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ONSOZ

Bu tez calismasinda, 2014-2017 yillar1 arasinda yiriitiilen 113R036 numarali
TUBITAK projesi kapsaminda ISO 6579 ile izole ve identifiye edilen Salmonella
Infantis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Kentucky, Salmonella Hadar ve
Salmonella Enteritidis suslarinin biyofilm olusturma ozellikleri konvansiyonel ve
molekiiler yonden incelenmistir. Bu ¢alisma ile iilkemizde kanatli materyallerinden en
sik izole edilen Salmonella suslarinin biyofilm olusturma 6zelliklerinin belirlenmesi

ve yapilacak eradikasyon ¢aligmalarina 1g1k tutabilmesi amaglanmistir.

Yiksek lisans 6grenimim siiresince biiylik desteklerini gdrdiiglim danisman
hocam Dog. Dr. H. Kaan Miistak’a, egitimim ve tez agsamasinda katkilarindan dolay1
basta Mikrobiyoloji Anabilim Dali baskant Prof. Dr. K. Serdar Diker olmak (izere,
degerli dgretim iiyeleri Prof. Dr. Miijgan Izgiir, Prof. Dr. Hakan Yardimci, Prof. Dr.
Mehmet Akan, Prof. Dr. Baris Sareyyilipoglu’na, ¢alisma arkadaglarima ve aileme

tesekkiirlerimi borg bilirim.
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1. GIRIS

Salmonella genusu, Enterobacteriaceae familyasina igindedir; Salmonella
enterica ve Salmonella bongori olmak Uzere iki tirden olusur. Salmonella enterica
subspecies enterica‘nin alti alt tiirii bulunur. Memeli hayvanlarda en gok hastaliga yol
acan serotiplerin Salmonella enterica subspecies enterica’da oldugu bilinmektedir.
Diger Salmonella enterica alt ttrleri Salmonella enterica subsp. salamae, Salmonella
enterica subsp. arizonae, Salmonella enterica subsp. diarizonae, Salmonella enterica
subsp. houtenae ve Salmonella enterica subsp. indica’dir. (Popoff ve ark., 2005;
Threlfall ve ark., 2005). Bu alt tiirlerin ¢ogu, insan ve diger memeliler i¢in genellikle
patojendir. Siklikla sicak kanli hayvanlarin bagirsaklarinda kolonize olurlar (Popoff
ve ark., 2005; Threlfall ve ark., 2005). Bu bakteriler ylksek asitlik derecesi, diisiik su
aktivitesi ve yliksek sicaklik gibi stres kosullarina adapte olabilirler. Bu sebeple cesitli
yerlerde aylarca canliliklarin1 koruyabilirler (Kaufman, 1998; White ve ark., 2006).

Salmonella’lar Gram negatif, kiigiik ve kisa (0,7-1,5 x 2,0-5,0 wum) ¢omaklardir
ve Enterobacteriaceae familyasina ait genel Ozellikleri gosterirler. Salmonella
etkenlerinin fakiltatif anaerobtur. 37°C’lik inkilibasyonda 24-48 saatte kugik,
yuvarlak ve S tipli koloniler olustururlar. Sivi besiyerinde ise homojen bir sekilde
ureyip, hafif bulaniklik meydana getirirler. S. Pullorum ve S. Gallinarum hareketsiz
Salmonella serotipleridir. Hareketli serotipler ise peritrik flagella ile hareket ederler
(Kaufman, 1998, White ve ark., 2006).

Salmonella’lar smiflandirilirken antijenik yapilart dikkate alinmaktadir.
Salmonella izolasyonu ise tiim diinyada altin standart olarak kabul edilen ISO 6579’a
gore yapilir. Serotiplendirme; alt tiirlere ait serotiplerin belirlenmesi islemidir ve

Kauffmann-White-Le Minor semasina gore yapilir. Bu semada belirleyici ana unsurlar



flagellar “H”, somatik “O”, viriilens “Vi” ve kapsiiler “K” antijenleridir. Yapilan
calismalara gore bu sema onceleri 20 serotipten meydana gelirken, su anda 2500

serotipin tzerindedir (Ahmer ve ark., 1998; ISO 6579, 2002; 1SO 6579, 2012).

Salmonella enfeksiyonlari kisa siirede hizla yayilabilirler. Bunun sebebi ¢apraz
kontaminasyonlar olarak belirtilmektedir. Bunlarin yaninda biyofilm olusturma
yeteneklerinin de olmasi ile uzun siire canliliklarini koruyabilirler. Kanatli hayvanlarin
yetistirildigi kiimes ve kesimhanelerde Salmonella bulaslari 6nemli sorun
olusturmaktadir. Bu sebeple bu gidalart tiiketen bireyler Salmonella enfeksiyon riskini
tasimaktadir (Crump ve ark., 2002). Salmonella’lar kumeslerde bulunan
havalandirmalarda, sogutucularda, suluklarda, su depolarinda ve hava temasi olan
yerlerde biyofilm olusmaktadir. Salmonellozis vakalarinin bir kisminin, kanath
kaynakli gidalarin yaninda, g¢esitli meyve ve sebzelerin tiiketilmesi sonucunda da

bulastig1 bilinmektedir (Cook ve ark., 1998; Burnett ve ark., 2000).

1.1. Biyofilm ve Biyofilmin Tarihgesi

Salmonella dezenfekiyonu tam anlamiyla gergeklestirilmezse, degisik
yiizeylerde biyofilm olusumu gozlenir. Biyofilmler, bir nesneye, yiizeye veya
birbirlerine yapisik halde bulunan bakteri topluluklari olarak adlandirilir (Costerton ve
ark., 1995).

Biyofilmler yapisal olarak ilk defa Anthony van Leewenhoek tarafindan 1648’de
dis plaklarindaki bakteri topluluklarinin eldesi ile kesfedilmistir. Henrici ise 1933°de
kiimelesmis bu bakterileri mikrobiyoloji tarihinde ilk defa fotograflamistir (Davey ve
ark., 2000; Donlan ve ark., 2002). Watnick ve ark., (2001), biyofilm yapilarin1 canl

veya cansiz herhangi bir ylzeye tutunmus ¢ok sayida bakteri tarafindan salgilanan



mukoz yapi igerisinde tutunmalariyla olusan, “mikroplar sehri” olarak ifade

etmislerdir.

Sekil 1. Stafilokokkal bir biyofilmin medikal bir alet Uzerindeki gorintiistu (Donlan ve ark.,
2001)

Biyofilm olusturan bakteriler, endiistriyel alanlarda ve tip alaninda ciddi
sorunlara yol agmaktadir. Bu sorun biyofilm yapilarinin i¢inde bulunan bakterilerin
matriks i¢ine gomiilii halde bulunmalarindan kaynaklanir. Biyofilm matriksi biyofilm
olusturan bakteriler tarafindan tiretilerek dis cevreye karsi mekanik ve kimyasal olarak
koruma saglar. Ayni zamanda bu matriks gesitli bilesiklerin birikmesine de olanak
saglar. (Mgretrg ve ark., 2003; Maretrg ve ark., 2009). Biyofilm yapist igindeki
bakterilerin dezenektanlara karsi oldukg¢a direngli olduklar1 bilinmektedir (Zogaj ve
ark., 2001). Yapilan g¢alismalar; Salmonella’nin cansiz yiizeylerin yaninda canli
yuzeylerde de biyofilm olusturma yeteneginde oldugunu gostermistir (Mgretrg ve ark.,
2009).

Gram negatif bakterilerde bazi1 ¢evresel kosullar (besin gereksinimi, konagin
metabolitleri, kolonize olunan yiizeylerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, 1s1, oksijen



ihtiyaci, tuz konsantrasyonu) ve bakterinin kendisi tarafindan iiretilen kimyasallar
(indol, siklik diguanilat, asetil fosfat, N-asilhomoserin laktonlar) biyofilm yapilarinin
olusmasinda, olgunlasmasinda ve dagilmasinda 6nemli rol oynar (Prouty ve ark.,
2002; Shirtliff ve ark., 2002; Hammer ve Bassler, 2003; Martino ve ark., 2003; Wolfe
ve ark., 2003; Tischler ve Camilli, 2004).

Biyofilm yapilar ¢esitli siireclerde, klasik temizlik prosediirleriyle yok
edilememekte; bu sebeple de, gida iiretim slrecinde yiizeylerde olusan biyofilmler,
temas ettikleri gidalarda kontaminasyon kaynagi olmaktadir (Joseph ve ark., 2001).
Gevresel kosullarda biyofilmler suyun kontaminasyonuna da sebep olmaktadir (Larsen
ve ark., 2007). Bu durumlar siklikla tiiketilen gidalarin raf 6mriinii azaltmaktadir.
Boylece gida kaynakli gelisen hastaliklarin yayilmasinda biiyiik risk teskil etmektedir.
Salmonella, kiimes hayvanlarnin yetistirildigi nemli ortamlarda da ideal bir biyofilm
ureticisidir. (Helke ve Wong, 1994; Heydon ve ark., 2000; Joseph ve ark., 2001).

1.2. Biyofilm Olusumunda Bakteriler Aras1 Haberlesme

Mikroorganizmalar bazi sinyaller araciligi ile biyofilm olusum siirecinin iletisim
kismmi kontrol eder. Bu sistem “quorum sensing” olarak adlandirilmistir.
Mikroorganizmalar kolonizasyon siirecinde ilk asamada bulundugu ¢evreye uyum
saglar, ¢evredeki uyarilar1 algilar ve bu uyarilara bazi yanitlar verir. Bu sistemin
kolonizasyon siirecindeki bakterilere besin kaynaklarina adaptasyon gelistirerek besin
icin savasmasi veya konagin immiin yanitindan korunabilmesi gibi bazi avantajlar
saglar ( Bassler ve ark., 1999; Prouty ve ark., 2002; Shirtliff ve ark., 2002; Hammer
ve Bassler, 2003; Martino ve ark., 2003; Wolfe ve ark., 2003; Tischler ve Camilli,
2004). Quorum sensing sisteminde sinyal molekulleri en énemli gorevi Ustlenir, bu

sinyal molekdllerine “autoinducer” da denilir. Farkli Gram negatif bakterilerin ayni



familyaya ait sinyal molekdlleri sentezleme yetenegi farkli arastiricilar tarafindan
belirtilmistir (Surette ve ark., 1998; Walters ve ark., 2006).

1.3. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilmler ¢esitli basamaklarda olusurlar. Bu basamaklar bakterilerin yiizeyle
temast, ylizeye sikica tutunmalari igin ekzopolisakkarit tretmesi, biyofilm yapilarinin
erken gelisimi, biyofilm yapilariin olgunlagmasi, olgun biyofilm iizerinden hiicrelerin
biyofilm yapilarindan Kkoparak ayrilmasi seklinde olup 5 adimdan olugmaktadir
(Stoodley ve ark., 2002).

Bivofilm Gelisimi

Sekil 2. Biyofilm gelisimi (Stoodley ve ark., 2002).

Biyofilm olusumunun ilk agsamasi; bakterilerin yiizeye tutunmalaridir. Tutunma
sonrasinda bakteriler bir araya gelip mikrokoloniler olusturmak i¢in tek tabakali hiicre
hatlarin1 meydana getirirler. Tutunma siirecinde bakterilerim yiizeye ve biyofilm
olusturacaklar1 diger bakterilere tutunabilmeleri icin gerekli hiicre dis1 polimerleri
sentezlemesi gerekmektedir. Bu siireg aktif bir siirectir ve bakteriler geri dontistimli

olarak baglanma gergeklestirirler (Costerton ve ark., 1995). Bakteriler baglandiktan



sonra Urerler, ardindan ekzopolisakkarit (EPS) uretirler (Kumar ve Anand, 1998).
Bakteriyel biyofilmler, yiksek derecede esnek yapilardir (Stoodley ve ark., 2001).
Biyofilm yapilarini olusturan bakterilerin tirlerine bagh olarak, biyofilmler; %10 ile
%25 oranlarinda bakteri hiicrelerinden; %75 ile %90 oranlarinda ekzopolisakkarit
matriksten meydana gelirler. Biyofilmlerin mantara benzeyen yapilar sergiledikleri
bilinmektedir. Bu yapidaki bas kisminda bununan hicresel yogunlugun, sap
kismindaki hiicresel yogunluga gore daha fazla oldugu belirtilmistir (Costerton ve ark.,
1995). Olgun biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapilari incelendiginde, bakteriyel kiimelerin
arasinda su dolu kanallarin bulundugu gézlemlenir. Bu kanallar metabolik ve toksik
maddelerin atiliminin yani sira besinlerin aliminda da gorev yapar. Biyofilm
yapilarmin ileri safhalarinda, biyofilmden kopmalar gozlenir. Bu safhalarda
biyofilmden kdken alan yavru hucreler, hayatta kalabilmek ve yeniden kolonize
olabilmek igin biyofilm yapilarindan ayrilirlar (Costerton ve ark., 1995; Aparna ve
Yadav, 2008).

Mikrobiyoloji tarihinde ilk kez 1975 yilinda Loeb ve Neihof , “conditioning
film” adi1 verilen ince film tabakasini tanimlamiglardir. Bu tabaka tutunma yiizeyinin
Uzerinde olusur ve bakterilerin bu yapiya baglanmalar1 gergeklesir. Dogal ortamda
bakteriler belirli bir yiizeye tutunmus halde degildir. Bu tabaka, olustugu yilizeyi
kimyasal olarak modifiye ederek, mikrobiyal tutunmay1 kuvvetlendirir (Matthysse ve
ark., 1981; Michael ve ark., 2001). Diger yandan, degisik arastiricilar bu ince
tabakanin bakteriyel tutunmanin biyofilm olusumunu baslattigin1 belirtmislerdir
(Miller ve ark., 2001; Martino ve ark., 2003). Bazi1 arastirmalarda; hidrofobik
Ozellikteki teflon ve plastik ylzeylerdeki tutunmanin, hidrofilik ve polar yiizeylere
kiyasla daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica Yiizeydeki piiriizlenme arttikca
biyofilm olusumu da artmaktadir. Ozetle biyofilm olusacak yiizeyin topografisi,
fizikokimyasal 6zellikleri bakteriyel tutunmada belirleyici niteliklerdendir (Pernestig
ve ark., 2003; Popoff ve ark., 2005).



Mikroorganizmalarin ylizeyle tam bir temaz kurdugu asama tutunma asamasidir.
Bu siirecte bakteriler ile yiizey arasinda zayif etkilesimler gerceklesir. Etkilesimleri
elektrostatik kuvvetler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Waals giigleri olarak
siralamak miimkiindiir. Bu asama sonrasinda geri doniisiimsiiz tutunma gergeklesir.
Bu etkilesimleri ise dipol-dipol etkilesimleri, iyon-dipol etkilesimleri, kovalent baglar,
iyonik baglar ve hidrojen etkilesimleri olarak siralamak mimkiindiir. Bu
etkilesimlerden bagimsiz olarak bakteri hiicreleri, flagella ve pillus gibi organellerin
yaninda EPS (Ekstraseliiler Polimerik Matriks) olusturarak yiizeylere geri
doniistimsiiz olarak baglanirlar (Pernestig ve ark., 2003; Popoff ve ark., 2005).

EPS, yapisinda hidrofilik ve hidrofobik kisimlar bulundurur ve yiksek seviyede
su icerir (Pratt, 1998). Rainey ve ark. (2000), yaptiklari benzer bir ¢alismada, hidrofilik
boliimlerin yapisinin %93’{iniin su oldugunu belirtmislerdir. EPS, bir¢ok bakteri
biyofilminde de tanimlanmistir. Pratt (1995), biyofilm yapilarinin iki ana 6zelligini
tanimlamistir. Bunlarin ilki; ana iskeleti polisakkarit yapisinin belirledigi, higbir
biyofilmin benzerlik gostermedigi, ¢linkil biyofilm yapilarinin zamana ve uzaya kars1
degisiklik gosterdigidir. Ikinci olarak bakteriyel biyofilmlerde EPS yapisinin
iceriginin bakterinin olgunluguna ve bakteri tlirline gore arttigimi ya da azaldigi
belirtilmistir. Bazi biyofilmlerde mikroorganizmalar biyofilm kuru agirliginin
%10’undan daha azdir ve geri kalan %90’dan fazla kismi1 matriks olusturur (Costerton,
1999). Matriks igerigi; eksopolisakkaritler, proteinler ve ekstraseliiler DNA’dan
olusur. (Olsen ve ark., 1989; Costerton ve ark., 1999).

EPS’ler antimikrobiyallerin biyofilmin igine alimini biiyiik 6l¢iide Onleyerek
veya geciktirerek konagin savunma mekanizmasindan bakterileri korumaktadir. Bunu
bakteri hucrelerini ylzeylere veya birbirlerine sikica baglayarak yaparlar (Olsen ve
ark., 1993; Danese ve ark., 2000; Xu ve ark., 2010). EPS iginde bulunan seliiloz ve
kivrimli fimbria gibi bazi proteinler, olusan biyofilmin morfotipini belirleyen 6nemli
iki yapidir. Bunun nedeni bu proteinlerin gesitliliginin bakteri hiicrelerinin tiiriine gére
degismesidir (Mireles ve ark., 2001; Molin ve ark., 2003).



Tutunma evresinden sonra, tutunmus bakterilerin olgunlasma evresi gelir.
Gelisim tamamlandiktan sonra bdoliinmeler gergeklesir. Boylece mikrokolonilerin
bliylimesi gerceklesir ve daha kompleks yapilar haline gelirler. Boylece bakteri
hiicreleri UV 1sinlarina kars1 direng kazanirlar veya baska bakterilere genetik aktarim

gerceklestirirler (Zogaj ve ark., 2001).

Son evre kopma ve ayrilma evresidir. Bu evrede tek bir bakteri hiicresi veya
bakteri kiimesi bu tabakalardan koparak ayrilirlar. Konagin immiin sistemi herhangi
bir sebeple zayifladiginda ise biyofilmden ayrilan serbest formdaki bu

mikroorganizmalar akut enfeksiyonlara yol acar (Zogaj ve ark., 2001).

1.4. Salmonella’da Biyofilm Genetigi

Salmonella serotiplerinin biyofilm matriksinde bulunan kivrimli fimbria ve
seltilozun yapisal karakterizasyonda belirleyici oldugu bilinmektedir (Bradshaw ve
ark., 1999). Fimbriya, fimbrin monomerlerinin biraraya gelmesiyle olusur ve temelde
bakterilerin yiizeylerle olan etkilesiminde gorev alir (Collinson ve ark., 1991, Muller
ve ark., 1991, Costerton ve ark., 1998; Woodward ve ark., 2000; Starkey ve ark., 2004;
Branda ve ark., 2005).

Salmonella Typhimurium’da ve bazi yakin evrimsel iliskili oldugu bilinen
bakterilerde, flagellar hareket, pillus, lipopolisakkarit ve seliiloz sentezi ile ilgili
oldugu bilinen genlerin, ¢esitli yiizeylerde biyofilm olusumunda rol oynadigi
bilinmektedir (Pratt ve Silhavy., 1995; Mireles ve ark., 2001; Zogaj ve ark., 2001,
Solano ve ark., 2002; Boddicker ve ark., 2003).



BarA/SirA hareket ve viriilens gibi gorevlerin yaninda biyofilm olusumu
regilatoridir. Bu regilatorler S. Typhimurium’un yaninda E. coli ve
Pseudomonas’da da biyofilm olusumu ve viriilens gibi 6zelliklerin gelisiminde dnem
tasimaktadir (Parkins ve ark., 2001; Jackson ve ark., 2002; Suzuki ve ark., 2002;
Teplitski ve Ahmer, 2004). SirA, crsB ve csrC’yi aktiflestirir. crsB ve csrC karbon
depo regiilasyonundan sorumlu RNA’lardir. Regiilatér nitelikteki bu RNA’lar
virilens genlerinin trasnlastonuna izin verir, flagellar genlerin translasyonunu inhibe
eder. Ilaveten SirA ve Csr sistemi tip I fimbriyay1 kodlayan fim operonunu da kontrol
eder. S. Typhimurium’da SirA regiilonunun biyofilm olusumu iizerine etkisi in vitro
sartlarda belirlenmistir. SirA mutantlarinin, csrB ve csrC ikili mutantlarinin ve fiml
mutantlarinin, biyofilm olusturma yeteneklerini kaybettigi bazi arastiricilar tarafindan
belirlenmistir (Suzuki ve ark., 2002; Teplitski ve ark., 2003; Weilbacher ve ark., 2003,
Fortune ve ark., 2006).

Biyofilm olusumunun baglamasi i¢in SirA’nin csrB, csrC ve fim operonlarini
aktive etmesi gerekmektedir. Bunun yaninda biyofilm olusumunu inhibe eden
flagellanin translasyonu da SirA tarafindan gergeklestirilir (Whistler ve ark., 1998;
Teplitski ve ark., 2006).

CsrA’nin diginda CsrB ve CsrC’nin transkripsiyonu, Salmonella’da oldugu gibi
E. coli’de de BarA ve SirA’nin kontroliindedir (Suzuki ve ark., 2002; Teplitski ve ark.,
2003; Weilbacher ve ark., 2003; Beloin ve Ghigo, 2005; Fortune ve ark., 2006).

CsrA, 61 aminoasitten meydana gelen bir proteindir. CsrA hedef genlerin
mRNA’laria baglanir. Bu baglanmayla birlikte hedef mesaj kaldirilabilir, translasyon
strecine eklenebilir veya ifadesi durdurulabilir. CsrB molekdll, 18 CsrA proteinine
baglanir, CsrC ise 9 CsrA proteinine baglanir (Altier ve ark., 2000; Lawhon ve ark.,

2002; Fortune ve ark., 2006) csr genleri evrimsel olarak korunmustur ve ¢esitli
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virtilens genlerinin regilasyonundan da sorumudur (Romeo, 1998; Whistler ve ark.,
1998; Weilbacher ve ark., 2003; Teplitski ve ark., 2006).

Tip I fimbriyay1 kodlayan fim operonunu regiile ettigi saptanmistir. Tip |
fimbriya Salmonella nin biyofilm olusumunda 6nemli rol oynar ve tip I fimbriyay1
kodlayan fim operonu da BarA/SirA tarafindan regiile edilir (Boddicker ve ark., 2002).
CsrB ya da CsrC kiigiik diizenleyici RNA’lardir. Bunlarin ifade edilmemesi biyofilm
olusumunu azaltmaktadir. Ayrica ikili csrB/csrC mutasyonlart biyofilm olusumunu
ciddi derecede azaltmaktadir. Bu sonuglar, hem sirA hem de csrB ve csrC’nin tim
biyofilm olusum asamalarinda kritik Onemi oldugunu gosterir. SirA protein
aktivasyonunun gergeklesmesi igin, diizenleyici RNA’lar ise translasyonun

devamlilig1 igin gereklidir (Teplitski ve ark., 2006).

Escherichia coli ‘de csrA mutantlarinin iyi gelisim gosterdigi belirlenmisken; S.
Typhimurium’da csrA mutantlar1 zayif gelisme gostermistir. Bunlarin mutasyonlari
hizli biriktirdigi de saptanmistir (Altier ve ark., 2000; Romling ve ark., 2000). csrB ya
da csrC genlerinin ¢ok sayida kopyasini bulunduran S. Typhimurium suslarinin csrA
mutantlarindaki gibi ¢ok yavas cogalmaktadir. Bu calismalar gelisme yetersizligi
goOstermis CSrA mutantlariyla yapilan 6nceki ¢aligsmalarla uyum gostermistir (Altier ve
ark., 2000, Lawhon ve ark., 2002; Romling, 2002; Romling, 2005). CsrC,
Salmonella’nin hareketlilik ilisili genleri duzenler. CsrC ayni zamanda SPI-1
Uzerindeki bazi virulens genlerinin regiilasyonundan da sorumludur (Romling ve ark.,
1998; Romling ve ark., 1999; Fortune ve ark., 2006, Teplitski ve ark., 2006).
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1.5. Salmonella’da Biyofilm Morfotipleri

Salmonella’da  biyofilmlerin ~ yapisal  karaterizasyonu  degiskenlik
gostermektedir. Bu degiskenlik ekstraseliiler matriksin iki ana bileseni olan seliiloz ve
kivrimhi fimbriya ile &lgiilmektedir. Iki ana bileseni birlikte igeren serotiplerin
olusturdugu koloniler Kongo kirmizisi igeren agar besiyerinde kirmizi, kuru ve
pliriizlii (rdar) bir morfotip olusumu gosterirler. Kivrimli fimbria ve seliiloz, agfD
tarafindan pozitif olarak regiile edilir. Delesyonu durumunda ise rdar morfotipini

beyaz diiz bir koloni olan “saw” haline getirir (Romling ve ark., 1998).

Krvrimli fimbriyanin alt iinitelerinden biri olan AgfA sentezinden sorumlu bir
gen susturuldugunda, biyofilm matriksi olusumunda yalniz seliilloz sentezlenir. Bu
sartlarda ise pdar yani pembe, kuru ve piiriizlii olarak tanimlanan koloni morfotipi
g6zlemlenir. bdar (kahverengi, kuru ve purizl) morfotipi ise adrA transmembran

proteini agisindan mutant suslarda gozlemlenmektedir (White ve ark., 2006).

Besin gereksinimi, tuzluluk, pH, sicaklik gibi cevresel etkiler biyofilm
olusumunda ve gelisiminde ciddi rol oynar (Altier ve ark., 2000; Lawhon ve ark.,
2002). Salmonella’nin da genetik ifadesi diger Gram negatif bakterilerde oldugu gibi
cevresel kosullardan etkilenmektedir (Whitchurch ve ark., 2002).

Xu ve ark. (2010), farkli NaCl oranlar1 bulunduran besiyeri ortamlarinda, ylizey
Ozellikleri ve biyofilm miktarlar1 arasinda bir iliski oldugunu belirlemislerdir. Bu
iligkiyi azalan hucre hidrofobisine baglamiglar ve bu sistemin hiicrelerin adezyonunu
engelleyerek calistigimi gostermislerdir (Xu ve ark., 2010). Geleneksel tuzlama
yontemleri, mikroorganizmalarin  dldiiriilmesinde veya mikroorganizmalarin

gelisiminin engellemesinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Doyle ve Glass, 2010).
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Sekil 3. Salmonella’da rdar (A ve C) ve bdar (B ve D) morfotipleri (Vestby ve ark., 2009).

Kanatl gida ve kanath kaynakli materyallerin yiizeylerinde olusan Salmonella
biyofilmlerinin olusumu engellenerek, gidalarin daha uzun siire korunmasina ve raf
Omiirlerinin uzamasina olanak saglanacaktir. Bu eradikasyonun saglanmasinda
ullanilan baska yontemler de vardir. Bunlar; olusturulan elektrik alanlar, enzimler,
amonyak ve formaldehit kullanilmasi, yiiksek basngta temizleme sistemleri, ¢esitli

detarlanlarin kullanimidir (Giaouris ve ark., 2005).

Klinik ve endistriyel agidan Onemli sorun teskil eden Salmonella
enfeksiyonlarina etkin ¢6zumler bulmada tama¢ ve yaklasim, biyofilm iiretimi
sirasindaki etkili olan temel faktorleri belirlemektir. Bu esaslar g6z oniine alinarak
planlanan bu ¢aligmada; Tiirkiye’den izole edilen kanatli kdkenli. S.Infantis suslari
kullanilarak, suslarin farkli ¢evresel kosullarda olusturdugu biyofilm yapilarindaki
incelenmesi ve optimum sartlarin belirlenmesi amaglanmistir. Bu agidan bu tez
caligmasi ile elde edilen parametrelerin belirlenmesi ile biyofilm yapilart ile

endiistriyel ve klinik alanda yiiriitiilen miicadeleye yeni boyutlar kazandirilacaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Salmonella izolatlar

Salmonella suslari, 2014-2017 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilen 113R036 no’lu TUBITAK
projesi kapsaminda, broiler tavuk kiimeslerinin altlik, toz, ¢evresel (kiimes duvari),
kemirici (kapanlar), yem ve su orneklerinden en fazla izole edilmis olan serotipler
arasindan; 100 Salmonella Infantis, 5 Salmonella Enteritidis, 5 Salmonella Kentucky,
5 Salmonella Typhimurium ve 5 Salmonella Hadar olacak sekilde secildi. Ayrica
pozitif kontrol olarak glclu biofilm Greticisi olan S. Typhimurium ATCC 14028 susu
kullanildi.

2.1.2.Besiyerleri, Ticari Kimyasal ve Solusyonlar

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany): Tripton (Fluka, France) 10g,
maya ekstrakti (Merck, Germany) 59, Sodyumklorid 10g, Agar agar 15g. Besiyeri
igerigi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 +
0,2’ye ayarlandi. Siv1 besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kat1 besiyeri ise agar ilave
edildikten sonra, otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Kat1 besiyerleri 55°C’ye

sogutulduktan sonra petrilere dagitildi.
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Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (NaCl’siz): Tripton (Fluka, France) 10g, maya
ekstraktt (Merck, Germany) 5g, Agar agar 15g. Besiyeri icerigi distile su ile 1000
ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 + 0,2’ye ayarlandi. Sivi
besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kati besiyeri ise agar ilave edildikten sonra,
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Kat1 besiyerleri 55°C’ye sogutulduktan
sonra petrilere dagitildi.

Kongo Kirmizisi Iceren (40 pg/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz): Tripton
(Fluka, France) 10g, maya ekstrakti (Merck, Germany) 5g, Agar agar 15g, Kongo
kirmizis1 (Sigma-Aldrich, USA) 0.04g. Besiyeri igerigi distile su ile 1000 ml’ye
tamamdi. Sterilizasyon isleminden 6nce pH 7,0 + 0,2’ye ayarlandi. Sivi besiyeri cam
tiiplere dagitildiktan, kat1 besiyeri ise agar ilave edildikten sonra, otoklavda 121°C’de

15 dk sterilize edildi. Kat1 besiyerleri 55°C’ye sogutulduktan sonra petrilere dagitildu.

2.1.3. Laboratuvar Ekipmanlari

Biyolojik guvenlik kabini: Safe 2020 Laminar flow igerisinde c¢alismalar

gerceklestirildi.

Isitic1 blok: DryBlock Heating Thermostat Bio TDB-200 kullanildi.
Vortex: Fine Vortex (FinePCR) kullanild:.

Santrifij: Thermo Scientific MicroCL21 santrifiijii kullanildu.
Spektrofotometre: Thermo Scientific NanoDrop 1000 cihazi kullanildi.

Pipetler: Thermo Scientific (Finnpipette F1) 0.5-10 pl, 2-20 ul, 10-100 pl, 20-200 pl,
100-1000 pl’lik pipetler kullanildi.

Termal cycler: Calismada Thermo Scientific ARKTIK Thermocycler PCR cihazi
kullanildi.
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Jel elektroforez tnitesi: Thermo Scientific Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x

25 cm ebatindaki jel elektroforez iinitesi kullanildu.

Jel elektroforez iinitesi taraklari: Thermo Scientific A2-24D tarak (1.5 mm kalinlik,
6.5 mm genislik, 7 ul hacim, 24 adet kuyucuk) ve A2-36D tarak (1.5 mm kalinlik, 3.5
mm genislik, 4 pl hacim, 36 adet kuyucuk) kullanildi.

Gii¢ kaynagi: Gel elektroforez Unitesi olarak WEALTEC ELITE 300 Plus Power
Supply kullanildz.

Hassas terazi: SCALTEC hassas terazi kullanildi.

Goriintiilleme cihazi: SYNGENE G:Box, UV transilliminatorlt gorintuleme sistemi
kullanildi.

ELISA okuyucu: Biotech ELX 800 ELISA reader
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2.2. YONTEM

2.2.1. Salmonella Suslarinin Biyofilm Morfotiplerinin Belirlenmesi

Salmonella Infantis ve diger serotiplere ait suslar 5’er mL’lik LB broth
besiyerlerine %1 inokiilasyon orani ayarlanaca sekilde dagitildi ve bir gece boyu
calkalamali kosullarda (200 rpm/dk) 37°C’deki inklbasyon kosullarina birakildi.
Inkiibasyonu gergeklesmis aktif kiiltiirler 5 mL’lik NaCl’siz sivi LB besiyerine
aktarildi. Aktarilan suslar 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda, daha onceden hazirlanmis Kongo kirmizili (40 pg/mL), NaCl’siz LB agar
besiyerlerine atif kiiltiirlerden besiyerinin tam ortasina gelecek sekilde 50 ul aktarildu.
Kongo kirmizisi igeren NaCl’siz LB agar, biyofilm matriksinin ana bilesenleri igin
indikator 6zellik gosteren bir besiyeridir. Aktarim yapilan petriler daha sonra 20°C’de
8 giin stireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda biyofilm olusumu gozlenen tiim
petriler stereo mikroskopta incelendi. Calisma, 2 paralel olarak gergeklestirildi.
Suslarin i¢erdigi morfotipler, rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlii), bdar (kahverengi, kuru
ve pliriizlii), pdar (pembe, kuru ve pliriizlii) ve saw (diiz ve 1slak) olacak sekilde

gruplara ayrildi (Romling ve ark., 2000).

Sekil 4. Salmonella’da rdar morfotipinin Kongo Kirmizili LB agarda gorinimu.
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2.2.2. Salmonella  Suslarimin  Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin

Belirlenmesi

Tez calismasinda tiim biyofilm iiretimi asamalarinda besiyeri olarak NaCl
icermeyen LB broth kullanildi. Bunun ana nedeni artan ozmolarite sebebiyle
Salmonella suslarinin olusturdugu biyofilm matriksindeki kivrimli fimbriya genlerinin
ifadesinin trasnkripsiyonel diizeyde engellenmesidir (Kauffman, 1998). Salmonella
Infantis ve diger serotiplere ait suslar 5 mL’lik NaCl’siz LB broth besiyerlerinde bir
gece boyunca 37°C’de calkalamali kosullarda inkiibasyona birakildi. Bir gecelik
inkilbasyondan sonra aktif kiiltiirler McFarland 0,5 (10® mikroorganizma/ml)’e gore
ayarlanarak, tiim tliplerde standart bir bulaniklik olusturuldu ve bu tiiplerden 30’ar pl
alarak 100 pl NaCl’siz LB broth besiyeri igeren mikrotitre plak kuyularina aktarimi
saglandi. Hazirlanan mikrotitre plalar biyofilm olusumunu belirlemek amaciyla 24, 48,
72 ve 96 saat siiresince 20°C’lik sicaklikta inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
tamamlanan plaklardaki kiiltiirler kristal viyole ile boyandi. Olcimler, biyofilm
yapisinda tutunan boyanin optik dansite 595 (ODsgs) dalga boyunda ELISA
okuyucusunda spektrofotometrik olarak okunmasi sonucu Stepanovic¢ yontemine gore
belirlendi (Stepanovié¢ ve ark., 2000). Bu yontemin esaslari, cut-off (ODc¢) degerinin
hesaplanmasina, sonrasinda da mevcut OD degerlerinin  kiyaslanmasina
dayanmaktadir. Cut-off degeri, negatif kontroldiir ve esasen bakteri icermeyen steril
besiyerinin optik dansite (OD) degerini ifade eder. Spektrofotometrik élglimler sonucu
elde edilen degerler;

e OD < ODcise biyofilm tiretimi ger¢eklesmemis,

e OD;<0OD<2x0Dc ise zayif biyofilm ureticisi,

e 2xXOD; < 0OD<4x0Dcise orta dizeyde biyofilm Ureticisi,

e OD > 4x0Dc ise giiclii biyofilm iireticisi olarak degerlendirildi.
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2.2.3. Biyofilm Uzerine Cevresel Faktérlerin Etkisinin Arastirilmasi

Tez ¢alismasinda kullanilacak olan serotiplerin biyofilm olusturma giicii tizerine
sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu gibi ¢evresel faktorlerin etkisi arastirildi. Sicaklik
olarak 4°C, 20°C ve 37°C, pH degerleri i¢in 4,5, 6,6, 7,3; tuz konsantrasyonu igin
%0,5, %4,5 ve %8 secildi (Threlfall, 2005). Bu ¢alismay1 gergeklestirmek i¢in farkli
tuz konsantasyonlart ve pH ile hazirlanmis besiyerleri hazirlandi. Hazirlanan
besiyerleri uygun kosullarda steril edildi. Bu kosullarin etkisinin arastirilmasi
mikrotitre plak yontemine gore yapildi. Segilen S. Infantis ve diger serotiplere ait
suglar 5 ml’lik NaCl’siz Luria-Bertani broth besiyerinde bir gece inklibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda elde edilen aktif Kiltiirler McFarland 0,5 (108
mikroorganizma/ml)’e gére ayarlandi, standart bir bulaniklik olusturuldu ve bunlardan
30 pl alinarak 100 pl NaCl’siz LB broth besiyeri igeren mikrotitre plak kuyularina
aktarildi, plaklar 20°C’de 72 saat boyunca, arastirilmasi planlanan farkli ¢evresel
kosullar (pH, tuz konsantrasyonu ve sicaklik) altinda inkiibe edildi (Romling ve ark.,
2000).

2.2.4.Biyofilm Duzeyinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin olusturduklar1 biyofilm miktarlari, ¢esili mikrotitre plak
yontemleri ve farkli bolalar kullanilarak olgiilebilir (Christensen ve ark., 1985;
Deighton ve Balkau 1990; Stepanovic ve ark., 2000; Ramage ve ark., 2001).
Biyofilmin miktarmin belirlenmesinde indikator boya olarak kristal viyole yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bu yontem, miktotitre plak kuyularinin ¢eperlerine tutunmus
biyofilmlerin indikator boya kristal viyole ile isaretlenmesi, biyofilm matriksine
tutunan boyanin ise glasiyel asetik asit ¢cozeltisiyle ¢ozdurulip, ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak ©6lcllmesi esaslarmma dayanmaktadir. Elde edilen OD

degerlerinin  aritmetik  ortalamalart  (ODort), biyofilm  Gretim  sirelerinin
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karsilastirilmasinda ve biyofilm {izerine ¢evresel faktorlerin etkisinin agiklanmasinda

kullanildi.

Sekil 5. Miktotitre plak kuyulardaki biyofilmlerin kristal viyole ile boyanmasi.

Secilen suslarin biyofilm diizeylerinin belirlenmesinde Stepanovic yontemi
kullanild1 (Stepanovic ve ark., 2000). Bu yontemde bakteri icermeyen ve negatif
kontrol olarak kullanilan besiyeri tizerinden cut-off OD yani ODc degeri hesaplandi ve
suslarin biyofilm iiretim diizeyleri ODc degerinden kiigiik ve esit degerler i¢in biyofilm
olusumunun ger¢eklesmedigini; ODc’den biiyiik ve ODc degerinin iki katindan kiigiik
olan degerler i¢in zayif biyofilm tireticisi, ODc degerinin iki katindan biiytik ve dort
katindan kiiciik degerler igin orta diizeyde biyofilm iireticisi ve ODc degerinin dort
katindan biiyiik degerler icin giiclii biyofilm iireticisi ifadesi kullanildi ve bu sekilde
siniflandirma yapildi (Gilbert ve ark., 2002).
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2.2.5. Biyofilm Olusumu {ile Tliskili Genlerin S. Infantis ve Baz
Serotiplerde Belirlenmesi

Biofilm olusumundan sorumlu olan ve gucli biyofilm ureticisi olarak bilinen S.
Typhimurium’da bulundugu bildirilen (Bajaj ve ark., 1996; Fortune ve ark., 2006;
Teplitski ve ark., 2006) csrB, csrC, fimA ve fiml genlerinin varligi S. Infantis (n: 100),
S. Enteritidis (n: 5), S. Typhimurium (n: 5), S. Kentucky (n: 5) ve S. Hadar (n: 5)
serotiplerinde arastirildu.

2.2.5.1. Primerler

Bu ¢alismada kullanilan primerlerin tamami NCBI-BLAST ve Primer3 web
tabanli programlar kullanilarak dizayn edildi. Dizayn edilen primerlerin baz g¢ifti
uzunluklarina, erime sicakliklarina, primerlerin kendi icinde komplamenter ¢ift ve sik
tekrarlayan bolgeler bulundurmamasina dikkat edildi. Kullanilan primer dizileri ve

cogaltilan gen bolgelerinin biyiikligii Cizelge 1°de gosterilmistir.

Cizelge 1. PCR tanisi igin kullanilan primerler.

Hedef Gen | 5’-3’ Dizini Elde edilen {iriin biiyiikligii

F: TGTGCCGTCAGCACTAAATC
fimA 181 bp
R: TGGTGTTATCTGCCTGACCA

F: GTCAGCGTTCCATTTTCGTT
fiml 217 bp
R: AAATGGGCGTGTAATGAAGC

F: CAAGGAAAGGCTTCAGGATG
csrB 232 bp
R: TACTTTTCGTGCTCCCTGCT

F: CAAGGAAAGGCTTCAGGATG
csrC 217 bp
R: TACTTTTCGTGCTCCCTGCT
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2.2.5.2. PCR Optimizasyonu

Salmonella Typhimurium’un biyofilm ile iliskili oldugu bilinen csrB, csrC,
fimA ve fiml genlerinin varligi: S. Infantis (n: 100), S. Enteritidis (n: 5), S.
Typhimurium (n: 5), S. Kentucky (n: 5) ve S. Hadar (n: 5) serotiplerinde arastirildi.
TUm suglarin DNA ekstraksiyonu Qiagen DNeasy™ DNA esktraksiyon kiti (Qiagen,
U.S.A)) ile yapildi. Ekstraksiyonu yapilan suslara ait DNA’lar belirtilen genler
yoniinden PCR ile arastirildi. Bu amagla her bir gene spesifik primer dizilerinin
kullanildig1 optimize edilmis, farkli PCR amplifikasyon prosediirleri denenerek en
uygun elektroforez goriintiistiniin alindig1 amplifikasyon karisimi (Cizelge 2) ve dongu
isilart biitiin suslara uygulandi. Biitiin testlerde pozitif kontrol ve negatif kontrol
kullanild1 (Teplitski ve ark., 2006).

Cizelge 2. Amplifikasyon karigimi.

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul)

Steril dH20 14,8 pl

10x Reaksiyon Tampon Cozeltisi 2,5ul
MgCl2 (25 mM) 3ul

dNTP (10mM) 0,5l
Forward Primer (10 pmol) 1l
Reverse Primer (10 pmol) 1l
Taqg DNA polimeraz (500 U/ml) 0,2 pul
DNA 2ul

Toplam 25 ul

Karigim her bir primer i¢in ayr1 ayri hazirlandiktan sonra 23’er pl tiplere
dagitildi. Her bir tiipe 2 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek toplam hacim 25 pl’ye
tamamlandi. Hazirlanan Ornekler amplifikasyon i¢in termal cycler cihazina
yerlestirildi. Orneklerin hazirlanmasi sirasindaki hatalar igin pozitif kontrol,

kontaminasyonlar i¢in negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrolde DNA yerine steril
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PCR suyu kullanildi. Amplifikasyon kosullart olarak gerekli Ta (baglanma
sicakligi)’nin belirlenmesi i¢in 55°C ve 60°C arasinda gradient PCR yapilarak en
uygun sicaklik 58°C olarak belirlendi. PCR sicaklik ve déngii kosullar;; On
denatiirasyon i¢in 96°C’de 1 dk; denatiirasyon i¢in 96°C’de 10 sn; baglanma igin
50°C’de 5 sn ve uzama 60°C’de 4 dk olacak sekilde optimize edildi.

2.2.5.3. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz jel %1,5’luk olacak seklide hazirlandi. Tampon soliisyon olarak 0,5 TBE
kullanildi. Agaroz 200 ml TBE igerisinde homojen sekilde eritilmek tlizere 3 defa 45
saniyelik periyotlarla mikrodalga firina konulduktan sonra, igerisine 13 pl SafeView
boya ilave edilerek iyice karistirildi. Hazirlanan karisim 20 cm’lik jel tablasina
dokiildii ve uygun boyutlarda taraklar takildi. Jel donduktan sonra icerisinde TBE
solusyonu olan tankin i¢ine jel yerlestirildi ve elde edilen amplifikasyon iirlinlerinden
10 pl alinarak 2 pl 6X yiikleme boyasi ile karistirildi ve jele yiiklendi. PCR firiinleri
180 wvoltta 60 dk kosturuldu. FElektroforez sonrasi oOrnekler, bilgisayarli UV
transilliiminator cihazinda ve klasik UV goriintiileme cihazinda pozitif ve negatif

olarak incelendi (Teplitski ve ark., 2006).



23

3. BULGULAR

3.1. Biyofilm Morfotiplerinin Belirlenmesi

NaCl icermeyen besiyeri ortami, diisiik ozmolarite nedeniyle kivrimli fimbriya
iiretimi icin ideal bir ortam teskil eder. Incelenen 100 S. Infantis, 5 S. Enteritidis, 5 S.
Typhimurium, 5 S. Kentucky ve 5 S. Hadar serotipinde biyofilm morfotiplerinin
belirlenmesi amaciyla; indikator bir boya 6zelligi gosterdigi bilinen Kongo kirmizist
iceren (40 pg/mL) LB agar kullanildi (Olsen ve ark., 1989). Morfotip analizleri
sonucunda S. Infantis suslarinin 96’s1 rdar morfotipinde 4’i ise bdar morfotipinde
bulunurken; S. Typhimurium (n: 5), S. Kentucky (n: 5) ve S. Enteritidis (n: 5)
serotiplerinin biyofilm morfotipleri rdar, S. hadar ise bdar morfotipinde bulundu.

3.2. Biyofilm Uretim Surelerinin Belirlenmesi

Suslarin biyofilm iretimlerinin optimum sdrelerini belirlemek amaciyla
Woodward ve ark., (2000) tarafindan kullanilan mikrotitre plak yontemi kullanildu.
Suslarin biyofilm tiretim miktarlarinin degerlendirilmesinde guc¢li biyofilm Ureticisi
S. Typhimurium ATCC 14028 susu pozitif kontrol; bakteri icermeyen besiyeri ise
negatif kontrol olarak kullanildi. Inkiibasyon oncesi, bakteri icermeyen besiyeri

Uzerinden hesaplanan cut-off ODc degeri 0,094 olarak hesaplandi.

Inkiibasyonun ilk 24 saati igin bitiin S. Infantis suslarinda (n: 100) zayif biyofilm
tretimi (OD 0,0567) belirlendi. incelenen suslar i¢inde sadece S. Typhimurium ATCC
14028 kontrol susu (OD 1,2203) ve diger 5 S. Typhimurium (ODort 1,1569) susu ilk
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24 saatte guclu biyofilm Ureticisi olarak bulundu. Bununla birlikte incelenen S.
Enteritidis (n: 5; ODort 0,0667), S. Kentucky (n: 5; ODort 0,0587) ve S. Hadar (n: 5;
ODort 0,0467) serotiplerinin zayif biyofilm tirettikleri belirlendi.

Incelenen tiim S. Infantis suslarmnin, inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarild1. 48’inci
saat 24 saatlik inkiibasyonla kiyaslandiginda biyofilm {iretim miktarlarinin belli
oranlarda arttig1 goriildii. 48 saat sonunda ise biyofilm tiretim diizeyleri agisindan S.
Infantis suslar1 (n: 100; OD 2,1456), S. Enteritidis (n: 5; ODort 2,5607), S. Kentucky
(n: 5; ODort 2,5887), S. Typhimurium (n: 5; ODort 2,0579) ve S. Hadar (n: 5; ODort
2,4667) serotiplerinin gucll biyofilm drettikleri belirlendi.

Biyofilm Uretiminin devami incelendiginde, 72 saat inkiibasyon sonunda da
biyofilm (retiminin incelenen bitin Salmonella serotiplerinde devam ettigi
belirlenmistir. 72 saatlik inkibasyon sonunda bakteriler tarafindan olusturulan
biyofilm miktar1 24 ve 48 saatlik inkiibasyonla kiyaslandi ve kontrol susu olan S.
Typhimurium ATCC 14028 ve incelenen diger 5 S. Typhimurium susunun biyofilm
uretim diizeyinde disme (OD 0,4089) go6zlenirken; diger tim Salmonella
serotiplerinin [S. Infantis (n: 100; ODon 3,4385), S. Enteritidis (n: 5; ODort 3,0667), S.
Kentucky (n: 5; ODort 3,5087) ve S. Hadar (n: 5; ODort 3,0467)] biyofilm diizeylerinde

artis gozlemlendi.

96 saatlik inkiibasyon siiresi incelendiginde ise, tez ¢aligmast kapsaminda
incelenen bitun Salmonella serotiplerinin biyofilm lretimlerinde azalma tespit edildi.
S. Infantis (n: 100; ODor 2,4225), S. Enteritidis (n: 5; ODort 2,0667), S. Kentucky (n:
5; ODort 2,5567) ve S. Hadar (n: 5; ODort 2,0442) olarak hesaplandi ve tim denemelerin
sonucu olarak, tim suslar i¢in optimum biyofilm iiretim zamanlar1 72 saat olarak

belirlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. Salmonella serotiplerinin farkli inkiibasyon siirelerinde ODor degerleri.

3.3. Biyofilm Uzerine Cevresel Faktorlerin Etkisi

Salmonella serotiplerin biyofilm olusturma giicii ilizerine sicaklik, pH, tuz
konsantrasyonu gibi ¢evresel faktorlerin etkisi arastirildi. Sicaklik olarak 4°C, 20°C
ve 37°C; pH degerleri i¢in 4,5; 6,6; 7,3; tuz konsantrasyonu icin %0,5; %4,5 ve %8

degerleri ve oranlari aragtirilmak {izere secildi.

3.3.1. Sicaklik

4°C’lik sicaklikta inkubasyon sonunda, S. Typhimurium ATCC 14028 icin OD
1,2103; 5 S. Typhimurium susu i¢in ODort 1,3579; 100 S. Infantis i¢in ODor 0,0540; 5
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S. Enteritidis i¢cin ODort 0,0678; 5 S. Kentucky i¢in ODort 0,0708 ve 5 S. Hadar igin
ODort 0,1213 olarak hesaplandi.

20°C’lik inkiibasyon sicakliginda ise S. Typhimurium ATCC 14028 i¢in OD
3,2203; 5 S. Typhimurium susu i¢in ODort 3,1569; 100 S. Infantis i¢in ODort 3,0525; 5
S. Enteritidis icin ODort 3,0667; 5 S. Kentucky i¢cin ODort 3,1587 ve 5 S. Hadar igin
ODort 3,0467 olarak hesaplandi.

Denemeler sonucunda biyofilm olusumu i¢in optimum inkiibasyon sicakligi
20°C olarak belirlenmistir. 4°C’de zayif biyofilm iiretimi gerceklesirken, 37°C’de
biyofilm tiretimi gergeklesmemistir (Sekil 7).

BiYOFiLM URETiIM DUZEYLERI (OD 595)
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Sekil 7. Salmonella serotiplerinin farkli sicakliklarda ODor degerleri.
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3.3.2. pH’nin etkisi

pH 6,6’da inkibasyon sonrasinda, incelenen suslar i¢inde kontrol susu S.
Typhimurium igin OD 3,3314; 5 S. Typhimurium igin ODort 3,2679; 100 S. Infantis
icin ODort 3,1636; 5 S. Enteritidis i¢cin ODort 3,1778, 5 S. Kentucky i¢in ODort 3,2698
ve 5 S. Hadar i¢in ODort 3,1578 olarak hesaplandi.

pH 7,3’de inkiibasyon sonrasinda kontrol susu S. Typhimurium igin OD 1,3214;
5 S. Typhimurium i¢in ODort 1,4689; 100 S. Infantis icin ODort 0,1651; 5 S. Enteritidis
icin ODort 0,1789; 5 S. Kentucky igin ODort 0,1819 ve 5 S. Hadar icin ODgr 0,1314

olarak hesaplandi.

Biyofilm tretimi bakimindan biitiin suslar i¢in ideal pH degerinin 6,6 oldugu
belirlendi. pH 7,3’de tiim suslarda zayif biyofilm tiretimi hesaplanirken; pH 4,4’°de ise
biyofilm iiretimi ger¢eklesmedi (Sekil 8).

BiYOFiLM URETiIM DUZEYLERIi (OD 595)
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Sekil 8. Salmonella serotiplerinin farkli pH’larda ODor degerleri.
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3.3.3. Tuz Konsantrasyonunun Etkisi

Son olarak 4°C’de inkiibasyon sonunda kontrol susu S. Typhimurium i¢in OD
0,1203; 5 S. Typhimurium i¢in ODort 0,5379; 100 S. Infantis i¢cin ODort 0,5040; 5 S.
Enteritidis icin ODort 0,6078; 5 S. Kentucky i¢in ODort 0,7008 ve 5 S. Hadar i¢in ODort
0,1213 olarak belirlendi.

Biyofilm Gretimim igin NaCl konsantrasyonu optimum %0,5 olarak bulundu.

%4,5 ve % 8’lik tuz konsantrasyonlarinda ise biyofilm olusumu gézlenmedi (Sekil 9).

BiYOFiLM URETiIM DUZEYLERIi (OD 595)
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Sekil 9. Salmonella serotiplerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda ODor degerleri.
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3.4. Biyofilm olusumu ile iliskili genlerin belirlenmesi

Guclh biyofilm reticisi olarak bilinen S. Typhimurium’da bulunan biyofilm ile
iligkili csrB (232 bp), csrC (217 bp), fimA (181 bp) ve fiml (217 bp) genlerini
cogaltmak i¢cin PCR optimizasyonu yapildi (Sekil 10 ve Sekil 11). Bu genlerin varligi
calismada kullanilan serotiplerin [S. Infantis (n: 100), S. Enteritidis (n: 5), S. Kentucky
(n: 5), S. Typhimurium (n: 5) ve S. Hadar (n: 5)] tamaminda belirlendi.

Sekil 10. csrC geninin optimizasyonu sonucu agaroz jel elektroforez gériinttsi. M, molekuler
marker (100 bp); 1-3, pozitif 6rnekler; 1, 57°C; 2, 58°C; 3, 59°C; NK, negatif kontrol.

M1 2 3NK45 6NK789 M

Sekil 11. csrB, fiml ve fimA genlerinin optimizasyonu sonucu agaroz jel elektroforez
goruntist. M, molekuler marker (100 bp); 1, 4, 7, csrB pozitif 6rnekler (232 bp), 2, 5, 8, fiml
pozitif ornekler (217 bp); 3, 6, 9, fimA pozitif 6rnekler (181 bp); 1, 2, 3, 57°C; 4, 5, 6, 58°C;
7, 8,9, 59°C; NK, negatif kontrol.
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4. TARTISMA

Salmonella Infantis serotipi, son yillarda Tirkiye’de, Avrupa ve Amerika’da
kanatli hayvan isletmelerinden en sik izole edilen serotip olmasi1 sebebiyle dikkat
cekmektedir ( Miranda ve ark., 2017; Papadopoulos ve ark., 2017) Salmonella
enfeksiyonlarmin hizli yayildiklart bilinmektedir. Buna ¢apraz kontaminasyonlarin
etkisi biiyiiktiir. Ayrica biyofilm olusturabilme yetenekleri de canliliklarini
strddrebilmesine ek olarak direncliliklerine de etki etmektedir. Bu ylizden kanath
kesimhane ve kiimeslerinde meydana gelen Salmonella kontaminasyonu buyik bir
sorun teskil etmektedir (Crump ve ark.,, 2002). Bu tez ¢alismasinda, kanath
isletmelerinde cevresel orneklerden siklikla izole edilen S. Infantis’in biyofilm
morfotiplerinin belirlenerek olusturdugu biyofilm {izerine etkili olan faktorler ve

biyofilm Gretim giclnin arastirilmasi amaglandi.

Speranza ve ark., (2011)’nin yaptig1 bir ¢alismada, S. Typhimurium’un kendi
serotipleri arasinda, ayni sartlar olusturuldugunda dahi biyofilm iiretim miktarlari,
biyofilm morfotipleri ve optimum biyofilm Uretim strecinin farklilik gosterdigi
berlirtilmigtir. S. Infantis i¢in ise daha O6nce bu tip ¢aligmalar yapilmamis olup; S.
Infantis suslarinin farkli ¢evresel kosullarda ve farkli tireme sirelerinde biyofilm
olusturma yeteneklerinin belirlenmesi ve biyofilm retim miktarlarinin tayin edilmesi

acisindan bu tez ilk ¢aligmadir.

rdar morfotipinin biyofilm matriksinde hem kivrimli fimbriya hem de seliloz
bulunmaktadir. Kivrimli fimbriya, Enterobacteriaceae familyas1 tyeleri igin ortak bir
yiizey yapisidir. Salmonella cinsi iiyeleri de bu familyaya ait oldugundan bu bakterinin
irettigi biyofilm matrikslerinin ana bileseni olarak, kivrimli fimbriyanin tespit
edilmesi dogaldir (Romling, 2001). Ayrica kivrimli fimbriya Enterobacteriaceae

uyelerinin; memeli ve bitki hiicrelerinin yaninda cam, plastik ve g¢elik gibi abiyotik
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yiizeylere tutunmasinda ilk basamak olarak tanimlanan adezyona ciddi katkilarinin
oldugu belirlenmistir (Ueda ve ark., 2007). Bununla birlikte Salmonella’nin biyofilm
yapilarinda bulunan selllozun, biyofilm yapilarinin elastikiyetini ve bdylece stres
ajanlarina karsi biyofilm yapilarinin stabilitesini arttirdigi saptanmistir (Solano ve ark.,
1998; Barnhart ve Chapman, 2006; Schemeisser ve ark., 2003). Ozetle, rdar
morfotipindeki biyofilmlerde kivrimli fimbriyanin, tutunma ve biyofilm olusumunun;
sellilozun da, yapisal stabilitenin ve kararliligin temel unsurlarindan oldugu
bilinmektedir. Yalmz seliloz (pdar) ya da yalmiz kiveimli fimbria (bdar) iceren
biyofilmlerin, cevresel stres kosullarmna, gesitli antibiyotiklere ve dezenfektanlara
direncinin, rdar morfotipindeki biyofilmlere kiyasla daha az oldugu ¢esitli arastiricilar
tarafindan gosterilmistir (Cegelski ve ark., 2009; Characklis ve ark., 1973). Olsén ve
ark., (1989), Enterobacteriaceae familyasina ait bakterileri inceledikleri bir ¢alismada,
S. Typhimurium ve S. Enteritidis serotiplerinin biyofilmlerini rdar olarak
tanimlamugtir. Bu tez ¢aligmasinda ise incelenen S. Typhimurium (n: 5), S. Kentucky
(n: 5) ve S. Enteritidis (n: 5) serotiplerinin biyofilm morfotipleri rdar, S. Hadar ise
bdar olarak bulundu. Diger ¢alismalar (Olsen ve ark., 1989; Austin ve ark., 1998;
Barnhart ve Chapman, 2006) ile de karsilastirildiginda bu tez galismasindan elde
edilen Salmonella serotiplerinin olusturmus olduklari biyofilm morfotipleri uyumlu

bulundu.

Bu tez caligmasi, S. Infantis’in olusturdugu biyofilmlerin morfotiplerinin
arastirildigr ve olusan biyofilmler {izerine ¢evresel faktorlerin etkisinin incelendigi ilk
caligmadir. Bu ¢alismada yapilan analizler sonucunda kanatli kdkenli S. Infantis’te
yaygin biyofilm morfotipinin rdar oldugu (%96) gosterildi. Bu ¢alismadan elde
sonuca gore gevresel stres kosullarina ve dezenfektanlara kars1 daha dayanikli oldugu
bilinen rdar morfotipinin yiiksek oranda bulunmasi, bu serotipin alinan ¢evresel
orneklerden S. Infantis’in son yillarda yiksek oranda izolasyonunu agiklayabilir
niteliktedir.
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Bu tez galismasi sonucunda elde edilen biyofilm iiretim siireleri incelendiginde
S. Typhimurium suslarinin optimum biyofilm {iretme zamaninin 24 saat, ¢alisilan
diger tiim serotiplerin optimum biyofilm iiretme zamaninin ise 72 saat oldugu
belirlendi. Yapilan ¢alismalar, benzer olarak, S. Typhimurium igin biyofilm Gretim
diizeyinin 24’lincii ve 72’nci saattlerde optimum, diger Salmonella serotiplerinin
tiretmis olduklart biyofilm miktarlarinin ise sadece 72’nci saatte optimum diizeyde
oldugunu gostermektedir (Darwin ve ark., 1999; Darwin ve ark., 2001; Scher ve ark.,
2005).

Biyofilm Uretiminin engellenmesi igin gesitli biyotik ve abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusturan Salmonella serotiplerine gore degiskenlik gosteren bu
parametrelerin belirlenmesi zorunludur (Lavhon ve ark., 2002; Larsen ve ark., 2007;
Ma ve ark., 2009). Bu tez calismasinda, S. Infantis suslar1 i¢in optimum biyofilm
olusturma sicaklig1 20°C, slresi 72 saat, pH’s1 6,6, tuz konsantrasyonu ise %0,5 olarak
belirlendi. Lin ve ark., (1996) Salmonella suslarinda ideal inkiibasyon sicakligini 20-
22°C olarak belirlemisken; Kumar ve ark., (1998) bu degeri 28-30°C olarak
saptamistir. Ayni sekilde biyofilm olusumu icin gerekli optimum pH diizeylerinde de
literatiirde farkli bulgular mevcuttur. Lianou ve ark., (2012) 60 Salmonella enterica
susu ile yaptigi farkli gevre kosullarinda biyofilm Gretiminin test edildigi bir calismada
pH 5,5 (%58,3), %0,5 NaCl (%48,3) ve 25°C’de (%53,3) yiksek oranda biyofilm
olustugunu gostermislerdir. Bu galismayla karsilastirildiginda bu tez ¢alismasindan
elde edilen sonuglardan, uyumsuz olan pH ve sicaklik degerlerinin ¢alisilan suslarin
serotiplerinin belirlenmemesinden dolay1 oldugu diisiiniildii. Bahsi gecen Salmonella
enterica tiirii igerisinde yer alan 6 alt tiir ve 2500’den fazla serotip bulundugu
diistiniildiigiinde serotipler arasinda, iirettikleri biyofilm tizerine etkili olan faktorlerin

farkli olmasinin dogal oldugu diisiiniildii.

Speranza ve ark., (2011) ortam sicakliginin 30°C ve pH’nin 6,0 tutuldugu
calismada, gucli biyofilm tretiminin oldugunu belirtmislerdir. Giaoruis ve ark. (2005)

biyofilm iretimi i¢in optimum pH’y1 5,5 olarak belirlerken, bu tez ¢alismasinda ise
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optimum pH 6,6 olarak hesaplanmis; bu sonug¢ s6z konusu pH degerinin 6,5 olarak
belirlendigi Chavant ve ark., (2007) tarafindan yapilan c¢aligmayla uyumluluk
gostermistir. Salmonella genusunda bulunan bakterilerin optimum yasam sicakliklari
(37°C), pH (ort. 7.0)’s1 ve tuz konsantrasyonu (%0) diisiiniildiigiinde, bu tez ¢alismasi
ve diger calismalardan elde edilen sonuglar, Salmonella suslarinin standart yasam
kosullarinin disina ¢iktik¢a, canli kalabilmek igin biyofilm olusturma egilimlerini

arttidiklarin1 géstermektedir.

Tez galigmasinin son asamasinda biyofilm olusumu ile iliskili csrB, csrC, fimA
ve fiml genlerin varligi S. Infantis ve baz1 Salmonella serotiplerinde arastirildi. Altier
ve ark., (2000), S. Typhimurium csrA mutantlarinin zayif biyofilm gelisimi
gosterdiklerini gozlemlemislerdir. Mutant olmayan S. Typhimurium suslarinin giiglii
biyofilm ftreticileri olmasi bu genlerin biyofilm dretimi Uzerinde etkili oldugunu
gOstermistir. Fortune ve ark., (2006) ve Teplitski ve ark., (2006), csrC geninin
Salmonella’nin hareketlilik ile ilgili 6zelliklerini diizenledigini bildirmiglerdir.
Lawhon ve ark., (2002) S. Typhimurium’da bulunan SirA’nin flagellar genler iizerinde
etkisinin bulundugunu ve bu etkinin CsrA’nin antagonisti olan CsrB’nin
aktivasyonuyla da iligkili olabilecegini belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasinda daha 6nce
S. Infantis icin arastirilmamis olan bu genler hem S. Infantis hem de S. Typhimurium,
S. Enteritidis, S. Hadar ve S. Kentucky serotipleri i¢in arastirildi. Calisma sonunda bu
genlerin varligi tum serotiplerde belirlendi. Hareketlilik ile iliskili csrB ve csrC genleri
ile Enterobactericeae lUyelerinde bulunan kivrimli fimbria olusumundan sorumlu fimA
ve fimB genlerinin bitlin serotiplerde belirlenmesinin nedeni, bu serotiplerin
Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan hareketli serotipler olmasindan

kaynaklandig: diisiiniildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda Tiirkiye’de son yillarda kanatli hayvanlardan, kanatl
hayvan kokenli gidalardan; altlik, toz, su, yem gibi kiimes ve kesimhane
materyallerinden en c¢ok izole edilen serotip olan S. Infantis’in biyofilm olusturma
diizeyleri ve buna etkili olan faktorler belirlendi. En yaygin morfotip %96’lik oranla;
ekstraseliiler matriksin ana bilesenleri olan seliiloz ve kivrimli fimbrianin sentezini
birlikte yapan suslarda goriilen morfotip olan kirmizi, kuru ve piiriizli (rdar) morfotipi
olarak bulundu. Yaygin morfotipin rdar olarak belirlenmesi 6zellikle kanatli kokenli
gida iiretiminde dezenfeksiyon ve sterilizasyon asamalarinin etkili sekilde yapilmasi
gerektigine isaret etmektedir. Bu durum ayrica broiler tavuk kimes ve

kesimhanelerindeki Salmonelloz vakalarinin yaygmligini da agiklar niteliktedir.

Elde edilen diger 6nemli bir sonu¢ ise S. Infantis suslarimin farkli ¢evresel
kosullarda ve farkli ireme saatlerinde biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesi
ve miktarlarinin tayin edilmesidir. S. Infantis i¢in biyofilm olusturma siiresi uygun
sartlar altinda 72 saat olarak belirlenirken optimum sicaklik, pH ve tuz konsantrasyon
oranlar1 sirastyla 20°C, 6,6 ve %0,5 seklinde tespit edildi. pH 4,5’te ve %0,5’in
tizerindeki tuz konsantrasyonlarinda ise tum serotiplerin biyofilm olusturmadigi

goralda.

Bu tez calismasinda daha once S. Infantis i¢in arastirllmamis olan csrB, csrC,
fimA ve fimB genleri hem S. Infantis serotip hem de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Hadar ve S. Kentucky serotipleri igin arastirilarak bu genlerin tum serotiplerde var
oldugu belirlendi. Biyofilm olusumunun engellenmesinde en 6nemli nokta; diizenli ve
etkili dezenfeksiyon iglemlerinin yapilmasidir. Bu islemler ile, hlicrelerin yuzeye
tutunmalarin1 engellemek amaglanmaktadir (Carpentier ve Cerf, 1993). Salmonella
Infantis igin ilk kez yapilan bu arastirma sonucunda elde edilen bulgular, bu serotipin
biyofilm yapilarinin eradikasyonu i¢in yapilacak ¢aligmalarda, dogru parametrelerin

belirlenmesi agisindan yol gosterici olacaktir.
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OZET

Salmonella Infantis Suslariin Olusturdugu Biyofilm Uzerine Cevresel ve

Genetik Faktorlerin Etkisinin Arastirilmasi

Biyofilm olusumu, endiistriyel, ¢evresel, halk sagligi ve tibbi alanlarda ciddi
sorunlara neden olmaktadir. Salmonella serotipleri arasinda biyofilm olusturma
yetenegi ve miktar1 arasinda farkliliklar vardir ve bu o6zellikler ¢esitli ¢evresel ve
genetik faktorlere bagli degisiklikler gostermektedirler. Son yillarda yapilan
calismalarda Salmonella Infantis’in tilkemizdeki kanatl kiimes ve kesimhanelerinde
en sik gozlenen serotip oldugu belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, 100 S. Infantis susu
ile baz1 Salmonella serotiplerinin (5 Salmonella Kentucky, 5 Salmonella Hadar, 5
Salmonella Enteritidis, 5 Salmonella Typhimurium) biyofilm morfotipleri belirlenerek
biyofilm olusumu iizerine sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu gibi gevresel etkilerin ve
bazi genetik faktorlerin etkisi arastirildi. Morfotip olarak S. Infantis’te rdar (%96), S.
Typhimurium (%100), S. Kentucky (%100) ve S. Enteritidis (%100) serotiplerinin
biyofilm morfotipleri rdar, S. hadar (%2100) ise bdar morfotipinde bulundu.

S. Infantis i¢in biyofilm olusturma siiresi uygun sartlar altinda 72 saat olarak
belirlenirken, optimum sicaklik 20°C, pH 6,6 ve tuz konsantrasyon orani %0,5 olarak
belirlendi. pH 4,5’te ve %0,5’in tlizerindeki tuz konsantrasyonlarinda ise tiim
serotiplerin biyofilm olusturmadigi goriildii. Bu tez ¢alismasinda daha 6nce S. Infantis
i¢in arastirllmamus olan csrB, csrC, fimA ve fimB genleri hem S. Infantis serotip hem
de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Hadar ve S. Kentucky serotipleri i¢in arastirilarak
bu genlerin tiim serotiplerde var oldugu belirlendi. Salmonella Infantis icin ilk kez
yapilan bu aragtirma sonucu elde edilen bulgularin, bu serotipin biyofilm yapilarinin
eradikasyonu i¢in yapilacak calismalarda, dogru parametrelerin belirlenmesi agisindan
yol gosterici olacag diisiintildii.

Anahtar Sozcukler: Kanath, Salmonella, biyofilm, cevresel etkiler.
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SUMMARY

Effect of Environmental and Genetic Factors on Biofilm Formation of The
Salmonella Infantis Strains in Turkey

Biofilm formation causes serious problems in industrial, environmental, public
health and medical fields. There are differences between Salmonella serotypes’ ability
to form biofilm quantity; these characteristics change due to various environmental
factors. Because of the existing of Salmonella Infantis as the most common poultry
serotype in recent years, it is a need to investigate the genetic and environmental
factors’ effects on the biofilm formation of this serotype. In this thesis, the
environmental impacts such as different salt concentrations, temperature and pH and
some of genetic factors on biofilm formation of Salmonella Infantis and other 4
different serotypes (S. Enteritidis, S. Kentucky, S. Typhimurium, S. Hadar) which is
the most common serotype in poultry in Turkey were used to show the environmental
impacts such as different salt concentrations, temperature and pH and some of genetic
factors on biofilm. The most common morphotype was shown as rdar at rate of %96
for S. Infantis, rdar for S. Typhimurium (%2100), S. Kentucky (%100) and S. Enteritidis
(%100), bdar for S. Hadar (%100).

For the S. infantis, the optimal temperature was 20°C, pH 6,6, and the salt
concentration ratio was 0.5%, while the biofilm formation time was 72 hours under
appropriate conditions. At pH 4,5 and salt concentrations above 0,5%, all serotypes
did not form biofilms. In this thesis study, csrB, csrC, fimA and fimB genes which
have not been previously investigated for S. Infantis were investigated for both S.
Infantis serotype and S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Hadar and S. Kentucky
serotypes and found that these genes exist in all serotypes determined. The findings of
this first study for Salmonella Infantis will show the determination of the correct
parameters in studies to eradicate this serotype biofilm constructs.

Keywords: Poultry, Salmonella, biofilm, environmental effects.
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