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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

 

Salmonella BİYOFİLMLERİ ÜZERİNE DEZENFEKTANLARIN ETKİSİ 

 

Veli Tato 

 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

Danışman: Prof. Dr. Mustafa AKÇELİK 

Bu çalışmada; gıda endüstrisinde yaygın olarak kullanılan dezenfektanların S. 

Typhimurium, S. Infantis ve S. Roughform suşlarının farklı morfotipteki biyofilmleri 

üzerine olan etkileri saptanmıştır. Dezenfektan olarak etanol, sodyum hipoklorit, 

klorhekzidin diglukonat, etilendiamintetraasetik asit, sitrik asit ve hidrojen peroksit 

kullanılmıştır. Dezenfektanlar farklı konsantrasyon ve sürelerde (1 ve 5 dakika) 

uygulanmıştır. Biyofilm morfotip duyarlılık farklılıklarını ortaya koymak için galvenizli 

paslanmaz çelik yüzey kullanılırken, dezenfektanların biyoması temizlemedeki 

etkinliklerini ortaya koymak için mikrotitre plaka tekniği kullanılmıştır. Bu suşlar 

tarafından  oluşturulan rdar, bdar ve pdar morfotipli biyofilmlerin hidrojen peroksit hariç 

diğer beş dezenfektana karşı duyarlılıklarında önemli bir farklılık olmadığı 

gözlemlenmiştir. Ayrıca etanol, klorhekzidin diglukonat ve sodyum hipoklorit diğer 

dezenfektanlara göre farklı morfotipteki bu biyofilmlerin % 100’ünü yok etmiştir. Etanol 

fikse etme özelliği olduğu için microtiter plate tekniğinde kullanılmamıştır. Kullanılan 

dezenfektanların dezenfeksiyon ve biyoması çıkarma özelliklerinin paralel olmadığı 

görülmüştür. Klorhekzidin diglukonat bütün suşların biyofilmlerini %100 yok ederken, 

biyoması çıkarmada aynı etkiyi gösterememiştir. Dezenfekte etme ve biyoması çıkarma 

özelliğini bir arada bulunduran en etkili dezenfektan sodyum hipoklorit olarak 

belirlenmiştir. Sonuç olarak kullanılan dezenfektanın hem dezenfekte etme hem de 

biyoması çıkarma özelliklerini bir arada bulundurması etkili bir sanitasyon sürecine katkı 

sağlayacaktır. 

 

2014, 82 sayfa  

Anahtar kelimeler: Salmonella, biyofilm, dezenfektan, galvanizli paslanmaz çelik, 

mikrotitre plaka, biyofilm morfotipi 
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ABSTRACT 

 

M.Sc. Thesis 

 

EFFECT Of DISINFECTANTS On Salmonella BIOFILMS 

 

Veli Tato 

 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKÇELİK 

 

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. GİRİŞ 
 

Salmonella, adını bulucusu olan Dr. Daniel Salmon’dan alan Gram-negatif, çubuk 

seklinde, spor oluşturmayan, fakültatif anaerob, Enterobacteriaceae familyasına ait bir 

cinstir. S. enterica ve S. bongori olmak üzere iki tür içermektedir. S. Enterica türü ise; S. 

enterica subsp. enterica, salamae, arizonaei, diarizonae, houtenae ve indica olarak 

adlandırılan altı alt türe ayrılmıştır (Brenner vd. 2000). Bu alt türün üyelerinin çoğunun 

insanlar için patojenik nitelikte olduğu ve genellikle sıcak kanlı (poikilotermik) 

hayvanların bağırsak sisteminde bulunduğu bilinmektedir (Popoff vd. 2005, Threlfall vd. 

2005).  

 

Salmonella cinsi, konakçı dışındaki çeşitli çevrelerde üreyebilen bakteri türlerini  

içermektedir. Bu cinsin üyeleri üremeleri için sodyum klorüre ihtiyaç duymazlar. Fakat % 

0.4 ile % 4 oranında sodyum klorür varlığında üreyebilirler. Birçok  Salmonella serotipi  5-

47 
O
C arasındaki scaklıklarda üreme yeteneğindedir. İdeal üreme scaklıkları 35-37 

O 
C 

arasındadır; ancak bazı üyeler 2-4
 O

C gibi düşük sıcaklıklarda ve 54
 O 

C gibi yüksek 

sıcaklıklarda üreyebilmektedir (Gray ve Fedorka-Cray 2002). Salmonella, pH 4 ila pH 9 

gibi geniş bir pH aralığında üreyebilir. Üremeleri için optimum pH değerleri 6,5 ile 7,5 

arasındadır. Ayrıca çok düşük su aktivitesinde yaşamlarını sürdürebilme yeteneğindedirler.  

 

S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi ve S. Paratyphi A, B, C’nin insanlarda Salmonella 

enfeksiyonlarına neden olan serotiplerin % 99’unu oluşturduğu saptanmıştır (Suzuki 1994, 

Stock ve Wiedemann 2000, Angelillo vd. 2000). İnsan salmonellozu iki klinik özellikle 

tanımlanmaktadır. Birincisi, S. Typhi ve S. Paratyphi A, B, C ’nin neden olduğu enterik 

ateştir. Bu enfeksiyonlar, genellikle hayvan rezervuarlarına gereksinim duymaksızın 

insandan insana bulaşabilmektedir. İkincisi, hayvanlarda bulunan diğer serotiplerin yol 

açtığı ve tifoya neden olmayan salmonellozdur (van Duijkeren ve Houwers 2000). 

Hindistan, Kuzey-doğu Asya, Kuzey ve Orta Amerika ve Afrika’da S. Wien, S. 

Typhimurium, S. Johannesburg ve S. Oranienburg, İngiltere, Avrupa ve Amerika’da ise S. 

Enteritidis, S. Typhimurium, S. Virchow ve S. Hadar salgına sebep olan önemli serotipler 

olarak belirlenmiştir. Özellikle S. Virchow ve S. Enteritidis tavuk ve tavuk ürünlerinden, S. 

Hadar hindi, S. Typimurium ise sığır, domuz, tavuk ve koyunlardan izole edilmektedir 

(Escartin vd. 2000, Threlfall 2002). 
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S. Typhi tifoid ateşe neden olurken, S. Paratyphi A, B ve C paratifoid ateşe neden olur. 

Paratifoidin mortalitesi, tifoid ateşe nispeten daha azdır. Her iki serotipde insan patojenidir. 

Enfeksiyon, genellikle insan atıkları ile kontamine olmuş gıda ve suların tüketilmesiyle 

meydana gelir. Son yıllarda özellikle Güneydoğu Asya, Hindistan, Pakistan ve Orta Doğu 

gibi pek çok bölgeden antibiyotik dirençli suşlar yaygın bir şekilde izole edilmektedir 

(Scherer ve Miller 2001). 

 

Tifoid olmayan salmonelloza ya da gastroenterite 150 çeşit Salmonella serotipinin neden 

olabileceği bilinmektedir. ABD ‘de en yaygın serotiplerin başında S. Typhimurium ve S. 

Enteritidis gelmektedir. Enfeksiyon, genelllikle insan atıkları yerine hayvan atıkları ile 

kontamine olmuş gıda ve suların tüketilmesiyle meydana gelmektedir. Örneğin, diğer gıda 

kaynaklı salmonelloza kıyasla iki kat daha fazla hastaneye yatışla şonuçlanan ve çoklu ilaç 

direnci gösteren S. Typhimurium DT104’nın ortaya çıkmasının, kontamine sığır eti ile 

ilişkili olduğu saptanmıştır (Gray ve Fedorka-Cray  2002, Yousef ve Carlstrom 2003).  

 

Salmonella’nın gıda ve gıda işleme yüzeylerine tutunabilme özelliği gösteren patojen bir 

mikroorganizma olduğu uzun zamandır bilinmektedir (Mafu vd. 1991, Korber vd. 1997, 

Wong 1998). Gıda işlemede kullanılan makineler, boru hatları, işleme yüzeyleri ve tanklar 

patojen mikroorganizmaların tutunabilmesi için oldukça riskli yüzeylerdir. Gıda işleme 

yüzeylerindeki mikrobiyal kolonizasyonun gıda bozulmaları ve gıda ilişkili hastalıkların 

yayılmasında etkin bir rol oynadığı saptanmıştır (Bower vd. 1996).  

 

Salmonella, abiyotik ve biyotik yüzeylerde biyofilm oluşturma yeteneği sayesinde uzun 

süre canlılığını muhafaza edebilmektedir. Biyofilmler, gen ifadesine, büyüme hızına ve 

çevresel şartlara bağlı olarak farklı fenotipler içeren ve mikroorganizmaların kendi ürettiği 

hücre dışı polimerik bileşenlerin (EPS) içine gömülü olan hücrelerin oluşturduğu yapılar 

olarak tanımlanmıştır (Donlan ve Costerton 2002).  

 

Salmonella gıda endüstrisinde sıklıkla kullanılan paslanmaz çelik  ve polistiren gibi 

abiyotik yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturabilmektedir (Asséré vd. 2008, Kim ve Wei 

2009, Møretrø vd. 2009, Chorianopoulos vd. 2010, Iibuchi vd. 2010). Salmonella’nın 

abiyotik yüzeylerde  biyofilm oluşturma yeteneği bu bakterinin konakçı dışındaki 

çevrelerde hayatta kalmasına ve yeni konakçılara geçişine imkan tanımaktadır. Bu durum 



  
3 

özellikle gıda endüstrisi başta olmak üzere birçok alanda ürün kayıplarına ve sağlık 

sorunlarına yol açmaktadır. 

 

Patojen mikroorganizmaların oluşturduğu biyofilmler bakteriyi dış stres faktörlerine karşı 

önemli derecede korumaktadır (Wong vd. 2010). Bu mikroorganizmaların oluşturduğu 

biyofilmleri yok etmek için pek çok yöntem kullanılmaktadır. Biyofilmlerle mücadele 

kullanılan bu yöntemlerden biride dezenfektan kullanımıdır. Dezenfektanlar, patojen 

mikroorganizmaları kontrol altına almak için uzun zamandan beri kullanılan kimyasal 

ajanlardır (McDonnell ve Russell 1999). 

 

Salmonella ve biyofilmlerine ilişkin söz konusu verilerin ışığında tasarlanan bu tez 

kapsamında; Salmonella suşlarının oluşturduğu biyofilm yapılarının tanımlanması, gıda 

endüstrisinde yaygın olarak kullanılan bazı dezenfektanların çeşitli abiyotik yüzeylerde 

Salmonella biyofilmlerinin eradikasyonundaki etkinliklerinin tanımlanması amaçlanmıştır. 

 

 

 

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
4 

2. KURAMSAL TEMELLER 

 

2.1 Biyofilmlerin Önemi 

 

Mikrobiyoloji tarihinin önemli bir bölümünde mikroorganizmaların gelişim fizyolojisi; 

enerji, karbon kaynağı ve büyüme faktörleri bakımından zengin besiyerleri kullanılmak 

suretiyle, planktonik olarak tanımlanmıştır. Sıvı ortamda geliştirilen bakterilerin 

gösterdikleri özellikleri ile ilgili bu geleneksel görüş, patojenik mikroorganizmalarla 

çalışmak ve mikrobiyal fizyolojinin bazı şaşırtıcı yönlerine ışık tutması bakımından 

önemlidir. Ancak planktonik olarak geliştirilen saf kültürler mikroorganizmaların doğada 

var olması gereken şeklini çok nadir olarak yansıtmaktadır. Zira mikroorganizmaların 

doğal ortamlarında yapılan doğrudan gözlemler, mikroorganizmaların planktonik halden 

ziyade bir yüzeye tutunmuş ve biyofilm içine gömülü olan mikrobiyal topluluktan 

oluştuğunu göstermektedir (Costerton vd. 1995, Kolter ve Greenberg 2006, Verstraeten vd. 

2008). Bu teori üzerindeki veriler, mikroorganizmaların % 99.9’dan çoğunun yüzeyler 

üzerinde biyofilm oluşturarak ürediğini ve çoğunun sucul ortamlardan geldiğini 

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

 

Bakterilerin doğal ortamlarının çok karmaşık ve dinamik olduğu bilinmektedir. Ancak bu 

karmaşıklık, laboratuvar şartları altında tek bir bakterinin kültürü oluşturulduğu zaman 

taklit edilemez. Bakteriler doğal ortamlarında çoğu kez birbirlerine yakın olan farklı 

türlerle birlikte bulunmaktadır (Wimpenny vd. 2000). Türler arasındaki metabolik ve 

uzaysal etkileşimler, çok türlü biyofilmlerin organizasyonuna ve değişken yapılı  

ortamların oluşmasına katkı sağlamaktadır (Tolker-Nielsen ve Molin 2000, Goller ve 

Romeo 2008). Hücreler arası iletişimin ve türler arası bu etkileşimin, hücrelerin 

antimikrobiyallere karşı direnç göstermesi yanında hücrelerin tutunması ve biyofilmden 

hücrelerin ayrılmasında da önemli rol oynadığı belirlenmiştir (Burmølle vd. 2006, Irie ve 

Parsek 2008, Nadell vd. 2008, Annous vd. 2009, Remis vd. 2010). Ayrıca farklı 

araştırıcılar tarafından yapılan çalışmalarda, karışık türlerin oluşturdukları biyofilmlerin 

tek türün oluşturduğu biyofilmlere göre daha stabil ve antimikrobiyal ajanlara karşı daha 

dirençli olduğu saptanmıştır (Jones ve Bradshaw 1997,  Prouty vd. 2002, Girennavar vd. 

2008, Soni vd. 2008, Chorianopoulos vd. 2010). 
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Bakterinin, biyofilmin anahtar bileşenlerinden biri olan hücre dışı polimerik maddelerden 

(EPS) oluşan matriksin içine yerleşmesinin, bakteriye hem koruyucu hem de homeostasis 

açısından bir çok avantaj sağladığı bilinmektedir (Flemming ve Wingender 2010). 

Örneğin; biyofilmlerdeki hücrelerin, onların planktonik formlarına nispeten antimikrobiyal 

ajanlara karşı daha çok dirençli olduğu saptanmıştır (Mah ve O’Toole 2001, Gilbert vd. 

2002). Biyofilm matriksinin doğası ve biyofilm içindeki mikroorganizmalarının fizyolojik 

özellikleri, antimikrobiyal ajanlar (antibiyotiklere, dezenfektanlara ve germisitlere ) 

yanında fagositlere karşı da yüksek bir direnç göstererek, bakterinin canlı konakta kalıcılık 

özelliğini artırmaktadır (Cos vd. 2010).  

 

Biyofilmlerin doğal sucul ortamlardan başka birçok çevrede (canlı dokular, medikal aletler 

ve endüstriyel sistemler ) oluşabildiği saptanmıştır (Hall-Stoodley vd. 2004, Ramesh vd. 

2002) (Şekil 2.1). Örneğin; Salmonella bakterisinin kauçuk (Arnold ve Yates 2009), plastik  

(Wong vd. 2009) (Şekil 2.2), çimento (Joseph vd. 2001), cam (Prouty ve Gunn 2003), 

galvanizli paslanmaz çelik (Ramesh vd. 2002) ve paslanmaz çelik (Giaouris ve Nychas 

2006, Moretro vd. 2009) gibi yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturabildiği belirlenmiştir. 

Ayrıca günlük yaşamda da birçok yerde (diş yüzeyleri, çiçek vazoları  ve su boru hatları 

vb.) bakterinin bu yaşam şekline rastlanılmaktadır (Marsh 2005, Wimpenny 2009). Bu 

yüzeyler üzerinde oluşan biyofilmler, patojen mikroorganizmaları antimikrobiyallere karşı 

koruyarak halk sağlığı ve ekonomik açıdan ciddi sorunlara yol açmaktadır.  

 

Biyofilmler birçok tıbbi malzeme (yapay kalça, kontak lens, katater vb.) üzerinde de 

oluşabilir. Buna bağlı enfeksiyonlar çoğu durumda ancak bu malzemelerin ortadan 

kaldırılması ile önlenebilmektedir. Bundan ötürü hasta travması ve tedavi maliyeti 

artmaktadır. Örneğin; hastane enfeksiyonlarının % 65’inden biyofilmlerin sorumlu olduğu 

ve biyofilm temelli enfeksiyonların tedavisinde yıllık bir milyar dolar harcandığı tahmin 

edilmektedir (Costerton vd. 1995, Potera 1999). Ayrıca yakın zamanlarda yapılan 

çalışmalar da biyofilme bağlı enfeksiyonların oranının % 80’ e çıktığı saptanmıştır (Davies 

2003, Hall-Stoodley ve Stoodley 2009). Akciğerlerde kistik fibrozis hastalığına, 

Pseudomonas aeruginosa tarafından oluşturulan biyofilmlerin neden olması biyofilme 

bağlı enfeksiyonlara örnek olarak verilebilir. Biyofilmlerin içine gömülü olan bakterilerin 

neden olduğu bu kronik enfeksiyon çoğu kez tedavi edilemez ve enfeksiyon kistik fibrozis 

hastalarının ölümü ile sonuçlanır (Bjarnsholt vd. 2009, Hassett vd. 2010).  
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Şekil 2.1  Salmonella’nın galvanizli paslanmaz çelik yüzey üzerindeki çeşitli biyofilmlerinin          

TEM  mikrografı (Ramesh vd. 2002) 

 

 

Şekil 2.2 Calgary biyofilm sistemi içinde geliştirilen üç günlük Salmonella      

biyofilmlerinin TEM görüntüsü (Wong vd. 2009)  

 

Uygun olmayan temizleme koşulları ve suyun varlığı patojenik mikrororganizmaların da 
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bulunduğu biyofilmlerin gelişmesine katkı sağlamaktadır. Kontamine yüzeylerden gıdalar 

geçtiğinde ya da kontamine ekipmanlardan oluşan aerosol nedeniyle biyofilm yapısından 

ayrılan parçalar çarpraz kontaminasyonlara neden olmaktadır. Şu anda gerçek gıda işleme 

ortamlarında Salmonella’nın varlığı ile ilgili sınırlı bilgiler bulunmaktadır. Bununla birlikte 

laboratuvar şartlarında, Salmonella’nın çeşitli gıda temaslı yüzeylere kolayca 

tutunabildiğini ve kolayca biyofilm  oluşturduğunu gösteren birçok çalışma yapılmıştır 

(Oliveira vd. 2006, Giaouris ve Nychas 2006, Chia vd. 2009, Rodrigues vd. 2011). Yapılan 

çalışmalarda,  gıda endüstrisinde oluşan biyofilmlerin, gıda bozulması nedeniyle ekonomik 

kayıplara ve ciddi hijyenik problemlere yol açan inatçı kontaminasyonlara neden 

olabileceği gösterilmiştir (Zottola ve Sasahara 1994, Ganesh Kumar ve Anand 1998, 

Lindsay ve von Holy 2006,  Brooks ve Flint 2008). 

 

Özetle biyofilmler gıda sanayisinde ve konakçı infeksiyonu sırasında karşılaşılan stres 

koşullarında bakterilerin hayatta kalmasını önemli oranda artırmaktadır. Gıda temas 

yüzeylerinin zayıf sanitasyonunun özellikle  Listeria monocytogenes ve Salmonella 

bakterilerinin neden olduğu gıda kaynaklı hastalıkların yayılmasında önemli bir faktör 

olduğu saptanmıştır. Gıda işleme ortamlarında oluşan biyofilmler, gıda bozulmalarına ve 

hastalıkların yayılmasına neden olan mikrobiyal kontaminasyon için kalıcı kaynak 

oluşturmaktadır (Zottola ve Sasahara 1994, Brooks ve Flint 2008). Biyofilm esaslı 

kontaminasyonlar bu nedenle tüm dünyada büyük bir dikkatle izlenmekte ve etkin 

önlemler alınmaya çalışılmaktadır (Shi ve Zhu 2009). 

 

2.2 Salmonella’da Biyofilm Oluşumu 

 

Bakterilerin biyofilm yapılarına yöneliminde dört önemli nedenin bulunduğuna 

inanılmaktadır. Bunlar: 1. zararlı ortamlardan korunma, 2. ortaklaşmanın faydalarından 

yaralanma, 3. zengin besin alanlarına ulaşma, 4. yeni genetik özellikler kazanma olarak 

tanımlanmaktadır (Davey ve O’Toole 2000, Molin ve Tolker-Nielsen 2003). Biyofilm 

oluşum sürecinin bakterilerin bir yüzey üzerindeki planktonik formlarını değişime zorlayan 

hücre dışı sinyalleri algıladığı zaman başladığı bilinmektedir. Bu hücre dışı sinyaller, 

bakterilerin belirli aşamalardan (tutunma, çoğalma ve olgunlaşma) geçerek olgun biyofilm 

oluşturmasına neden olur (Shia ve Zhua 2009) (Şekil 2.3) . 
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Şekil 2.3 Gıda ile temas halinde olan yüzeylerde biyofilm oluşum aşamaları (Shi ve Zhu.2009) 

 

Biyofilm oluşumunda ilk aşama tutunmadır. Bakteriyel tutunmanın; bakterinin gelişme 

ortamı, hareket, hücrelerin gelişim fazı, pH, sıcaklık, tutunulan yüzeyin özellikleri ve tipi, 

organik maddelerin varlığı, temas zamanı, hücre dışı polimerik madde üretimi ve hücreler 

arası iletişimden etkilendiği saptanmıştır (Chandy ve Angles 2001, Chmielewski ve Frank 

2003, Shi ve Zhu 2009, Sim˜oes vd. 2010). Bakteri hücre zarfı ile katı yüzeyler arasındaki 

ilk etkileşimler kimyasal ve fiziksel  etkileşimlerdir. Bu ilk etkileşimler bakteri ve 

tutunulan yüzeyin fiziksel ve kimyasal özelliklerinden etkilenmektedir. Bunun yanında 

bakteri ve yüzey arasındaki ilk etkileşimde biyofilm hücrelerinde, planktonik hücrelerden 

farklı olarak pek çok genin regüle edildiği belirlenmiştir (Donlan 2002, Sauer 2003). 

Örneğin; S. Typhimurium’un planktonik hücreler ile karşılaştırıldığında, biyofilm şartları 

altında genomunun % 10‘ nun (433gen)  farklı şekilde ifade edildiği saptanmıştır 

(Hamilton vd. 2009). Diğer yandan Salmonella’nın hidrofobitesi yüksek olan yüzeylere 

daha etkin bir şekilde tutunduğu ve yüzeyin hidrofobitesi azaldıkça dezenfektanların 

biyofilm üzerine olan etkinliğinin arttığı belirlenmiştir (Sinde ve Carballo 2000). 

 

Biyofilm oluşumunda ikinci aşama mikrokoloni oluşumudur. Bakteri gelişme yüzeyine 

tutunduktan sonra, gelişme şartları uygunsa mikrokoloni oluşumu başlar. Mikrokoloni 

oluşumuna matriks üretimi eşlik eder. Matriksin tutunma ve bazı çevresel uyaranlara 

(osmotik basınç, pH, scaklık vb.) yanıt olarak oluştuğu bilinmektedir. Doğal sistemler 
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içindeki bakteriler ile yapılan çalışmalar; toplanmada, hücreler arası iletişim ve çevrede 

bulunan planktonik hücrelerin de rol oynadığını göstermiştir (Chmielewski ve Frank 

2003). Asil Homoserin Lakton (AHL) ve diğer yeter sayı algılama moleküllerinin P. 

aeruginosa’nın tipik biyofilm yapısının oluşmasını regüle ettiği saptanmıştır (Pesci vd. 

1999). Ayrıca tutunma ve mikrokoloni oluşumunda görev alan genetik faktörlerin 

mikroorganizmaya göre farklılık gösterdiği uzun zamandan beri bilinmektedir (Heilmann 

1996).  

 

Biyofilm gelişim süreçlerinde en son aşama olgun biyofilm yapılarının oluşumudur. Bu 

süreç biyofilm olgunlaşması olarak adlandırılmaktadır. Olgun biyofilmelerin tek tabakalı 

veya EPS ile birlikte tutulan yakın paketlenmiş mikrokoloniler halinde olabileceği 

belirlenmiştir (Chmielewski ve Frank 2003). Olgunlaşmada yeter sayı algılama ve buna 

bağlı genetik ifade önemli bir rol oynamaktadır (Shi ve Zhu 2009). 

 

2.3 Salmonella’da Biyofilm Oluşumunda Rol Oynayan Moleküler Elemanlar 

 

Salmonella biyofilmlerinin yapısal bileşenleri karmaşık bir genetik ağ tarafından 

düzenlenmektedir (Steenackers vd. 2012) (Şekil 2.4). Biyofilm oluşumunda görev alan 

genetik faktörlerin mikroorganizmaya bağlı olarak değişiklik gösterebileceği saptanmıştır 

(Heilmann 1996). 
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 Şekil 2.4 Salmonella’da biyofilm oluşumunda görev alan kompleks genetik ağın şematik     

gösterimi (Steenackers ve ark. 2012) 

 

2.3.1 csgD 

 

csgD, biyofilm oluşumu için majör bir kontrol ve birleştirme birimidir (Gerstel ve Römling 

2003). csgD’nin, csgBAC tarafından kodlanan yapısal kıvrımlı fimbriya alt birimlerinin 

transkripsiyonunu düzenlediği saptanmıştır (Römling ve ark. 1998, Chirwa ve Herrington 

2003).  Genomik bağlamda csgD, farklı transkriptleri olan csgBAC ve csgDEFG (alternatif 

olarak agfBAC ve agfDEFG adlandırılan) operonlarından meydana gelen kıvrımlı fimbriya  

biyosentez sisteminin ayrılmaz bir parçasıdır. Kıvrımlı fimbriya üretiminin hücre dışı 

matriks bileşenlerinin üretimine ön ayak olduğu (“rdar”; kırmızı, kuru ve pürüzlü 
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morfotipin oluşumunda) ve bu adhezif yapının özgül ve  kısa aralıklı olarak hücre hücre 

etkileşimi sağladığı saptanmıştır (Römling vd. 2000).  

 

Biyokimyasal kanıtlar; selüloz biyosentezinin csgD’ye bağımlı olmasının yanında, 

csgD’den bağımsız olabileceğine de işaret etmektedir. Hastalıkla ilişkili olan bir S. 

Enteritidis suşunun csgD’den ayrı olarak selülöz ürettiği belirlenmiştir (Römling vd.  

2003). Salmonella‘da biyofilm bileşeni olarak önemli bir rol sergileyen selüloz, bakteriyel 

selüloz sentez operonu olan bcsABZC ve selüloz biyosentezinin aktivatörü olan adrA 

operonunun ifadeleriyle düzenlenir. CsgD, selüloz biyosentezini dolaylı bir şekilde adrA 

aracılığıyla yapar. c-di-GMP‘nin üretiminin uyarılması adrA tarafından gerçekleştirilir ve 

c-di-GMP bcsB alt ünitesine bağlanıp, selüloz üretimini başlatır. Selüloz kompleksi bcsA 

ve bcsB tarafından oluşturulurken, bcsZ selülaz vazifesi görür (Solano vd. 2002, Romling 

2005). 

 

O-Ag-kapsülünün, csgD tarafından düzenlenen bir diğer matriks bileşeni olduğu 

bilinmektedir (White vd. 2003, Gibson vd. 2006). csgD geninde meydana gelen bir 

mutasyonun, biyofilm oluşumunu engellediği ve agar üzerinde “saw” (pürüzsüz ve beyaz) 

morfotipli koloni oluşumuna neden olduğu belirlenmiştir (Römling vd. 2000). Steenackers 

vd. (2012) tarafından csgD geninin ifadesinin farklı çevresel uyaranlar (scaklık, 

osmolorite, oksijen yoğunluğu, besin ve pH), farklı trankripiyonel regülatörler (OmpR, Crl, 

RpoS, MlrA, CpxR, H-NS ve IHF) ve ikincil mesajcı c-di-GMP tarafından uyarıldığı tespit 

edilmiştir. Bu kompleks düzenleme, genetik ağda iyi bir uyuma ve çevresel değişikliklere 

karşı çabuk ve daha iyi bir yanıtın oluşmasına olanak vermektedir. csgD’nin 

transkripsiyonun düşük scaklık, düşük osmolorite, geç eksponensiyel ve erken statik 

gelişim şartları altında maksimum olduğu, bunun yanında mikroaerofilik ve aerobik 

şartların sırasıyla zengin ve minimal ortam içinde bu maksimal ifadeyi indüklediği 

belirlenmiştir (Gerstel ve Römling 2001). Özetle csgD geni, majör biyofilm bileşenlerinin 

ifadesini düzenleyen önemli bir biyofilm regülatörüdür. 

 

2.3.2 rpoS ve crI 

 

rpoS ve crI Salmonella’da biyofilm oluşumunun düzenlenmesinde rol oynayan diğer iki 

önemli düzenleyicidir. rpoS geni tarafından kodlanan sigma faktörünün (σS) genel stres 
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yanıtı ve gelişimin durma fazında hayatta kalmada önemli rol oynayan genlerin 

transkripsiyonunu düzenlediği tespit edilmiştir(Hengge-Aronis 2002). Hamilton vd. (2009) 

S. Typhimurium tarafından  kauçuk yüzeyler üzerinde oluşturulan biyofilm içindeki 

hücrelerde rpoS regülonunun daha çok ifade edildiği saptanmıştır. Bununla uyumlu olarak 

rpoS’nin transkripsiyonunun csgD mutantlara göre doğal tiplerde üç kat daha çok ifade 

edildiği gösterilmiştir (White vd. 2010). Rdar koloni gelişimi sırasında  rpoS’nin ifadesinin 

3 ile 7 gün arasında maksimum olduğu ve 47 gün sonra bile rpoS’nin ifadesinin devam 

ettiği tespit edilmiştir (White vd. 2006). S. Typhimurium rpoS mutantların agar üzerinde 

oluşturduğu biyofilmin morfotipinin değiştiği ve bazı yüzeylere (cam, poliestiren ve 

yonca) tutunmanın bozulduğu, model sistemler kullanılarak kanıtlanmıştır (Römling vd. 

2003, Prouty ve Gunn 2003, Barak vd. 2005, Hamilton vd. 2009). Aşamalı olarak biyofilm 

oluşumuna neden olan düzenleyiciler içindeki rpoS’nin rolünü gösteren bir diğer 

çalışmada, hastalıkla ilişkili olan S. Typhimurium ve S. Enteritidis rpoS mutantlarının, 

sırasıyla “saw” ve “bdar” (kahverengi, kuru ve pürüzlü) morfotipli bir biyofilm sergilediği 

gösterilmiştir (Römling vd. 2003).“Rdar” morfotipin düzenlenmesinde rol oynayan 

csgD’nin transkripsiyonunun rpoS’nin ifadesinin maksimum olduğu durumlarda en yüksek 

düzeyde olduğu gösterilmiştir (Gerstel ve Römling 2001, Römling vd. 1998, White vd. 

2006). Bir rpoS mutantın bir csgD mutantta göre csgBAC ve adrA ifadesi üzerine daha 

yüksek bir etkiye sahip olduğu deneysel olarak kanıtlanmıştır (Robbe-Saule vd. 2006). Ek 

olarak rpoS’nin mrlA’nın ifadesini olumlu yönde etkilediği ve biyofilm oluşumu ile ilgili 

olan hareket genlerinin  aktivasyonuna katıldığı da belirlenmiştir (Brown vd. 2001, Adams 

vd. 2001). 

 

S. Typhimurium ATCC14028 suşuyla yapılan deneyde crl proteininin  “rdar” oluşumu için 

gerekli olduğu saptanmıştır (Robbe-Saule vd. 2006). Steenackers vd. (2012) tarafından 

yürütülen çalışmalarda; crl’nin fonksiyonunu, rpoS ile beraber yerine getirdiği ve csgB, 

bcsA, csgD ve adrA’nın maksimum ifadesi için bu genin gerekli olduğu belirlenmiştir. 

 

2.3.3 c-di-GMP (çevrimsel diguanilat monofosfat) 

 

Farklı araştırıcılar c-di-GMP’nın, hareket, virülanslık, çok hücreli davranışlarda ikincil 

mesajcı ve  selülöz üretiminde allosterik kontrol faktörü olarak görev gördüğünü 

saptamıştır (Ross vd. 1987, Lamprokostopoulou vd. 2010). Ayrıca bu bileşiğin hücre dışı 
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sinyallere yanıt olarak üretildiği de bilinmektedir (Hengge 2009). Genellikle çok yüksek c-

di-GMP seviyesinin hareket ve virülans özellikleri baskıladığı ve hücre dışı matriks 

üretimini uyararak sesil yaşım formunu kolaylaştırdığı belirlenmiştir (Simm vd. 2004, 

Jenal ve Malone 2006, Kader vd. 2006, Römling ve Amikam 2006,  Hengge 2009,  

Lamprokostopoulou vd. 2010). Yapılan bir diğer çalışma c-di-GMP’nin AdrA’ya bağlı 

olarak selülöz biyosentezinde görev alan bcs genleri ve dolayısıyla biyofilm oluşumu 

üzerine olumlu bir etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (Simm vd. 2004). Yüksek c-di-GMP 

konsantrasyonlarının ise CsgD ve CsgA transkripsiyonel ve post transkripsiyonel ifadesini 

yükselterek kıvrımlı fimbriya biyosentezini arttırdığı saptanmıştır (Kader vd. 2006, Simm 

vd. 2007). AdrA’nın hücresel olarak yüksek seviyede c-di-GMP üretilmesi üzerine büyük 

bir etkisi olmasına rağmen, csgD aktivasyonuna küçük ölçüde katkısı olduğu tespit 

edilmiştir (Kader 2006).  

 

2.3.4  BarA/SirA ve Csr Sistemi 

 

BarA/SirA iki bileşenli sistemin Salmonella’da hareket, virülens ve biyofilm oluşumuna 

katılan global bir düzenleyici sistem olduğu saptanmıştır (Ahmer vd. 1998, Teplitski vd. 

2003, Teplitski vd. 2006, Jonas vd. 2010). Teplitski vd. (2006) tarafından yapılan bir 

çalışmada flhDC mutantlarının biyofilm üretim kapasitelerinin arttığı, ancak csrB, csrC, 

sirA ve fimI mutantlarının plastik yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturamadığı 

örneklenmiştir. Ayrıca bu araştırıcılar SirA ve  Csr sisteminin flagella ve tip I fimbriya 

yapısal genlerin ifadesi üzerine düzenleyici bir rolünün olduğunu belirlemiştir. Flagella ve 

tip I fimbriya üretimi, biyofilm oluşumunun düzenlenmesine sırasıyla negatif ve pozitif 

yönde katkıda bulunmaktadır. 

 

2.3.5  PhoPQ–RstA 

 

PhoPQ sistemi, iç mebrana yerleşmiş sensor kinaz (PhoQ) ve stoplazmik yanıt 

regülatöründen (PhoP) oluşan iki bileşenli bir sistemdir (Kato ve Groisman 2008). 

PhoP’nin LPS modifikasyonu, magnezyum transferi, epitel hücrelerine invazyon ve 

makrofajlar içinde hayatta kalmada görev olan birden çok genin ifadesini kontrol ettiği 

saptanmıştır (Kato ve Groisman 2008, Charles vd. 2009). Steenackers ve ark. (2012) 

phoP’nin aktif olmadığı mutantların, doğal tiplere göre cam lameller üzerinde bozulmuş 
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bir biyofilm yapısı oluşturduğunu tanımlamıştır. Adams ve ark. (2001) PhoP’nın 

aktivasyonunun flagellin protein seviyelerinde ve üçüncü sınıf hareket genlerinin (fliC) 

transkripsiyonunda bir azalmaya neden olduğunu tespit etmiştir. Bu veriler PhoPQ 

sisteminin S. Typhimurium’da biyofilm oluşumunu baskıladığına işaret etmektedir. 

 

Rst, RstA/RstB iki bileşenli sistemden oluşan bir yanıt regülatörüdür. Choi vd. (2009) 

tarafından yapılan çalışmada, PhoP’nin RpoS’nin parçalanmasını uyaran bir protein olan 

RstA’yı aktive ettiği belirlenmiştir. İleri düzeyde analizler, RstA’nın bapA’nın ifadesinide 

etkilediğini ve E. Coli içinde RstA’nın yüksek düzeyde salgılanmasının, csgD’nin ifadesini 

azalttığını göstermiştir (Cabeza vd. 2007, OgaOgasawara vd. 2007). Ayrıca RstA’nın çok 

fazla miktarda ifade edilmesinin, poliestiren yüzeyler üzerindeki biyofilm oluşumunu 

azalttığı tespit edilmiştir (Cabeza vd. 2007). 

 

2.3.6 Rcs Sistemi 

 

Fosfor değişiminde görev alan Rcs sistemi; sensör kinaz RcsC, fosfor transferine aracılık 

yapan RcsD, transkripsiyonel düzenleyici RcsB ve transkripsiyonel ko-regülatör RcsA 

sisteminden oluşmaktadır (Clarke 2010). Bu sistemin yüksek ozmolorite, hücre zarı stresi 

ve bazı proteinlerin yüksek düzeyde salgılanması aracılığıyla aktive edildiği saptanmıştır 

(Mariscotti ve Garcia-del Portillo 2009). Rcs sisteminin aktivasyonunun kolonik asit ve 

kapsül üretimi için gerekli olan genlerin ekspresyonunu aktive ederken, flagellar sentez ve 

virülens genlerini baskıladığı belirlenmiştir (Majdalani ve Gottesman 2005, Wang 2007). 

Bu bulgular Rcs sisteminin biyofilm içindeki sesil yaşamı desteklediğine işaret etmektedir. 

 

2.3.7 Yeter sayı algılama  

 

Yeter sayı algılama ya da hücreler arası haberleşme, bakterilerin kendi populasyon 

yoğunluğuna duyarlı olmasını ve yanıt vermesini sağlayan bir süreç olarak 

tanımlanmaktadır (Waters ve Bassler 2005). Bakterilerin patojenite, hareket, sporulasyon, 

biyolümines ışık ve antimikrobiyal ürünlerin üretimi gibi çeşitli fizyolojik olayları 

düzenlemek için yeter sayı algılama iletişim sistemini kullandığı bilinmektedir (Miller ve 

Bassler 2001). Steenackers ve ark. (2012) açil-homoserin lakton (AHL), otoindükleyici 2 

(AI-2), otoindükleyici 3(AI-3) olmak üzere, üç adet yeter sayı algılama sistemi bileşeni 

tanımlamıştır. 
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Salmonella’nın diğer bakteri türleri tarafından üretilen AHL’ye cevap vermek için LuxR 

ailesinin bir transkripsiyon faktörü olan SidA’yı ürettiği saptanmıştır (Dyszel vd. 2010, 

Smith vd. 2011). Salmonella biyofilmleri  ile SidA arasında direk bir bağlantı 

belirlenememesine rağmen, SidA’nın aktive ettiği genlerin fonksiyonları aracılığıyla, bu 

genin biyofilm oluşumuna katkıda bulunduğu ileri sürülmüştür (Ahmer vd. 1998, Smith ve 

Ahmer 2003). Örneğin; SidA tarafından aktive edilen Rck’nın Salmonella’nın epitel 

hücrelerine ve ekstraselüler matriks proteinlerine tutunmasını arttırdığı saptanmıştır 

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

 

Salmonella yeter sayı algılama sisteminin ikinci elemanı olan AI-2’nin sentezi için LuxS 

enzimini kullanmaktadır (Surette 1999, De Keersmaecker vd. 2006). Lsr ve Rbs transport 

sistemlerinin AI-2’nin algılanması ve içeri alınmasında görev yaptığı tespit edilmiştir 

(Jesudhasan vd. 2010). Yapılan bazı çalışmalarda, LuxS’de meydana gelen mutasyonların 

safra taşı üzerinde az ve dağınık biyofilm oluşumuna, polisitiren yüzeyler üzerinde 

biyofilm oluşumunun bozulmasına ayrıca hareket ve biyofilm oluşumunda görev alan 

genlerin ifadesinin azalmasına neden olduğu saptanmıştır (Prouty vd. 2002, Jesudhasan vd. 

2010). Son çalışmalarda S. Typhimurium’da biyofilm oluşumunun ve  biyofilm 

fenotiplerinin, LuxS’ın kendisi yerine bir sRNA molekülü olan MicA’ya bağlı olduğu fikri 

öne sürülmüştür (Steenackers ve ark. (2012). 

 

Salmonella’nın üçüncü yeter sayı algılama elemanı, iki bileşenli PreA/B sisteminden 

meydana gelmektedir (Merighi vd. 2006, Bearson ve Bearson 2008, Moreira vd. 2010). 

PmrCAB, PmrA ve PhoP’nin düzenlediği genler ( yibD, udg, cptA , pagP ve preA’nın 

çevresindeki lokal bölgedeki genler ) PreA/B’nin hedefleri olarak tanımlanmışlardır 

(Merighi vd. 2006, Merighi vd. 2009). PreA/B mutantlarında hareketin önemli ölçüde 

azalmasından dolayı, bu sistemin harekette de önemli rol oynadığı ileri sürülmüştür 

(Bearson ve Bearson 2008, Bearson ve Bearson 2010). Bu mutantlarda ayrıca biyofilm 

üretiminde de önemli düzeyde azalmaların tespit edilmesi, söz konusu sistemin biyofilm 

oluşumunda etkin olduğuna işaret etmiştir (Bearson ve Bearson 2008). 

 

2.4 Salmonella Biyofilmlerinin Bileşenleri 

 

Salmonella biyofilmlerinin hücre dışı matriksi, kullanılan besiyeri ve bakterinin bulunduğu 
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ortama göre çeşitlilik gösterir. Biyofilm matriksi protein parçacıkları, ekzopolisakkarit ve 

yağ asitlerinden meydana gelmektedir. Yapılan çalışmalar; biyofilm içindeki protein 

parçacıklarının kıvrımlı fimbriya, BapA ve SiiE proteinlerinden, matriksinin ise selülöz, 

kolonik asit, O-antijenik kapsül (O-Ag-kapsülü), kapsüler polisakkarit ve  

lipopolisakkaritten meydana geldiğini göstermiştir  (Römling 1998, Zogaj 2001, Latasa vd. 

2005, de Rezende vd. 2005, Gibson vd. 2006, Anriany 2006). 

 

Kıvrımlı fimbriyanın (csgBAC–csgDEFG tarafından kodlanmaktadır); oldukça toplu, 

kollara ayrılmayan, hareket, invazyon, kolonizasyon ve kalıcıklıkta önemli olan hücre 

yüzeyi proteini olduğu bilinmektedir (Barnhart ve Chapman 2006). Kıvrımlı fimbriyanın 

hücre ile yüzey arasındaki ilk etkileşimde ve sonradan da hücreler arası etkileşimde önemli 

olduğu, ayrıca  CsgA ve CsgB alt ünitelerinin beta zincirlerinin hidrofobik boyalar ile 

bağlanması sonucu tipik ‘’rdar’’ morfotipli biyofilmlerin tanımlanmasına katkıda 

bulunduğu saptanmıştır (Collinson vd. 1996, Römling vd. 1998, White vd. 2003, Gibson 

vd. 2006). Kıvrımlı fimbriyanın epitel hücrelerine tutunma ve biyofilm oluşturmada, 

merkezi metabolizmada, hücresel canlılıkta, antibiyotik dirençliliği ve kolonik asit 

biyosentezinde önemli rolü olduğunu gösteren bir çok çalışma yapılmıştır (Boddicker vd. 

2002, Reisner vd. 2003, Ledeboer vd. 2006). Biyofilm oluşumu için fimbriyanın önemi 

kullanılan test ortamı ile büyük ölçüde bağlantılıdır. Bazı fimbriyal operonlardaki (fim, csg, 

lpf ve pef) mutasyonların safra taşı üzerindeki biyofilm oluşumunu etkilemediği 

saptanmıştır (Prouty vd. 2002). 

 

S. Enteritidis’de, büyüklüğü 386 kDa olan prolin ve threonince zengin BapA proteininin 

biyofilm oluşumu ile ilişkili olduğu belirlenmiştir (Cucarella vd. 2001, Latasa vd. 2005). 

Bu protein ‘’rdar’’ morfotipli biyofilmlerin ikinci önemli bileşenidir. BapA bakteriyel 

kolonizasyonda ve sıvı-hava arafazında pelikül oluşumunda etkin bir rol oynamaktadır 

(Latasa vd. 2005). Ayrıca BapA ve SiiE  proteinlerinin, Salmonella bakterisinin 

invazyonunda da önemli rol oynadığı saptanmıştır (Latasa vd. 2005, Morgan vd. 2004). 

 

Flagella bakteriyel hareketin ana unsurudur. Ancak biyofilm oluşumu sırasında farklı 

görevler üstlenmektedir. Flagella bakteriyel kolonizasyonda etkin iken biyofilm 

oluşumunu baskılamaktadır (Verstraeten vd. 2008). Solano ve ark. (2002) S. Enteritidis’in 

flagellasız mutantlarında biyofilm oluşumunun indüklendiğini saptamıştır. Diğer 

çalışmalarda ise flagellanın farklı yüzeylerde biyofilm üretimi üzerinde farklı etkilerinin 
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bulunduğu tespit edilmiştir (Römling ve Rohde 1999, Kim ve Wei 2009).  

 

Selülöz, biyofilm yapısında bulunan bir β-1-4-D-glukoz polimeri olan ve bcsABZC–

bcsEFG genleri tarafından kodlanan önemli bir ekzopolisakkarittir. Klasik ‘’rdar’’ 

morfotipin oluşmasında önemli olan selülözün hücreler arası etkileşimi desteklediği 

saptanmıştır (Römling vd. 2000, Solano vd. 2002). Ayrıca selülözün S. Typhimurium’un 

epitel hücreleri üzerinde biyofilm oluşturmasında kritik bir role sahip olduğu da 

belirlenmiştir (Solano vd. 2002, Ledeboer vd. 2006).  

 

Kolonik asit, bir kapsuler ekstraselüler polisakkarittir. Kolonik asit üretemeyen mutantlarla 

(wcaM, wcaA ve wza) yapılan deneylerde; tavuk bağırsak epitelinde biyofilm 

olgunlaşmasında görülen eksiklik ve Hep-2 hücreleri yüzeyinde görülen ince biyofilm 

yapısı, kolonik asitin geniş üç boyutlu biyofilm yapısının oluşmasında önemli olduğunu 

kanıtlamıştır (Ledeboer ve Jones 2005, Ledeboer vd. 2006). Benzer şekilde kolonik asitin 

E.coli bakterisinde kompleks üç boyutlu biyofilm yapısının oluşumunda önemli olduğu da 

belirlenmiştir (Danese vd. 2000). 

 

Anyonik O antijeni kapsülü, EPS’yi oluşturan bir başka bileşendir (Gibson vd. 2006). Bu 

kapsülün 2300’den fazla tekrar eden tetrasakkarit birimlerinden meydana geldiği ve lipit 

çıkıntı ile mebrana bağlı olduğu saptanmıştır (Snyder vd. 2006). Söz konusu yapının 

kurumaya karşı tolerans sağladığı, çok hücreli davranışta ve agar üzerinde biyofilm 

oluşturmada önemli olmadığı ancak çevresel kalıcılıkta kritik rol oynadığı  belirlenmiştir 

(Gibson vd. 2006).  

 

Yağ asitleri ve lipopolisakkaritler biyofilmlerin diğer önemli bileşenleridir. Yağ asitlerinin 

farklılığı (doymuş yada doymamış yağ asitleri gibi) S. Enteritidis suşlarının ‘’rdar’’ 

morfotipli biyofilmlerin ifadesinde kritik bir önem taşımaktadır (Gibson vd. 2006). Mireles 

ve ark. (2001) S. Typhimurium LT2 LPS mutantlarının doğal tiplerle aynı miktarda 

biyofilm oluşturduğunu, fakat cam yüzeye tutunamadıklarını saptamıştır. Kim ve Wei 

(2009) dağınık bir LPS profili gösteren rfbA mutantlarında; ‘’rdar’’ ifadesinin, pelikül 

oluşumunun, et ve gıda suyu içindeki PVC üzerinde biyofilm oluşturma kapasitesinin, 

paslanmaz çelik ve cam üzerinde biyofilm üretiminin bozulduğunu belirlemiştir. 

 

Salmonella biyofilmleri, matriks bileşenleri temel alınarak ‘’rdar’’ (kırmızı, kuru ve 
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pürüzlü), ‘’bdar’’ (kahverengi, kuru ve pürüzlü) ve ‘’pdar’’ (pembe, kuru ve pürüzlü) 

olmak üzere üç farklı gruba ayrılmıştır. Biyofilm oluşturmayan fenotip ise, ‘’saw’’ (düz ve 

beyaz) olarak tanımlanmaktadır (Römling 1998, Römling 2003).  

 

Kıvrımlı fimbriya ve selülöz, Kongo kırmızısı içeren ortamda birlikte ifade edildiği zaman 

‘’rdar’’ (kırmızı, kuru ve pürüzlü) morfotipli biyofilmler üretilmektedir (Şekil 2.5.) 

(Römling 2005). Vestby vd. (2009) tarafından yürütülen bir çalışmada, farklı orjinli (gıda, 

insan ve referans koleksiyonu) serotiplerin (S. Agona, S. Montevideo, S. Senftenberg ve S. 

Typhimurium) % 74’ünün ‘’rdar’’ morfotipli biyofilm oluşturduğu saptanmıştır. Bu veriler 

‘’rdar’’ morfotipin diğer morfotiplere göre daha baskın olduğunu göstermektedir. White 

vd. (2006) “rdar” morfotipli biyofilmlerin, Salmonella’yı kurumaya ve sodyum hipoklorite 

karşı dirençli hale getirdiğini ve Salmonella’nın konakçılar arasında yayılmasında önemli 

rol oynadığını belirlemiştir. 

  

Kongo kırmızılı ortamda sadece kıvrımlı fimbriya ifade edildiği zaman ‘’bdar’’ morfotipli 

biyofilmlerin oluştuğu gözlenmiştir (Şekil 2.5.b) (Römling 1998, Römling 2003). ‘’Bdar’’ 

morfotipli biyofilmlerin dezenfektanlara karşı ‘’rdar’’ morfotiple aynı direnci gösterdiği 

belirlenirken, ‘’rdar’’ morfotipli biyofilmlerin kuruma ve besin eksikliği stresine karşı daha 

uzun yaşadığı saptanmıştır (Vestby vd. 2009). Kıvrımlı fimbriyanın ayrıca çevresel 

kalıcılıktada önemli bir rol oynadığı da gösterilmiştir (White 2006).  

 

 
Şekil 2.5 Salmonella’da “rdar” ve “bdar” biyofilm morfotipleri. A-C (rdar), B-D (bdar) 

(Vestby   vd. 2009) 
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Kongo kırmızılı ortamda sadece selülöz  ifade edildiği zaman ise, ‘’pdar’’ morfotipli 

biyofilmler üretilmektedir (Römling 1998, Römling 2003). Selülözün bir çok canlı türünde 

farklı amaçlar için üretildiği bilinmektedir. Örneğin; bitkiler hücre duvarının bir bileşeni 

olarak selülözü üretirken, bakteriler kimyasal ve mekanik koruma sağlamak amacıyla bu 

bileşiği üretmektedir (Matthysse vd. 1981). 

 

2.5 Salmonella Biyofilmlerinin Dirençlilik Mekanizması 

 

Biyofilm içine gömülü olan hücrelerin, serbest haldeki formalarından farklı bir fenotiple 

ifade edildiği ve biyositlere karşı yüksek düzeyde dirençlilik özelliği gösterdikleri 

tanımlanmıştır (Nett vd. 2008, Smith ve Hunter 2008, Wong vd. 2010). Tabak vd. (2007) 

tarafından yapılan bir çalışmada; biyofilm içerisindeki hücrelerin, planktonik hücrelerin ve 

biyofilmden ayrılan hücrelerin antimikrobiyallere karşı farklı duyarlılık gösterdiği 

saptanmıştır. Biyofilm içerisindeki hücreler dezenfektanlara karşı yüksek bir dirençlilik 

gösterirken, söz konusu hücrelerin, planktonik hale dönüştüğünde bu özelliği kaybettikleri 

belirlenmiştir (Russell 1999).  

 

Biyofilm matriksi, antimikrobiyallerin biyofilm içindeki bakterilere nüfüsunu engelleyerek 

bir bariyer görevi görmektedir. Biyositler genellikle  yüksek derecede reaktif kimyasal 

moleküller olduğundan, ortamda var olan organik maddeler (nükleik asitler, 

karbonhidratlar ve proteinler) bu moleküllerin difüzyonunu engellemektedir (Lambert ve 

Johnston 2001). Biyofilm bileşenlerinin soğurma ve reaksiyona girme özellikleri 

antimikrobiyallerin biyofilm içindeki bakterilere nüfus etmesini önleyen ana unsurdur. 

Klebsiella pneumoniae ve P. aeruginosa karışık biyofilmleri üzerine klor uygulandığı 

zaman başlangıçtaki sıvının sadece % 20’sinin biyofilme nufüz ettiği saptanmıştır  (De 

Beer vd. 1994). Suci ve ark. (1994) kullandıkları bazı antibiyotiklerin steril yüzeyde 

difüzyonunun kolonize yüzeye göre daha çok olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca 

biyofilmlerin kalınlığına (tek ya da çok tabakalı oluşuna) göre, uygulanan biyositlerin 

hücrelere penetrasyon etkinliği değişmektedir (Cochran vd. 2000, Stewart vd. 2000, 

Stewart vd. 2001).  

 

Dezenfeksiyon işlemi sırasında bir biyositin düşük miktarda kullanılması bu biyositin 

biyofilmin derin bölgelerine nüfüz etmesini kısıtlayabilir. Biyofilmlerin bu nedenle 

dezenfektanların öldürücü miktarlarına karşı direnç geliştirebildiği gösterilmiştir (Mechin 
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vd. 1999). Bakteri hücre kültüründe besin azalmaya başladığı zaman bakteri üremesi 

yavaşlar. Yavaş üremenin de antibiyotiklere karşı direnç gelişiminde rol oynadığı 

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

 

Biyofilmler lateral gen transferi aracılığıyla bir takım özeliklerini değiştirerek 

antimikrobiyallere karşı direnç geliştirebilmektedir (Kelly vd. 2009, Hannan vd. 2010). 

Zira biyofilm ortamları genetik aktarım için ideal ortamlardır (Ando vd. 2009, Nguyen vd. 

2010). Driffield vd. (2008) P. Aeruginosa biyofilmlerinde mutasyon oranının, planktonik 

hücrelere göre 15 kat daha fazla olduğunu belirlemiştir. Yapılan bir diğer çalışma, 

biyofilmlerde farklı varyantların oluşmasının dirençli popülasyonların ortaya çıkmasına 

katkıda bulunduğunu kanıtlamıştır (Boles vd. 2004). Ayrıca oksidatif stresin biyofilm 

içindeki bakterileri mutasyona teşvik ederek biyositlere karşı dirençli fenotiplerin 

oluşmasına neden olduğu saptanmıştır (Boles ve Singh 2008).   

 

Laboratuvarlarda tek türlü biyofilmler ile çalışılmasına rağmen, doğada bakteri 

biyofilmlerinin karışık halde olduğunu gösteren pek çok kanıt vardır (Şekil 2.6.) (Simoes 

vd. 2008, Burmolle vd. 2010). Bir deniz alginden izole edilen dört suşun biyofilm içindeki  

sinerjik etkileşimlerinden dolayı daha fazla biyomas oluşturdukları ve tek türden oluşan 

biyofilmlere oranla hidrojen peroksite daha fazla direnç gösterdikleri saptanmıştır 

(Burmolle vd. 2006). Farklı türler tarafından üretilen enzimler toksik bileşiklere karşı 

sinerjik bir etki sağlayabilir. Bu yüzden enzim üretmeyen türlere enzim tamamlama 

vasıtasıyla katkıda bulunmaktadırlar (Shu vd. 2003). Biyofilm içindeki bazı belirli türlerin 

mekansal düzenlenmesi ve onların üç boyutlu yapısının diğer türler için biyositlere karşı 

direnç sağladığı da saptanmıştır (Leriche vd. 2003). 
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Şekil 2.6. Karışık biyofilmlerin konfokal mikroskop görüntüsü (Bridier vd. 2011) 

 

2.6 Dezenfektanlar 

 

Dezenfektanlar, cansız nesneler üzerinde bulunan patojenik mikroorganizmaları yok etmek 

için kullanılan kimyasal ajanlar olarak tanımlanmaktadır. Antibiyotikler hücrelerin 

metabolik süreçlerini ve kimyasal yapısını etkileyerek enfeksiyonları kontrol altına alan 

içilebilir spesifik ilaçlar iken, dezenfektanlar ilaç özelliği içermeyen ve etkinlik gösteren 

ajanlardır (Meyer ve Cookson 2010). Dezenfektanların etki biçimi, içerdiği biyosite 

bağlıdır. Biyositler mikroorganizmaların üremelerini durduran (-statik) ya da onları 

öldüren (-sidal) ajanlardır (McDonnell ve Russell 1999). Gram negatif ve Gram pozif 

bakterilerde dezenfektanların hedef yapıları, hücre duvarı, dış mebran, stoplazmik mebran, 

fonksiyonel ve yapısal proteinler, DNA, RNA ve diğer stoplazmik bileşenler olarak 

belirlenmiştir (Bridier 2011).  

  

Bir çok alkolün antimikrobiyal aktivitesi olduğu bilinmektedir. Etil alkol, izopropil alkol 

ve n-propanol çok yaygın bir şekilde dezenfektan olarak kullanılmaktadır ( Morton 1983). 

Alkoller vejatatif bakteriler, mikobakteriler, virüsler ve mantarlar dahil olmak üzere geniş 

spektrumlu antimikrobiyal aktivite gösterirler. Alkollerin sporları yok etmediği fakat spor 
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oluşumunu engellediği ve bu etkinin geri dönüşümlü olduğu tespit edilmiştir (Trujillo ve 

Laible 1970, Yasuda-Yasuki vd. 1978). Alkoller sporosidal etkilerinin olmamasından 

dolayı sterilizasyon için pek tercih edilmemektedir. Fakat sert yüzeylerin 

dezenfeksiyonunda ve deri antisepsisinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Düşük 

konsantrasyonları koruyucu ya da bir başka biyositin etkisini artırmak için 

kullanılmaktadır. Genellikle izopropil alkol bakterilere karşı etki gösterirken, etil alkolün 

virüslere karşı etkili olduğu saptanmıştır (Klein ve Deforest 1983). Alkollerin 

antimikrobiyal aktivitelerinin % 50 konsantrasyonun altında düşükken, % 60 ve % 90’da 

optimum olduğu bildirilmiştir (McDonnell ve Russell 1999). Alkollerin mebran ve 

proteinlerin denatürasyonu ile birlikte metabolizmayı durdurarak etki gösterdiği 

bilinmektedir ( Morton 1983, Larson ve morton 1991).  

 

Klorhekzidin diglukonat; koruyucu, dezenfektan ve antiseptik ürünlerde (el ve ağız yıkama 

ürünlerinde) yaygın olarak kullanılmaktadır. Klorhekzidin diglukonat genellikle geniş 

spektrumlu etkisi ve irritasyonunun az olması nedeniyle tercih edilmektedir. Bazı spesifik 

ürünler için irritasyon etkisi tanımlanmıştır (Gardner ve Gray 1991, Rosenberg 1976). 

Klorhekzidinin etkisinin pH’a bağlı olduğu ve organik madde varlığında önemli ölçüde 

azaldığı belirlenmiştir (Russell ve Day 1993). Ayrıca klorhekzidin diglukonat 

konsanrasyonu da antimikrobiyal etkinlikte kritik bir önem taşımaktadır (Hugo ve 

Longworth 1964, Hugo ve Longworth 1966). Bu biyositin düşük konsantrasyonu 

stoplazma mebranının bütünlüğünü etkilerken, yüksek konsantrasyonunun stoplazmanın 

pıhtılaşması, protein ve nükleik asit yapısının bozulmasına neden olduğu saptanmıştır 

(Ranganthan 1996). Bunun yanında klor hekzidinin yüksek konsantrasyonu intraselüler 

bileşiklerde ve dolayısı ile sitoplazmada koagülasyona neden olmaktadır (Hugo ve 

Longworth 1966). Bu ajanın yarı geçirgen zara zarar vererek bakteri içine geçtiği ve 

bakterinin ölümüne neden olduğu belirlenmiştir (Russell ve Hugo 1988).  

 

Hidrojen perokoksit dezenfeksiyon, asepsi ve strelizasyon için çok yaygın kullanılan bir 

biyosittir. Renksiz olan bu biyositin ticari olarak % 3’den % 90’na kadar konsantrasyonları 

mevcuttur. Zararsız ürünler olarak kabul edilen bu ürün, su ve oksijene hızlı şekilde 

parçalandığı için çevre dostu olarak kabul edilmektedir. Saf solüsyonları ne kadar kararlı 

olsa da çoğu çözeltileri stabilizatör içermektedir. Genellikle Gram pozitif bakterilere daha 

yüksek etki göstermektedir. Zira Gram negatif bakterilerde bulunan katalaz ve diğer 

peroksidazlar, bu organizmaların hidrojen peroksitin düşük konsantrasyonuna olan 
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toleransını artırmaktadır (McDonnell ve Russell 1999). Hidrojen peroksit geniş spektrumlu 

(örn: virüs, bakteri, maya ve bakteri sporları) etki göstermektedir (Block 1991). Bakteri 

sporları üzerine etki etmeleri için yüksek konsantrasyonun (% 10 ve % 30) ve uzun bir 

temas uygulaması gerekmektedir (Russell 1991). Hücresel bileşenlere saldırı için gerekli 

olan serbest hidroksil radikallerinin oluşmasını sağlayarak bir oksidan olarak görev 

görmesinin yanısıra, sülfhidril ve çift bağları da hedef olarak kullanabilmektedir (Block 

1991). 

 

Klor bazlı bileşikler, antiseptik ve dezenfektan olarak kullanılan en önemli ajanlardır 

(Kemp 1998). Klor konsantrasyonu artıkça, bu bileşiklerin organik maddeler tarafından 

inaktivasyonunun düşdüğü ve su içinde hipoklorik asit (HOCl) ile denge kuran  Na
+
 ve 

OCl
-
 iyonlarına ayrıştığı bilinmektedir (Bloomfield 1996). Ayrıca bu halojenlerin DNA 

(DNA sentezinin inhibisyonu ya da DNA zinciri kırıkları)  üzerine etkisinin yanında 

oksitleyici (tiyol gruplarının oksidasyonu)  özelliklerinin olduğu da saptanmıştır 

(McDonnell ve Russell 1999). Klor salan ajanlar yüksek derecede oksitleme özelliğine 

sahip olduğu için proteinlerin hücresel işlevlerinin bozulmasına yol açarlar. İyonize 

olmamış hipokloritlerin dış mebrana penetrasyonda bir artış olmasına rağmen, düşük 

pH’da bu ajanın oksitleme özelliği en yüksek düzeye ulaşır (McDonnell ve Russell 1999).  

 

Asitik dezenfektanların (EDTA ve CA) nükleik asitlerin bağlarını yıkarak ve proteinleri 

presipite ederek etki gösterdikleri saptanmıştır. Ayrıca ortamın pH’ını değiştirerek ortamı 

mikroorganizmalar için uygun olmayan hale getirmektedirler (Gorman ve Scott 2004, 

Levinson ve Jawetz 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
24 

3. GEREKÇE ve AMAÇ 

 

Bu araştırmada temel amaç; etanol (C2H5OH), klorhekzidin diglukonat (KHDGL), sodyum 

hipoklorit (NaOCl), sitrik asit (CA), hidrojen peroksit (H2O2) ve etilendiamintetraasetik 

asit (EDTA) gibi ticari dezenfektanların Salmonella biyofilmleri üzerindeki etkinliğinin 

saptanmasıdır. 

 

Salmonella, başta gıda endüstrisi olmak üzere birçok endüstriyel üretim sürecinde 

kullanılan cam, plastik, kauçuk ve çelik yüzeylere tutunma ve biyofilm oluşturma 

yeteneğindedir. Bu yüzeylerde tutunma ve mikrobiyal kolonizasyon gerçekleştikten sonra 

salgılanan hücre dışı polimerik madde (EPS), kolonileri çevrelemekte ve biyofilm yapıları 

oluşturulmaktadır (Moons vd. 2009). Tek hücreli, bağımsız üreme formlarından çok, 

içerdikleri su kanalları ve fonksiyonel farklılaşma gösteren hücreler nedeniyle çok hücreli 

üreme formlarına benzeyen biyofilm yapıları, doğada neredeyse her koşulda 

oluşabilmektedir (Prouty vd. 2002, Chorianopoulos vd. 2010). Endüstriyel üretim 

süreçlerinde biyofilm kontaminasyonları sıklıkla taşıyıcı boru sistemlerinde, gıdaların 

temas ettiği yüzeylerde ve zeminlerde gerçekleşmektedir (Brooks ve Flint 2008, Cos vd. 

2010). 

 

Olgun biyofilm yapılarında özellikle hücre dışı polimerik maddenin yoğun bir şekilde 

salgılanması, biyofilmi meydana getiren bakterileri stres koşullarına, dezenfektanlara ya da 

diğer sanitasyon ajanlarına karşı yüksek düzeyde dirençli hale getirmektedir. Dolayısı ile 

endüstride kullanılan rutin temizleme ve sanitasyon işlemleri biyofilm yapılarının 

eliminasyonunda yeterli olmamaktadır. Bu nedenlerle Salmonella biyofilmleri tüm 

dünyada gıda bozulmalarının ve gıda kökenli hastalıkların temel kaynağını oluşturmaktadır 

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

 

Yukarıda özetlenen literatür verileri, Salmonella biyofilm yapılarının neden olduğu 

endüstriyel kontaminasyonların önlenmesinin ekonomik açıdan olduğu kadar tıbbi açıdan 

da büyük bir önem taşıdığına işaret etmektedir. Bu temel gerekçe doğrultusunda tasarlanan 

Yüksek Lisans tez çalışmasında; Türkiye kökenli Salmonella suşlarının oluşturduğu 

biyofilmlerin yapısal tanısı gerçekleştirildikten sonra, dezenfeksiyon ajanlarının bu yapılar 

üzerindeki etkin konsantrasyonları belirlenerek, biyofilm yapılarının endüstriyel süreçlerde 
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yarattığı sorunların çözümüne katkı sağlanması hedeflenmiştir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

4.1 Materyal 

 

4.1.1 Bakteriler 

 

Çalışmada kullanılan Türkiye gıda kaynaklı Salmonella suşları, Ankara Üniversitesi Fen 

Fakültesi Biyoloji Bölümü Prokaryot Genetiği Laboratuvarı Kültür Koleksiyonundan 

temin edildi. Çalışmada serotiplendirmesi ve biyofilm morfotipi tanımlanmış SL1344, 

DMC4, DMC12 ve DMC13 kodlu suşlar kullanıldı (Çizelge 4.1.). Salmonella suşları LB 

broth ortamında 37 
o
C’de 18 saat süreyle geliştirildi ve % 60 gliserol içeren LB broth 

besiyeri ile 1:1 (hacim/hacim) oranında karıştırılarak 1,5mL‘lik steril mikrofüj tüplerinde -

20 
o
C‘de saklandı. 

 

Çizelge 4.1. Çalışmada kullanılan Salmonella suşları 

 

Suş Kodu                                                                                       Serovaryete                                               

 

 

SL1344                                                                                           S. Typhimurium                                         

 

DMC 4                                                                                           S. Typhimurium                                          

 

DMC 12                                                                                         S. Infantis                                                   

         

DMC 13                                                                                         S. Roughform                                                   

 

4.1.2 Dezenfektanlar 

 

Bu çalışmada, dezenfektan olarak etanol (C2H5OH), klorhekzidin diglukonat (KHDGL), 

sodyum hipoklorit (NaOCl), sitrik asit (CA), hidrojen peroksit (H2O2) ve 

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) kullanılmıştır (Çizelge 4.2.). 
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Çizelge 4.2. Çalışmada kullanılan dezenfektanların stok konsantrasyonu 

                                        Alkol     Klor salan ajan      Peroksijen  Biguanid  Asitler         

Dezenfektanlar              C2H5OH       NaOCl                  H2O2       KHDGL  EDTA    CA 

Etiket konsantrasyonu     %100           %10                     %35          %20       %99      %99 

 

4.1.3 Besiyerleri 

 

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

İçerik                                                                                                   g/L 

Tripton                                                                                                10 g 

 

Maya ekstraktı                                                                                    5 g 

 

Sodyum klorid                                                                                    10 g 

 

Agar                                                                                                    15 g 

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanır. Sterilizasyondan önce pH 7.0 ± 0.2‘ye ayarlanır. 

Broth besiyeri cam tüplere dağıtıldıktan, katı besiyeri ise agar ilavesinden sonra, otoklavda 

(121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Katı besiyerleri 55 
o
C‘ye kadar soğutulduktan sonra 

petrilere dökülür. 

 

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

İçerik                                                                                                  g/L 

Tripton (Fluka,France)                                                                       10 g 

 

Maya ekstraktı (Merck,Germany)                                                      5 g 

 

Agar (Sigma-Aldrich,Germany)                                                        15 g 

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanır. Sterilizasyondan önce pH 7.0 ± 0.2‘ye ayarlanır. 

Broth besiyeri cam tüplere dağıtıldıktan, katı besiyeri ise agar ilavesinden sonra, otoklavda 

(121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Katı besiyerleri 55 
0
C‘ye kadar soğutulduktan sonra 

petrilere dökülür. 
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Kongo Kırmızısı İçeren (40 μg/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz) 

 

İçerik                                                                                                     g/L                               

 

Tripton (Fluka,France)                                                                         10 g 

 

Maya ekstraktı (Merck, Germany)                                                       5 g 

 

Kongo kırmızısı (Sigma-Aldrich, USA)                                              0,0 4 g 

 

Agar (Merck,Germany)                                                                        15 g 

Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanır. Sterilizasyondan önce pH 7.0 ± 0.2‘ye ayarlanır. 

Çözülen içeriğe 0,04 gram Kongo kırmızısı ilave edilir. pH ayarı yapılıp 15 gram agar 

ilavesinden sonra besiyeri 121 
0
C‘de 15 dakika steril edilir. Katı besiyerleri 55 

0
C‘ye kadar 

soğutulduktan sonra petrilere dökülür. 

 

4.1.4 Çözeltiler 

 

SF (Serum Fizyolojik)                                                                        g/L 

 

NaCl                                                                                                   8,5 g 

 

dH2O                                                                                                  1000 Ml 

Sterilizasyon işlemi 121 °C‘de 15 dakika süre ile yapılır. 

 

Glasiyel asetik asit (% 33 )                                                                100 mL  

Metanol (% 95)                                                                                  100 mL 

 

Evrensel nötralizan çözeltisi                                                               g/L 

Saponin                                                                                               20 g 

Tween-80                                                                                            10 g 

MHB                                                                                                   1000 mL 

Sterilizasyondan önce pH 7.0 ± 0.2‘ye ayarlanır. Şişeye koyulduktan sonra otoklavda (121 

°C / 15 dakika) sterilize edilir. 
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Surfaktan çözeltisi                                                                                g/L 

 L-histidin                                                                                             50 g 

 L-sistin                                                                                                50 g 

Azaltılmış-glutatyon                                                                            100 g 

dH2O                                                                                                   1000 Ml 

Sterilizasyon için 0.20 μm por çaplı filtreden geçirildi. 

 

4.2 Yöntem 

 

4.2.1 Kongo kırmızısı içeren LB agar besiyerlerinde Salmonella suşlarının biyofilm 

morfotiplerinin belirlenmesi 

 

Sl1344 kodlu Salmonella suşu –20 °C stoğundan alınarak 5‘er mL‘lik LB broth 

besiyerlerine % 1 inokülasyon oranıyla aktarıldı ve bir gece (18 saat) çalkalamalı 

koşullarda (200 rpm/dakika) 37 °C‘de inkübasyona bırakıldı. Bir gecelik inkübasyondan 

sonra aktif kültürden % 1 oranında alınan inokülum 5 mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamına 

(LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya özütü 5 g/L) aktarıldı ve suş 37 °C‘de bir gece 

inkübasyona bırakıldı (Römling vd. 1998). İnkübasyondan sonra daha önceden 

hazırlanmış, biyofilm matriksinin bileşenleri için indikatör özellik gösteren Kongo 

kırmızısını (40 μg/mL) içeren NaCl‘siz LB agar besiyerine aktif kültürden damlatıldı (5 

μL, 10 μL, 15 μL, 20 μL, 30 μL, 40 μL, 50μL). Petri daha sonra 20 °C‘de en az 8 gün 

süreyle inkübasyona bırakıldı. Petri kapları stereo mikroskobunda (Leica, Germany) görsel 

olarak incelendi. Çalışma 2 paralel ve 2 tekrarlı olarak gerçekleştirildi. Morfotip; 

biyofilmin matriksinde kıvrımlı fimbriya ve selüloz varsa rdar (kırmızı, kuru ve pürüzlü), 

yalnızca kıvrımlı fimbriya varsa bdar (kahverengi, kuru ve pürüzlü) ve selüloz varsa pdar 

(pembe, kuru ve pürüzlü) olmak üzere kategorize edildi (Vestby vd. 2009). 

 

4.2.2 Farklı morfotipte biyofilm üreten salmonella suşlarının galvenizli paslanmaz 

çelik    yüzeyler üzerinde optimum biyofilm oluşturma sürelerinin belirlenmesi 

 

Çalışmada kullanılan galvanizli paslanmaz çelik kuponlar (2,5cm - 0,8cm - 0,1cm) (Ostim, 

Ankara)  başlangıçta bir gece % 70 lik etanol içerisinde bekletildi. % 70 lik etanolde bir 

gece bekletilen kuponlar daha sonra 30 dakika süresince deterjanlı suya daldırıldı ve bu 
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süreç içerisinde kupon yüzeyleri ajite edilerek yıkandı. Deterjanlı sudan çıkartılan 

kuponlar, musluk suyundan geçirildikten sonra üç kez distile suyla yıkanıp, kurumaya 

bırakıldı. En son aşamada içinde 3.5ml LBwo/NaCl bulunan tüplere dikey olarak konulan 

kuponlar otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edildi.. Sl1344, DMC4, DMC12 ve 

DMC13 kodlu salmonella suşları –20 °C stoğundan alınarak 5‘er mL‘lik LB broth 

besiyerlerine % 1 inokülasyon oranıyla aktarıldı ve bir gece (18 saat) çalkalamalı 

koşullarda (200 rpm/dakika) 37 °C‘de inkübasyona bırakıldı. Bir gecelik inkübasyondan 

sonra aktif kültürlerden % 1 oranında alınan inokülumlar 5‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth 

ortamlarına (LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya özütü 5 g/L) aktarıldı ve suşlar 37 

°C‘de bir gece inkübasyona bırakıldı (Römling vd. 1998). İnkübasyondan sonra geliştirilen 

aktif kültürler LBwo/NaCl ile 0.2 OD düzeyine kadar seyreltildi (Shimadzu 

spektrophotometer, Japan). Hesaplamalar yapılarak içinde 3.5ml LBwo/NaCl ile kuponlar 

bulunan steril tüplere içinde en son hücre sayısı 1x10
7 

cfu/ml olacak şekilde aktif kültürden 

aktarıldı ve 1, 3, 5 ve 7 gün için 20 
o
C’de statik koşullarda inkübasyona bırakıldı. Her 

inkübasyondan sonra kuponlar aseptik koşullarda alınarak steril distile su ile yıkandı ve 

planktonik haldeki hücreler uzaklaştırıldı. Yıkama işleminden sonra kuponlar, içinde 4.5 

ml serum fizyolojik ve 6 adet cam bilye (r : 3 mm) bulunan tüplere aktarıldı. Tüp içerikleri 

en yüksek devirde 45 saniye karıştırıldı (IKA Genius Vortex 3, Germany). Bakteri 

hücrelerini saymak için test tüplerinden seri dilüsyonlar yapıldı. Dilüsyonlardan 100‘er μL 

alınarak LB agar bulunduran petrilere yayma ekim yapıldı. Bu ortamlar 18 saat boyunca 37 

°C‘de inkübasyona bırakıldı. Son aşamada uygun sayıda koloni bulunduran plaklar seçilip 

sayımlar gerçekleştirildi (Giaouris vd. 2005).  

 

4.2.3 Salmonella suşlarının galvanezli paslanmaz çelik kuponlar üzerinde 

oluşturduğu rdar, bdar ve pdar morfotipindeki biyofilmleri üzerine 

dezenfektanların etkinliğinin belirlenmesi 

 

Çalışmada kullanılan galvanizli paslanmaz çelik kuponlar (2,5cm - 0,8cm - 0,1cm) (Ostim, 

Ankara)  başlangıçta bir gece % 70 lik etanol içerisinde bekletildi. % 70 lik etanolde bir 

gece bekletilen kuponlar daha sonra 30 dakika süresince deterjanlı suya daldırıldı ve bu 

süreç içerisinde kupon yüzeyleri ajite edilerek yıkandı. Deterjanlı sudan çıkartılan 

kuponlar, musluk suyundan geçirildikten sonra üç kez distile suyla yıkayıp, kurumaya 

bırakıldı. En son aşamada İçinde 3.5ml LBwo/NaCl bulunan tüplere dikey olarak konulan 

kuponlar otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edildi. Sl1344, DMC4, DMC12 ve 

DMC13 kodlu Salmonella suşları –20 °C stoğundan alınarak 5‘er mL‘lik LB broth 
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besiyerlerine % 1 inokülasyon oranıyla aktarıldı ve bir gece (18 saat) çalkalamalı 

koşullarda (200 rpm/dakika) 37 °C‘de inkübasyona bırakıldı. Bir gecelik inkübasyondan 

sonra aktif kültürlerden % 1 oranında alınan inokülumlar 5‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth 

ortamlarına (LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya özütü 5 g/L) aktarıldı ve suşlar 37 

°C‘de bir gece inkübasyona bırakıldı (Römling vd. 1998). İnkübasyondan sonra geliştirilen 

aktif kültürler LBwo/NaCl ile 0.2 OD düzeyine kadar seyreltildi (Shimadzu 

spektrophotometer, Japan). Hesaplamalar yapılarak içinde 3.5ml LBwo/NaCl ile kuponlar 

bulunan steril tüplere içinde en son hücre 1x10
7
cfu/ml olacak şekilde inokülasyon yapıldı. 

Tüm suşlar için, 20 
o
C’de üç günlük optimum inkübasyon süresi uygulandı. İnkübasyon 

sonunda kuponlar aseptik koşullar altında forseple alınarak 3 defa steril distile su ile 

yıkandı. Daha sonra steril kabin içinde 15 dakika süreyle kurutuldu ve kuponlar içinde 15 

mL dezenfektan bulunan petrilere aktarıldı. Uygun muamele süresinden sonra alınan 

kuponlar içinde 20 mL evrensel nötralizan bulunan petrilere alındı. Kontrol kuponları 

dezenfektanla muamele edilmeden direk içinde 20 mL evrensel nötralizan bulunan 

petrilere aktarıldı. Buradan alınan kuponlar  steril distile su ile üç defa yıkandıktan sonra 

içinde steril 4.5ml serum fizyolojik bulunan tüplere aktarıldı. Tüp içerikleri en yüksek 

devirde 45 saniye karıştırıldı (IKA Genius Vortex 3, Germany). Bakteri hücrelerini saymak 

için cam boncukla karıştırma aşamasından sonra test tüplerinde seri dilüsyonlar yapıldı. 

Dilüsyonlardan 100‘er μL alınarak LB agar bulunan petrilere yayma ekim yapıldı. Bu 

ortamlar 18 saat boyunca 37 °C‘de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra uygun 

sayıda koloni bulunduran plaklar seçilip sayım yapıldı (Giaouris vd. 2005). 

 

4.2.4 Salmonella suşlarının Mikrotitre plaklarında biyofilm oluşturma özelliklerinin 

tanımlanması 

 

Salmonella suşları –20 °C stoğundan alınarak 5‘er mL‘lik LB broth besiyerlerine % 1 

inokülasyon oranıyla aktarıldı ve bir gece (18 saat) çalkalamalı koşullarda (200 

rpm/dakika) 37 °C‘de inkübasyona bırakıldı. Bir gecelik inkübasyondan sonra aktif 

kültürlerden % 1 oranında alınan inokülumlar 5‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamlarına 

(LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya özütü 5 g/L) aktarıldı ve suşlar 37 °C‘de bir gece 

inkübasyona bırakıldı (Römling vd. 1998). İnkübasyondan sonra geliştirilen aktif kültürler 

tuz içermeyen LB broth ile 0.2 OD düzeyine kadar seyreltildi (Shimadzu 

spektrophotometer, Japan). Daha sonra 0.2 OD’ye ayarlanmış stoktan 130 μL alınarak 

mikrotitre plaklarındaki kuyucuklara aktarıldı. Plaklar SL1344 için 20 
o
C’de 24 saat, 
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DMC4, DMC12 ve DMC13 için ise 20 °C’de 72 saat statik koşullarda inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyondan sonra mikrotitre plak kuyucuklarındaki süspansiyon otomatik 

pipetle çekilerek atıldı. Üç defa steril serum fizyolojik ile yıkama gerçekleştirildi. Yıkama 

işleminden sonra % 95’lik metanolden 140 μL kuyucuklara aktarıldı ve 15 dk beklendi. Bu 

işlemden sonra metanol uzaklaştırıldı ve 140 μL kristal viyole (CV) yarım saat süreyle 

uygulandı. CV steril distile su ile üç defa yıkanarak uzaklaştırıldı. glasiyel asetik asit (% 

33) 15 dk  uygulanarak boya çözüldü ve 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik 

ölçümler gerçekleştirildi. 

 

4.2.5 Salmonella suşlarının mikrotitre plaklarında oluşturduğu biyomas üzerine 

dezenfektanların etkisinin belirlenmesi   

 

Salmonella suşları –20 °C stoğundan alınarak 5‘er mL‘lik LB broth besiyerlerine % 1 

inokülasyon oranıyla aktarıldı ve bir gece (18 saat) çalkalamalı koşullarda (200 

rpm/dakika) 37 °C‘de inkübasyona bırakıldı. Bir gecelik inkübasyondan sonra aktif 

kültürlerden % 1 oranında alınan inokülumlar 5‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamlarına 

(LB wo/NaCl; baktotripton 10 g/L, maya özütü 5 g/L) aktarıldı ve suşlar 37 °C‘de bir gece 

inkübasyona bırakıldı (Römling vd. 1998). İnkübasyondan sonra geliştirilen aktif kültürler 

LBwo/NaCl ile 0.2 OD düzeyine kadar seyreltildi (Shimadzu spektrophotometer, Japan). 

Daha sonra 0.2 OD’ye ayarlanmış stoktan 130 μL alınarak mikrotitre plak kuyucuklarına 

aktarıldı. Tüm suşlar optimum biyofilm oluşturma süresi belirlenen süre çerçevesinde 

(SL1344 için 1 gün, DMC4, DMC12 ve DMC13 için 3 gün ) statik koşullarda 20 
o
C ‘de 

inkübe edildi. İnkübasyon bitiminde  mikrotitre plak kuyucukları içindeki süspansiyon 

otomatik pipet yardımıyla boşaltıldı. Kuyucuklar steril serum fizyolojik ile üç defa yıkandı 

ve steril kabinde kurutuldu. Kurutma işleminden sonra kuyulara 150 μL dezenfektan ilave 

edildi. Mumale süresi sonunda dezenfektan çözeltileri otomatik pipetle çekilerek geri 

alındı ve 150 μL evrensel nötralizan aktarıldı. Nötralizan çözelti geri alındıktan sonra 

kuyucuklar üç kez steril fizyolojik su ile yıkandı ve üzerine metanol (% 95) ilave edilerek 

15dk bekletildi. 15 dk bitiminde metanol uzaklaştırıldı ve ortama 140 μL kristal viyole 

aktarılarak 30dk tutuldu. Kristal viyole 3 kez distile su yıkaması yapılarak uzaklaştırıldı ve 

son aşamada glasiyel asetik asit (% 33) 15 dk süreyle uygulanarak tutunan boya çözüldü. 

Spektrofotometrik ölçümler  595 nm dalga boyunda gerçekleştirildi.  
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4.2.6 İstatistiksel analiz 

 

Galvanizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde suşların Optimum biyofilm oluşturma süreleri 

belirlenirken deneyler farklı günlerde üç tekrarlı olarak gerçekleştirildi. Suşların mikrotitre 

plaka üzerindeki biyofilm üretimi, farklı günlerde üç paralelli ve üç tekrarlı olarak yapılan 

deneyler sonrasında değerlendirildi. Dezenfektanların uygulanması deneylerinde galvanizli 

paslanmaz çelik için her deney farklı günlerde ve taze çözünmüş solüsyonlarla üç kez 

tekrar edildi. Mikrotitre plak tekniği ise farklı günlerde ve taze çözünmüş solüsyonlarla her 

bir deney için üç paralelli ve üç tekrarlı olarak yapıldı. Grafiklerin oluşturulmasında ve 

hesaplamalarda microsoft excel versiyon 10 kullanıldı. Veriler SPSS versiyon 18 ile tek 

yönlü varyans analizi yöntemi kulanılarak değerlendirildi.  
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI  

 

5.1 Salmonella Suşlarının Biyofilm Morfotiplerinin Belirlenmesi 

 

Biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi için çalışılan Salmonella suşları, Ankara 

Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Prokaryot Genetiği Laboratuvarı‘ndan temin 

edilmiş olup, serotip tanıları Avşaroğlu vd. (2007) tarafından gerçekleştirilmiştir. 

 

Salmonella suşlarının biyofilm morfotipleri Kongo kırmızısı içeren NaCl’siz LB agar 

ortamında tanımlanmıştır. Bu ortamda kırmızı, kuru ve pürüzlü koloni oluşturan suşların 

biyofilm morfolojisi ‘’rdar’’ (kıvrımlı fimbriya ve selülöz içerenler), kahverengi, kuru ve 

pürüzlü koloni oluşturan suşların biyofilm morfolojisi ‘’bdar’’ ( yalnız kıvrımlı fimbriya 

içerenler), pembe, kuru ve pürüzlü koloni oluşturan suşların biyofilm morfolojisi ‘’pdar’’ 

(yalnız selülöz içerenler) ve düz ve ıslak koloni oluşturan suşların biyofilm morfolojisi ise 

‘’saw’’ (selülöz ve kıvrımlı fimbriya içermeyenler) olarak sınıflandırılmaktadır (Vestby vd. 

2009). 

 

Denemeler sonucunda SL1344 ve DMC4 kodlu Salmonella suşlarının rdar, DMC12 kodlu 

Salmonella suşunun bdar ve DMC13 kodlu Salmonella suşunun ise pdar morfolojisinde 

biyofilm ürettiği belirlenmiştir (Şekil 5.1.). Bu sonuçlar Karaca (2011) tarafından 

gerçekleştirilen çalışma ile tam bir uyum göstermektedir. 

 

 
                   a                                      b                                c                                        d 

Şekil 5.1. Salmonella suşlarında tanımlanan üç farklı biyofilm morfotipi: a. ‘’Rdar’’ morfotipi 

(SL1344 kodlu suş, S. Typimurium)  b. ‘’Rdar’’ morfotipi (DMC4 kodlu suş,   

S.Typimurium) c. ‘’Bdar’’ morfotipi (DMC12 kodlu suş, S. Infantis) d. ‘’Pdar’’ 

morfotipi (DMC13 kodlu suş, S.Roughness)   
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5.2 Farklı Morfotipte Biyofilm Üreten Salmonella Suşlarının Galvenizli Paslanmaz 

Çelik Yüzeyler Üzerinde Optimum Biyofilm Oluşturma Sürelerinin Belirlenmesi 

 

Deneyler üç tekrarlı olarak yürütülmüştür ve üç tekrarın ortalaması alınarak veriler log10 

tabanına çevrilmiştir. Bu hesaplamalar sonunda Sl1344, DMC4, DMC12 ve DMC13 

suşlarının  optimum biyofilm oluşturma süreleri belirlenmiştir. 

 

SL1344 suşu için, birinci günden üçüncü günün sonuna kadar biyofilm içindeki hücre 

sayısında artış meydana gelirken, üçüncü günden sonra biyofilm içindeki hücrelerin sayısı 

azalmıştır. Beş ve yedi günlük biyofilmler içindeki canlı hücre sayısında önemli bir 

farklılık olmadığı görülmüştür ( p > 0.05 ). SL1344 suşu için çalışılan laboratuvar koşulları 

altında galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde en iyi biyofilm oluşturma süresi üç gün 

olarak belirlenmiştir (Şekil 5.2.). 

 

 
Şekil 5.2. S. Typhimurium SL1344 suşunun galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde biyofilm     

oluşturma özelliğinin zamana bağlı değişimi 

 

DMC4 suşu için, beşinci günden sonra biyofilm içindeki canlı hücrelerin sayısında azalma 

görülürken, üç ve beş günlük biyofilmleri içindeki canlı hücre sayıları arasında önemli bir 

farklılık olmadığı saptanmıştır ( p > 0.05 ). Bu suş için çalışılan laboratuvar koşulları altında 

optimum biyofilm oluşturma süresi, üç ve beş günlük biyofilmleri arasında önemli bir 

farklılık olmaması nedeni ile, üç gün olarak belirlenmiştir (Şekil 5.3.).  
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Şekil 5.3. S. Typhimurium DMC4 suşunun galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde biyofilm 

oluşturma özelliğinin zamana bağlı değişimi 

 

DMC12 suşunda  biyofilm içindeki canlı hücre sayısı 3. gün sonuna kadar artmış, ancak 5. 

Gün sonunda azalmıştır. Yedi günlük biyofilmler içindeki canlı hücre sayısında ise önemli 

bir farklılık olmadığı görülmüştür ( p > 0.05 ). Bu nedenle söz konusu suş için çalışılan 

laboratuvar koşulları altında galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde optimum biyofilm 

oluşturma süresi üç gün olarak belirlenmiştir (Şekil 5.4.). 

 

 

Şekil 5.4. S. Infantis DMC12 suşunun galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde biyofilm   

oluşturma özelliğinin zamana bağlı değişimi 

 

DMC13 suşu için, birinci günden sonra biyofilm içinde bulunan canlı hücre sayısında 
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artma yaşanırken, üçüncü günden sonra düzenli olarak bir azalma görülmüştür. Bu suş için 

çalışılan laboratuvar koşulları altında galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde optimum 

biyofilm oluşturma süresi üç gün olarak belirlenmiştir (Şekil 5.5.). 

 

 

Şekil 5.5. S. Roughform DMC13 suşunun galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde biyofilm 

oluşturma özelliğinin zamana bağlı değişimi 

 

Sonuç olarak çalışmada kullanılan bütün suşların, biyofilm morfotip farklılıklarına rağmen,  

galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde optimum biyofilm oluşturma süreleri üç gün 

olarak belirlenmiştir. Ayrıca üç günlük biyofilmlerin içinde bulunan canlı hücre sayılarının 

birbirine yakın olduğu da tespit edilmiştir. 

 

5.3 Salmonella Suşlarının Galvanezli Paslanmaz Çelik Kuponlarda Oluşturduğu 

Biyofilmler Üzerine Dezenfektanların Etkisi 

 

Çalışmada kullanılan dezenfektanların, önerilen konsantrasyonları yanında ek 

konsantrasyonları da kullanılmıştır (Çizelge 5.1.). Benzalkonium klorit ve kuaterner 

amonyum bileşiği yasaklanmasından dolayı çalışmadan çıkarılmıştır. Dezenfektanlar 

deneysel ve endüstriyel süreçlerde yaygın olarak kullanılan sürelerde, 1 ve 5 dakika 

boyunca muamele edilmiştir. Çalışmalar farklı günlerde taze hazırlanmış solusyonlarla üç 

tekrarlı olarak yapılmıştır. Üç tekrarın aritmetik ortalaması alınarak log10 tabanına 

çevrilmiş ve kupon başına (4 cm
2
) düşen bakteri sayısı cfu (koloni oluşturma birimi) olarak 

belirlenmiştir.  
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Çizelge 5.1. Çalışmada kullanılan dezenfektanların konsantrasyonları 

 

Dezenfektanlar                                                                         dilüsyonlu konsantrasyonları  

 

 

Etanol (C2H5OH)                                                                            %40, %50, %60    

 

Sodyum hipoklorit (NaOCl)                                                            %0.1, %0.5, %1 

 

Klorhekzidin diglukonat (KHDGL)                                                %0.5, %1, %3           

 

Hidrojen peroksit (H2O2)                                                                                                  %5, %10, %15 

 

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)                                               %3, %5, %10 

 

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

 

 

Galvanizli çelik, paslanmaya ve aşınmaya karşı dirençli olduğundan  gıda endüstrisinde 

özellikle tercih edilmektedir. Örneğin; soğutma kulelerinde ve kümes hayvanlarının 

taşınmasında kullanılan araçların yüzeylerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Wagner ve 

Little 1993). Bu nedenlerden dolayı dezenfektanların bakterisidial etkilerini 

değerlendirmede  galvenizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde geliştirilen biyofilmler 

kullanılmıştır ve dezenfektanların bakterisidial etkinliği belirlenirken biyofilm içinde 

bulunan bakterilerin sayılarındaki azalmalar esas alınmıştır. 

  

Sitrik asitin bir dakika boyunca üç farklı biyofilm morfotipi üzerine olan etkileri 

incelendiğinde; biyofilm içerisindeki bakteri sayısında en çok azalma rdar morfotipli 

DMC4 suşunda belirlenirken, diğer suşlarda birbirine yakın azalmaların meydana geldiği 

tespit edilmiştir. Tüm suşlarda en etkin sitrik asit konsantrasyonu % 5 olarak 

tanımlanmıştır (Şekil 5.6.). Özellikle DMC4 suşunda tanımlanan biyofilm içindeki canlı 

hücre sayısında düşme ( 2 log değeri üzerinde) bu kimyasalın, diğer dezenfektanlarla 

kombine edilerek kullanılabileceğine işaret etmektedir. 
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                                        a                                                                                   b 

                 
                                   c                                                                              d 

Şekil 5.6. Salmonella suşlarının galvanizli çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük biyofilmleri 

üzerine bir dakika süresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi 
 

1dk süresince yapılan EDTA uygulaması sonucunda, biyofilm morfotipleri arasında 

istatistiki açıdan önemli bir farklılık meydana gelmemiştir. Ayrıca tüm suşlarda üç farklı 

EDTA konsantrasyonunda biyofilm içerisindeki canlı hücre sayısında, uygulamada dikkate 

alınacak düşmeler (en fazla 1 log) gerçekleşmemiştir (Şekil 5.7.). 
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                                a                                                                     b 

     
                                 c                                                                     d 

Şekil 5.7. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine bir dakika süresince uygulanan EDTA’nın etkisi 

 

Hidrojen peroksitin bir dakika süresince uygulandığı biyofilmlerde, canlı bakteri 

sayılarında tüm konsantrasyonlar için en önemli azalmalar DMC4, DMC12 ve DMC13 

suşlarında tespit edilmiştir. SL1344’de ise, en etkin konsantrasyonda (% 15) biyofilm 

yapısındaki bakteri sayısında log 2 düzeyinde bir azalma meydana gelmiştir (Şekil 5.8.)   
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                                a                                                                   b 

   
                                 c                                                                     d 
Şekil 5.8. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük     

biyofilmleri üzerine bir dakika süresince uygulanan hidrojen peroksitin (H2O2) 

etkisi 

 

Bir dakika süre ile denenen tüm Etanol konsantrasyonlarında, bütün suşların biyofilm 

yapısı içerisindeki bakterilerin tamamının öldüğü saptanmıştır (Şekil 5.9.). 
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                               a                                                                      b 

  
                               c                                                                      d 
Şekil 5.9. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine bir dakika süresince uygulanan etanolün etkisi 

 

Sodyum hipoklorit ve klorhekzidin diglukonat da, etanol uygulamasında olduğu gibi, 

denemeye alınan tüm konsantrasyonlarda biyofilm yapısındaki hücrelerin tamamının 

ölümüne yol açmıştır (Şekil 5.10. ve Şekil 5.11.). 
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                                a                                                                       b 

   
                                 c                                                                      d 
Şekil 5.10. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine bir dakika süresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCl) 

etkisi 
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                                a                                                                     b 

   
                            c                                                                            d 
Şekil 5.11. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine bir dakika süresince uygulanan klorhekzidin diglukonatın 

(KHDGL) etkisi 

 

Sitrik asitin beş dakika boyunca üç farklı biyofilm morfotipi üzerine olan etkileri 

incelendiğinde, en dirençli suş pdar morfotipli DMC13 suşu olarak tanımlanmıştır. Diğer 

suşlarda bütün konsantrasyonlarda biyofilm içindeki canlı bakteri sayılarında, kontrol 

gruplarına göre istatistiki açıdan anlamlı düşüşler belirlenmiştir (Şekil 5.12).  
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                              a                                                                    b         

    
                                c                                                                      d 
Şekil 5.12. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük    

biyofilmleri üzerine beş dakika süresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi 

 

EDTA uygulama süresinin 5 dk’ya çıkarılması durumunda, biyofilm yapısındaki canlı 

hücre sayısında düşük düzeyde (< log 2) azalmalar belirlenmiştir. Bu uygulamada artan 

EDTA konsantrasyonundan en yüksek düzeyde etkilenen biyofilm yapısı bdar (DMC12) 

olarak tanımlanmıştır (Şekil 5.13.). 
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                           a                                                                        b 

   
                               c                                                                       d 

Şekil 5.13. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine beş dakika süresince uygulanan EDTA’nın etkisi 

 

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

DMC13 suşlarında biyofilm yapılarını eradike ettiği belirlenmiştir. Bu uygulama süresince 

SL1344 suşunun oluşturduğu biyofilm, diğer suşların biyofilmlerinden daha yüksek 

düzeyde dirençli bulunmuştur (Şekil 5.14.).  
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                                  a                                                                      b 

  
                              c                                                                           d 
Şekil 5.14. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük  

biyofilmleri üzerine beş dakika süresince uygulanan hidrojen peroksitin (H2O2) etkisi 

 

Beş dakika uygulama süresinde; etanol, sodyum hipoklorit ve klorhekzidin diglukonat’ın 

denenen tüm konsantrasyonları tüm suşların galvenizli çelik kuponlar üzerinde oluşturduğu 

biyofilm yapılarının eradikasyonuna yol açmıştır (Şekil 5.15, Şekil 5.16. ve Şekil 5.17.). 
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                                a                                                                      b 

  
                                 c                                                                      d 
Şekil 5.15. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük   

biyofilmleri üzerine beş dakika süresince uygulanan etanolün etkisi 
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                               a                                                                         b 

    
                             c                                                                           d            
Şekil 5.16. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine beş dakika süresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCl) 

etkisi 
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                              a                                                                       b      

   
                   c                                                                          d        
Şekil 5.17. Salmonella suşlarının galvanizli paslanmaz çelik kuponlarda geliştirilen üç günlük 

biyofilmleri üzerine beş dakika süresince uygulanan klorhekzidin diglukonatın 

(KHDGL) etkisi           

 

5.4 Mikrotitre Plaklarında (polisitiren) Salmonella Suşlarının Biyofilm Oluşturma 

Özellikleri 

 

Daha önce optimum biyofilm üretme süreleri tanımlanan suşlar, bu sürelerde (SL1344 için 

1 gün, DMC4, DMC12 ve DMC13 için 3 gün) 20 
O
C’de inkübe edilerek üretilmiştir. Bu 

süreler sonunda gelişme ortamlarının OD595’teki absorbansları temel alınarak suşlar 

biyofilm oluşturma yönünden değerlendirilmiştir. Bu değerlendirme Stepanovic vd. (2000) 
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tarafından belirlenen kriterlere göre yapılmıştır. Bu kriterlere göre suşlar; OD ≤  ODC  ise 

hiç biyofilm üretemiyor, ODC < OD ≤ 2ODC zayıf biyofilm üreticisi, 2ODC  < OD ≤ 4ODC 

orta düzey biyofilm üreticisi, 4ODC < OD ise güçlü biyofilm üreticisi olarak 

sınıflandırılmıştır. ODC mikrotitre plaklarındaki boş kuyuların ölçüm ortalamasını, OD ise 

biyofilm üretiminin olduğu yani bakteri inokülümünün mevcut olduğu kuyuların ölçüm 

ortalamasını ifade etmektedir. 

 

Bu kriterler doğrultusunda yürütülen denemeler sonucunda, denenen tüm suşların güçlü 

biyofilm üreticileri olduğu belirlenmiştir (Şekil 5.18.). 

 

 
Şekil 5.18. Salmonella suşlarının optimum koşullarda ürettikleri biyofilm biyomasları 

 

5.5 Salmonella Suşlarının Mikrotitre Plaklarında (polisitiren) Oluşturduğu 

Biyofilmler Üzerine Dezenfektanların Etkisi 

 

Biyositlerin biyomas üzerine olan etkilerini belirlemek için aşağıdaki formülden 

yararlanılmıştır: 

Yüzde azalma   

B boş kuyuların ortalama absorbansını, C kontrol kuyularının ortalama absorbansını, T 

dezenfektanlarla muamele edilen kuyuların ortalama absorbansını göstermektedir (Pitts vd. 

2003).  

  

Bir dakika Sitrik asit uygulaması DMC13 (pdar biyofilm) suşunun oluşturduğu biyomas 

üzerine etkili bulunmamıştır. Bu sürede sitrik asitin % 5 konsantrasyonu SL1344 (rdar 

biyofilm) üzerinde % 80 düzeyine ulaşan bir biyomas düşüşüne neden olmuştur (Şekil 
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5.19.). Bir dakika süresince sitrik asitin konsantrasyon artışının ise, SL1344 suşu dışında 

diğer suşlar üzerinde belirgin bir etkisinin olmadığı saptanmıştır. 

 

 
Şekil 5.19. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine bir dakika süresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi   

 

Beş dakika süresince uygulanan sitrik asitin % 5 konsantrasyonu SL1344 (rdar biyofilm) 

üzerinde % 52 düzeyine ulaşan bir biyomas düşüşüne neden olmuştur (Şekil 5.20.). Ayrıca 

uygulama zamanı uzamasının, sitrik asitin uygulanan konsantrasyonlarında etkinliğini 

artırmadığı saptanmıştır.                                                                                                                                                                                                                          

 

  
Şekil 5. 20. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine beş dakika süresince uygulanan sitrik asitin (CA) etkisi   
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Bir dakika süresince uygulanan EDTA’nın % 10 konsantrasyonu SL1344 üzerinde % 60 

düzeyine kadar biyomas düşüşüne neden olmuştur (Şekil 5.21.). Bu süre içinde EDTA en 

az etkiyi DMC12 şuşunun oluşturduğu biyomas üzerine göstermiştir.  

 

   
Şekil 5. 21. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine bir dakika süresince uygulanan EDTA’nın etkisi   

 

Beş dakika süresince uygulanan EDTA, en yüksek etkiyi SL1344 ve DMC13 suşları 

tarafından oluşturulan biyomas üzerine göstermiştir. Ayrıca EDTA’ nın % 10 

konsantrasyonunun uygulama süresi 5 dk ya çıkarıldığında SL1344 suşunun biyoması 

üzerine olan etkinliğinde düşüş meydana gelmiştir (Şekil 5. 22.).  

 

 
Şekil 5. 22. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine beş dakika süresince uygulanan EDTA’nın etkisi   
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Bir dakika süresince uygulanan hidrojen peroksit en fazla etkiyi % 5 konsantrasyonda % 

40 azalmayla SL1344 suşunun biyoması üzerinde göstermiştir (Şekil 5.23.). Ayrıca bu süre 

içerisinde hidrojen peroksitin konsantrasyonunda meydana gelen artış, bu biyositin 

etkinliğinde belirgin bir artış meydana getirmemiştir.  

 

 
Şekil 5. 23. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine bir dakika süresince uygulanan hidrojen peroksit’in (H2O2) etkisi   

 

Beş dakika süresince uygulanan hidrojen peroksit en yüksek etkiyi % 10 konsantrasyonda 

ve SL1344 suşu biyoması üzerinde (% 33 oranında azalma) göstermiştir (Şekil 5. 24.). 

Bunun yanında zaman artışı hidrojen peroksitin etkinliğinde belirgin bir artış meydana 

getirmemiştir.  
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Şekil 5. 24. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine beş dakika süresince uygulanan hidrojen peroksit’in (H2O2) etkisi   

 

Sodyum hipoklorit’in, bir dakika süresince, konsantrasyon artışının bu biyositin 

etkinliğinde belirgin bir artış meydana getirmiştir. Ayrıca bu süre içinde en büyük etkiyi % 

1 konsantrasyonda % 79’luk azalmayla DMC13 suşunun biyoması üzerine göstermiştir 

(Şekil 5.25.).  

 

 
Şekil 5. 25. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine bir dakika süresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCl) etkisi   

 

Sodyum hipoklorit’in beş dakika uygulama süresince olan etkisine bakıldığı zaman, en 

yüksek etkiyi % 0.5 konsantrasyonda, SL1344 suşunun biyoması üzerinde gerçekleştiği (% 

85 azalma) saptanmıştır (Şekil 5. 26.). 



  
56 

 
Şekil 5. 26. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine beş dakika süresince uygulanan sodyum hipokloritin (NaOCl) etkisi   

 

Klorhekzidin diglukonat bir dakika süresince en az etkiyi DMC12 ve DMC13 suşlarının 

biyoması üzerine göstermiştir. Bu süre içerisinde en yüksek etkiyi % 3 konsantrasyonda ve  

SL1344 suşunun biyoması üzerinde gerçekleşmiştir (% 40 azalma) (Şekil 5.27.). 

 

 
Şekil 5. 27. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine bir dakika süresince uygulanan klorhekzidin diglukonat’ın (KHDGL) etkisi   

 

Klorhekzidin diglukonat beş dakika uygulama süresi içerisinde en yüksek etkiyi % 0.5 

konsantrasyonda ve SL1344 suşunun biyoması üzerine (% 45 azalma) göstermiştir (Şekil 5. 

28.). Ayrıca denenen konsantrasyonlarda zaman artışının bu biyositin etkinliğini 

artırmadığı belirlenmiştir. 
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Şekil 5. 28. Salmonella suşlarının mikrotitre plaka (polisitiren) üzerinde geliştirilen biyofilmleri 

üzerine beş dakika süresince uygulanan klorhekzidin diglukonat’ın (KHDGL) etkisi   
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6. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Doğada çok nadir olarak bulunduğuna inanıldığı için ‘’bdar’’ ve ‘’pdar’’ morfotipli 

biyofilmler ile ilgili yapılan çalışmalar oldukça sınırlıdır. Fakat güncel araştırmalar ‘’bdar’’ 

morfotipli biyofilmlerin doğada zannedilenden daha yaygın olarak bulunduğunu ve ciddi 

kontaminasyonlara neden olduğunu göstermektedir (Nesse vd. 2005, Vestby vd. 2009, 

Karaca 2011). Salmonella tarafından oluşturulan biyofilmler en çok ‘’rdar’’ morfotipte 

tanımlanmaktadır. Bunun yanında ‘’pdar’’ ve ‘’saw’’ morfotiplere sahip biyofilm 

yapılarıda örneklenmiştir (Solomon 2005, Vestby 2009). Bütün bu veriler, Salmonella 

suşlarının doğada farklı fenotipte biyofilm oluşturduğunu kanıtlamaktadır.    

 

Biyofilm morfotipleri bakteriye bir çok avantaj sağlamaktadır. Örneğin; White vd. (2006) 

tarafından yapılan bir çalışmada; rdar morfotipli biyofilmlerin, Salmonella’yı kurumaya 

karşı koruduğu ve sodyum hipoklorite olan dirençliliği önemli derecede yükselttiği, ayrıca 

Salmonella’nın konakçılar arasından yayılmasında önemli rol oynadığı saptanmıştır. Bir 

başka çalışmada ise; biyofilm matriksinin, özellikle selülöz ve kıvrımlı fimbriyanın, 

bakterinin gıda ortamlarında kalıcılığında önemli rol oynadığı tespit edilmiştir (Vestby 

2009). Bu durum biyofilmlerle etkin bir mücadelenin geliştirilebilmesi için, bu fenotipik 

farklılıkların bakteriye sağladığı avantajların belirlenmesinin önemine işaret etmektedir. 

Bu tez çalışmasının amaçlarından biri antibiyofilm stratejilerinin yukarıda özetlenen 

gereksimin doğrultusunda belirlenmesidir. Bu nedenle çalışmamızda dezenfektanların 

bakterisidial etkilerini değerlendirmeden önce Salmonella suşlarının biyofilm 

morfotiplendirilmesi gerçekleştirilmiştir. SL1344 ve DMC4 kodlu Salmonella suşları rdar 

morfotipte biyofilm üretirken, DMC12 ve DMC13 kodlu Salmonella suşlarının sırasıyla 

bdar ve pdar morfotipli biyofilm ürettiği belirlenmiştir. 

 

Dezenfektanların biyofilm yapıları üzerindeki etkilerini değerlendirmede, yeterli miktarda 

ve stabil biyofilm yapılarının kullanılması çok önemlidir. Çünkü biyofilmin miktarı ve 

stabilitesi artıkça biyofilm içindeki bakterilerin dezenfektanlardan etkilenme olasılığı 

azalmaktadır. Örneğin kalın ve ince biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara karşı farklı bir 

direnç gösterdiği bilinmektedir. Kalın biyofilmlerin dezenfektanlara karşı bir bariyer 

görevi görerek dezenfektanların etkinliğini azaltmasının yanında, ince biyofilmlerin 

planktoniklerle karşılaştırıldığı zaman bazı dezenfektanlara karşı daha direçli olduğu da 

saptanmıştır (Cochran 2000). Bu nedenden dolayı yeterli miktarda ve daha stabil biyofilm 
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oluşturabilmek için bütün suşların optimum biyofilm oluşturma süreleri belirlenmiştir. 

Bütün suşların galvanizli paslanmaz çelik yüzey üzerinde optimum biyofilm oluşum süresi 

üç gün olarak belirlenirken, mikrotitre plaka üzerinde SL1344 (bir gün) hariç diğer suşlar 

için optimum biyofilm oluşturma süreleri aynı şekilde üç gün olarak saptanmıştır. 

   

Paslanmaya ve korozyona karşı oldukça dirençli olduğu için, gıda endüstrisinde kullanılan 

soğutma kulelerinin ve kümes hayvanlarının taşınmasında kullanılan taşıma 

konteynırlarının yüzeylerinde yaygın olarak galvanizli paslanmaz çelik kullanılmaktadır. 

Buralarda meydana gelen kontaminasyon hem sağlık hemde ekonomik açıdan büyük 

zararlara yol açabilir. Bu kontaminasyonun önüne geçmek için bu yüzeyin sanitasyonu 

kritik bir uygulamadır. Ayrıca fazla emek gerektirdiği için galvanizli paslanmaz çelik 

yüzeyler ile ilgili yapılan çalışmaların sınırlı olmasından dolayı, dezenfektanların 

bakterisidial etkilerini ortaya koyarken  biyofilm oluşturma yüzeyi olarak bu yüzey tercih 

edilmiştir. Bunun yanında dezenfektanlalrın biyomas üzerine olan etkilerini saptamak için 

ise, yine gıda endüstrisinde yaygın olarak kullanılan polisitiren yüzey kullanılmıştır. 

 

Farklı morfotipte biyofilm üreten tüm suşlar H2O2 hariç diğer dezenfektanlara karşı aynı 

toleransı göstermiştir. Bu sonuçlar Vestby vd. (2009) tarafından yapılan çalışmayla da 

paralellik göstermektedir. Hidrojen peroksit 5 dakika süresi içinde % 15 konsantrasyonda 

DMC4 (rdar biyofilm) ve DMC13 (pdar biyofilm) suşlarının biyofilmleri içindeki canlı 

hücrelerinin % 100’ ünü eradike ederken, SL1344 (rdar biyofilm) ve DMC12 (bdar 

biyofilm) suşları için aynı etkiyi göstermemiştir. SL1344 ve DMC4 ‘ün aynı morfotipte 

biyofilm oluşturmalarına rağmen hidrojen peroksite olan dirençliliklerinin farklı olduğu 

görülmüştür. SL1344 ve DMC4 kodlu suşlar arasındaki bu farklılığa biyofilm incelik ve 

kalınlığı yanında orjin farklılığının da neden olabileceği düşünülmüştür (Cochran 2000, 

Vestby vd. 2009). 

 

Etkili sanitasyonda dezenfektanların tipi de önemli bir rol oynamaktadır. Bu çalışmada 

NaOCl, etanol ve KHDGL kullanılan diğer dezenfektanlara göre daha etkili bulunmuştur. 

Örneğin; bir dakika uygulama süresince, % 0.1 NaOCl, % 40 etanol ve % 0.5 KHDGL 

galvanizli paslanmaz çelik kuponlar üzerinde geliştirilen biyofilm içerisindeki canlı 

bakterilerin % 100’ ünü eradike etmiştir. Fakat Wong vd. (2010) tarafından yapılan 

çalışmada Salmonella’nın pegler üzerinde geliştirilen  üç günlük biyofilmleri üzerine bir 

dakika süresince %70’ lik etanol, 50 mg/ml KHDGL ve 52.5 mg/ml NaOCl uyguladığı 
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zaman sırasıyla log 2.6, log 3.1 ve log 3.3‘lük azalma belirlenmiştir. Bu iki çalışma 

arasındaki farkın, kullanılan yüzeyin farklı olmasından kaynaklandığı kuvvetli bir 

olasılıktır. Zira, paslanmaz çelik üzerinde üretilen Salmonella biyofilmlerinin plastik yüzey 

üzerinde üretilenlere göre dezenfektanlara karşı daha duyarlı olduğu bilinmektedir (Joseph 

et al. 2001). Yine çalışmamızda kullanılan Sitrik asit beş dakika süresi içerisinde % 5 

konsantrasyonda salmonella suşlarının galvenizli paslanmaz çelik üzerinde üretilen 

biyofilmleri içerisindeki canlı bakteri sayısında log 2’lik azalma meydana getirirken, Wong 

vd. (2010) tarafından yapılan çalışmada % 3.2’lik sitrik asitin beş dakika uygulama süresi 

içinde biyofilm içindeki bakterilerin % 100’ünü yok ettiği tespit edilmiştir. Çalışmalar 

arasındaki bu farklılık kullanılan yüzey ve biyofilm oluşturma şartlarına bağlıdır. Sonuç 

olarak bu tez çalışması, biyofilm morfotip farklılığının bu çalışmada kullanılan 

dezenfektan konsantrasyonlarına karşı önemli bir direnç farklılığı sağlamasa da 

dezenfektanların etkinliklerinde biyofilm oluşma yüzeyinin önemli olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca çalışma sonuçlarımız, gıda endüsrisinde kullanılan, galvenizli 

paslanmaz çelik yüzeylerin dezenfeksiyonunda etanol, KHDGL ve NaOCl kullanımının, 

ekonomi ve sağlık açısından önemli zararlara yol açan kontaminasyonlarla mücadelede 

ciddi katkılar sağlayacağına işaret etmektedir.  

 

Dezenfektanların biyofilm eradikasyonu ve bakterisidial özelliklerinin paralel olmadığı 

araştırmamızda belirlenen bir diğer önemli noktadır. Örneğin; klor hekzidindiglukonat ve 

NaOCl galvanizli paslanmaz çelik üzerinde oluşturulan biyofilmler içindeki canlı 

bakterilerin sayısında logaritmik olarak % 100 azalmaya neden olurken, biyofilm 

eradikasyonunda aynı etkiyi gösterememiştir. Bu bulgular söz konusu biyositleri içeren 

dezenfektanları kullanmadan önce temizlik malzemelerinin kullanımının önemini 

göstermektedir. Sonuç olarak iyi bir biyosit biyofilm eradikasyonunu ve bakterisidial etkiyi 

bir arada göstermelidir. Çalışmamızda bu hedefe en yakın dezenfektan olarak sodyum 

hipoklorit saptanmıştır.  

 

Dezenfektanların biyofilmler üzerine olan etkilerinin, bir çok faktör tarafından etkilendiği 

bilinmektedir. Bu durum yapılan bazı çalışmalar arasındaki çelişkiyi de açıklamaktadır. 

Dezenfektanların etkinliklerini ortaya koyarken bu faktörleri doğadakine daha yakın olarak 

ortaya koyacak yaklaşımlar geliştirilmelidir. Dezenfektanların tanımlanmasında kullanılan 

protokoller tam anlamıyla bu yaklaşımı yakalayamamıştır. Örneğin Calgary biyofilm 

sistemi (CBD) dezenfektanların biyofilm üzerine olan etkinliklerini araştırmada kullanılan 
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direk bir yöntemdir. Fakat bu sistemde kullanılan yüzey plastik olduğu için 

dezenfektanların etkinliğini etkileyen bir faktör olan biyofilm oluşma yüzeyini sadece tek 

tipte inceleme olanağı vermektedir. Aslında bu çalışmada bu yüzden pegler yerine 

galvenizli paslanmaz çelik yüzey tercih edilmiştir. Bunun dışında dezenfektanların 

biyofilmler üzerine olan etkinliğini araştırmada kullanılan bir diğer yaklaşım Avrupa yüzey 

testidir. Bu testte göre, canlı bakteri üzerine etkili dezenfeksiyon, log4 ten büyük  azalma 

olarak tanımlanmaktadır. Fakat bu tez çalışmasında bazı dezenfektanların bu kriteri 

sağlasada, mikrotitre plak tekniğinde biyofilmlerin eradikasyonunda çok yetersiz oldukları 

belirlenmiştir. Ayrıca ticari olarak pazarlanan dezenfektanların değerlendirilmesinde 

çoğunlukla süspansiyon testi kullanılmaktadır. Bakteriler biyofilm yapısı içinde 

bulundukları için bu yaklaşım da yetersiz kalmaktadır. Bu yüzden dezenfektanların 

biyofilmler üzerine olan etkilerini daha doğru ortaya koyabilecek araçlara ihtiyaç vardır. 

  

Sonuç olarak bu tez farklı morfotipte biyofilmlerin dezenfektanlara karşı sağladığı direnç 

farklılığını ortaya koymada ulusal düzeyde yapılan ilk çalışma olmasının yanında, 

ülkemizde gıda endüstrisinde patojen mikroorganizmalarla mücadelede de etkin 

dezenfektan politikasının belirlenmesinde yol gösterici olacaktır.  
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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 (R2

adj) and low mean square error values produced reasonable fits for
the biofilm formation of 19 Salmonella strains. It was also possible to predict the
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.

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 et al.
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.
(Møretrø et al. 2009).

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

enclosed with self-produced extracellular matrix subs-
tances (Costerton et al. 1995). The bacterial cells in biofilm
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 (Møretrø 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 et al.
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 et al. 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; Møretrø 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 Akçelik, 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 (Römling
et al. 1998). After preparing appropriate cultures, all strains
were inoculated to LB without NaCl medium for further
experiments (Römling 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 et al. 2000 and
Vestby et al. 2009. Briefly; the cultures were diluted in LB

without NaCl broth and dilutions were adjusted spectro-
photometrically (OD595) to acquire 108 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 μL 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 μL 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 μL 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 (OD595) using ELISA reader
(Shimadzu). The result for each strain was calculated by
subtracting the average OD595 value of the three replicates of

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
DMC88 Montevideo
DMC89 Montevideo
DMC91 Anatum
DMC93 Salford
DMC99 Nchanga
DMC101 Braenderup
SL1344 Typhimurium

BIOFILM MODELING B. KARACA ET AL.
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the control (LB without NaCl broth only) from the average
OD595 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
(OD595 versus time) of Salmonella strains:

y t a
e

a
tm( ) exp exp= ⋅ − ⋅ −( ) +⎡

⎣⎢
⎤
⎦⎥{ }μ λ 1 (1)

where t is time; y(t) is OD595; e is exp(1); a is asymptotic
value i.e., maximum biofilm concentration value reached;
μm is the maximum biofilm formation rate and λ is the time
of acceleration of biofilm formation.

According to this model, when t → ∞, y(t) → a and when

t = 0 y a
e

a
m( ) exp exp0 1= ⋅ − ⋅ +⎛

⎝
⎞
⎠

⎡
⎣⎢

⎤
⎦⎥

μ λ but since almost

always y a
e

a
m( ) exp exp0 1 0= ⋅ − ⋅ +⎛

⎝
⎞
⎠

⎡
⎣⎢

⎤
⎦⎥

≈μ λ , one can assume

that equation starts at the origin.
For the model assessment study, adjusted determination

coefficient (R2
adj) 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).

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 R2

adj, MSE
values and the parameters of Eq. (1) together with their
standard errors. High R2

adj and low MSE values indicated
that the modified Gompertz equation (Eq. 1) produced
good fits for these strains. Moreover, biologically meaning-

ful parameters (a, μm and λ) 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 (μm)
whereas DMC13 had the lowest value which was 0.04 OD/h.
Acceleration of biofilm formation of DMC12 started at
10.5 h while 34.8 h was needed for DMC63 (Table 2).

Among the parameters of the modified Gompertz equa-
tion, λ 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 λ is reached.
Speranza et al. (2011) also used Eq. (1) to describe biofilm
concentration of Salmonella sp. ATCC 35664 and these

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

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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authors defined λ 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
λ 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 et al. 1992; Yang
et al. 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

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

FIG. 3. FIT OF EXPONENTIAL GROWTH MODEL [y(t) = I + b·exp(k·t);
WHERE t IS TIME; I, 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

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

TABLE 2. PARAMETERS OF EQ. (1) ± STANDARD ERRORS TOGETHER
WITH ADJUSTED DETERMINATION COEFFICIENT (R2

adj) AND MEAN
SQUARE ERROR (MSE) VALUES OF EACH FIT

Strain a (OD) μ (OD/h) λ (h) R2
adj MSE

DMC1 3.15 ± 0.18 0.11 ± 0.03 23.0 ± 4.0 0.964 0.077
DMC4 3.49 ± 0.06 0.11 ± 0.008 20.2 ± 1.3 0.996 0.009
DMC6 3.24 ± 0.19 0.07 ± 0.02 18.6 ± 5.9 0.963 0.077
DMC12 3.30 ± 0.07 0.06 ± 0.004 10.5 ± 1.7 0.996 0.007
DMC13 2.53 ± 0.26 0.04 ± 0.01 25.4 ± 5.8 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 15.7 ± 8.5 0.923 0.15
DMC54 3.00 ± 0.23 0.06 ± 0.01 24.5 ± 4.7 0.971 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 ± 7.9 0.930 0.10
DMC78 3.45 ± 0.12 0.15 ± 0.03 26.7 ± 2.6 0.985 0.04
DMC87 3.41 ± 0.09 0.10 ± 0.01 19.7 ± 1.9 0.992 0.019
DMC88 3.38 ± 0.10 0.13 ± 0.02 14.5 ± 2.4 0.985 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 ± 3.5 0.972 0.06
DMC99 3.46 ± 0.07 0.15 ± 0.02 24.4 ± 1.5 0.994 0.015
DMC101 3.29 ± 0.08 0.11 ± 0.01 24.8 ± 1.8 0.993 0.015
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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,

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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