL alinarak LB agar bulunan petrilere yayma ekim yapildi. Bu
ortamlar 18 saat boyunca 37 °C‘de inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra uygun

sayida koloni bulunduran plaklar se¢ilip sayim yapildi (Giaouris vd. 2005).

4.2.4 Salmonella suslarimin Mikrotitre plaklarinda biyofilm olusturma 6zelliklerinin
tanimlanmasi

Salmonella suslar1 —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
kiltirlerden % 1 oraninda alinan inokiilumlar 5‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamlarina
(LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya 6ziitii 5 g/L) aktarildi ve suslar 37 °C‘de bir gece
inkiibasyona birakildi (Rémling vd. 1998). inkiibasyondan sonra gelistirilen aktif kiiltiirler
tuz icermeyen LB broth ile 0.2 OD dizeyine kadar seyreltildi (Shimadzu
spektrophotometer, Japan). Daha sonra 0.2 OD’ye ayarlanmis stoktan 130 pL alinarak
mikrotitre plaklarindaki kuyucuklara aktarildi. Plaklar SL1344 igin 20 °C’de 24 saat,
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DMC4, DMC12 ve DMC13 igin ise 20 °C’de 72 saat statik kosullarda inkiibasyona
birakildi. inkiibasyondan sonra mikrotitre plak kuyucuklarindaki siispansiyon otomatik
pipetle cekilerek atildi. Ug defa steril serum fizyolojik ile ytkama gergeklestirildi. Yikama
isleminden sonra % 95°lik metanolden 140 uL kuyucuklara aktarildi ve 15 dk beklendi. Bu
islemden sonra metanol uzaklastirildi ve 140 pL kristal viyole (CV) yarim saat siireyle
uygulandi. CV steril distile su ile ili¢ defa yikanarak uzaklastirildi. glasiyel asetik asit (%
33) 15 dk uygulanarak boya c¢6zildi ve 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Olctimler gergeklestirildi.

4.2.5 Salmonella suslarinin mikrotitre plaklarinda olusturdugu biyomas iizerine
dezenfektanlarin etkisinin belirlenmesi

Salmonella suglar1 —20 °C stogundan alimarak 5‘er mL‘lik LB broth besiyerlerine % 1
inokiilasyon oraniyla aktarildi ve bir gece (18 saat) c¢alkalamali kosullarda (200
rpm/dakika) 37 °C‘de inkiibasyona birakildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra aktif
kiltirlerden % 1 oraninda alinan inokiilumlar 5°‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamlarina
(LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya 6ziitlii 5 g/L) aktarildi ve suslar 37 °C‘de bir gece
inkiibasyona birakildi (Rémling vd. 1998). inkiibasyondan sonra gelistirilen aktif kiiltiirler
LBwo/NaCl ile 0.2 OD diizeyine kadar seyreltildi (Shimadzu spektrophotometer, Japan).
Daha sonra 0.2 OD’ye ayarlanmis stoktan 130 pL alinarak mikrotitre plak kuyucuklarina
aktarildi. Tiim suslar optimum biyofilm olusturma siiresi belirlenen siire cergevesinde
(SL1344 igin 1 giin, DMC4, DMC12 ve DMC13 i¢in 3 giin ) statik kosullarda 20 °C ‘de
inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde mikrotitre plak kuyucuklar: i¢indeki siispansiyon
otomatik pipet yardimiyla bosaltildi. Kuyucuklar steril serum fizyolojik ile {i¢ defa yikand1
ve steril kabinde kurutuldu. Kurutma isleminden sonra kuyulara 150 pL dezenfektan ilave
edildi. Mumale suresi sonunda dezenfektan c¢ozeltileri otomatik pipetle cekilerek geri
alind1 ve 150 pL evrensel notralizan aktarildi. Notralizan ¢ozelti geri alindiktan sonra
kuyucuklar ii¢ kez steril fizyolojik su ile yikand1 ve {izerine metanol (% 95) ilave edilerek
15dk bekletildi. 15 dk bitiminde metanol uzaklastirildi ve ortama 140 pL kristal viyole
aktarilarak 30dk tutuldu. Kristal viyole 3 kez distile su yikamasi yapilarak uzaklastirildi ve
son asamada glasiyel asetik asit (% 33) 15 dk siireyle uygulanarak tutunan boya ¢oziildii.

Spektrofotometrik dlciimler 595 nm dalga boyunda gergeklestirildi.
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4.2.6 istatistiksel analiz

Galvanizli paslanmaz celik yizey lzerinde suslarin Optimum biyofilm olusturma siireleri
belirlenirken deneyler farkli giinlerde {i¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Suslarin mikrotitre
plaka tizerindeki biyofilm tiretimi, farkli glinlerde ii¢ paralelli ve ii¢ tekrarli olarak yapilan
deneyler sonrasinda degerlendirildi. Dezenfektanlarin uygulanmasi deneylerinde galvanizli
paslanmaz celik icin her deney farkli giinlerde ve taze ¢Oziinmiis soliisyonlarla ii¢ kez
tekrar edildi. Mikrotitre plak teknigi ise farkli giinlerde ve taze ¢6ziinmiis soliisyonlarla her
bir deney i¢in ii¢ paralelli ve ti¢ tekrarli olarak yapildi. Grafiklerin olusturulmasinda ve
hesaplamalarda microsoft excel versiyon 10 kullanildi. Veriler SPSS versiyon 18 ile tek

yonli varyans analizi yontemi kulanilarak degerlendirildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1 Salmonella Suslarimin Biyofilm Morfotiplerinin Belirlenmesi

Biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi i¢in ¢alistlan Salmonella suslari, Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvari‘ndan temin

edilmis olup, serotip tanilar1 Avsaroglu vd. (2007) tarafindan gergeklestirilmistir.

Salmonella suglarinin biyofilm morfotipleri Kongo kirmizisi igeren NaCl’siz LB agar
ortaminda tanimlanmustir. Bu ortamda kirmizi, kuru ve piiriizlii koloni olusturan suglarin
biyofilm morfolojisi “’rdar’” (kivrimli fimbriya ve seliiloz igerenler), kahverengi, kuru ve
ptirtizlii koloni olusturan suslarin biyofilm morfolojisi “’bdar’’ ( yalniz kivrimli fimbriya
icerenler), pembe, kuru ve piirtizlii koloni olusturan suslarin biyofilm morfolojisi “’pdar’’
(yalniz seliiloz icerenler) ve diiz ve 1slak koloni olusturan suslarin biyofilm morfolojisi ise

“saw’’ (seliiloz ve kivrimli fimbriya igermeyenler) olarak siniflandirilmaktadir (Vestby vd.

2009).

Denemeler sonucunda SL1344 ve DMC4 kodlu Salmonella suslarinin rdar, DMC12 kodlu
Salmonella susunun bdar ve DMC13 kodlu Salmonella susunun ise pdar morfolojisinde

biyofilm trettigi belirlenmistir (Sekil 5.1.). Bu sonuglar Karaca (2011) tarafindan

gerceklestirilen ¢aligma ile tam bir uyum gostermektedir.

Sekil 5.1. Salmonella suslarinda tanimlanan ii¢ farkli biyofilm morfotipi: a. ’Rdar’> morfotipi
(SL1344 kodlu sus, S. Typimurium) b. ¢Rdar’> morfotipi (DMC4 kodlu sus,
S.Typimurium) c. “Bdar’’ morfotipi (DMC12 kodlu sus, S. Infantis) d. ¢Pdar”’
morfotipi (DMC13 kodlu sus, S.Roughness)
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5.2 Farkh Morfotipte Biyofilm Ureten Salmonella Suslarimin Galvenizli Paslanmaz
Celik Yuzeyler Uzerinde Optimum Biyofilm Olusturma Strelerinin Belirlenmesi

Deneyler {ii¢ tekrarli olarak yliriitiilmiistiir ve {i¢ tekrarin ortalamasi alinarak veriler logig
tabanina cevrilmistir. Bu hesaplamalar sonunda S11344, DMC4, DMC12 ve DMC13

suslarinin optimum biyofilm olusturma stireleri belirlenmistir.

SL1344 susu icin, birinci glinden {i¢iincii gilinlin sonuna kadar biyofilm ic¢indeki hiicre
sayisinda artig meydana gelirken, {ig¢iincii giinden sonra biyofilm igindeki hiicrelerin sayis1
azalmistir. Bes ve yedi giinlik biyofilmler i¢indeki canli hiicre sayisinda onemli bir
farklilik olmadigi goriilmistiir ( p > 0.05 ). SL1344 susu i¢in ¢alisilan laboratuvar kosullari
altinda galvenizli paslanmaz ¢elik yiizey lizerinde en iyi biyofilm olusturma suresi ¢ gun
olarak belirlenmistir (Sekil 5.2.).

SL1344

n o N

w

l‘Em cfu/k:pon(km’)

—

zaman

Sekil 5.2. S. Typhimurium SL1344 susunun galvenizli paslanmaz gelik yiizey iizerinde biyofilm
olusturma 6zelliginin zamana bagli degisimi

DMC4 susu i¢in, besinci giinden sonra biyofilm igindeki canli hiicrelerin sayisinda azalma
gortliirken, {i¢c ve bes giinliik biyofilmleri i¢indeki canli hiicre sayilar1 arasinda 6nemli bir
farklilik olmadig1 saptanmistir ( p > 0.05 ). Bu sus i¢in caligilan laboratuvar kosullari altinda
optimum biyofilm olusturma siiresi, ii¢ ve bes gilinliikk biyofilmleri arasinda 6nemli bir

farklilik olmamasi nedeni ile, ii¢ giin olarak belirlenmistir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.3. S. Typhimurium DMC4 susunun galvenizli paslanmaz ¢elik yiizey Uzerinde biyofilm
olusturma 6zelliginin zamana bagli degisimi

DMCI12 susunda biyofilm i¢indeki canli hiicre sayis1 3. giin sonuna kadar artmis, ancak 5.
Gilin sonunda azalmistir. Yedi giinliik biyofilmler i¢indeki canli hiicre sayisinda ise 6nemli
bir farklilik olmadig1 gériilmiistiir ( p > 0.05 ). Bu nedenle s6z konusu sus i¢in caligilan

laboratuvar kosullar1 altinda galvenizli paslanmaz celik yiizey ilizerinde optimum biyofilm

olusturma siiresi li¢ giin olarak belirlenmistir (Sekil 5.4.).

DMC12

log,, cfu/kupon(4cm?)

zaman

Sekil 5.4. S. Infantis DMC12 susunun galvenizli paslanmaz g¢elik yiizey {izerinde biyofilm
olusturma 6zelliginin zamana bagli degisimi

DMCI13 susu i¢in, birinci glinden sonra biyofilm icinde bulunan canli hiicre sayisinda



artma yasanirken, ticlincii glinden sonra diizenli olarak bir azalma goriilmiistiir. Bu sus i¢in
caligilan laboratuvar kosullar1 altinda galvenizli paslanmaz ¢elik yiizey iizerinde optimum

biyofilm olusturma siiresi ii¢ gilin olarak belirlenmistir (Sekil 5.5.).

DMC13
8 -
7 |
Eo |
=
55
é‘ a
£ 3
S
¥2
1
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zaman

Sekil 5.5. S. Roughform DMC13 susunun galvenizli paslanmaz gelik yuzey Uzerinde biyofilm
olusturma 6zelliginin zamana bagli degisimi

Sonug olarak ¢alismada kullanilan biitiin suslarin, biyofilm morfotip farkliliklarina ragmen,
galvenizli paslanmaz ¢elik yiizey ilizerinde optimum biyofilm olusturma siireleri {i¢ giin
olarak belirlenmistir. Ayrica {li¢ giinliik biyofilmlerin iginde bulunan canli hiicre sayilarmin

birbirine yakin oldugu da tespit edilmistir.

5.3 Salmonella Suslarinin Galvanezli Paslanmaz Celik Kuponlarda Olusturdugu
Biyofilmler Uzerine Dezenfektanlarin Etkisi

Calismada kullanilan dezenfektanlarin, Onerilen konsantrasyonlari yaninda ek
konsantrasyonlar1 da kullanilmistir (Cizelge 5.1.). Benzalkonium Klorit ve kuaterner
amonyum bilesigi yasaklanmasindan dolayr ¢alismadan ¢ikarilmistir. Dezenfektanlar
deneysel ve endiistriyel siireglerde yaygin olarak kullanilan siirelerde, 1 ve 5 dakika
boyunca muamele edilmistir. Calismalar farkli glinlerde taze hazirlanmis solusyonlarla {i¢
tekrarli olarak yapilmistir. Ug tekrarin aritmetik ortalamasi alinarak logyy tabanima
cevrilmis ve kupon basina (4 cmz) diisen bakteri sayisi cfu (koloni olusturma birimi) olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 5.1. Calismada kullanilan dezenfektanlarin konsantrasyonlari

Dezenfektanlar diliisyonlu konsantrasyonlari
Etanol (C,Hs0H) %40, %50, %60
Sodyum hipoklorit (NaOCIl) %0.1, %0.5, %1
Klorhekzidin diglukonat (KHDGL) %0.5, %1, %3

Hidrojen peroksit (H,05) %5, %10, %15
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) %3, %5, %10

Sitrik asit (CA) %1, %3, %5

Galvanizli ¢elik, paslanmaya ve asinmaya karsi direngli oldugundan gida endiistrisinde
ozellikle tercih edilmektedir. Ornegin; sogutma kulelerinde ve kiimes hayvanlarinm
taginmasinda kullanilan araglarin yiizeylerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Wagner ve
Little 1993). Bu nedenlerden dolayr dezenfektanlarin bakterisidial etkilerini
degerlendirmede  galvenizli paslanmaz celik yiizey iizerinde gelistirilen biyofilmler
kullanilmigtir ve dezenfektanlarin bakterisidial etkinligi belirlenirken biyofilm iginde

bulunan bakterilerin sayilarindaki azalmalar esas alinmustir.

Sitrik asitin bir dakika boyunca ii¢ farkli biyofilm morfotipi {izerine olan etkileri
incelendiginde; biyofilm igerisindeki bakteri sayisinda en ¢ok azalma rdar morfotipli
DMC4 susunda belirlenirken, diger suslarda birbirine yakin azalmalarin meydana geldigi
tespit edilmigtir. Tim suslarda en etkin sitrik asit konsantrasyonu % 5 olarak
tanimlanmustir (Sekil 5.6.). Ozellikle DMC4 susunda tanimlanan biyofilm igindeki canli
hiicre sayisinda diisme ( 2 log degeri lizerinde) bu kimyasalin, diger dezenfektanlarla

kombine edilerek kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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Sitrik Asit Sitrik Asit
Uygulamasi Uygulamasi
8 1T 7,3 7,2 6.8 = SL1344 8 ‘ 7"02" mDMCa
7 4 "~ 6,5 kontrol = 7 4+— . kontrol
T € & (rdar)
$° u 3 % 6 T = %1CA
{ 5 4 a8 5 ‘
§4 ' %3 CA % 4'1* " %3 CA
&3 > 3 ‘ =
N %5 CA g 21 T m%scA
-1 1 ‘ 2
0o s - 23
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
a b
Sitrik Asit Sitrik Asit
Uygulamasi Uygulamasi
8 7,3 m DMC12 8 727277
6,8 ' DMC13 kontrol
;“E 7 6,161 k;:;:ol "E 7 G'S.(pdar)
‘#c'i | m%1C :}2 %1 A
2 2
4 § a4
% ; = %3 CA % : ik
5 %
_§n-:-  m%SCA gi 7 %S CA
0 0
¥ 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
c d

Sekil 5.6. Salmonella suslarinin galvanizli ¢elik kuponlarda gelistirilen ii¢ giinliik biyofilmleri
Uzerine bir dakika stiresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi

1dk siiresince yapilan EDTA uygulamasi sonucunda, biyofilm morfotipleri arasinda

istatistiki acidan onemli bir farklilik meydana gelmemistir. Ayrica tiim suslarda ii¢ farkl

EDTA konsantrasyonunda biyofilm igerisindeki canli hiicre sayisinda, uygulamada dikkate

alinacak diismeler (en fazla 1 log) gerceklesmemistir (Sekil 5.7.).
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EDTA Uygulamasi EDTA Uygulamasi
8 ; ~ 8
T - 67'3 7,027
7 .66, < 7
& W SL1344 kontrol . PR3 = DMC4 kontrol
c 6 (rdar) § 6 (rdar)
-
5§ ° ™ %3 EDTA 5° ™ %3 EDTA
. = 3
€3 - %5 EDTA €3 % %S5 EDTA
£ ® 2
1 ™ %10 EDTA " ™ %10 EDTA
0 0 — =
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
a b
EDTA Uygulamasi EDTA Uygulamasi
8 173 I 7 B
7 I% £‘6 7 617
ﬂE* gl ! - DMC12 kontrol - # DMC13 kontrol
: . (bdar) § 6 — — (pdar)
E = %3 EDTA 5T e EOTR
2 1 Sa
g 3+ = %5 EDTA s
2 38 %5 EDTA
¥ 2T 2,
= 5 = %10 EDTA g’
1 ® %10 EDTA
0
1 0
zaman (dakika) 1
zaman (dakika)

C

d

Sekil 5.7. Salmonella suslarimin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ii¢ giinliik
biyofilmleri lizerine bir dakika siiresince uygulanan EDTA nin etkisi

Hidrojen peroksitin bir dakika siliresince uygulandigi biyofilmlerde, canli bakteri
sayilarinda tiim konsantrasyonlar i¢in en 6nemli azalmalar DMC4, DMC12 ve DMC13
suslarinda tespit edilmistir. SL1344’de ise, en etkin konsantrasyonda (% 15) biyofilm
yapisindaki bakteri sayisinda log 2 diizeyinde bir azalma meydana gelmistir (Sekil 5.8.)
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H,0, Uygulamasi H,0, uygulamasi
8 7’3 8 T 7,6
7 I
s W SL1344 kontrol = = DMC4 kontrol
E 6 2 (rdar) E® | (rdar)
25 3
5 = %5 H202 §° %5 H202
£ Sa
[ 4
‘Es 3 # %10 H202 €3 ® %10 H202
g2 § 2 =
1 4 = %15 H202 1 — ™ %15 H202
0 0
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
a b
H,0, Uygulamasi H,0, Uygulamasi
8 173 & T2
7 7
T = DMC12 kontrol ® DMC13 kontrol
5 ° (bdar) E o (pdar)
5 3, E%5H202 B, 2- %5 H202
o,
é 4 g 4
~
g 3 » %10 H202 g 3 1 %10 H202
2 # 2
= 4 m %15 H202 T4 W %15 H202
0 0
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
c i d

Sekil 5.8. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ii¢ glinliik
biyofilmleri Gzerine bir dakika suresince uygulanan hidrojen peroksitin (H,O,)
etkisi

Bir dakika siire ile denenen tiim Etanol konsantrasyonlarinda, biitiin suslarin biyofilm

yapist igerisindeki bakterilerin tamaminin 61diigi saptanmustir (Sekil 5.9.).
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Etanol Uygulamasi Etanol Uygulamasi
8 _
7.3 8 7.02
Y B r
- = SL1344 kontrol = = DMC4 kontrol
TC (rdar) £ 6 (rdar)
i S 4 = s -
s ® %40 Etanol 5 = %40 Etanol
é‘ 4 g 4
‘Es 3 " %50 Etanol €3 » %50 Etanol
F2- 50 2
1 ® %60 Etanol 1 m %60 Etanol
0 - 0
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
a b
Etanol Uygulamasi Etanol Uygulamasi
8 173 8 1773
7 7
' = DMC12 kontrol = & DMC13 kontrol
§ °7 (bdar) E 6 (pdar)
Té' 3 = %40 Etanol §_ 2 m %40 Etanol
a
3 4 é 4 -
= S
€ 3 » %50 Etanol T 3 " %50 Etanol
® 2 § 2
— 1 ® %60 Etanol 1 = %60 Etanol
0 - 0
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
c d

Sekil 5.9. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen {i¢ giinliik
biyofilmleri Gzerine bir dakika stiresince uygulanan etanolun etkisi

Sodyum hipoklorit ve klorhekzidin diglukonat da, etanol uygulamasinda oldugu gibi,
denemeye aliman tiim konsantrasyonlarda biyofilm yapisindaki hiicrelerin tamaminin

Oliimiine yol agcmustir (Sekil 5.10. ve Sekil 5.11.).
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NaOCI Uygulamasi NaOCI uygulamasi
173 ? 7,02
7 7 ’ -
- ® SL1344 kontrol -~ ‘ m DMC4 kontrol
£ 1 (rdar) g 6 - (rdar)
5 | gz |
5 ™ %0.1 NaOcCl 5 ‘ ¥ %0.1 NaOCl
Sa Sa
= =
= |
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2
g ¥21
1 m %1 NaOCl 1 [ ® %1 NaOCl
0 0 -
1 1
zaman (dakika) zaman (dakika)
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5 | = %1 NaOoCl = a4 ® %1 Naocl
[
0 0 -
1 1
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c d

Sekil 5.10. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ giinliik
biyofilmleri Gzerine bir dakika siiresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCI)
etkisi
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KHDGL Uygulamasi KHDGL Uygulamasi
8 173 8
7,02
7 7 4
- m SL1344 kontrol — m DMC4 kontrol
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s 5 = 5
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Sekil 5.11. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ giinliik
biyofilmleri iizerine bir dakika siiresince uygulanan klorhekzidin diglukonatin
(KHDGL) etkisi

Sitrik asitin bes dakika boyunca {i¢ farkli biyofilm morfotipi iizerine olan etkileri
incelendiginde, en direngli sus pdar morfotipli DMC13 susu olarak tanimlanmistir. Diger
suslarda biitiin konsantrasyonlarda biyofilm igindeki canli bakteri sayilarinda, kontrol

gruplarina gore istatistiki agidan anlaml diisiisler belirlenmistir (Sekil 5.12).
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Sitrik Asit Sitrik Asit
Uygulamasi Uygulamasi
8 773 “m SL1344 kontrol 8 T 702 = DMC4 kontrol
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Sekil 5.12. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ giinliik
biyofilmleri iizerine bes dakika siiresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi

EDTA uygulama siiresinin 5 dk’ya ¢ikarilmasi durumunda, biyofilm yapisindaki canl
hiicre sayisinda diisiik diizeyde (< log 2) azalmalar belirlenmistir. Bu uygulamada artan
EDTA konsantrasyonundan en yiiksek diizeyde etkilenen biyofilm yapisi bdar (DMC12)

olarak tanimlanmustir (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.13. Salmonella suslarimin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ glinlitk
biyofilmleri lizerine bes dakika siiresince uygulanan EDTA nin etkisi

Hidrojen peroksit’in 5 dk siiresince uygulanan % 15°lik konsantrasyonunun DMC4 ve

DMC13 suslarinda biyofilm yapilarini eradike ettigi belirlenmistir. Bu uygulama stiresince

SL1344 susunun olusturdugu biyofilm, diger suslarin biyofilmlerinden daha yuksek

diizeyde direncli bulunmustur (Sekil 5.14.).
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Sekil 5.14. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ giinliik
biyofilmleri iizerine bes dakika siiresince uygulanan hidrojen peroksitin (H,0,) etkisi

Bes dakika uygulama siiresinde; etanol, sodyum hipoklorit ve klorhekzidin diglukonat’in
denenen tiim konsantrasyonlari tiim suglarin galvenizli ¢elik kuponlar tizerinde olusturdugu

biyofilm yapilarinin eradikasyonuna yol agmustir (Sekil 5.15, Sekil 5.16. ve Sekil 5.17.).
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Sekil 5.15. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ giinliik
biyofilmleri Gzerine bes dakika siiresince uygulanan etanoliin etkisi

48



NaOCI Uygulamasi

NaOCI uygulamasi

8173 8
7,02
7 7
™ SL1344 kontrol — = DMC4 kontrol
‘E 6 (rdar) E 6 (rdar)
4 =
<s €S
5 ™ %0.1 NaOCl S ™ %0.1 NaOCl
o
g 4 é 4
$
€3 ¥ %0.5 NaOCl 5.3  %0.5 NaOCl
2
k- 3P’ g2
1 1 _ ® %1 Naocl 1 = %1 Naocl
0 0 -
5 5
zaman (dakika) zaman (dakika)
a b
NaOCI Uygulamasi NaOCl uygulamasi
~ 8773 8 172
NE 7 7
S ® DMC12 kontrol - ™ DMC13 kontrol
T 6 (bdar) E 6 {pdar)
1 &
é 5 ® %0.1 Naocl § 5 ™ %0.1 NaOcl
g 4 & 4
2 3 i g 3/ " %0.5 NaOCl
2 2
2 =
u %1 Naocl g = %1 Naodl
1 1
0 0
5 5
zaman (dakika) zaman (dakika)

C

d

Sekil 5.16. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ti¢ giinliik
biyofilmleri {izerine bes dakika siiresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCI)
etkisi

49



C

KHDGL Uygulamasi KHDGL Uygulamasi
T %
7,02
v 7
= SL1344 kontrol ® DMC4 kontrol
: | o~
aE 9 (rdar) g 6 (rdar)
5:'- 5 3 5
5 m %0.5 KHDGL s m %0.50 KHDGL
[= 8 [~
é 4 sS4
3 5
C 3 » %1 KHDGL S 3 ~ %1 KHDGL
2 2
¥ ¥2
1 m %3 KHDGL 1 m %3 KHDGL
0 - 0
5 5
zaman (dakika) zaman (dakika)
a b
KHDGL Uygulamasi KHDGL Uygulamasi
8 173 8 1732
7 - 7
ey ® DMC12 kontrol = = DMC13
§ % (bdar) g 6 kontrol (pdar)
E 3  %0.5 KHDGL E 5 = %0.5 KHDGL
S 4 - 4
4 £
€ 3+ " %1 KHDGL € 3 " %1 KHDGL
=1 | 2
g ? ¥ 2
1 m %3 KHDGL 1 m %3 KHDGL
0 0
5 5
zaman (dakika) zaman (dakika)

d

Sekil 5.17. Salmonella suslarinin galvanizli paslanmaz ¢elik kuponlarda gelistirilen ii¢ giinliik
biyofilmleri iizerine bes dakika siiresince uygulanan klorhekzidin diglukonatin
(KHDGL) etkisi

5.4 Mikrotitre Plaklarinda (polisitiren) Salmonella Suslarinin Biyofilm Olusturma
Ozellikleri

Daha 6nce optimum biyofilm {iretme siireleri tanimlanan suslar, bu siirelerde (SL1344 i¢in
1 giin, DMC4, DMC12 ve DMC13 icin 3 giin) 20 °C’de inkiibe edilerek iiretilmistir. Bu
siireler sonunda gelisme ortamlarinin ODsgs’teki absorbanslari temel alinarak suslar

biyofilm olusturma yoniinden degerlendirilmistir. Bu degerlendirme Stepanovic vd. (2000)
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tarafindan belirlenen kriterlere gore yapilmistir. Bu kriterlere gore suslar; OD < ODc ise
hi¢ biyofilm lretemiyor, OD¢ < OD < 20D¢ zayif biyofilm iireticisi, 20D¢ < OD <40D¢
orta dizey biyofilm (dreticisi, 40Dc < OD ise gucli biyofilm dreticisi olarak
smiflandirilmistir. OD¢ mikrotitre plaklarindaki bos kuyularin 6l¢iim ortalamasini, OD ise
biyofilm iiretiminin oldugu yani bakteri inokiiliimiiniin mevcut oldugu kuyularin 6l¢iim

ortalamasini ifade etmektedir.

Bu kriterler dogrultusunda ytiriitiilen denemeler sonucunda, denenen tiim suslarin giiglii

biyofilm ireticileri oldugu belirlenmistir (Sekil 5.18.).

biyofilm miktarlar:

w
w «u

N
v

=
Ll

0D, absorbans
N

—_

sahit; 0,08

suslar

Sekil 5.18. Salmonella suslarinin optimum kosullarda tirettikleri biyofilm biyomaslari

5.5 Salmonella Suslarimin  Mikrotitre Plaklarinda (polisitiren) Olusturdugu
Biyofilmler Uzerine Dezenfektanlarin Etkisi

Biyositlerin biyomas Uzerine olan etkilerini belirlemek igin asagidaki formiilden
yararlanilmistir:

Yizde azalma

B bos kuyularin ortalama absorbansini, C kontrol kuyularinin ortalama absorbansini, T

dezenfektanlarla muamele edilen kuyularin ortalama absorbansini gostermektedir (Pitts vd.
2003).

Bir dakika Sitrik asit uygulamast DMC13 (pdar biyofilm) susunun olusturdugu biyomas
tizerine etkili bulunmamistir. Bu siirede sitrik asitin % 5 konsantrasyonu SL1344 (rdar

biyofilm) {izerinde % 80 diizeyine ulasan bir biyomas diislisiine neden olmustur (Sekil
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5.19.). Bir dakika siiresince sitrik asitin konsantrasyon artisinin ise, SL1344 susu disinda

diger suslar tizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 saptanmustir.

CA Uygulamasi (1 dakika)
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Sekil 5.19. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) tizerinde gelistirilen biyofilmleri
Uzerine bir dakika suresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi

Bes dakika siiresince uygulanan sitrik asitin % 5 konsantrasyonu SL1344 (rdar biyofilm)
tizerinde % 52 diizeyine ulasan bir biyomas diisiisiine neden olmustur (Sekil 5.20.). Ayrica
uygulama zamani uzamasinin, sitrik asitin uygulanan konsantrasyonlarinda etkinligini

artirmadi@1 saptanmustir.

CA Uygulamasi (5 dakika)

100
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60 -+ —— 511344 (rdar)

50 - 52
40 - e DMC4 (rdar)
30 - DMC12 (bdar)

20

—DMC13 (pdar)
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Yiizde Konsantrasyon

Biyomas (yiizde azalma)

Sekil 5. 20. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) lizerinde gelistirilen biyoﬁlmleri
iizerine bes dakika siiresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi
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Bir dakika siiresince uygulanan EDTA’nin % 10 konsantrasyonu SL1344 {izerinde % 60
duzeyine kadar biyomas diisiisiine neden olmustur (Sekil 5.21.). Bu siire iginde EDTA en

az etkiyi DMC12 susunun olusturdugu biyomas iizerine gostermistir.

EDTA Uygulamasi (1 dakika)
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Sekil 5. 21. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) tizerinde gelistirilen biyofilmleri
Uzerine bir dakika stresince uygulanan EDTA nin etkisi

Bes dakika suresince uygulanan EDTA, en yiksek etkiyi SL1344 ve DMCI13 suslar
tarafindan olusturulan biyomas {izerine gostermistir. Ayrica EDTA’ nin % 10
konsantrasyonunun uygulama siiresi 5 dk ya cikarildiginda SL1344 susunun biyomasi

tizerine olan etkinliginde diisiis meydana gelmistir (Sekil 5. 22.).

EDTA Uygulamasi (5 dakika)
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Sekil 5. 22. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) iizerinde gelistirilen biyofilmleri
tizerine bes dakika siiresince uygulanan EDTA nin etkisi

53



Bir dakika stresince uygulanan hidrojen peroksit en fazla etkiyi % 5 konsantrasyonda %
40 azalmayla SL1344 susunun biyomasi lizerinde gostermistir (Sekil 5.23.). Ayrica bu siire
igerisinde hidrojen peroksitin konsantrasyonunda meydana gelen artis, bu biyositin

etkinliginde belirgin bir artis meydana getirmemistir.

H,0, Uygulamasi (1 dakika)
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Sekil 5. 23. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) iizerinde gelistirilen biyofilmleri
tizerine bir dakika siiresince uygulanan hidrojen peroksit’in (H,0,) etkisi

Bes dakika suresince uygulanan hidrojen peroksit en yiiksek etkiyi % 10 konsantrasyonda
ve SL1344 susu biyomas: iizerinde (% 33 oraninda azalma) gostermistir (Sekil 5. 24.).
Bunun yaninda zaman artis1 hidrojen peroksitin etkinli§inde belirgin bir artis meydana

getirmemistir.
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H,0, Uygulamasi (5 dakika)
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Sekil 5. 24. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) iizerinde gelistirilen biyofilmleri
tizerine bes dakika siiresince uygulanan hidrojen peroksit’in (H,0,) etkisi

Sodyum hipoklorit’in, bir dakika siiresince, konsantrasyon artisinin bu biyositin
etkinliginde belirgin bir artis meydana getirmistir. Ayrica bu siire i¢inde en biiylik etkiyi %
1 konsantrasyonda % 79’luk azalmayla DMCI13 susunun biyomas: lizerine gostermistir

(Sekil 5.25.).
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Sekil 5. 25. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) iizerinde gelistirilen biyofilmleri
Uzerine bir dakika stresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCI) etkisi

Sodyum hipoklorit’in bes dakika uygulama siiresince olan etkisine bakildig1 zaman, en
yuksek etkiyi % 0.5 konsantrasyonda, SL1344 susunun biyomasi iizerinde gergeklestigi (%
85 azalma) saptanmustir (Sekil 5. 26.).
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NaOCI Uygulamasi (5 dakika)
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Sekil 5. 26. Salmonella suslarinin mikrotitre plaka (polisitiren) iizerinde gelistirilen biyofilmleri
tizerine bes dakika siiresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCI) etkisi

Klorhekzidin diglukonat bir dakika stiresince en az etkiyi DMC12 ve DMC13 suslarinin
biyomasi lizerine gostermistir. Bu sre icerisinde en yuksek etkiyi % 3 konsantrasyonda ve

SL1344 susunun biyomasi tizerinde gergeklesmistir (% 40 azalma) (Sekil 5.27.).
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Sekil 5. 27. Salmonella suslarmin mikrotitre plaka (polisitiren) tizerinde gelistirilen biyofilmleri
iizerine bir dakika siiresince uygulanan klorhekzidin diglukonat’m (KHDGL) etkisi

Klorhekzidin diglukonat bes dakika uygulama suresi icerisinde en yiksek etkiyi % 0.5
konsantrasyonda ve SL1344 susunun biyomasi tizerine (% 45 azalma) gostermistir (Sekil 5.
28.). Ayrica denenen konsantrasyonlarda zaman artisinin bu biyositin etkinligini

artirmadigi belirlenmistir.
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KHDGL Uygulamasi (5 dakika)
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Sekil 5. 28. Salmonella suslarimin mikrotitre plaka (polisitiren) tizerinde gelistirilen biyofilmleri
izerine bes dakika siiresince uygulanan klorhekzidin diglukonat’in (KHDGL) etkisi

57



6. TARTISMA ve SONUC

Dogada ¢ok nadir olarak bulunduguna inanildigi i¢in “’bdar’> ve “’pdar’> morfotipli
biyofilmler ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukga sinirlidir. Fakat giincel arastirmalar “’bdar’’
morfotipli biyofilmlerin dogada zannedilenden daha yaygin olarak bulundugunu ve ciddi
kontaminasyonlara neden oldugunu gostermektedir (Nesse vd. 2005, Vestby vd. 2009,
Karaca 2011). Salmonella tarafindan olusturulan biyofilmler en ¢ok ‘’rdar’> morfotipte
tanimlanmaktadir. Bunun yaninda “’pdar’” ve “’saw’’ morfotiplere sahip biyofilm
yapilarida 6rneklenmistir (Solomon 2005, Vestby 2009). Bitun bu veriler, Salmonella

suslarinin dogada farkli fenotipte biyofilm olusturdugunu kanitlamaktadir.

Biyofilm morfotipleri bakteriye bir cok avantaj saglamaktadir. Ornegin; White vd. (2006)
tarafindan yapilan bir ¢alismada; rdar morfotipli biyofilmlerin, Salmonella’y1r kurumaya
kars1 korudugu ve sodyum hipoklorite olan direngliligi 6nemli derecede yiikselttigi, ayrica
Salmonella’nin konakgilar arasindan yayilmasinda 6nemli rol oynadigi saptanmustir. Bir
baska c¢alismada ise; biyofilm matriksinin, ozellikle seliiloz ve kivrimli fimbriyanin,
bakterinin gida ortamlarinda kaliciliginda 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir (Vestby
2009). Bu durum biyofilmlerle etkin bir miicadelenin gelistirilebilmesi igin, bu fenotipik
farkliliklarin bakteriye sagladigi avantajlarin belirlenmesinin 6nemine isaret etmektedir.
Bu tez calismasinin amaglarindan biri antibiyofilm stratejilerinin yukarida &zetlenen
gereksimin dogrultusunda belirlenmesidir. Bu nedenle calismamizda dezenfektanlarin
bakterisidial etkilerini degerlendirmeden o6nce Salmonella suslarinin  biyofilm
morfotiplendirilmesi gergeklestirilmistir. SL1344 ve DMC4 kodlu Salmonella suslar1 rdar
morfotipte biyofilm dretirken, DMC12 ve DMC13 kodlu Salmonella suslarinin sirasiyla
bdar ve pdar morfotipli biyofilm iirettigi belirlenmistir.

Dezenfektanlarin biyofilm yapilar {izerindeki etkilerini degerlendirmede, yeterli miktarda
ve stabil biyofilm yapilarinin kullanilmasi ¢ok 6nemlidir. Cunku biyofilmin miktar1 ve
stabilitesi artikga biyofilm igindeki bakterilerin dezenfektanlardan etkilenme olasiligi
azalmaktadir. Ornegin kalin ve ince biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara kars: farkli bir
direng gosterdigi bilinmektedir. Kalin biyofilmlerin dezenfektanlara karsi bir bariyer
gorevi gorerek dezenfektanlarin etkinligini azaltmasinin yaninda, ince biyofilmlerin
planktoniklerle karsilastirildigi zaman bazi dezenfektanlara karsi daha direcli oldugu da

saptanmistir (Cochran 2000). Bu nedenden dolay1 yeterli miktarda ve daha stabil biyofilm
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olusturabilmek i¢in biitliin suslarin optimum biyofilm olusturma siireleri belirlenmistir.
Biitiin suslarin galvanizli paslanmaz ¢elik yiizey iizerinde optimum biyofilm olusum s(resi
lic giin olarak belirlenirken, mikrotitre plaka iizerinde SL1344 (bir giin) hari¢ diger suslar

icin optimum biyofilm olusturma siireleri ayn1 sekilde {i¢ giin olarak saptanmustir.

Paslanmaya ve korozyona kars1 oldukea direngli oldugu icin, gida endiistrisinde kullanilan
sogutma kulelerinin ve kiimes hayvanlarinin tasinmasinda kullanilan tasima
konteynirlarinin yiizeylerinde yaygin olarak galvanizli paslanmaz c¢elik kullanilmaktadir.
Buralarda meydana gelen kontaminasyon hem saglik hemde ekonomik agidan biiyiik
zararlara yol acabilir. Bu kontaminasyonun 6niine gegcmek icin bu yiizeyin sanitasyonu
kritik bir uygulamadir. Ayrica fazla emek gerektirdigi icin galvanizli paslanmaz ¢elik
yuzeyler ile ilgili yapilan caligmalarin smirli olmasindan dolayi, dezenfektanlarin
bakterisidial etkilerini ortaya koyarken biyofilm olusturma yiizeyi olarak bu yiizey tercih
edilmistir. Bunun yaninda dezenfektanlalrin biyomas iizerine olan etkilerini saptamak igin

ise, yine gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan polisitiren yiizey kullanilmistir.

Farkli morfotipte biyofilm iireten tiim suglar H,O; hari¢ diger dezenfektanlara karsi ayni
tolerans1 gostermistir. Bu sonuglar Vestby vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismayla da
paralellik gdstermektedir. Hidrojen peroksit 5 dakika siresi icinde % 15 konsantrasyonda
DMC4 (rdar biyofilm) ve DMCI13 (pdar biyofilm) suslarinin biyofilmleri ig¢indeki canli
hiicrelerinin % 100’ {inii eradike ederken, SL1344 (rdar biyofilm) ve DMCI12 (bdar
biyofilm) suslar1 igin ayni etkiyi géstermemistir. SL1344 ve DMC4 ‘lin ayn1 morfotipte
biyofilm olusturmalarina ragmen hidrojen peroksite olan direngliliklerinin farkli oldugu
goriilmiistiir. SL1344 ve DMC4 kodlu suslar arasindaki bu farkliliga biyofilm incelik ve
kalinlig1 yaninda orjin farklilifinin da neden olabilecegi diisiiniilmiistiir (Cochran 2000,

Vestby vd. 2009).

Etkili sanitasyonda dezenfektanlarin tipi de 0nemli bir rol oynamaktadir. Bu ¢alismada
NaOCl, etanol ve KHDGL kullanilan diger dezenfektanlara gore daha etkili bulunmustur.
Ornegin; bir dakika uygulama siresince, % 0.1 NaOCI, % 40 etanol ve % 0.5 KHDGL
galvanizli paslanmaz celik kuponlar iizerinde gelistirilen biyofilm igerisindeki canli
bakterilerin % 100’ iinii eradike etmistir. Fakat Wong vd. (2010) tarafindan yapilan
calismada Salmonella’nin pegler iizerinde gelistirilen ¢ glnlik biyofilmleri Gzerine bir
dakika siiresince %70’ lik etanol, 50 mg/ml KHDGL ve 52.5 mg/ml NaOCl uyguladig
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zaman sirastyla log 2.6, log 3.1 ve log 3.3‘liik azalma belirlenmistir. Bu iki ¢alisma
arasindaki farkin, kullanilan yiizeyin farkli olmasindan kaynaklandigi kuvvetli bir
olasiliktir. Zira, paslanmaz celik Gzerinde tretilen Salmonella biyofilmlerinin plastik yiizey
tizerinde iretilenlere gore dezenfektanlara kars1 daha duyarli oldugu bilinmektedir (Joseph
et al. 2001). Yine ¢alismamizda kullanilan Sitrik asit bes dakika siiresi igerisinde % 5
konsantrasyonda salmonella suslarmin galvenizli paslanmaz ¢elik iizerinde (Uretilen
biyofilmleri igerisindeki canli bakteri sayisinda log 2’lik azalma meydana getirirken, Wong
vd. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada % 3.2’lik sitrik asitin bes dakika uygulama siiresi
icinde biyofilm i¢indeki bakterilerin % 100’iinii yok ettigi tespit edilmistir. Caligmalar
arasindaki bu farklilik kullanilan yilizey ve biyofilm olusturma sartlarina baglhdir. Sonug
olarak bu tez calismasi, biyofilm morfotip farkliliginin bu calismada kullanilan
dezenfektan konsantrasyonlarina karsi oOnemli bir direng farkliligi saglamasa da
dezenfektanlarin  etkinliklerinde biyofilm olusma yiizeyinin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Ayrica calisma sonuglarimiz, gida endiisrisinde kullanilan, galvenizli
paslanmaz celik yiizeylerin dezenfeksiyonunda etanol, KHDGL ve NaOCI kullaniminin,
ekonomi ve saglik agisindan 6nemli zararlara yol agan kontaminasyonlarla miicadelede

ciddi katkilar saglayacagina isaret etmektedir.

Dezenfektanlarin biyofilm eradikasyonu ve bakterisidial ozelliklerinin paralel olmadig
aragtirmamizda belirlenen bir diger énemli noktadir. Ornegin; klor hekzidindiglukonat ve
NaOCl galvanizli paslanmaz ¢elik iizerinde olusturulan biyofilmler igindeki canli
bakterilerin sayisinda logaritmik olarak % 100 azalmaya neden olurken, biyofilm
eradikasyonunda ayni etkiyi gosterememistir. Bu bulgular s6z konusu biyositleri iceren
dezenfektanlar1 kullanmadan Once temizlik malzemelerinin kullanimmin 6nemini
gostermektedir. Sonug olarak iyi bir biyosit biyofilm eradikasyonunu ve bakterisidial etkiyi
bir arada gostermelidir. Calismamizda bu hedefe en yakin dezenfektan olarak sodyum

hipoklorit saptanmaistir.

Dezenfektanlarin biyofilmler (izerine olan etkilerinin, bir ¢cok faktor tarafindan etkilendigi
bilinmektedir. Bu durum yapilan bazi ¢alismalar arasindaki ¢eliskiyi de agiklamaktadir.
Dezenfektanlarin etkinliklerini ortaya koyarken bu faktorleri dogadakine daha yakin olarak
ortaya koyacak yaklasimlar gelistirilmelidir. Dezenfektanlarin tanimlanmasinda kullanilan
protokoller tam anlamiyla bu yaklasimi yakalayamamustir. Ornegin Calgary biyofilm

sistemi (CBD) dezenfektanlarin biyofilm {izerine olan etkinliklerini arastirmada kullanilan
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direk bir yontemdir. Fakat bu sistemde kullanilan yiizey plastik oldugu igin
dezenfektanlarin etkinligini etkileyen bir faktor olan biyofilm olugma yiizeyini sadece tek
tipte inceleme olanagr vermektedir. Aslinda bu calismada bu ylizden pegler yerine
galvenizli paslanmaz c¢elik yiizey tercih edilmistir. Bunun disinda dezenfektanlarin
biyofilmler {izerine olan etkinligini aragtirmada kullanilan bir diger yaklasim Avrupa ylizey
testidir. Bu testte gore, canli bakteri tzerine etkili dezenfeksiyon, log4 ten blyiik azalma
olarak tanimlanmaktadir. Fakat bu tez c¢alismasinda bazi dezenfektanlarin bu kriteri
saglasada, mikrotitre plak tekniginde biyofilmlerin eradikasyonunda ¢ok yetersiz olduklar
belirlenmistir. Ayrica ticari olarak pazarlanan dezenfektanlarin degerlendirilmesinde
cogunlukla silispansiyon testi kullanilmaktadir. Bakteriler biyofilm yapisi icinde
bulunduklar1 i¢in bu yaklasim da yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden dezenfektanlarin

biyofilmler {izerine olan etkilerini daha dogru ortaya koyabilecek araglara ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak bu tez farkli morfotipte biyofilmlerin dezenfektanlara karsi sagladigi direng
farkliligin1 ortaya koymada ulusal diizeyde yapilan ilk c¢alisma olmasinin yaninda,
tilkemizde gida endiistrisinde patojen mikroorganizmalarla micadelede de etkin

dezenfektan politikasinin belirlenmesinde yol gosterici olacaktir.
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ABSTRACT

Biofilm formations of 25 Salmonella strains belonging to 19 serotypes were moni-
tored with respect to time at a constant temperature. Two (DMC8 and DMC73)
out of 25 strains had low biofilm formation ability and were not included in the
modeling study. One (SL1344) strain had awkward biofilm formation which could
not be described by a mathematical model, whereas biofilm formation of three
strains (DMC33, DMC85 and DMC93) could be described by an exponential
model. The modified Gompertz equation with high adjusted determination
coefficient (R%q) and low mean square error values produced reasonable fits for
the biofilm formation of 19 Salmonella strains. It was also possible to predict the

Received for Publication July 14, 2013
Accepted for Publication September 24, 2013
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biofilm formation of these strains at two different time values by use of the modi-
fied Gompertz equation. Although more studies should be carried out to evaluate
different mathematical models under both iso- and nonisothermal conditions,
this study reveals that describing and predicting the biofilm formation could be
possible.

PRACTICAL APPLICATION

Many Salmonella strains are capable of adhering and forming biofilm on certain
surfaces. Biofilm formed in food processing environments may lead to food spoil-
age or transmission of diseases. Therefore, it is of vital importance to understand
the formation of biofilm on different surfaces. It could be possible to describe and
predict the biofilm formation with respect to time by using common modeling
techniques.

enclosed with self-produced extracellular matrix subs-
tances (Costerton et al. 1995). The bacterial cells in biofilm

INTRODUCTION

Salmonella is a Gram-negative and rod-shaped micro-
organism that can grow at 7-48C. Bacteria which are the
members of Salmonella genus are facultatively anaerobic
and these bacteria can adapt to several conditions such
as acidic stress, low water activity, high temperature and
survive for a long time (Kaufmann 1998; White etal.
2006). Many reports show that Salmonella is able to form
biofilm on polymer, stainless steel and glass as well as
biotic surfaces such as parsley, cantaloupe, alfalfa etc.
(Mgretrg et al. 2009).

Bacterial biofilms are described as bacterial communi-
ties that can be attached to abiotic or biotic surfaces and

Journal of Food Safety 33 (2013) 503-508 © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

embedded within a matrix structure are generally well pro-
tected due to chemical and physical barrier against various
undesirable environmental conditions. Biofilms can accu-
mulate several compounds and may cause many problems
at both industrial and clinical sites (Mgretrg et al. 2009).
Biofilm cells are much more resistant to disinfectants and
dessication in comparison with planktonic counterparts
(Matthysse et al. 1981; Zogaj et al. 2001). Biofilms on both
biotic and abiotic surfaces can contaminate food and cause
pathogenic reservoir. In view of bacterial contamination
risks in food processing environments, foodborne infections
may increase (Shi and Zhu 2009).
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Salmonella contamination on food and food supplements
pose a serious problem all over the world (Crump etal.
2002). It is also well known that Salmonellosis cases can be
observed when parsley, coriander, cantaloup, unpasteurized
orange juice, tomato and poultry products are consumed
(Cook etal. 1998; Burnett and Beuchat 2000). At food
manufacturing industries, although many investments
against Salmonella contaminations, it was reported that
some clones can survive under factory conditions for many
years (Vestby et al. 2009). Furthermore, biofilms cannot be
removed efficiently from the food processing surfaces with
disinfectants and routine sanitation procedures (Ronner
and Wong 1993; Moretro et al. 2003).

Salmonella cells in biofilm can survive and proliferate at
undesirable environmental conditions which may explain
the persistence of waterborne and foodborne Salmonellosis
(Brandl 2006; Teplitski et al. 2006). There are a few reports
that compares biofilm-forming abilities of Salmonella sero-
types (Marin et al. 2009; Diez-Garcia et al. 2012), but to the
best of authors’ knowledge there is no study about the
modeling and predicting the biofilm formation of different
Salmonella strains. In the present study, it was aimed to
describe biofilm formation of different Salmonella serotypes
by use of a mathematical model and further to predict
biofilm formation at different two different time values.

MATERIALS AND METHODS

Salmonella Strains and Culture Conditions

Twenty-five Salmonella strains belonging to 19 serotypes
(provided by Prof. Dr. Mustafa Akeelik, Department of
Biology, Ankara University) were used in this study (see
Table 1). All strains were isolated from beef products in
Turkey except for two of them (Salmonella braenderup
and S. typhimurium SL1344). Salmonella strains were stored
at —80C in Luria Bertani broth (LB; Merck, Darmstadt,
Germany). The culture was then inoculated into LB broth
and incubated at 37C for 18 h with shaking at 200 rpm.
Inoculation was repeated at twice. LB without NaCl (LB
without NaCl; bacto-tryptone 10 g/L [Fluka, St-Quentin-
Fallavier, France], yeast extract 5 g/L [Merck]) was used to
maintain optimum conditions for biofilm assays (Romling
et al. 1998). After preparing appropriate cultures, all strains
were inoculated to LB without NaCl medium for further
experiments (Romling et al. 1998).

Microtiter Plate Assay

The microtiter plate assay was performed according to the
method described by Woodward et al. (2000) with slight
modifications of methods of Stepanovic etal. 2000 and
Vestby et al. 2009. Briefly; the cultures were diluted in LB
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TABLE 1. LIST OF SALMONELLA SEROTYPES USED IN THIS STUDY

Strain code Serotype
DMC1 Group C1
DMC4 Typhimurium
DMC6 Virchow
DMC8 Enteritidis
DMC12 Infantis
DMC13 Roughform
DMC28 Enteritidis
DMC33 Virchow
DMC45 Thompson
DMC54 Rauform
DMC55 Senftenberg
DMC59 Agona
DMC63 Rauform
DMC66 Telaviv
DMC73 Kentucky
DMC78 Bispebjerg
DMC85 Kentucky
DmC87 Corvallis
DM(C88 Montevideo
DMC89 Montevideo
DMC91 Anatum
DMC93 Salford
DMC99 Nchanga
DMC101 Braenderup
SL1344 Typhimurium

without NaCl broth and dilutions were adjusted spectro-
photometrically (ODsss) to acquire 10® cfu/mL bacterial sus-
pensions to provide same initial conditions for experiments
(Shimadzu spectrophotometer, Kyoto, Japan). Adjusted
bacterial suspensions were confirmed with plate count agar
method and also S. typhimurium LT2 strain was used as a
control. Thirty microliters of this suspension was trans-
ferred to each well of 96 well-polystyrene microtiter plates
filled with 100 uL LB without NaCl broth, and then plates
were incubated statically for 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 and
120 h at 20C. Control wells were only filled with test broth.
Following the incubation, plates were washed twice with
sterile 0.85% NaCl solution to remove planktonic cells. The
plates were allowed to dry at safety hood before addition
of 130 UL of 98% methanol (Merck) and then were incu-
bated for 10 min. The methanol was removed and plates
were dried again. One hundred thirty of 1% crystal violet
(Merck) was transferred into the wells and stained for
30 min. After staining, plates were washed under running
tap water. Finally, 130 UL of 33% glacial acetic acid (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) was added to each well and
bound dye was solubilized. The optical density of each
well was measured at 595 nm (ODsos) using ELISA reader
(Shimadzu). The result for each strain was calculated by
subtracting the average ODsos value of the three replicates of
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the control (LB without NaCl broth only) from the average
OD,,, value of the eight replicates of sample. Experiments
were performed in triplicate.

The Biofilm Formation Modeling and the
Model Assessment

Modified Gompertz equation (Eq.1) (Zwietering et al.
1990, 1991) was used to describe the biofilm formation
(ODsys versus time) of Salmonella strains:

y(t)=a~exp{—exp[u':e(k—tﬂl}} (1)
where t is time; y(f) is ODsos; € is exp(1); a is asymptotic
value i.e., maximum biofilm concentration value reached;
W is the maximum biofilm formation rate and A is the time
of acceleration of biofilm formation.

According to this model, when t — oo, y() — a and when

t=0 y(0)=a- exp[—exp(wk + lj} but since almost
a

MU -€
a
that equation starts at the origin.

For the model assessment study, adjusted determination
coefficient (R%qj) and mean square error (MSE) values were
used to investigate the goodness-of-fit of the model. The
parameters of the model were obtained by using SigmaPlot
2000 version 12.00 (Systat Software Inc., Chicago, IL).

always y(0) =a-exp [— exp( A+ lﬂ = 0, one can assume

RESULTS AND DISCUSSION

Biofilm formations of 25 Salmonella strains were monitored
with respect to time at 20C. In general, biofilm formation
increased up to 120 h but decreased thereafter (data not
shown), therefore for modeling studies, data up to 120 h
were used. Two strains (DMC8 and DMC73) had very
low biofilm formation (Fig. 1) compared to other strains,
hence these strains were not included in the modeling study.
Biofilm formation of SL1344 cannot be described by a
model; biofilm formation increased within 12 h and slight
and sharp decreases observed at 24 and 48 h, respectively
(Fig. 2). Biofilm formation of DMC33, DMC85 and DMC
93 could be described by an exponential growth model with
three adjustable parameters (Fig. 3).

Biofilm formation of 19 Salmonella strains could be
successfully described by use of the modified Gompertz
equation (Eq. 1); Figure 4 shows the fit of Eq. (1) to biofilm
formation of DMC13 and DMC28. Table 2 lists R%qj, MSE
values and the parameters of Eq. (1) together with their
standard errors. High R%4 and low MSE values indicated
that the modified Gompertz equation (Eq. 1) produced
good fits for these strains. Moreover, biologically meaning-

Journal of Food Safety 33 (2013) 503-508 © 2013 Wiley Periodicals, Inc.
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FIG. 1. TRENDS OF BIOFILM FORMATION OF DMC8 (SOLID LINES) AND
DMC73 (DASHED LINES) AT 0, 12, 24, 36, 48, 72, 96 AND 120 h

ful parameters (a, W, and A) could help to understand
the biofilm formation tendency of Salmonella strains. For
instance, DMC28 and DMC89 had the highest asymptotic
values (a) indicating that these strains reached the highest
biofilm concentration level at the end of 120 h. DMC89 had
also the highest maximum biofilm formation rate (lm)
whereas DMC13 had the lowest value which was 0.04 OD/h.
Acceleration of biofilm formation of DMCI12 started at
10.5 h while 34.8 h was needed for DMC63 (Table 2).
Among the parameters of the modified Gompertz equa-
tion, A seems to be the most interesting one: since it denotes
the time of acceleration of biofilm formation precautions
such as cleaning and disinfection of the surface could be
taken to avoid the biofilm formation before A is reached.
Speranza et al. (2011) also used Eq. (1) to describe biofilm
concentration of Salmonella sp. ATCC 35664 and these

1.8 4

0.9 4

o DSQS

0.6 4

0.3 4

0.0 & T T T T T d
0 20 40 60 80 100 120

Time (h)
FIG. 2. TREND OF BIOFILM FORMATION OF SL1344 (SOLID LINES) AT 0,
12, 24, 36, 48, 72, 96 AND 120 h
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0D595

0 20 40 60 80 100 120
Time (h)

FIG. 3. FIT OF EXPONENTIAL GROWTH MODEL [y(t) =1+ b-exp(k-t);
WHERE ¢t IS TIME; /, b AND k ARE THE MODEL PARAMETERS.] TO
BIOFILM FORMATION DATA OF DMC33 (SOLID LINES) AND DMC93
(DASHED LINES) AT 0, 12, 24, 36, 48, 72, 96 AND 120 h

authors defined A as aptitude to biofilm formation i.e.,
time necessary to start adhesion on the surface. However,
adhesion had been observed for all the strains before their
A values were reached in this study.

It should be noted that the modified Gompertz equation
(Eq. 1) is mostly used to describe microbial growth
(Zwietering et al. 1990, 1991; van Impe efal. 1992; Yang
etal. 2009). Nevertheless, since the sigmoid curves (S
shaped) were observed in biofilm formation of Salmonella
strains, it was also used in this study. Moreover, Eq. (1) is
not the only option for describing the biofilm formation,
the modified version of the logistic equation (Corradini and
Peleg 2005) produced almost the same fit with Eq. (1) — not

oD

0 20 40 60 80 100 120
Time (h)

FIG. 4. FIT OF MODIFIED GOMPERTZ EQUATION (EQ. 1) TO BIOFILM

FORMATION DATA OF DMC28 (SOLID LINES) AND DMC13 (DASHED
LINES) AT 0, 12, 24, 36, 48, 72, 96 AND 120 h
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TABLE 2. PARAMETERS OF EQ. (1) + STANDARD ERRORS TOGETHER
WITH ADJUSTED DETERMINATION COEFFICIENT (R%g) AND MEAN
SQUARE ERROR (MSE) VALUES OF EACH FIT

Strain a (OD) u (OD/h) A (h) R?aqi MSE

DMC1 3.15+£0.18 0.11+£0.03 23.0+£4.0 0.964 0.077
DMC4 3.494+0.06 0.11+£0.008 20.2+1.3 0.996 0.009
DMC6 3.24+0.19 0.07+0.02 186+59 0963 0.077
DMC12 3.30£0.07 0.06+0.004 105£1.7 0.996 0.007
DMC13 2.53+0.26 0.04+0.01 254+58 0.960 0.044
DMC28 3.60+£0.05 0.13+0.01 27.1+£1.0 0.998 0.006
DMC45 3.24+£0.32 0.05+0.02 15785 0.923 0.15

DMC54 3.00+£0.23 0.06+0.01 245+47 0971 0.048
DMC55 3.33+£0.13 0.07+0.009 30.7+2.3 0.992 0.017
DMC59 2.82+0.20 0.06+0.01 19.8+£5.0 0.965 0.054
DMC63 3.36+0.26 0.09+0.03 34.8+4.7 0.959 0.094
DMC66 2.97+0.37 0.05+0.01 15.6+79 0930 0.10

DMC78 3.45+0.12 0.15+0.03 26726 0985 0.04

DMC87 3.41+£0.09 0.10+£0.01 19.7+19 0992 0.019
DMC88 3.38+£0.10 0.13+£0.02 145+24 0985 0.033
DMC89 3.59+£0.05 0.19+0.02 13.5+£1.1 0.997 0.008
DMC91 3.22+0.16 0.10+£0.02 19.9+35 0.972 0.06

DMC99 3.46+0.07 0.15+0.02 244+15 0994 0.015
DMC101 3.294+0.08 0.11+£0.01 248+1.8 0.993 0.015

shown. Other models with at least three adjustable para-
meters could be alternatively used to describe the biofilm
formation of Salmonella strains.

Since the modified Gompertz equation (Eq. 1) could be
used to describe the biofilm formation of 19 Salmonella
strains, two additional time data (60 and 84 h) were used
to evaluate the predictive ability of the proposed model
(Eq. 1). Figure 5 shows the model fits for DMC59 and
DMC 88 together with the additional time data; the figure
clearly indicates that prediction of biofilm formation of
Salmonella could be possible. Support for this statement
comes from Table 3 where residuals (observed — predicted)
for each strain were listed. For only two strains (DMC6 and
DMC63) poor predictions were observed at 60 h, residual
values for the rest of the strains were less than or equal to
0.48. Good predictions (residual values were less than or
equal to 0.43) were observed at 84 h for all strains (Table 3).

It should be also noted that the predictions were per-
formed under constant temperature conditions (20C). It is
likely to observe nonisothermal conditions in food process-
ing environment. It could be also possible to predict biofilm
formation under dynamic conditions similar to predicting
microbial growth under changing temperatures by using
Gompertz equation (see Gospavic et al. 2008 for example).
Nevertheless, to the best of authors” knowledge, this type of
modeling (describing and predicting the biofilm formation
with a model) is done for the first time. As mentioned
above, Speranza et al. (2011) also used Eq. (1) to describe
biofilm concentration of Salmonella; however, there were no

Journal of Food Safety 33 (2013) 503-508 © 2013 Wiley Periodicals, Inc.
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Predicted

Predicted

0 20 40 60 30 100 120
Time (h)

FIG. 5. FIT OF MODIFIED GOMPERTZ EQUATION (EQ. 1) TO BIOFILM
FORMATION DATA OF DMC88 (SOLID LINES) AND DMC59 (DASHED
LINES) AT O, 12, 24, 36, 48, 72, 96 AND 120 h. DARK GREY AND
WHITE CIRCLES WERE THE DATA POINTS AT 60 AND 84 h USED FOR
THE PREDICTION FOR DMC88 AND DMC59, RESPECTIVELY

predictions in that study. Moreover, they used response
surface methodology as the secondary modeling (defining
the parameters of Eq. (1) with respect to temperature, pH
and medium composition).

In conclusion, the results of the present study indicated
that although it is possible to observe different biofilm
formation abilities of different strains of Salmonella strains,

TABLE 3. RESIDUAL (OBSERVED — PREDICTED) VALUES OF BIOFILM
FORMATION OF SALMONELLA STRAINS AT 60 AND 84 h

Residual

Strain 60 h 84 h

DMC1 -0.48 0.37
DMC4 -0.12 -0.25
DMC6 -0.96 -0.15
DMC12 -0.20 -0.14
DMC13 -0.05 0.23
DMC28 -0.22 -0.25
DMC45 0.16 -0.32
DMC54 0.26 -0.37
DMC55 0.41 0.08
DMC59 0.22 -0.29
DMC63 1.05 0.37
DMC66 0.24 -0.38
DMC78 -0.46 -0.31
DMC87 -0.12 -0.43
DM(C88 0.17 -0.11
DMC89 -0.34 -0.17
DMC91 0.31 -0.16
DMC99 -0.34 0.12
DMC101 0.07 -0.23

Journal of Food Safety 33 (2013) 503-508 © 2013 Wiley Periodicals, Inc.
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mathematical models could be used to describe biofilm
formation of Salmonella sp. Modeling could also be a
powerful tool to predict the biofilm formation at various
conditions.
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