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OZET

Bu ¢alismada Ankara’da siit fabrikasindan temin edilen 50 ¢ig siit 6rnegi ve Ankara’da
tiketime sunulan 160 tavuk 6rnegi (25 boyun, 45 karaciger, 45 kalp ve 45 taslik)
caligilmistir. Arastirma sonucunda 2 Salmonella Paratyphi A ve 106 Salmonella spp.
izolat1 standart yontemlerle tanimlanmis (gram boyama, katalaz, lire vb.) tanimlamalar
Gram negatif ID, BBL (Beckton Dickinson) tanimlama sistemi ile dogrulanmistir. Elde
edilen izolatlar ile siderofor ve biyofilm olusturma karakteristikleri aragtirilmistir.
Incelenen 108 izolatin %37,03 “ii rdar morfotipi, %62,97’si bdar morfotipi gdstermistir.
Hem rdar (%35) hem de bdar (%31) morfotipinin en fazla goriildiigii izolatlarin tagliktan
elde edildigi goriilmiistiir. Calisilan 108 Salmonella izolatinin biyofilm sonuglarma gore;
37°C’de 24 saat inkiibasyonun kullanildig1 yontemde (yonteml) 28 izolat yiiksek biyofilm,
53 izolat orta biyofilm, 27 izolat zayif biyofilm goéstermistir. Yiiksek biyofilm gdsteren 28
izolatin; 4 (%14,2)’1 Kalp, 2 (%7,2)’si Karaciger, 14 (%50)’1 Taslik, 2 (%7,2)’si Boyun
ve 6 (%21,4)’s1 Siit izolatidir. 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildigi yontemde
(yontem2) 94 izolat yiiksek biyofilm, 12 izolat orta biyofilm, 2 izolat zayif biyofilm
gbstermistir. Izolatlarin %87’si yiiksek biyofilm, %11’i orta biyofilm ve %2’si zayif
biyofilm karakterine sahip olarak bulunmustur. Yiiksek biyofilm gosteren 94 izolatin;
24(%25,5)’1 Kalp, 18 (%19,1)’1 Karaciger, 28 (%29,8)’1 Taslik, 10 (%10,6)’s1 Boyun ve 14
(%14,9)’u Siit izolatidir. Iki yontem karsilastirildiginda ydntem 2 de yer alan sicaklik ve
inkiibasyon siiresinin biyofilmi arttirici oldugu sdylenebilir. Salmonella izolatlarinin
siderofor {iretimi incelendiginde 108 izolattan yalnizca 7’sinde (%6,48) siderofor iiretimi
pozitif olarak gozlenmistir. Siderofor pozitif izolatlarin elde edildikleri numune dikkate
alinarak yapilan incelemeleri sonucu 4’tintin  (%57,14) taslik, 2’sinin (%28,57) boyun ve
I’inin  (%14,29) karaciger Orneginden elde edildigi goriilmektedir. Sonuglar
incelendiginde hem biyofilm yontemlerinde yontem 1 (%50), yontem 2 (%29,8) hem de
siderofor yonteminde (%57,14) en yiiksek degerler Taslik numunelerinden elde edilen
orneklere aittir.
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Sayfa Adedi : 105
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ABSTRACT

In this study, 50 raw milk samples obtained from milk factory and 160 chicken samples
(45 liver, 45 heart, 45 gizzard, 25 necks) offered for sale in Ankara were used as the
materials. As a result of the study 2 Salmonella Paratyphi A and 106 Salmonella spp. were
defined by standard methods (gram staining, catalase, urea ext.) and definitions were
confirmed with identification system Gram negative ID BBL (Beckton Dickinson).
Siderophore and biofilm charecteristics were studied by using isolates. 108 isolates were
researched in this study. As a result of the study, %37. 03 isolates have rdar morphotype
and % 62,97 isolates have bdar morphotypes. Both rdar (%35) and Bdar (%31)
morphotypes of the isolates were commonly seen from the gizzard. According to biofilm
results; in the method used by incubation for 24 hours at 37 © C (method 1), was showed
28 isolates high biofilm, 53 isolates middle biofilm and 27 isolates weak biofilm. The 28
isolates showed high biofilm; 4 (%14, 2) heart, 2 (%7, 2) liver, 14 (%50) gizzard, 2 (%7, 2)
neck and 6 (%21, 4) milk isolates. According to biofilm results the method used by
incubation for 48 hours at 20° C (method 2), was showed % 87 of isolates high biofilm, %
11 of isolates middle biofilm and % 2 of isolates weak biofilm. The 94 isolates showed
high biofilm; 24 (%25, 5) heart, 18 (%19, 1) liver, 28 (%29, 8) gizzard, 10 (%10, 6) neck
and 14 (%14, 9) milk isolates. As a result of comparing two methods it can be said that
temperature and incubation time which is used in method 2 increases biofilm. When the
siderophore production of Salmonella isolates were examined, it can be seen that only 7
(6,48) of 108 Salmonella isolates were positive. Research results based on samples which
were obtained from positive siderophore samples show that 4 (%57, 14) of them obtained
from gizzard, 2 (%28, 57) of them obtained from neck and 1 (%14, 29) of them is obtained
from liver samples. As a result of the study, we can say that both in biofilm method
(method 1, 50 %) and siderophore method (method 2, 57,14 %) the highest values were
obtained from gizzard samples.

Science code : 203.1.010
Keywords : Salmonella, siderophore, biofilm
Page number : 105
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklamalar
- Negatif
% Yiizde
/ Bolim

Bolim
+ Pozitif
< Kiictktiir
+ Arti-eksi
< Kiigiik ve esittir
> Biiyiik ve esittir
° Derece
°C Derece Celcius
n Mikron
ng Mikrogram
n| Mikrolitre
pm Mikrometre
cm Santimetre
Da Dalton
Dk Dakika
g Gram

Litre
mg Miligram
ml Mililitre
mm Milimetre
nm Nanometre
Ph Asitlik degeri
Sn Saniye

w/w Agirlikga oran



Simgeler

Kisaltmalar

AIDS
ATCC
BD
BDAR
Bkz
CaCO3
CAS
CDC
Cfu
DHBS
DNA
E/NF
EDTA
ELISA
EPS
FeCl;.6H,0
Fe-E
H.0O;
H,S
HCI
HDTMA
ID

IMS
KoHPO,
KCN
KOH

XV

Aciklamalar

Alfa
Beta

Gamma

Aciklamalar

Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu
American Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Becton dickinson

Kahverengi, kuru ve piiriizli
Bakiniz

Kalsiyum karbonat

Chromal Azurol S

Hastalik kontrol merkezi

Colony forming unit
Dihidroksibenzoil serin
Deoksiribontikleik Asit
Enteric/Nonfermenter
Etilendiamintetraasetik asit
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Eksopolisakkarit

Demir III kloriir heksahidrat

Ferik enterokelin

Hidrojen peroksit

HidrojenSiilfiir

Hidroklorik Asit
Hexadecyltrimethylammonium
Identifikasyon

Immunomanyetik Seperasyon
Dipotasyum Hidrojen Fosfat
Potasyum siyaniir

Potasyum Hidroksit



Kisaltmalar

LBwo/NaCl
LDC
LIA
LPS
MKTTn
MOPS
MR
NaCl
NK
oD
ODn
ODo
PCR
PDAR
PVC
PW
RDAR
RVS
SAW
SBAM
SMA
SPV
TS
TSA
TSI
USDA
VP
WHO
XLD
XLT4

XVi

Aciklamalar

Sodyumkloriirsiiz Luria Bertani

Lisin dekarboksilaz

Lisin Iron Agar

Lipopolisakkarit

Muller Kauffman Tetrathionate Novobiocin Broth
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1. GIRIS

Salmonella etkenleri Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella cinsine ait
tiirlerin igerdigi serotiplerdir. Son siniflandirmaya gore bu cinste iki tiir bulunmaktadir.
Bunlar Salmonella enterica (S. enteritica) (Salmonella Cholerasuis olarak da
adlandirilmaktadir) ve Salmonella bongori’dir. Giiniimiizde birgok patojeni igeren S.
enterica tiiri altinda ise alt1 alt tiir bulunmaktadir (S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica
subsp. houtenae, S. enterica subsp. indica ). Salmonella’larin siiflandirilmasindaki bu
degisikliklerin tiimii DNA-DNA hibridizasyon ve multilokus enzim elektroforetik
karakterizasyon teknikleri sonuglarina dayanilarak yapilmistir. Bu nedenle uzun siiredir
kullanilan Salmonella serovarlarini tiir olarak kullanma sistemi artik gegerliligini
yitirmistir. Boylece daha once “Salmonella Typhimurium” olarak adlandirdigimiz bir
bakteri artik Salmonella enterica subsp. enterica serotype Typhimurium (kisaltilmis olarak
da, Salmonella ser. Typhimurium, Salmonella Typhimurium veya S. Typhimurium) olarak
adlandirlir (Caner ve digerleri, 2001). Insan ve hayvanlarda infeksiyon olusturan
Salmonella suslarinin % 99°u S. enterica subsp. enterica alt grubuna dahil olup, bu grup

cok fazla serovar ve serotip igermektedir (Angulo ve digerleri, 2000).

Salmonella’lar, Diinya’da ve Tiirkiye’de 6nemli bakteriyel patojenler arasindadir (Carli ve
digerleri, 2001; Gast, 2003). Salmonella infeksiyonlarini 6nlemek, hem gida endiistrisi,
hem de kanatli hayvanlarin saghg: agisindan énemlidir. Infeksiyondan korunma ancak iyi
gozlem ve kontrol programlari ile basarilabilir (Humbert ve digerleri, 1997). Salmonella,
diger Enterobacteriaceae iiyeleri gibi fakiiltatif anaerob, sporsuz, 2-3 um uzunlugunda,
0,4-0,6 um eninde gram negatif basildir. Salmonella Gallinarum serovarlari disinda

hareketlidir ve peritris flagellaya sahiptir (Erdem, 2013).

Salmonelloz, tiim diinyada en sik gorillen gida kaynakli infeksiyonlardan biridir.
Salmonella infeksiyonlar1 epidemik ya da endemik olarak seyredebilmekte ve o6zellikle
bagisiklik sistemi zayif olan yashlar ve yenidoganlar basta olmak iizere immiinsiipresif
bireylerde ciddi sonuglara yol agabilmektedir. Insan Salmonella infeksiyonlarinda primer
kaynak kontamine et ve siit irlinleri gibi hayvan kaynakli gida olarak karsimiza
cikmaktadir. Glinlimiizde {ilkeler arasi gelisen ticari iliskiler sonucunda gida iirlinlerinin

tim diinyada yaygin dolasimi g6z Oniine alindiginda, bu gida iriinlerinden



kaynaklanabilecek Salmonella salgmlarinin  genis cografi  bolgeleri etkilemesi
kagimilmazdir (Erdem, 2013). Diisikk miktarda Salmonella’nin bile gesitli klinik belirtiler
gostermesi, septisemi ve Oliimlerle sonuglanmasi, bu bakterinin patojenitesinin dnemini
gostermektedir. Bu bakterinin biyofilm 6zelliginin de bu konuda 6nemli bir yerinin oldugu

diistintilmektedir (Karaca, 2011).

Biyofilm, bakterilerin canli veya cansiz ylizey iizerinde olusturduklari polimerik matriks
icerisinde ¢ogalmasidir. Biyofilm igerisinde canli-cansiz mikroorganizmalar, organik
inorganik maddeler ve mikroorganizmalarin iirettigi hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS)
bulunmaktadir. Tiim bu icerik nedeniyle, biyofilm tabakasi kapali bir mikrokoloni olarak
sekil alir. Salmonella, dogal ortamda biyofilm olusturabilmekte ve ‘rdar’ fenotipi olarak
adlandirilan ¢ok hiicreli bir fenotip de gézlenebilmektedir. ‘Rdar’ fenotipi Salmonella’ya
kurumaya ve sodyum hipokloriire karsi diren¢ kazandirmaktadir (Erdem, 2013). Bu
ozelligin patojen bir mikroorganizma da var olmasi, bu mikoorganizmanin gidalarda

tutunabilme kabiliyetini arttiracagi sanilmaktadir (Karaca, 2011).

Biyofilmler, gida isleme siireglerinde normal temizlik islemleri ile ortadan
kaldirilamamakta ve bu nedenle gidalarin islendigi yiizeylerdeki biyofilmler bu ylizeylerle
temas eden gidalar i¢in kontaminasyon kaynagini olusturmaktadir. Cevresel kosullarda,
biyofilmler patojen mikroorganizmalar igin rezervuar Ozelligi gostererek yiizeylerin ve
suyun kontaminasyonuna neden olmaktadir. Biyofilm olusumu gida isleme iinitelerinde
ayn1 zamanda 1s1 transfer sistemlerinin bozulmasina ve metal ylizeylerde korozyona neden
olmaktadir. Salmonella kiimes hayvanlarinin iglendigi nemli ortamlarda ideal bir biyofilm
ireticisidir. Salmonella’nin gida islenen ortamlardaki ¢imento, plastik ve paslanmaz ¢elik
yiizeylerde biyofilm iiretebildigi saptanmistir (Joseph ve digerleri, 2001). Gida endiistrisi
ve gida kaynakl hastaliklar i¢in son derece 6nemli bir bakteri olan Salmonella‘nin Tiirkiye
kaynakli agikta satisa sunulan tavuk ve gida Orneklerinden izole edilenlerinin tiimiiniin
biyofilm iireticisi suglar olmasi, dikkat edilmesi gereken bir diger durumdur. Gelismekte
olan iilkemizde gida isleme siireglerindeki sanitasyon islemlerinin biyofilm olusumunun

dikkate alinarak yapilmasi dnem arz etmektedir (Karaca, 2011 ).



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Salmonella Hakkinda Genel Bilgi

Salmonella’lar, Diinya’da ve Tirkiye’de 6nemli bakteriyel patojenler arasindadir (Carli ve
digerleri, 2001). Salmonella infeksiyonlarini 6nlemek, hem gida endiistrisi, hem de kanatli
hayvanlarin saghg agisindan &nemlidir. Infeksiyondan korunma ancak iyi gozlem ve
kontrol programlari ile basarilabilir (Humbert ve digerleri, 1997). Kanatli hayvanlar, gida
zinciri vasitasiyla insanlara bulasabilen Salmonella’larin en 6nemli rezervuarlarindan birisi
oldugundan dolayr (Stone ve digerleri, 1994), resmi yetkililerce Salmonellozis gida
kaynakli hastaligin onlenmesinde kanatli {iireticileri i¢in Oncelikli hastalik olmaktadir

(Olivera ve digerleri, 2002).

Kanatlilarda Salmonellozis, ti¢ hastalik igerisinde siniflandirilir: S. Pullorum’un neden
oldugu pullorom hastaligi, S. Gallinarum’un neden oldugu tavuk tifosu (Shivaprasad,
2003) ve insanlarda gida kaynakli hastaliklarla iligkili olan farkli gruplarin serovarlari
tarafindan olusturulan paratifo infeksiyonudur (Izgiir, 2002; Oliveira ve digerleri, 2002).
Tavuk tiriinlerine bulasan ve insanlarda gida zehirlenmesi vakalarindan en ¢ok izole edilen
serovarlar S. Typhimurium ve S. Enteritidis’dir. 1940’1 yillardan beri, insan ve
hayvanlardan spesifik konakgisi olmayan Salmonella serovarlarinin izolasyonunda hizli bir
artts bulunmaktadir ve bu serovarlar genc tavuklarda 6nemli kayiplara neden olmaya
devam etmektedir (Oliveira ve digerleri, 2002). Diinya ¢apinda, paratifoid Salmonella’lar
gida kaynakli hastalik ajanlarinin en yaygin olanlar1 arasindadir ve WHO nun raporuna
gore, Amerika, Avrupa ve Afrika saglik ajanslari tavuk tiikketimiyle ilgili olan bu tiir
hastaliklarda benzer bir artis oldugunu bildirmislerdir (Rodrigue ve digerleri, 1990).
Ayrica, gectigimiz 20 yilda S. Enteritidis Avrupa’nin bir¢ok iilkesinde (Rabsch ve
digerleri, 2001) ve Amerika’da (Medici ve digerleri, 2003) gida kaynakli zehirlenmelerin
en yaygin sebeplerinden biridir. Bu gidalarin ¢ogunu tavuk ve yumurtalar olusturmaktadir

(Hargis ve digerleri, 1995; Suzuky, 1994).



2.2. Salmonella Tarihgesi

Salmonella, Amerikali bir patolog olan Daniel Elmer Salmon'a itafen adlandirilmistir,
ancak aslinda bakteriyi 1885 yilinda domuzlarda ilk kesfeden onun ortagi Theobait
Smith’tir. Salmon ve Smith 1885’de domuz koleras1 etkeni Salmonella Choleraesuis’i izole
ettikten sonra bakteriyi 1s1 ile inaktive ederek ilk 6lii tiim bakteri asisini da hazirlamiglardir.
1887°de Pasteur Enstitiisiinden Chamberland ve Roux bu konuda yayin yaparak ilk olii
bakteri asisin1 hazirladiklarini belirtmisler, Salmon ve Smith’in 6ncelik iddialar1 Pasteur ve

Pasteur Enstitiisiiniin sohreti karsisinda yeterli yandas bulamamastir.

Is1 veya formalin ile Oldiiriilmiis bakteri slispansiyonunun asi olarak kullanilabilecegi
anlasilinca Almanya’da Pfeiffer ve Kolle, Ingiltere’de Almroth Edward Wright 1896°da
oli tifo asisimi gelistirmisler ve bu as1 Wright tarafindan Hint ordusunda 2,835 kisiye
uygulanarak, siddetli bolgesel ve genel reaksiyonlara ragmen, korunma yoniinden {imit
verici sonuglar almmistir. Wright 1899°da Afrika’daki Boer Savasi’nda Ingiliz ordusunu
asilamak istemis ancak bazi doktorlarin insanlara bile bile mikrop enjekte edilmesine kars1
¢ikmalar1 nedeniyle ancak bir kisim askeri asilayabilmistir. Savas sirasinda Ingiliz
ordusunda 58,000 tifo olgusu, buna bagli 9,000 6lim goriilmesi ve asililarla asisizlar
arasindaki hastalik ve 6liim orani farki aginin etkinliginin kabul edilmesine yol agmistir
(Popoff ve digerleri, 2000). Tifonun modern antimikrobiyal tedavisinin baglangici, 1948’de
Woodward ve digerlerinin kloromisetin ile basarili tedaviyi bildirmesi olarak kabul
edilebilir (Woodward ve Kirvan, 1996).

2.3. Salmonella’larim Siiflandirilmasi

Salmonella cinsi bakteriler ilk kez 1886 yilinda Amerikali bakteriyologlar T. Smith ve
Daniel E. Salmon tarafindan domuz etinden izole edilmistir. Ilk olarak Bacterium
suipestifer olarak adlandirilan bakteri, 1900 yilinda Lignieres tarafindan &nerilen
Salmonella adiyla anilmaya baglanmistir. 1960’11 yillardan itibaren Salmonella ismi kabul
edilmis ve 1980 yilinda Approved Lists of Bacterial Names’ de yerini almistir.

Salmonella’lara ait olan 6zellikler Cizelge 2.1° de verilmistir.



Cizelge 2.3. Salmonella’larin kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri (Koneman ve digerleri,

2006)
Cins Kia Gaz H;S Mr  Vp Ind Sit Pat Ure Har Ly Arj Orn Onpg
Salmonella AlkA + + + - - + - - + + +- + -

Kia, Kligler’s 1ron agar, H,S, hidrojen siilflir, mr,metil red, vp, voges preskauver, ind, indol, sit,sitrat, pad,
fenilalenindeaminaz, iire, lireaz, har, hareket, lys, liysin, arj, arjinin, org, ornitin, onpg, onitrofenil- beta-D-
galactopyranoside

Salmonella nomenklatiirii oldukc¢a karmasik ve tartismali bir mesele olmustur. Salmonella
cinsi mikroorganizmalar biitiin Enterobacteriaceae’larin i¢inde en karmasik olan
mikroorganizmalardir ve Kauffman—White semasmna gore 2400’den fazla serotipi
bulunmaktadir (Popoff ve digerleri, 2000). 1 Temmuz 1983’den 6nce Salmonella’nin ¢
tiirli bulundugu kabul edilmekteydi ve bunlar: S. Choleraesuis, S. Typhi ve ¢cogu serotipin
ait oldugu S. Enteritidis idi. Giiniimiizde Arizona, Salmonella altgruplar1 ve biitiin 6nceki
tirler ayni tiir olarak diistinilmektedir ve alt1 farkli altgrubun bulundugu yedi boliime
ayrilir. Eskiden altgrup V olarak bilinen S. bongori’nin, DNA-DNA hibridizasyon yontemi
ile farkl bir tiir oldugu kabul edilmistir (Reeves ve digerleri, 1989). Bu nedenle S. enterica
alt1 alttiire ayrilmakla birlikte artik Salmonella’nin iki tiiri bulunmaktadir. Salmonella

tiirlerinin ve alttiirlerinin farkli 6zellikleri de verilmistir (Koneman ve digerleri, 2006).

Cizelge 2.4. Salmonella tiirlerinin ve alttiirlerinin klasifikasyonu (Koneman ve digerleri,
2006)

Salmonella Zarmn iki tiirii bulunmaktadir: Alt alttiire sahip S. enterica ve S. bongori
. enterica subsp. Enterica(l) : (Birgok serotipi vardir)

. enterica subsp. Salamae

. enterica subsp. Arizonae

. enterica subsp. Diarizonae

. enterica subsp. Houtenae

. enterica subsp. Indica

nNnwmu!mmmwm

Salmonella Bongori (eskiden alttiir V' olarak bilinirdi)

2.3.1. Salmonella’larin nomenklatiirii

1966°’nm  baslarinda Diinya Saglik Orgiiti (WHO) sadece alttiir I’deki serotipleri
adlandirmaya baslamistir ve diger tiim alttiirlerdeki serotip adlarindan vazge¢mistir. CDC
(Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi) bu pratigi uygulamis ve alttiir I de ki serotip
isimlerini, 1966’dan sonra tanimlanmus altttir 11, 1V, V ve S. Bongori’nin adlandirilmamis

serotipleri icin antijenik formiillerini kullanmustir. {lk olarak bir serotipin cins ismi daha



sonra serotip kelimesinin kisaltmasi “ser” yazilir. Ondan sonra da serotip adi yazilir
(Salmonella serotip veya ser Typhimurium veya S. Typhimurium ) (Koneman ve digerleri,
2006). Insan ve hayvanlardan izole edilen Salmonella’larin birgogu S. enterica subsp.
Enterica (I) alt grubuna dahil olup bu grup bir serovar veya serotip igermektedir.
Genellikle, ilk izole edildikleri sehrin ya da ilk izole edildikleri canli tiirliniin adin1 alirlar.
Omegin S. enterica subsp. enterica serovar Dublin, ya da S. enterica subsp. enterica
serovar Gallinarum denildiginde Dublin serovari ilk kez Dublin’de, Typhi serovari tifoid
ates belirtisiyle seyreden bir hastaliktan ve Gallinarum serovari ise tavuktan izole
edildikleri i¢in bu sekilde isimlendirilmislerdir. Ancak ¢ogu kitap ve yayinda bunlar kisaca
Salmonella Dublin, Salmonella Typhi ve Salmonella Gallinarum diye adlandirilirlar ve tiir

isimleri de serotipi belirtmek i¢in biiyiik harfle yazilir (Izgiir, 2006).

2.4. Salmonella’larmn Etiyolojileri

2.4.1. Morfoloji ve boyanma 6zellikleri

Salmonella’lar Enterobacteriaceae’larin bir liyesi olup Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz
comakgeiklardir (Bilgehan, 2004). Boyutlar1 0,7— 1,5x2,0-5,0 um’dir. Paratifoid suslarin
¢ogu peritrig flagellalar1 vasitasiyla hareketli olmasina karsin, (Barrow, 2000) Pullorum
hastaliginin etkeni olan, S. Pullorum ve Tavuk Tifosunun etkeni olan S. Gallinarum
hareketsizdir (Li ve digerleri, 1993). Salmonella’lar Gram negatif olmalarina ragmen

metilen mavisi ve karbon fuksin boyalar1 ile boyanabilirler (Gast, 2003).
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Resim 2.1. Mikroskop altinda Gram negatif basil-kokobasil bakterilerin morfolojisi
(http://en.wikipedia.org )
2.4.2. Ureme ihtiyaclari

Salmonella’lar fakiiltatif anaerobiktirler ve hem anaerobik hem de aerobik kosullar altinda
iyi {ireme ozelligine sahiptirler. Uremeleri igin gerekli olan 1s1 derecesi 37°C’dir, ancak
bazilar1 yaklasik 5-45°C de iireyebilirler. Salmonella’lar yaklasik pH 4-9.0 aralifinda
iireyebilmelerine ragmen optimum pH’lart 7.0’ dir. Uygun olmayan pH kosullarinda tireyen
etkenler flagella ve fimbriya gibi bazi ozelliklerini kaybederler. Salmonella’larin besin
ihtiyaclar1 oldukga basittir ve tiremelerini destekleyen karbon ve nitrojen ihtiva eden ¢ogu
besiyerinde iireyebilirler (Gast, 2003). S. Pullorum ve S. Gallinarum nutrient agar veya
buyyonda kolayca tirerler. Bu organizmalar selektif zenginlestirme besiyeri olan Selenite—
F ve Tetrathionat buyyonda diferansiyel besiyeri olan Brilliant Green, Bismuth Siilfite ve
MacConkey agarda tireyebilirler (Shivaprasad, 2000, 2003). Tetrathionatli buyyon, igerdigi
pepton ve safra gibi maddelerle Salmonella’larin tiremesini saglarken, yine igerdigi
kalsiyum karbonat, sodyum tiyosiilfat, iyot ve potasyum iyodir ile oOzellikle digkida

bulunan Escherichia coli’lerin iiremesini inhibe eder (Izgiir, 2006).



2.4.3. Koloni morfolojileri

Agardaki tipik Salmonella kolonileri yaklasik 2—4 mm ¢apinda, kii¢iik, yuvarlak, S-tipli ve
parlak ozellik gosterirler (Gast, 2003; izgiir, 2006). S. Pullorum ve S. Gallinarum’un
kolonileri bu 6zelliklere ek olarak mavi-gri ile grimsi-beyaz renkte, homojen, 3—-4 mm

veya daha biiyiik ¢apa sahiptirler (Shivaprasad, 2003).
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Resim 2.2. XL T4 Agar’da iireyen Salmonella kolonileri (http://www.miniscience.com )


file:///C:/Users/Boss/Desktop/(http:/www.miniscience.com%20)

Resim 2.3. Merkezi siyah etrafi seffaf morfoloji gosteren Salmonella kolonileri
(http://www.labm.com)

2.4.4. Biyokimyasal ozellikleri

Tipik paratifo etkeni olan Salmonella’lar mannitol, maltoz, dulsitol, fermente ederken,
glikozdan da hem asit hem de gaz olustururlar. Malonat, siikroz, salisin ve laktozu ise
fermente edemezler. H,S, lizin ve ornitin dekarboksilat pozitiftir, nitrat1 nitrite indirgerler
ve sitratt kullanirlar. Parotifo etkeni olan Salmonella’lar iireyi ve jelatini hidrolize
edemezler, indol ise negatiftir (Holt ve digerleri, 1994). Ayrica Metil-Red pozitif ve
Voges—Proskauer negatiftir. S. Gallinarum’un dulsitolii fermente etmesine karsilik S.
Pullorum’un fermente edememesi bu iki mikroorganizma arasindaki en Onemli
biyokimyasal farkliliktir. Ayn1 zamanda S. Pullorum, genellikle, maltozu da fermente
edemez. Bu mikroorganizmalar arasindaki en biiyiik farklilik S. Pullorum kiiltiirlerinin
ornitini hizli bir sekilde dekarboksile etmelerine karsilik, S. Gallinarum kiiltiirlerinin

edememesidir (Shivaprasad, 2003).

2.4.5. Antijenik yap1

Salmonella’larda 6nem tasiyan ii¢ ¢esit antijen bulunmaktadir. Bunlar; Somatik “O”

antijenleri, Flagellar “H” antijenleri ve yiizeysel antijenlerdir. Salmonella’lar O antijenleri


(http:/www.labm.com)
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ile gruplara, H antijenleriyle de serovarlara ayrilir. O somatik antijenleri, bakterilerin hiicre
duvarindaki lipopolisakkarit katmanin polisakkarit biriminden ibarettir. Istya, alkole
(%96°1ik alkole 4 saat) ve asite direnglidirler. Formol etkisi ile aktiviteleri kaybolur veya
cok azalir. Hareketli olsun veya olmasin tiim Salmonella’larda en az bir, ¢ogu kez birden
cok sayida O antijeni bulunur. Salmonella cinsi mikroorganizmalarda saptanmis 60’dan
cok ve degisik yapida O antijenleri vardir. Salmonella’lardaki O antijenlerinin bazilari
Escherichia, Citrobacter, Shigella ve Proteus spp. gibi baska bakterilerde de bulunabilirler
(Bilgehan, 2004). Somatik “O” antijenik yapisi, Salmonella’larin 60’dan fazla sero gruba
ayrilmasin1 saglayan degisik faktorler igermektedir. Bu faktorler; 1, 2, 3, 4, 5, ... gibi
sayilarla ifade edilmekte ve ortak antijenik faktorleri iceren Salmonella’lar ayni grup
icerisinde toplanarak grup adlari alfabetik harflerle (A, B, ...,Z) isimlendirilmektedir.
Simdiye kadar 67 grup ortaya konmus olup harfler yeterli gelmediginden harf + rakamla
belirtilmistir. Ornegin “O” somatik antijenin 9 ve 12 faktdrlerini ortak igeren S. Typhi, S.
Enteritidis, S. Pullorum ve S. Gallinarum bu gruplandirmada D 1 serogrubunda yer
almuslardir (Izgiir, 2006). “H” flagellar antijenleri protein yapisindadir. 60°C’nin iizerinde
isitilmakla, alkol, asit ve proteolitik fermentlerin etkisi ile harap olurlar. Formole
direnglidirler. “H” antijenleri birbirlerinden ayr1 yapt ve karakterde degisik
komponentlerden yapilmislardir. Bu antjenlerin bir kismi Salmonella’lar i¢in 6zgiildiir ve
degismezler. Bunlara spesifik faz veya Faz: 1 antijenleri ad1 verilir. Bu antijenik faktorler
a, b, c, ....... z’ye kadar kiiciik harflerle ve alfabe harfleri yeterli olmadigindan zl1,
Z2,.cini... olarak adlandirilmiglardir. H antijenlerinden diger bir kismi ise kiiltiirlerde
iireme esnasinda degiserek yerlerine yeni yapida antijenler belirir. Bu sonuncular birgok
Salmonella’da rastlanabildiklerinden bunlara da nonspesifik veya Faz—2 antijenleri adi
verilir. Bunlar sayilarla (1, 2, 3, ...) ve bazen harflerle gosterilirler (n, x gibi antijenler hem
birinci hem de ikinci safhada bulunurlar) (Bilgehan, 2004). Salmonella’larin “H” antijen
grubundan sadece bir gesit Faz antijen faktorlerini igerenler monofazik; hem Faz—1 ve hem
de Faz-2 antijenlerini birlikte tasiyanlar ise difazik bakteriler olarak adlandirilmaktadir.
Salmonella’larda bulunanan “Vi” antijeni, Somatik “O” antijeninin en disinda glikolipid
yapisinda yiizeysel bir antijendir. Tiim Salmonella’larda bulunmaz. Bulunmasi halinde
bakterilerin anti-O bagisik serumlar1 ile agliitinasyonunu Onler. 60 derecede bir saat
isitildiginda  bakterilerden ayrilarak etkinligini kaybeder. Salmonella’larin yiizeysel
antijenlerinden polisakkarit yapisinda M antijeni nadir olarak, mukoid koloni olusturan S.
Schottmuelleri kokenlerinde goriilebilir. Bu “O” antijenini maskeleyerek agliitinasyonunu

onler. Pilus antijenleri (6zellikle “Tip—1 Fimbria” antijenleri) bazi Salmonella tiirlerinde
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bulunmaktadir (Izgiir, 2006). Salmonella’lardaki yiizeysel fimbriya antijenlerinin énemi,
bu antijenlere kars1 antikor iceren agliitinan serumlarla, bakterilerin agliitine olmalari, bu
suretle O, H ve Vi antijenlerinin arastirilmasini engellemeleri yoniindedir (Bilgehan,
2004). Izole edilen Salmonella’larin serotiplendirilmesi bulundurduklari O ve H
antijenlerinin belirlenmesi ile olur (Gast, 2003). Identifikasyonda 6ncelikle “O” grubu
antiserumlarin  karigimi kabul edilen Salmonella polivalan antiserumu ile yapilan
agliitinasyon testinde pozitif sonug¢ elde edilir ise, incelenen etkenin Salmonella spp.
oldugu kabul edilip, daha sonra “O” spesifik grup antiserumlar1 ( A, B, C, D, ... ) ile bu
etken tekrar agliitinasyona tabi tutulur. Hareketli Salmonella etkenlerinde, bu testlere
ilaveten Faz—1 ve Faz-2’ye ait antiserumlar da kullanilarak izole edilen etken serotip

diizeyinde identifiye edilir (izgiir, 2006).

Resim 2.4. Salmonella Typhi ( http://Salmonellatyphi.org )

2.4.6. Kimyasal ve fiziksel ajanlara duyarhhg

Genel olarak, S. Pullorum, S. Gallinarum ve paratifoid etkenlerin dis etkenlere karsi
duyarhiliklar1 aynidir. Salmonella’lar uygun c¢evre kosullarinda birkag yil canliligini
siirdiiriirler, ancak S. Pullorum ve S. Gallinarum miisait olmayan ¢evre kosullarina,
kimyasallara ve sicakliga paratifo etkenlerine gore daha az dayaniklidir. Ornek olarak S.
Gallinarum 60°C de 10 dakikada, direkt giines 1s18ina maruz kalmasi durumunda birkag
dk, 1:1000’lik fenolde, %]1’lik potasyum permanganatda 3 dk ve %?2’lik formalinde 1 dk
icerisinde canliligini yitirir. Agarda tireyen S. Gallinarum kiiltiirleri ¢ok hizli bir sekilde
viriilansint kaybedebilir. S. Gallinarum tavuklarin digkilarinda kapali kiimeslerde, 10 giin;
acik kiimeslerde 2 giinden daha az canliliginmi siirdiirebilmektedir (Shivaprasad, 2003). Bu
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mikroorganizmalar dis etkenlere karsi oldukca dayanikli olmasindan dolayr stirekli
tekrarlayan Salmonella spp. durumlarinda su aktivitesinin arastirilmasi énem tagimaktadir
(Oparo ve digerleri, 1992). Bunlara ek olarak hem S. Enteritidis hem de S.
Typhimurium’un havada birkag¢ saat canli kaldig1 da bildirilmistir (McDermid ve Lever,
1996).

2.4.7. Toksinleri

Salmonella’lar endotoksin, enterotoksin ve sitotoksin olmak iizere {i¢ ayr1 toksin
sentezlemektedirler (izgiir, 2006). Sentezledikleri bu {ic toksin Salmonella’larin
patojenitelerinde 6nemli rol oynamaktadir. Endotoksin Salmonella’larin lipopolisakkarid
hiicre duvarinda bulunan lipid—A kismu ile ilgilidir. Bakteri hiicresi lize olmas1 durumunda
ac1ga ¢ikan endotoksin kan dolasimina karisir ise, atese neden olur. S. Enteritidis’den elde
edilmis endotoksinin 2 haftalik civcivlere intravendz olarak verilmesi durumunda dalak ve
karacigerde lezyonlar olusur (Gast, 2003). Lipopolisakkarid, ayni zamanda bakteri
hiicresini konak savunma sistemindeki fagositler tarafindan fagosite edilmelerine karsi
korumaktadir (Craven, 1994). Salmonella’larin sentezledigi enterotoksinler bagirsak
epitelyum hiicrelerinden asir1 s1vi salinimina sebep olmakta, bu da bagirsak liimeninde s1vi
birikimi dolayisiyla diareye neden olmaktadir (Koupal ve Deibel, 1975). Hayvanlardan
izole edilen 123 S. Typhimurium susunun %44’inde enterotoksin belirlenmistir
(McDonough ve digerleri, 1989). Enterotoksin sentezlemeyen mutant suslar hiicre
kiiltiirlerinde daha az mukozal hasara neden olurken, farelerde de daha diisiik mortaliteye
sebep olmaktadirlar. Salmonella’larin sitotoksinleri protein sentezini inhibe ederek

bagirsak epitel hiicrelerinde yapisal hasarlara neden olur (Chen ve digerleri, 1998).

2.4.8. Plazmidleri

Salmonella plasmidleri, antimikrobiyal ilaglara direnci kodlayan genleri ve ¢esitli virulans
ozelliklerini kodlayan genleri tasirlar. Birgok Salmonella serotipinde, birbirleriyle belirgin
bir iliskisi olmayan farkli biiyiikliikteki plazmidlerde saklanmis bir “virulans” bdlgesinin
(Salmonella plasmid virulans “spv” genleri) varligi, DNA problari ile hibridizasyonlar
yapilarak ortaya konulmustur (Erdem, 1995; Erdem ve digerleri, 1994). Salmonella’larda
farkli serotiplere ait suslarin plazmid analizleri, belirli serotiplerin, serotipe 0zgi

denilebilecek plazmidler tasidiklarini ortaya koymustur. Bu serotipler, S.Typhimurium,
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S.Dublin, S.Enteritidis ve S.Choleraesuis’tur. Salmonella’lardaki “spv” genleri de daha ¢ok
serotipe 0zgli plazmidlerde yer almaktadir. Bazi Salmonella serotiplerinde, ¢ogu suslar
yalnizca serotipe 6zgii plazmidleri tasirken (6rn: S.Enteritidis, S.Dublin), ¢ogu suslarda hig
plazmid bulunmaz (6rn: S.Typhi, S.Infantis). Bu serotiplerde plazmid analizleri,

epidemiyolojik arastirmalarda, yeterli olmayabilir (Erdem, 1995).

2.4.9. Fajlar ve faj tipleri

Salmonella’lar ¢esitli kaynaklardan elde edilen fajlara (bakteriyofajlara) duyarlidirlar.
1950’lerden beri g¢esitli Salmonella serotipleri faj tiplendirme yontemi ile, referans
laboratuarlarinda incelenmektedir. Bu teknik hizlidir, ucuzdur ve stabil ayiraclar kullanilir.
Serotiplendirme sonuglarinin dogrulanmasint ve ayni serotipe ait suslarin daha ileri
ayirmmint saglar. Sik karsilasilan veya klinik 6nemi olan S. Typhi, S. ParaTyphi B, S.
Typhimurium, S. Hadar, S. Virchow ve S. Enteritidis serotipleri i¢in faj tiplendirme
semalar1 gelistirilmistir. Bu semalar, ¢esitli kaynaklardan izole edilmis olan, serolojik
olarak farkli bakteriyofajlarin belirli serotipe ait suslarda olusturduklari lizis modeline
dayanmaktadir (Mutlu ve digerleri, 1999). ilk faj tiplendirme semas1 1938°de S. Typhi icin
diizenlenmis ve bugin S. Typhi’'nin faj tipi (PT) sayist 106’ya ulagmistir. S.
Typhimurium’un 1977°de 232 PT belirlenmis ve buna bugiin 40 tip daha eklenmistir. En
yaygin tipler, PT 12, PT 49, PT 103 ve PT 204’tiir. S. Enteritidis’in 50’nin tizerinde PT’i
tiplendirme semasinda yer almaktadir. Ingiltere’de 1981-1986 yillarinda izole edilen
S.Enteritidis suslarinin %86’s1t PT 4 ve PT 8’dir. PT 4 ozellikle kiimes hayvanlari ve
trtinleri ile iliskili tiptir (Erdem, 1995). Tiirkiye’de de PT 4’tin S.Enteritidis’in en yaygin
faj tipi oldugu belirlenmistir. 1991°de Ang-Kiicliker ve digerleri tarafindan yapilan
calismada Istanbul’da izole edilen 23 S. Enteritidis susunun faj tipleri, 6 sus PT 4, 6 sus PT
6a, 6 sus PT 6, 2 sus PT 8, 1 sus PT 7 ve 2 sus ise tiplendirilmeyen seklinde bildirilmistir.
1994°te Erdem ve digerlerinin yaptiklar1 caligmada ise Tirkiye’nin gesitli sehirlerinden
izole edilen 38 S. Enteritidis’in faj tiplerinin 25 sus PT 4, 7 sus PT 6a, 3 sus PT 6, 2 sus PT
1b, 1 sus PT 1 oldugu belirlenmistir (Erdem, 1995).

2.4.10. Direnc¢

Salmonella’lar gevre kosullarina olduk¢a direnglidir. Yaklasik olarak toprakta 360-480
giin, suda 20-200 giin, atik suda 500-1000 giin, sigir diskisinda 930 giin, taze ette 14 giin,
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dondurulmus stitte 60-140 giin, peynirde 35-270 giin, tereyaginda 105 giin, siittozunda 590
giin, dondurmada 2500 giin, balik ununda 360 giin siireyle canliligin1 koruyabilmektedir.
Salmonella’lar % 8 tuz konsantrasyonunda canliligin1 koruyabilir. Isiya dayaniksizdirlar.
65,5°C’de 37 saniyede, 74°C’de 0,55 saniyede inaktive olurlar (Gast, 2003). Salmonella’lar
dogrudan temas ettiklerinde, dezenfektanlara 6zellikle fenol ve krezole duyarlidir. Normal
yogunluktaki klor konsantrasyonlari, sulardaki Salmonella’lar1 6ldiiriir. Disk1 pargalari ve
diger organik maddeler igindeki Salmonella’lara  dezenfektanlar  etkisizdir.
Salmonella’larin bazi kimyasal maddelere ve boyalara karsi 6zel direngleri vardir. Bu
maddelere kars1 diger enterobakterilerden daha direnglidirler. Kristal viyole, Brillant yesili,
malasit yesili, deoksikolat, safra tuzlari, bizmut sitrat, lityum kloriir ve tetratiyonat gibi
maddeler uygun yogunluklarda E. coli’yi inhibe ettikleri halde, Salmonella’lara karsi
etkisizdirler ya da iiremelerini arttirici etki yaparlar. Bu maddeler Salmonella’larin
tretilmesi i¢in secici besiyerlerinin yapiminda kullanilmaktadir. Salmonella’larin
dezenfektanlara ve kimyasal maddelere direngli oluslar1 nedeniyle S. Choleraesuis serotipi

dezenfektanlarin etkinligini 6lgen testlerde standart test bakterisi olarak kullanilir (Erdem,
1995).

Salmonella’larda 1970’lerin basindan beri giderek artan sekilde antibiyotiklere direng
gelismektedir. S. Typhimurium serotipinde antibiyotik direnci, diger serotiplerden daha
yaygindir. Son yillarda biiyiik oranda tetrasiklinlere, ampisilin, streptomisin, sulfonamid ve
kloramfenikole direng belirlenmeye baslanmistir. Son yillarda ayrica betalaktamaz tireterek
betalaktam antibiyotiklere direngli olan Salmonella klonlar1 diinyanin ¢esitli bélgelerinden
ve Tiirkiye’den de bildirilmektedir. 1970’lerin basindan beri Meksika, Hindistan ve
Gilineydogu Asya’da biiylik salgilar yapan farkl faj tiplerine ait, kloramfenikole direncli
S. Typhi suslarinin izlenmesinde antibiyogram baslica yontem olmustur (Fluit ve digerleri,
1993). Salmonella’larda antibiyotik direnci genellikle insan ve veteriner hekimlikte
kullanilan antibiyotiklerin baskisinin bir sonucu olarak kazanilan plazmidlerce kodlanir.
Bu o6zelligi kodlayan genler biiyiik oranda bulasict (konjugatif) plazmidlerdir. Ayrica
belirli bir antibiyotige veya antibiyotiklere karsi olusan direng tiimiiyle farkli plazmidlerce
diizenlenebilir veya farkli plazmidlerin ayni bakteri hiicresinde bir arada bulunmasi
sonunda, birbirleriyle iliskisiz suslarda benzer fenotipik diren¢ modeli ortaya ¢ikabilir. Bu
yiizden Salmonella’larda antibiyogrami, serotiplerin alt ayriminda tiplendirme yontemi
olarak kullanmak dogru degildir. Ancak kolay, ucuz ve her klinik mikrobiyoloji

laboratuvarinda ortaya konulan bir 0Ozellik olmasi nedeniyle, antibiyotik duyarlilik
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testlerinde elde edilen diren¢ modelleri, diger tiplendirme yontemlerine ek olarak,

epidemiyolojik amaglar i¢in kullanilmaktadir (Erdem, 1995).

2.5. Salmonellozis’in Epidemiyolojisi

2.5.1. Konakgilar

S. Pullorum ve S. Gallinarum’un dogal konakgilar1 tavuklardir. Tavuklardan bagska
hindilerde, bildircinlarda, giivercin ser¢e ve papaganlarda da bu hastaliklar goriilmektedir
(Pennycott ve Duncan, 1999; Shivaprasad, 2000). Ayrica Pullorum infeksiyonlarmin
kanaryalarda, kanatl tifosunun da devekuslarinda goriildiigii bildirilmistir. Ordeklerin bu
patojenlere kars1 direncgli oldugu ortaya konulmustur (Barrow ve digerleri, 1999). Pullorum
hastaligi genellikle genglerde goriilmesine ragmen, erginlerde de zaman zaman
goriilebilmektedir. Kanatli tifosu ergin hastalig1 olarak kabul edilmesine karsin, genclerde,
ozellikle ilk bir aylik civcivlerde %26 mortalite olusturabilmektedir. Dolayisiyla genglerin
erginlere gore, disilerin de erkeklere gore hastalifa daha duyarli oldugu sdylenebilir. S.
Pullorum’un dogal ve deneysel olarak kanatli tiirlerinden baska; sempanze, tavsan, kobay,
sinsilla, domuz, kedi, tilki, kdpek, mink ve sigirda da goriilebildigi, buna karsin insanda

nadiren bu etkene ait infeksiyon saptandig1 bildirilmistir (Izgiir, 2002; Gast, 2003).

Konakg1 spesifik serotiplerin (S. Pullorum, S. Gallinarum) tersine, konakgi spesifik
olmayan (paratifoid serotipler) serotiplerin epidemiyolojileri komplekstir. Bu nedenle de
konak canlida konak¢1 spesifik olmayan serotipler higbir hastalik belirtisi gostermeksizin
cok sayida mikroorganizmanin sindirim kanali vasitasiyla etrafa sagilmasina yol agarlar.
Kanatlilar i¢in bulagma kaynaklar1 kendileri, yem ve ¢evre olarak Kanatlilarda paratifo
infeksiyonuna neden olan serotipler, ayni zamanda insanlarda goriilen non-tifoid
Salmonella infeksiyonlarina neden olurlar. CDC’ye gore 2001 yilinda Salmonella’larin en
cok izole edilen 3 serotipi tiim izolatlarin %350’sini olusturmus ve sirasityla S.
Typhimurium’un %22, S. Enteritidis’in %18 ve S. Newport un %10 olarak tespit edildigi
bildirilmistir (Koneman ve digerleri, 2006).
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2.5.2. Dagihim ve insidansi

S. Pullorum ve S. Gallinarum diinya capinda sporadik bir dagilima sahiptir (Barrow,
1992). Kanada da ve birgok Avrupa lilkesinde Tavuk tifosu ¢ok diisiik bir insidansa
sahiptir. Meksika, Orta ve Gliney Amerika, Afrika ve Hindistan’da zaman zaman Pullorum
ve Kanath Tifosu ortaya ¢ikmaktadir. Identifiye edilmis olan 2400°den fazla Salmonella
serotipinin %10 kadar1 kanatlilardan izole edilmistir (Gast, 2003). USDA (United State
Department of Agriculture) Ulusal Veteriner Laboratuvarinin Temmuz 1998- Temmuz
1999 arasinda klinik ve ¢evre orneklerinden en ¢ok identifiye ettigi Paratifo serotipleri, S.
Heildelberg, S. Kentucky, S. Senftenberg, S. Enteritidis; tavuklardan, S. Thompson;
hindilerden ise S. Senftenberg, S. Heidelberg, S. Hadar, S. Muenster ve S.
Typhimurium’dur. CDC (The Center For Disease Control and Prevention) 1998 de
Amerika’daki insanlardan en ¢ok izole edilen 10 serotip iginde (S. Typhimurium ve S.
Enteritidis) 7’sinin tavuk ve hindilerden izole edilenlerle ayn1 oldugunu bildirmistir. Bu
sonu¢ da Salmonella’nin insan ve kanatl rezervuarlari arasinda énemli bir epidemiyolojik
baglantisinin oldugunu gostermektedir S. Enteritidis yiiksek invazyon yetenegiyle ovaryum
ve ovidukt’a gegmekte boylece yumurta igerigini kontamine edebilmektedir (Keller ve
digerleri, 1997). S. Typhimurium ile beraber diger Paratifoid etkenlerinde yumurtaya
iceriginde bulunabildigi gosterilmistir (Williams ve digerleri, 1998). S. Enteritidis ticari
yumurtact ve broyler siirlilerinden alinan yumurta igeriklerin de saptanmistir, ancak
yumurtanin S. Enteritidis ile kontaminasyon insidansi ¢ok diisiik bulunmustur. ingiltere’de
dogal yollarla infekte olmus 17 yumurtaci siiriide yapilan arastirmada, S. Enteritidis’in
yumurta igeriklerinde %1’den daha diisiik oranda oldugu saptanmistir (Humphrey ve
digerleri, 1989). Kanada’da, hem doku orneklerinden hem de c¢evre materyallerden S.
Enteritidis izole edilen iki yumurtaci siiriide, mikroorganizmanmn yumurta kontaminasyon
oraninin %0.06 oldugu bildirilmistir (Gast, 2003). Amerika’da Henzler ve digerlerinin
(1998), S. Enteritidis ile infekte ticari siirelerde kotamine yumurta prevalansinin %0,0264

oldugunu agiklamiglardir.

2.5.3. Bulasma

Tavuklarda hastaliklara neden olan Salmonella tiirleri ¢ok farkli kaynaklardan
bulasabilirler. Ozellikle, hayvansal protein iceren kontamine yemler Salmonella’nin

bulagsmasinda 6nemlidir (Davies ve digerleri, 1997). Yeme deneysel olarak yapilan
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inokulasyon ¢aligmalari, yemde ¢ok az seviyelerde Salmonella spp. bulunmasi halinde bile,
o yemi tiiketen tavuklarda infeksiyonun oldugunu gostermistir. Salmonella spp.
inokulasyonu yapilmis yemde etkenin 2 yil siire ile etkenin canliligini stirdiirdiigii, yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Horizantal bulagsmaya kanatlilar arasi direkt temas;
(infekte tavuklar arasi kanibalismus ve infekte derideki yaralarla temas) kontamine digki ve
su aracilik eder (Gast, 2003). Salmonella’lar, diski ve kirli alanlarin iizerinde uzun siire
canli kalabilmektedirler. Ayni1 zamanda kanatli hayvan digkilarinda 28 ay kadar
canliliklarin1 koruyabilmektedirler (Ward ve digerleri, 2003). Kiimeslerde ¢alisan kisiler ve
ziyaret¢iler korunma Onlemleri alimmadigi takdirde, cizmeleri, elleri ve iizerindeki
kiyafetler vasitasiyla etkenleri bir kiimesten digerine hatta bir igletmeden digerine,
bulastirabilirler. Insanlarin kanatlilara Salmonella bulastirmast, ticari yumurtacilar ve vahsi
hayvanlarda yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur (Kinde ve digerleri, 1997). Benzer
olarak igletmelere girip ¢ikan aracglar, vahsi kuslar, memeliler ve insektler infeksiyonun
taginmasina yol agarlar. Yumurtaci siiriilere S. Enteritidis’in bulastirilmasinda rezervuar

olarak ozellikle farelerin 6nemli bir yeri oldugu bildirilmistir.

Vertikal bulagsma sekli, dzellikle, S. Gallinarum ve S. Pullorum infeksiyonlarinda 6nem
tasimakta ve sadece infekte olan kanatlilar degil ayn1 zamanda sonraki jenerasyonlarin da
infekte olmasma neden olmaktadir. Vertikal bulasma mikroorganizmalarin ovuma
yerlesmesi ve yerlesme sonrasi olusan ovulasyonda yumurtay1 infekte etmesi ile olusabilir.
Yumurta bulagsmasinda yumurta sarisinda bulunan antikor seviyesi bulasmay1
etkilemektedir (Shivaprasad, 2003). Tavuklarda infeksiyonun transovariyel bigimde
bulasmasina neden olan onemli etkenlerden bir digeri de S. Enteritidis’dir (Gast, 2003).
Insanlardaki nontifoid infeksiyonlarmin yaklasik yarismin sebebinin kontamine tavuk ve
iiriinlerinin oldugu bildirilmistir. Bu da insanlara nontifoid etkenlerin bulagsmasinda
tavuklarin 6nemli bir roliiniin oldugunu gostermektedir. Salmonella’lar yumurtaya direkt
veya transovariyal bi¢imde gecebildiklerinden, insanlara mikroorganizmanin bulasmasinda
yumurtalarda 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle ¢ig veya iyi pismemis yumurta igerigi (evde
yapilan mayonez, dondurma, krema v.b. gidalar) ile bulagsmada S. EnteritidisS’in 6nemi,

yapilan ¢esitli caligmalar ile ortaya konmustur (Koneman ve digerleri, 2006).
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2.6. Yaptig1 Hastaliklar

Salmonella’lar, insanlarda 4 degisik klinik tablo olustururlar.

- Gastroenterit
- Tifo ve paratifo
- Septisemi ve lokal organ infeksiyonlari

- Tagtyicilik

2.6.1. Gastroenterit

En sik karsilasilan Salmonella infeksiyonlar1 gastroenterittir. insanlarda en sik S.
Enteritidis ve S. Typhimurium serotipleri bu tabloya yol agmaktadir. Fakat her Salmonella
serotipinin insanlarda gastroenterit olusturabilecegi kuramsal olarak kabul edilmektedir.
Bol miktarda bakteri bulunan su ve yiyeceklerin ¢ig veya az pismis olarak tiiketilmesi
sonunda gelisir. Kulugka siiresi alinan bakterinin serotipine ve sayisina bagli olarak
degisir. Genellikle kisadir, 2-48 saattir. Ani baslangiglidir. Genellikle bulanti, kusma ile
baglar, bas agrisi eslik eder. Kisa siire sonra kramp tarzinda karin agris1 ve ishal baslar.
Diskilamanin sikligi ve niteligi, diyarenin siiresi degiskenlik gosterir. Gilinde birkag kez
olan yumusak kivamli digkilamadan, agir su gibi koleraya benzer ¢ok sayida diskilamaya
kadar degisen Ozellikte olabilir. Diskida kan ve mukus nadiren bulunabilir. Bazen
apandisiti taklit edebilir. Olgularin %50’sinde 39°C’ye yiikselen ates goriiliir ve genellikle
iki giinde normale iner. Gastroenterit seyrinde, olgularin %1-4’linde gecici bakteriyemi
gortlir (Erdem, 1995). Salmonella gastroenteritleri genellikle 2-5 giinde kendiliginden
diizelir. Iki haftadan uzun siiren Salmonella gastroenteriti nadirdir. Ancak baz1 olgularda
(%31 olguda; ¢ogunlukla 40 yas Tlstiindeki kadinlarda) post infektif irritable kolon
sendromu geligebilir. Altta yatan hastalig1 olanlarda, bebeklerde bakteriyemi Onemli
sonuglara yol agabilir. Ozellikle bebeklerde ve yaslhilarda asiri sivi kaybi durumunda
hipovolemik sok gelisebilir. Orak hiicre anemisi olan hastalarda S. Enteritidis, osteomiyelit
yapabilir. Salmonella osteomiyeliti, tiim osteomielitlerin %5’ini olusturmaktadir. Bengisun
ve digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada S. Enteritidis’in uygun konaklarda osteomiyelite yol

acabilecegi vurgulanmistir (Topgu ve digerleri, 1996).
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2.6.2. Tifo ve paratifo

Genel infeksiyon seklindeki bu tablo siklikla S. Typhi, S. ParaTyphi A, S. ParaTyphi B, S.
ParaTyphi C tarafindan olusturulur. S. Typhi disindaki serotipler bu tabloyu, daha seyrek
olustururlar. Genel infeksiyon seklindeki Salmonella infeksiyonu S. Typhi tarafindan
olusturuldugunda tifo; diger serotipler tarafindan olusturuldugunda ise paratifo denir. Tifo
ve paratifonun klinigi genellikle birbirinin ayni1 olmakla birlikte, paratifo daha hafif
seyirlidir. Tifo ise ¢esitli komplikasyonlarla seyreden agir, uzun bir hastaliktir (Erdem,
1995). Kulugka siiresi 7 ile 21, ortalama 10-14 giindiir. Alinan bakteri sayisina, bakterinin
virulans oOzelliklerine ve konagin durumuna gore degisir. Nadiren 60 giine kadar

uzayabildigi bildirilmistir (Janda, 1998).

Tifo, tipik olarak dort donem gosteren bir hastaliktir. Klasik tifo olgularinda kiriklik,
halsizlik, bas agris1 ve yavas yavas yiikselen ates ile kendini gosteren bir baslangic donemi
vardir. Aksam atesi sabah atesinden 0,5 — 1°C daha fazla olarak ates giderek yiikselir ve
birinci haftanin sonunda 39 — 40°C’ye ulasir. Bu déneme yiikselme dénemi denir. Ikinci
hafta ates bir plato ¢izer veya hafifce dalgalanabilir. Hasta dalgindir, biling bulaniklig
vardir. Nabiz atesle birlikte yiikselirken birdenbire diiser. Yiiz soluk, dudaklar kuru ve
catlak, dil pashdir. Karaciger ve dalak biiyiir. Hastalarin yaridan fazlasinda, karin ve gogiis
derisinde mercimek gibi, hafif kabarik, basinca kaybolan roseol denen dokiintiiler goriiliir.
Hastalarda genellikle kabizlik vardir. Fakat %33-50 olguda ishal goriiliir. Bu doneme
yerlesme donemi denir (Erdem, 1995; Janda, 1998). Ates i¢iincii haftada da yiiksek
platoyu korur. Fakat iiglincii haftanin sonunda lizis seklinde diiser. Bu haftada ates
yiiksekligine bagli olarak delirium, ajitasyon gibi belirtiler goriilebilir. Bu doneme agilma
donemi denir. Uciincii hafta sonunda diismeye baslayan ates, hergiin biraz daha asagiya
inerek dordiincii hafta sonunda normale iner. Bulgular yavas yavas kaybolarak hasta

iyilesmeye baslar. Bu déneme iyilesme donemi denir.

Erken dénemde genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasiyla, tifonun
klasik tablosunu gosteren hastalara, ¢ok seyrek olarak rastlanir. Tifoda paratifodan daha sik
olmak iizere bir takim komplikasyonlar goriiliir. Ozellikle etkili antibiyotikler kullanilmaya
baslanmadan 6nce, agir komplikasyonlar daha sik goriiliirdii ve 6lim oran1t %10-15 idi.
Bugiin 6liim oran1 %1°den azdir. Tifoda komplikasyon goriilme oram tlilkemizde %20’dir.

Intestinal kanama ve barsak perforasyonu en sik goriilen komplikasyonlardir. Bunlardan
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baska bronkopnomoni, kolanjit, kolesistit, miyokardit, arterit, tromboflebit, nefrit,
karaciger ve dalak abseleri ve benzer tablolardir (Bilgehan, 2000). Hastalarda ilk giinlerden
itibaren 16kopeni vardir. Ilk iki hafta boyunca 4000 - 6000, sonraki iki hafta boyunca 3000

—5000’in altindadir. Sedimantasyon hiz1 artmstir.

2.6.3. Sepsis ve lokal organ enfeksiyonlar:

Agiz yoluyla alinan bakterilerin hizla kana karigsmasi, c¢esitli organlara yayilmasi ve
yerlesmesi ile gelisen bir infeksiyon tipidir. Bu tip infeksiyonlarin gelismesinde bakterinin
serotipi, virulans durumu ve organizmanin o andaki savunma giiciiniin eksikligi rol oynar.
Salmonella’lar genellikle hasarli dokuya yerlesme egilimi gosterirler. Bu tip
infeksiyonlardan en sik izole edilen serotipler S. ParaTyphi C, S. Choleraesuis, S.
Typhimurium ve S. Enteritidis’tir. Aniden iisiime-titreme ile baslar. Yiiksek ates (39-40°C),
bas agrisi, bulanti, kusma, kemik-kas-eklem agrilari, dalginlik, biling bulanikligi goriiliir.
Salmonella’larin yerlestigi organa gore bulgular ortaya c¢ikar: Pyelit, pyelonefrit, artrit,
osteomyelit, plorezi, peritonit, perikardit, endokardit, menenjit, karaciger ve dalak apsesi,

kolanjit, kolesistit (Kurt ve digerleri, 1999).

2.6.4. Tastyicihik

Salmonella infeksiyonlarinda tasiyicilik 4 tiirliidiir.

- Gegici tastyicilik, bir yildan kisa siiren tastyicilara denir.

- Kronik tastyicilik, bir yildan daha uzun siire digki ve idrar ile Salmonella bakterilerinin
atilmasidir.

- Nekahat tasiyiciligi, bir Salmonella serotipi ile klinik belirti gecirdikten sonra tasiyici
olan kisilere denir.

- Saglam tasiyicilik, Salmonella serotipleri ile bir infeksiyon hastaligi gecirdigi bilinmeyen
kisilerdeki tastyiciliga denir (Erdem, 1995).

S. Typhi ile tifo gecirenlerde, ortalama 90 giin icin tasiyicilik orami %7-20°dir. Tifo
gecirenlerin %2-5"1 kronik tastyict durumundadir. Diger serotiplerle olusan paratifoda ise
kronik tasiyicilik %0,2-0,6 oranindadir. Tasiyicilik 40-60 yas arasinda ve kadinlarda daha
siktir (Janda, 1998). Kronik safra tastyiciligi kadinlarda erkeklere gore 3-4 kez daha fazla
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gelismektedir. Bu fark kadinlarda safra kesesi rahatsizliklarinin erkeklere gore daha fazla
olmasiyla agiklanmaktadir. Gergekten de kolelitiyazi veya safra kesesi disfonksiyonu
olanlarda kronik tasiyicilik daha siktir. Safra taslarinin i¢inde S. Typhi’nin antibiyotik ve
antikor etkisinden korundugu diisiiniilmektedir. Tasiyicilar ¢ogu kez tifo gecirdiklerini
hatirlamamaktadirlar. Aslan ve arkadaslar1 gida calisanlarinda %2,2 oraninda Salmonella
tastyiciligi bildirmislerdir. Yazar ve arkadaslar1 Erciyes Universitesi’nde calisan 69 mutfak

personelinin birinde S. Typhimurium (%1,45) izole etmislerdir (Yazar ve digerleri, 2000).

2.7. Salmonellozis’in Klinik Bulgulari

Kanatlilardaki paratifo infeksiyonu, genellikle, geng hayvanlarla ilgilidir. Salmonella’larin
yumurtayi infekte etmesi yiiksek embriyonik dliimlere yol agar ve yumurtadan yeni ¢ikan
civcivlerde klinik sinyaller olugmaksizin hizli bir sekilde oliimler gozlenir. Civciv
yasaminin ilk iki haftalik doneminde mortalite ve morbiditenin yiiksek olmasi nedeniyle
gelisme geriligi diginda klinik bulgulara nadiren rastlanir. Gen¢ kanatlilarda goriilen
paratifo infeksiyonlarin belirtileri, akut septisemiye neden olan diger bakteri infeksiyonlari
ile kanatli Salmonella infeksiyonlarina (Pullorum hastaligi ve kanath tifosu) biiyiik bir
benzerlik gostermektedir. Paratifo infeksiyonlarindaki klinik belirtiler, genelde, ergin
kanatlilarda goriilmemesine ragmen, bazi S. Enteritidis suslar1 istahsizlik, diyare ve
yumurta veriminde diisme gibi belirtilere neden olurlar (Gast ve Beard, 1990; Shivaprasad
ve digerleri, 1990).

Paratifo infeksiyonlarindaki belirtiler istahsizlik ve bunun sonucu zayiflik, korlik,
halsizlik, karismus tiiyler, titreme, 1s1 kaynagina yakin bir arada toplanma, diyare nedeniyle
dehidrasyon ve topalliktir (Gast, 2003). S. Gallinarum veya S. Pullorum ile infekte
yumurtalarda kabuk alt1 6liimler gozlenir. Civcivlerde gelisme geriligi goriiliir, kloakalar1
beyaz tebesir renginde materyalle kaplidir ve dliimler ikinci veya lgiincii haftada pik
seviyeye ulasir. Pullorum hastaliginda gii¢ soluk alma goriilebilir. Hayatta kalanlarda
gelisme geriligi gozlenir, tasiyici olarak kalirlar ve hastaligin bulagsma kaynagini
olustururlar (Shivaprasad, 2003). Tavuklarda goriilen S. Pullorum infeksiyonlarinda korliik
ve tibiotarsal, humeroradial ve ulnar eklemlerde bir sislik bulundugu bildirilmistir
(Johnson ve digerleri, 1992; Mayahi ve digerleri, 1995). Akut kanatli tifosunda, yem
tiikketiminde ani azalma, halsizlik ve tiiylerde karisiklik gozlenebilir. Hastaligin ciddiyetine

bagli olarak, hem Pullorum hem de tifo infeksiyonlarinda yumurta verimi, fertilite ve ¢ikim
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oraninda azalma meydana gelebilir. Infeksiyonun baslamasindan sonra Sliimler 4 giin
icinde veya 5-10 giin arasinda ortaya cikabilir. Erginlerdeki en Onemli semptomlar
sirasiyla istahsizlik, diyare, depresyon ve dehidrasyondur. S. Pullorum’un olusturdugu
hastalikta mortalite %0’dan %100’e kadar degisen oranlarda goriilmesine karsilik, kanatl

tifosunda bu oran %10 ile %93 arasinda kalmaktadir (Shivaprasad, 2003).

2.8. Salmonellozis’in Patolojisi

Ciddi paratifo infeksiyonlarinda, hizli gelisen septisemi nedeniyle yumurta g¢ikiminda,
hicbir lezyona rastlanmaksizin yiiksek mortalite orani ile Oliimler meydana gelir.
Hastaligin uzun siirmesi durumunda ince bagirsak mukozasinda fokal nekrotik lezyonlar ve
onemli enteritidis tablosu goriiliir. Sekum da peynirimsi odaklar gézlenir. Dalak, karaciger
ve bobrek konjesyone olmus ve biiylimistiir. Fibrino—prulent perihepatitis ve perikarditis
vardir (Gast, 2003). Geng¢ hayvanlarda pullorum ve tifo infeksiyonlarinda, perakut
vakalarda, higbir ciddi lezyon goriilmeksizin ani Sliimler meydana gelir. Akut vakalarda
paratifo infeksiyonlarindaki gibi karaciger, dalak ve bobrekler biiylimiis ve konjesyon
bulunur. Genellikle, solunum sistemi belirtileri olan hayvanlarda kalp kasinda ve
akcigerlerde Marek hastaligindaki tiimorlere benzeyen beyaz nodiiller bulunabilir. Ergin
hayvanlarda en sik goriilen lezyonlar sunlardir: perikarditis, pankreasta ve testislerde
gorlilen beyaz nodiiller, ovaryumlardaki patolojik bozukluklar ve son olarak akciger ile

hava keselerinde bulunabilen kaze6z graniilomlardir (Shivaprasad, 2003).

2.9. Salmonellozis’in Patogenesi

S. Pullorum ve S. Gallinarum dahil olmak iizere, Salmonella cinsi bakterilerin, konak
canlinin i¢ organlarinda (6zellikle dalak ve karaciger) hayatta kalma yetenekleri arasindaki
farklilik mononukleer fagositik sistemdeki bilinmeyen bir mekanizmaya baglanmaktadir.
S. Gallinarum infeksiyonunun tavuklarda IL-6’da degisiklik yapmaksizin IL-1beta’da
azalmaya neden oldugu bir c¢aligmada gosterilmistir. IL-1beta’daki azalma S.
Gallinarum’un sistemik infeksiyonuyla sonuglanan inflamasyon cevabindaki bir eksiklik
olarak yorumlanmaktadir. Baska bir c¢alismada S. Pullorum’un bagirsaklarda
infalamasyona neden olmadan 6nce bursa Fabricius’u hedef aldig1 gosterilmistir. Ayrica S.
Gallinarum kanda sialik asitte bir artisa ve anemiye sebep olabilir (Shivaprasad, 2003).

Paratifo etkeni olan Salmonella’lar, 6zellikle, iliosekal kavsak noktasina affinite gosterirler
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ve biitiin bagirsak kanali boyunca epitelyum hiicrelerini istila ederler. Salmonella’larin
bagirsak epitelyum hiicrelerine invazyonu, sivi ve elektrolit regiilasyonunu etkileyen bir
seri patolojik degisiklige yol acar. Bunun sonucu olarak, diyare ve hiicre oliimii gelisir
(Henderson ve digerleri, 1999; Porter ve Holt, 1993). Salmonella’larin epitel hiicrelerine
invazyonu makrofajlarin bakterileri lamina propria tabakasina gegirmesine yol agabilir

(Gast, 2003).
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Resim 2.5. Salmonella cinsi bakterilerin intestinal mukozaya girisi (Ozaras ve digerleri,
2002)

2.10. Teshis

Salmonella infeksiyonlarinda klinik ve nekropsi bulgulari ile kesin teshis yapilamaz (Izgiir,
2002). Kesin tani igin etken izolasyon ve identifikasyonu yapilmasi gereklidir. Serolojik
olarak pozitif bulgularin hastaligi belirlemede 6nemli yeri vardir. Ancak infeksiyonda
olusan antikorlarin 3—10 giin sonra goriilmesi nedeniyle negatif sonuglarin tani i¢in yeterli
oldugu diistiniilemez. Benzer olarak, pozitif sonuglar S. Enteritidis gibi sero grup D de
bulunan diger Salmonella’lar ile pozitif sonu¢ vermesi nedeniyle dikkatli yorumlanmalidir

(Waltman ve Horne, 1993).
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2.10.1. Etken izolasyon ve identifikasyonu

Salmonella etkenlerinin izolasyonunda Oncelikli olarak dalak, karaciger ve sekum gibi i¢
organlar tercih edilebilecegi gibi, bunlara ek olarak akciger, kalp, mide ve pankreas da
tercih edilebilir. Eger lezyonlar reprodiiktif organlarda bulunuyorsa, bu organlar ve
ovaryum follikiilleri marazi madde olarak kullanilabilir. Bunlarin yaninda yumurta ve
kiimes i¢i materyaller (diski, altlik gibi) de izolasyon i¢in kullanilmaktadir. Serolojik
testlerle kronik pullorum veya tifo hastaligi belirlenmis olan kanatlilarda goze batan
lezyonlara rastlanmayabilir. Testler sonucu bdyle tasiyic1 hayvanlar saptanir ise i¢
organlarin tamaminin kiiltiire edilmesi gereklidir (Shivaprasad, 2003). Salmonella
serotiplerinin ¢ogu yiiksek invazyon yeteneklerinden dolayi, diyagnostik kiiltiir i¢in 6rnek
saglayan, i¢ organlarin farkli dokularina (goz, snoviya, pankreas, safra kesesi, bobrek, kalp
kani, kalp, sar1 kese, testis, ovidukt, ovaryum, dalak ve karaciger) yayilabilir. Bu nedenle
izolasyon oranini artirmak icin her bir canlidan birden fazla sayida infekte doku veya organ
kullanilmalidir. Ozellikle, S. Enteritidis gibi yiiksek invazyon yetenegine sahip bazi
serotipler, yumurta iceriginde bulunabilir (Gast ve Beard, 1990). Infekte yumurtaci
hayvanlarin yumurtalarinda bulunabilen S. Enteritidis, halk sagligi igin potansiyel bir
tehdit olusturmasi nedeniyle izolasyonu énemli hale gelmektedir. S. Enteritidis’in deneysel
olarak yumurtaci tavuklara inokulasyonundan sonra intestinal kanala diger dokulardan
daha fazla yayildigi bildirilmistir (Gast, 2003). Salmonella spp.’ler kanatlilarda stirekli
intestinal kolonizasyona sahip olmasi nedeniyle kloakal svaplar (Gast ve Beard, 1990) ve
disk1 (Gast, 1993a) o6rnekleri, izolasyon amaciyla kullanilmaktadir. Infekte hayvanlar
vasitasiyla kiimese Salmonella’larin diski ile sagilmasi nedeniyle, kiimesten alinan 6rnekler
izolasyonda 6nemli bir hale gelmektedir. Bu nedenle kiimesten alinan 6rnekler Salmonella
girigini monitorize etmek igin iyi bir materyaldir. Tozlar, rodentler, yumurta viyolleri, su
kaynaklar1 ve kafes yiizeylerinin kiiltiire edilmesini kapsayan daha bir¢ok cevresel
orneklemeler de Onerilebilmektedir. Tozlar, kiimesin temizlenmesi ve dezenfeksiyonu
sonrasinda bile Salmonella ile kontamine olarak kalabilmektedir. Hava 6rneklemesiyle
hem infekte kanatlilarin bulunduklart odalardan hem de kulugkalardan Salmonella spp.
belirlenebilir. Kanatli yemleri de Salmonella spp. izolasyonunda, &zellikle, baz1

serotiplerin infeksiyon kaynaklarini belirlemede 6nem arz etmektedir (Gast, 2003).
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2.10.2. Salmonella saptanmasinda standart Kiiltiir metodlar

Salmonella spp. izolasyonu ve identifikasyonu igin ¢ok farkli kiiltiir metotlar1 onerilmesine
ragmen, ¢ogu standart metot baslica dort sathayr gerektiren genel bir plani takip eder.
Birinci safha; selektif olmayan 6n zenginlestirme, zarar gérmiis Salmonella hiicrelerinin
kendilerini yenilemesini ve sayica az ise ireyerek sayilarinin artirmasi igin kullanilir.
Ikinci satha; selektif zenginlestirme, diger bakterilerin iiremesini baskilarken, Salmonella
popiilasyonunun artmasini saglar. Ugiincii safha; diferansiyel agara ekim, her biri tek bir
bakteri hiicresinden kdken alan izole kolonileri elde etmek igin kullanilir. i¢ organlardan
selektif olmayan agarlara kanli agar, MacConkey agar vb. yapilan ekimler de izolasyonda
yarar saglayabilir (Izgiir, 2002). Dérdiincii sathada; karakteristik Salmonella spp. kolonisi
goriinlisiine sahip olan kolonilerin serotip ve genus identifikasyonu ic¢in serolojik ve
biyokimyasal testler yapilir. Aslinda, son iki asama biitiin metotlarda ihtiyag gosterir
ancak, zenginlestirme gereksinimi orneklerin niteligine gore degisir (Gast, 2003). Infekte
kanatlilarin doku 6rnekleri (bagirsak dokusu ve igerigi hari¢) ekseriyetle ¢ok az diger
bakterileri icerir. Bu nedenle, i¢ organlardan alinan svaplar zenginlestirilmeksizin selektif
olmayan ve selektif agarlara direkt bir sekilde gegilir. Nekropsi sirasinda kesip ¢ikartilan
doku ornekleri ve bagirsak kanalindan elde edilen tiim 6rnekler genel olarak baslangigta
selektif zenginlestirme buyyonlarina aktarilir. Yumurta iceriginden Salmonella spp.
izolasyonu yapilmadan o©nce, yumurta kabugu fekal kontaminasyonun oOnlenmesi
maksadiyla sterilize edilir ve yumurta icerigi aseptik kosullarda alinir (Gast, 2003).
Yumurta igeriginde Salmonella spp. prevalansinin (birincil olarak S. Enteritidis) ¢ok diisiik
olmasindan, igerikte ¢ok az sayida Salmonella bulunmasindan ve laboratuar kaynaklarinin
da ekonomik kullanilmasi maksadiyla, yumurta iceriginden Salmonella spp. izolasyonu
10-20 yumurta igerigi, bir havuzda toplanarak yapilir (Gast, 1993a). Yumurta igeriginin 6n
zenginlestirilmesiyle S. Enteritidis belirlenmesinin, direkt selektif zenginlestirmeyle
baslanan prosediirden daha hassas oldugu gosterilmistir. Bunun muhtemel nedeninin de
baslangi¢ta az sayida bulunan Salmonella’larin selektif zenginlestirmede bulunan sert
kosullara dayanamayarak c¢ogalamamasi1 olarak ileri siiriilmekte ve direkt yumurta
iceriginin selektif agara gecilmesinin zaman, besiyeri ve caligma giiclinii azaltacag:
belirtilmektedir. Ancak, bunun tanida Onemli hassasiyet kaybina sebep olacagi o6n
goriilmektedir (Gast, 1993b). Kiimes iginden alinan 6rnekler steril kaplara alinmali ve
vakit gecirmeden selektif zenginlestirme buyyonlarina gecilmelidir. Ayn1 sekilde kanath

yemleri de once selektif zenginlestirme buyyonuna gecilir. Yapilan ¢calismalar yem i¢in 6n
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zenginlestirme isleminin gerekli olmadigini bildirmektedir. Besiyerleri genel olarak
37°C’de 24 saat inkiibe edilir. Selektif zenginlestirme besiyerinin 1s1 derecesi, dzellikle,
bagirsak drnekleri ve diski materyali i¢in diger flora etkenlerini baskilamak maksadiyla 42-

43°C olarak tavsiye edilmektedir (D’ Aoust ve digerleri, 1992).

2.10.3. Besiyerleri

Salmonella’larin izolasyonu ve identifikasyonu icin birbirinden farkli besiyerleri
gelistirilmistir. Selektif olmayan 6n zenginlestirme besiyerleri i¢in tamponlanmis peptonlu
su ve trypticase soy buyyon onerilmektedir. Selektif zenginlestirme i¢in son yillarda en ¢ok
kullanilan besiyerleri tetrathionate ve Rappaport—Vassiliadis buyyonlardir. Tetrahionate
buyyon selenite cystine ve Rappaport—Vassiliadis buyyondan kloakal svap, intestinal doku,
yumurta icerigi ve kanatli yemlerini de kapsayan farkl tipteki orneklerde, Salmonella spp.
belirlenmesi bakimindan daha hassas bulunmustur. Rappaport—Vassiliadis buyyon ¢ig
kanath eti ve yumurta igeriginden Salmonella spp. izole etmek igin etkili bir sekilde
kullanilmaktadir (Gast, 2003). Kullanilan gesitli diferansiyel besiyerleri arasinda daha ¢ok
tercih edilenler; brilliant green agar, XLD agar, XLT4 agar, bizmut sulfite agar ve Hektoen
enteric agardir. Bunlardan en ¢ok kullanilani brilliant green agardir ve farkli birgok
materyalden Salmonella spp. izolasyonunda yararlamlmaktadir (Gast, 1993). XLT4 agar
drag svaplardan ve kiimes i¢i materyalden Salmonella spp. izolasyonda basariyla tatbik
edilmektedir (Miller ve digerleri, 1991). XLT4 agar ile Hektoen enteric agarin diskidan
Salmonella spp. izolasyonu bakimindan karsilagtirilmasinda %100’e yakin Olgiide
spesifitetespit edilmis ve XLT4 agar Hektoen enteric agara alternatif olarak diisiintilmiistiir
(Dusch ve Altwegg, 1995). XLT4 agar, XLD agardan farkli olarak iginde sodyum
dezoksilat yerine iyonik olmayan surfaktan bir madde olan tergitol-4 bulunan selektif bir
agardir. Bu agar Gram-negatif bircok bakteriyi (Proteus, Providence ve Pseudomonas
dahil), mantar1 ve Gram pozitif bakterilerin tamaminin iiremesini inhibe eder. Buna ek
olarak Citrobacter tiirlerinin bir kisminin {iremesini engellerken, diger kisminin nadiren
siyah merkezli koloniler olusturmasina izin verir. H,S-pozitif Salmonella spp. kolonileri
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra siyah veya siyah merkezli periferi sar1 renkli koloniler
tarzindadir. Inkiibasyona devam edilirse, tamamen siyah veya periferi pembeden kirmiziya
degisen siyah merkezli koloniler olusur. H,S iiretmeyen nadir Salmonella susu pembemsi

saridan pembeye degisen renkte koloniler meydana getirirler. Salmonella olmayan
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bakteriler bu besiyerinde sar1 renkte koloniler olusturmasi ile ayrilirlar (Koneman ve

digerleri, 2006).

2.10.4. Serotip ve genus belirlenmesi

Selektif agarlarda karakteristik gortintimleri ile tireyen Salmonella siipheli kolonilerin
serotiplerinin belirlenmesi ve cins identifikasyonunun dogrulanmasi i¢in bagka testler de
yapilmaktadir. Bunlar Triple Sugar Iron Agar ve lysine iron agarin kullanimi ile kombine
edilen, muhtemel Salmonella’lar1 ortaya koyan testlerdir (Gast, 2003). Bu besiyerlerinde
37°C’de 24 saat’lik inkiibasyondan sonra tipik koloni gdsteren Salmonella kolonilerini
identifiye etmek i¢in biyokimyasal ve diger testler yapilir (Quinn ve digerleri, 2004,
Anonim, 1998; Shivaprasad 2003). Salmonella’larin biyokimyasal 6zelliklerini gdsteren,
klinik orneklerden elde edilen izolatlar, biitiin altgruplarin antikorlarimi bulunduran
polivalanantiserum kullanilarak Salmonella spp. oldugu dogrulanir (Koneman ve digerleri,
2006). Serotiplendirme, spesifik “O” antijenine karsi monovalan antiserumlar ile lam
aglitinasyon ve flagellar “H” antijenine kars1 tiip agliitinasyon testleri yapilarak
tamamlanir (Gast, 2003; Bilgehan, 2004). Saf kiiltiirden Gram boyama, hareket muayenesi
(Izgiir, 2002) ve bazi biyokimyasal testler yapilir: Bunlar, dekstroz, laktoz, sukroz,
mannitol, maltoz, dulsitol, malonat, gelatin, {ire, sitrat, ornithine dekarboksilaz, Metil-Red
ve Voges—Proskauer, KCN, O-nitrophenyl-beta— D-—galaktopyranside (ONPG), indol,
hidrojen sulfid testleridir (Anonim, 1998).

2.10.5. Serolojik tani

Salmonella’lara karsi olusan spesifik antikorlarin, farkli agliitinasyon ve enzime
immunoassay metotlar1 kullanilarak infekte kanatlilarin serumlarinda saptanabilir.
Aglutinasyon testleri taze kanla yapilan aglutinasyon, lam aglutinasyon, tiip aglutinasyon
ve mikro aglutinasyon olarak siralanabilir (Izgiir, 2002). Bu testlerin yaninda kanatlilarda
Salmonella infeksiyonlarini belirleyen ELISA yontemleri de bulunmaktadir (Gast, 2003).
Altay ve Yardimei (2001), tavuklarda S. Enteritidis antikorlarinin kan serumunun yani sira

yumurta sarisindan da ELISA ile saptanabilecegini belirtmislerdir.
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2.10.6. Hizh tam teknikleri

Konvansiyonel kiiltiir teknikleri ile negatif sonug¢larin alinmasi ¢ogu 6rnek i¢in birkag giine
ihtiya¢ gosterirken, pozitif sonuglarin dogrulanmasi ise daha da uzun slirmektedir.
Giliniimiizde gelistirilen bir¢ok hizli teknik bulunmaktadir, ancak bunlar kanatlilardaki
Salmonella tanisi igin genis 6l¢iide kullanilmamaktadir. Hizli tekniklerin ¢ogu bir giin veya
biraz daha fazla zamanda sonuc¢landigi i¢in tan1 zamanini kisaltmakta ve bir dereceye kadar
otomasyona adapte edilebilmektedir (Gast, 2003). Salmonella antijenlerine karsi olusan
spesifik antikorlar ELISA metodunun gelistirilmesiyle saptanabilmektedir. Poliklonal
antikorlar1 kullanan bu yontem yemden, altliktan, drag svaptan, doku ve yumurta i¢inden
Salmonella’lar1 belirledigi bildirilmistir (Mallinson ve digerleri, 1989). Flagella veya dis
membran proteinlerine karsi olugan monoklonal antikorlar ELISA ydntemiyle S.
Enteritidis’in yumurtadan, dokulardan ve kiimes i¢i materyalden spesifik olarak
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Gast, 2003). Salmonella belirlenmesinde antikorlari
kullanan diger bir uygulama, immunomanyetik seperasyon (IMS) dur (Shaw ve digerleri,
1998). Selektif agara ekimden 6nce IMS kullanimi, yem, kloakal svap, yumurta kabugu,
kanatli eti ve doku Orneklerindeki Salmonella kontaminasyonunu geleneksel selektif
zenginlestirmeden daha yiiksek bir hassasiyetle belirlemektedir (Cudjoe ve Krona, 1997).
IMS ayni zamanda hem kiiltiir hem de ELISA vasitasiyla yumurta igerigindeki kiiciik
derecede S. Enteritidis kontaminasyonunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Cudjoe ve
digerleri, 1994). Kanatlilarda Salmonella spp. hizli tespiti igin diger bir yaklagim da cins ve
tiire 6zgii 6zel DNA sekans problarinin kullanilmasi ile yapilmaktadir. Orneklerden
ekstrakte edilen DNA ile probun hibridizasyonuyla pozitif sonuglar gosterilir. DNA
problar yiiksek spesifitede olup kiimes i¢i drneklerden ve kanatli diskilarindan Salmonella
spp. Belirlenmesinde kullanilmaktadir (Cotter ve digerleri, 1995). Salmonella DNA
hibridizasyonu ile belirlenmesindeki hassasiyet ELISA yontemi ile aynidir ve genel olarak
bir veya daha fazla zenginlestirmeye ihtiyag gosterir (Soumet ve digerleri, 1999).
Polymerase chain reaction (PCR) tekniginin gelismesi 6zel hedef DNA segmentlerinin
spesifik amplifikasyonuna izin vermektedir ve ¢ok yiliksek hassaslikta su, (Feder ve
digerleri, 2001) diski, drag svap (Oliveria ve digerleri, 2002) ve yumurta (Burkhalter ve
digerleri, 1995) 6rneklerinden Salmonella spp. tespiti problarin hibridizasyon reaksiyonu
ile miimkiin olmaktadir (Cohen ve digerleri, 1994). Dikkatli bir sekilde secilen DNA
problart; yiizeysel yapilardan fimbria (Woodward ve Kirwan, 1996), biyokimyasal veya
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virilans oOzellikleri tasiyan genler gibi spesifik karakterlere sahip Salmonella spp.
belirlenmesi igin PCR ile birlikte kullanilabilir (Gast, 2003).

2.11. Koruma ve Kontrol

Etkili koruma ve kontrol programlar1 probleme degisik yonlerden bakmay1 ve es zamanlh
koordinasyonu gerektirir. Yumurta, civciv veya tavuklar sadece Salmonella ari damizlik
kiimeslerden alinmalidir. Kulugkalik yumurtalar tam olarak dezenfekte edilmeli ve
sanitasyon standartlarina gore kuluckaya konmalidir. Kiimesler tamamiyla onerilen sekilde
temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir. Rodent ve insekt kontrolleri diizenli olarak
yapilmalidir. Biyogiivenlik tam olarak uygulanmali, kiimesler arasi ve disardan
Salmonella’larin girisi engellenmelidir. Damizlik hayvanlara sadece peletlenmis ve
hayvansal protein kaynagi icermeyen yemler verilmelidir. Salmonella infeksiyonlariyla
miicadele de sagaltima ek olarak yarisla dislama (competitive exclution; CE) Kkiiltiirleri
veya ast uygulanabilir. Bu sekilde uygulanan koruma ve kontrol programlarinin hem
tavuklarda hem de hindilerde basarrya ulastigi bildirilmistir (Izgiir, 2002). Bu ¢alismada,
tavuklarin digki ve yumurtalarinda Salmonella etkenlerinin klasik yontemlerle ve PCR ile

tanis1 amag¢lanmstir.

2.12. Tedavi

Salmonella gastroenteritlerinde destekleyici tedavi, sivi ve elektrolit kaybmin yerine
konmas1 Onemlidir. Basit enterokolit olgularinda antibiyotik tedavisi gereksizdir.
Antibiyotik tedavisi tastyiciligi uzatir ve ilaca direngli suslarin artmasina yardim eder.
Aktas ve arkadaslariin bildirdigi bir Salmonella Enteritidis besin zehirlenmesi olgusunda,
hastaya herhangi bir antibiyotik verilmeden klinik diizelme ve {i¢ kez yapilan kontrol digki
kiiltiirlerinde negatiflesme saptanmistir. Bu sonu¢ Salmonella gastroenteritlerinde spontan
sifay1 gosterir nitelikte bulunmustur. Fakat kendiliginden diizelmenin olmadigi, yiiksek
atesle seyreden olgularda; hastaneye yatmay: gerektiren agir ishallerde; bagisiklik
bozuklugu olan olgularda (orak hiicreli anemi, AIDS, kanser, diyabet, yeni dogan ve
yashilik donemi gibi) antibiyotik tedavisi onerilir (Topgu ve digerleri, 2002; Mutlu ve
digerleri, 1999). Tifo, paratifo, septisemi ve lokal organ hastaliklarinda antibiyotik tedavisi
sarttir. Salmonella infeksiyonlarinin tedavisinde eskiden beri kullanilan ilaglar tercih

sirasina gore kloramfenikol, ampisilin ve trimetoprim — sulfametoksazol (TMP-SMZ)’dur.



30

Bu ilacglara diren¢ gelisimi basta olmak iizere c¢esitli nedenlerle son yillarda yeni
antibakteriyel ilaglar kullanilmaya baslanmigtir. Bu yeni ilaglar; kinolonlar, ii¢lincii kusak
sefalosporinler ve bir Olglide de aztreonamdir. Kloramfenikol 1948’den beri tifo
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ilacin tedavide kullanilmaya baslanmasi ile tifodan 6liim
orani %20’lerden %]1’lere inmis, ates siiresi 2-4 haftadan 3-5 giine kadar kisalmigtir. Ancak
kronik tasiyiciligi ortadan kaldirmamasi ve bu ilaca karsi gelisen yaygin direnclilik durumu
nedeniyle kullanimi1 giderek azalmaktadir. Ampisilin, kronik tastyicilikta etkilidir. Fakat
penisilin alerjisi olanlarda kullanilamamakta ve direng sorunu nedeniyle kullanimi
kisithdir. TMP-SMZ diger iki ilaca alternatif olusturmaktadir, ancak daha az etkindir
(Topgu ve digerleri, 1996). Ulkemizde S. Typhi suslarinda kloramfenikol, ampisilin ve
TMP-SMZ’a diren¢ heniiz bildirilmemistir. Fakat S. Typhi dis1 Salmonella tiirlerinde
sayilan antibakteriyellere %20-40 arasinda degisen diren¢ saptanmaktadir. Tiim diinyada
ve Tirkiye’de S. Typhi disindaki Salmonella’larda antibiyotiklere direncin artmakta
oldugu, serogrup D’nin izolasyon sikliginin son yillarda artis gostermesine karsin 6zellikle
serogrup B’de antibiyotik direncinin diger serogruplardan daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir. Ozellikle direngli suslara bagl tifo ve paratifo olgularmin tedavisinde son
yillarda denenen ve basarili sonuglar alinan ilag grubu kinolonlar ve iiglincli kusak
sefalosporinlerdir. Ulkemizde yapilan calismalarda oflaksasin gibi kinolon tiirevleri ile
yapilan uygulamalarda, tifo ve paratifo olgularinda atesin bir daha ¢ikmamak tizere diisme
sliresi ortalama 3 giin olarak bulunmugstur. Oysa bu siire kloramfenikolle tedavide 6-7 giin
olarak bildirilmistir. Yeni kinolon tiirevlerinin tifo’da kullanilan eski ilaglara gore pahali
olmasi, 16 yasin altindakilerde, gebelerde ve siit veren annelerde kullanilmamasi bu ilacin
kullanimini kisitlamaktadir. Ugiincii kusak sefalosporinler, 6zellikle ¢cocuklarda, gebelerde
ve siit emzirenlerde kullanilmis ve basarili sonuglar alinmistir (Topgu ve digerleri, 1996).
Kinolonlarin kullanilamadigi, diger antibiyotiklere direngli S. Typhi’nin etken oldugu tifo
olgularinda aztreonam az sayida hastada kullanilmistir. Ancak bu ilacla daha fazla grup
caligmalarina gereksinim vardir. Antibiyotik tedavisi tifo ve paratifo da 14 giin, lokal organ
infeksiyonlarinda ise ortalama 4-6 hafta siirdiiriilmelidir. Lokal organ infeksiyonlarinda
eksizyon, drenaj gibi cerrahi islemlerde gereklidir. Kronik tasiyicilarin tedavisinde
ampisilin, amoksisilin veya kinolonlar 4-6 hafta siireyle kullanilmaktadir. Ayrica safra

sisteminde bir patoloji varsa kolesistektomi dnerilmektedir (Mutlu ve digerleri, 1999).
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2.13. Epidemiyolojisi

2.13.1. Diinyadaki durum

Tiim diinya iilkelerinde genel olarak sinsi bir sekilde yayilip ortaya ¢ikmasi ve hastalik
goriilmesi problemlere, ¢ok yonlii ciddi ekonomik kayiplara (siirilerde 6liim, verim
kaybi, yogun antibiyotik kullanimi, damizliklardan vertikal bulasma nedeni ile sagliksiz
ticari stiriiler, gida zehirleri ) sebep olmaktadir. Bu nedenle uzun yillardan beri tavuk ve
hindi kiimeslerinde diinya ¢apinda pullorum hastaligi ve tavuk tifosu ile ilgili kontrol
calismalar1 yapilmaktadir. Isletmelerde temel programlarin uygulanmasi ile hem tavuk
tifosu hem de pullorum hastalig1 azaltilmistir. Bu hastaliklarda en basit uygulamalar, da-
mizlik  kiimeslerin Salmonella  Gallinarum ve Salmonella  Pullorum'dan ari  olarak
yetistirilmesi ve bu siiriilerden elde edilen civcivlerin indirekt ve direkt olarak bu

organizmalarla temasinin dnlenmesi esasina dayanmaktadir.

2.13.2. Ulkesel durum

Tiirkiye'de Tavuklarin Salmonellozis'i 3285 sayili Hayvan Saglhigi ve Zabitas1t Kanunu'na
gore "lhbar1 Mecburi Hayvan Hastaliklar" kapsaminda olup, damizlik kiimeslerin
Salmonella pullorum/gallinarum yo6niinden kontrolii de son olarak 1998'de Tarim ve
Koyisleri Bakanligi'nin ¢ikarmis oldugu "Kuluckahane ve Damizlik isletmelerinin Saglik
ve Kontrol Yonetmeligi ve Talimati" ile diizenlenmistir.Bélge Enstitiileri ve Il Tarim
Miidiirliikleri is birligi ile Kuluckahane ve Damizlik isletmesi ihtiya¢ duyuldugunda daha
sik olmak kaydi ile en az 6 ayda bir denetlenmekte ve Laboratuar kontrollerinden tabii
tutulmakta, sartlar1 uygun isletmeler (Salmonella testleri dahil) sertifikalandirilarak,
miyadl olarak iretim 1zni haketmis olurlar

(http://www.bornovavet.gov.tr/kanatliSalmonella.htm)

2.14. Biyofilm

2.14.1. Biyofilmin tarihgesi

Eksternal biyofilm olarak adlandirilan ve ¢iplak gozle bakildiginda goriilebilecek
kalinliktaki mikrobiyal topluluklar, erken donemlerden bu yana mikrobiyologlarin ilgisini

cekmistir. Belki de ilk biyofilm ¢aligmalari Anton van Leeuwenhoek’un kendi dislerinin
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yiizeyinden kazidigi plaklarda yine kendi icadi olan basit mikroskopla ‘’hayvanciklar’’
olarak tanimladigi mikroorganizmalar1 gostermesine kadar gitmektedir. Yine de bilim
adamlarinin pek ¢ok ¢evrede bakteri kiitleleri seklinde gézlemlenen biyofilmlerin varligim
kesfi 1970’lerde gerceklesmistir. 1890 ve 1990’larda ise bakteriyel biyofilm
topluluklarmin ~ organizasyonlar1  tizerine  dikkatle  egilinmeye  baslanmigitir

(http://mpkb.org/home ).

Biyofilm arastirmalari son 20-30 yil icerisinde hiz kazanirken odak noktasi, ¢cevremizde
cesitli yiizeylerde olusan eksternal biyofilmler olmustur. Bunlar arasinda su borularinin i¢
yiizeylerinde olusarak, korozyona yol aganlar ya da gida isleme alanlarinda olusarak ylizey
temizliginde sorun yaratanlar olabilir. Bu gibi ortamlarda biyofilmlerin varlig1 endiistriyel
kayba da yol agtif1 i¢in pek cok sirket biyofilm arastirma projelerini destekler hale
gelmistir. Bu durum sadece mikrobiyologlar degil, ekolojistler, ¢evre miihendisleri ve

matematikgiler i¢in de genis bir arastirma sahasi yaratmistir (http://mpkb.org/home )

2.14.2. Biyofilm icerisindeki hayat dongiisii

Resim 2.6. Biyofilm igerisindeki hayat dongiisiiniin basamaklari
(www.processinstruments.com.tr)


http://(www.processinstruments.com.tr)/
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Tutunma ve kolonizasyon

Biyofilm olugumu bakterinin bir ylizeye tutunduktan sonra stimiiksii, yapiskan bir madde
salgilamas1 ve bu maddenin bir ¢apa gibi gorev goérmesiyle metal, plastik, tibbi implant
yiizeyi ya da ¢ogunlukla insan ya da hayvan dokusu gibi canli ya da cansiz yiizeyler
iizerinde kolonize olmasiyla baslar. Baslarda yilizeye tutunma van der Waals baglar1 gibi
geri dontlisiimlii, zayif baglarla gerceklesir. Bu asamada eger bakteri kolonileri yiizeyden
uzaklastirilamazlarsa, ylizeylerindeki hiicresel adezyon molekiilleri ve proteinleri
vasitasiyla tutunmay1 daha kalic1 ve kuvvetli bir hale doniistiiriir; hiicre adezyonu denilen
diger hiicrelere de baglanma islemini gergeklestirerek aralarinda bag olustururlar. Ayni
zamanda bir matriks yapist insa ederek, bir arada kalacaklari biyofilm dokusunu
sekillendirirler. Ortama yeni eklenen bakteriler de matriks yapisina tutunarak, yeni
katmanlar meydana getirirler. Yapilan arastirmalarda bir bakteri tiliriiniin bu yapiy1
olusturmak i¢in yaklasik 800 gen ekspresyonu gergeklestirdigi ortaya konulmustur (Erdem,
2013).

Biiyiime ve gelisme

[k kolonizasyondan sonra, biyofilm yapisi, hiicrelerin bdliinmesi ve bir araya toplanmasi
ile biilyimeye baslar. Bir sonraki asama, biyofilmin sekil ve boyutlarinin degisimiyle
gelismesidir. Tam olusmus bir biyofilm tabakasi siklikla i¢eride besin dolasimina imkan
veren kanallar icerir. Biyofilm tabakasimin farkli bolgelerindeki hiicreler farkli gen
ekspresyonlar1 gosterirler. Ciinkii biyofilmler c¢ogunlukla kendi metabolizmalarini
gelistirirler. Biyofilmler bu siiregte farkli yonlere dogru yavas yavas biiyliyen bir olusum

sergiler ve yavas yavas semptom olustururlar.
Hareket

Biyofilm bakterileri, yeni dokular1 enfekte etmek {iizere c¢esitli yollarla hareket
halindedirler. Biyofilm dalgalanma ya da yuvarlanma hareketiyle ya da kiimeler halinde
kopup, kayarak yiizey lizerinde topluca hareket edebilir. Bazi1 durumlarda da bagka yerlere
yayllmak amaciyla, biyofilm igerisindeki planktonik hiicreler arkalarinda bir bosluk
birakarak, ylizme/yayilma hareketleriyle, biyofilm disina ¢ikacak sekilde hareket

edebilirler.
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Avrilma ve eksternal kolonizasyon

Biyofilm tabkasi bir kez olustuktan sonra, periyodik araliklarla biyofilmden plantonik
bakterilerin kendi kendilerine ayrildiklar1 gosterilmistir. Bunu yapan bakterilerin hizla
cogaldiklar1 ve yeni biyofilmler olusturmak iizere yayildiklari izlenmistir. Buradan yola
cikarak, biyofilmlerden programlanmis hiicre ayrimlariin gerceklestigi ve bunun dogal bir
seyri oldugu donucuna varilmistir. Biyofilm igerisindeki bakteriler bir matriks yapist ile
korunduklar1 i¢in, konak bagisik yanitindan kagmaktadirlar; ancak eger biyofilmden
diizenli olarak planktonik bakteri salinimi olusuyorsa, bagisiklik sistemi bu bakterilerin
varligindan haberdar hale gelebiliyordur. Bu da kronik tekrarlayan enfeksiyonlarin
nedenini agiklamaktadir. Eger bir bakteri tizerinde yasadigi konagi oldiiriirse, kendisinin de
yasayacagl yer kalmamaktadir. Dolayisiyla bir enfeksiyonun kronik formu bakterilerin
aslinda isine gelmektedir. Bu formu devam ettirmek icin de pek ¢cok durumda biyofilmler

aracilik etmektedir (Erdem, 2013).

2.14.3. Biyofilm olusumunu etkileyen cevresel faktorler

Biyofilm olusumu; bakteri hiicresi, tutunulan yiizey ve bunlar1 ¢evreleyen ortam olmak
iizere li¢ ana bilesene baghdir. Biyofilmin ilk asamasi olan bakteri hiicrelerinin yiizeye
yapismast, hiicre ylizeyinin fizikokimyasal 6zelliklerinden etkilenmektedir ki bu 6zellikler
de hiicrenin hangi iireme fazinda oldugu, kiiltiir kosullar1 ve sus ¢esitliligini igermektedir.
Cogu bakteri hiicresinin yiizeyi negatif elektirik yiiklidir ve bu net negatif yik
elektorsitatik itici giigler nedeniyle bakterinin herhangi bir yiizeye yapismasini olumsuz
etkiler. Bununla birlikte bakteriler ylizeylerindeki fimbria, faljella ve lipopolisakkarit
yapilarina bagli olarak hidrofobisite gosterirler. Hiicre ylizeyi ve tutunulacak tabaka
arasindaki hidrofobik etkilesimler, bakteri hiicresinin itici giiclerin iistesinden gelmesini

saglar ve tutunma gerceklesir.

Tutulan ylizeyin, ylizey piiriizleri, temizligi, islanabilirligi gibi ozellikleri biyofilm
olusumunu etkileyen diger Onemli faktorlerdir. Gida endistrisinde fisikokimyasal
kararlilig1 ve korozyona karsi1 dayanikliligi nedeniyle siklikla paslanmaz celik ylizeyler
tercih edilmektedir. Dolayisiyla pek ¢ok biyofilm caligmasi da bakterilerin bu yiizeye

tutunmasi lizerine yapilmaktadir.
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Is1, Ph, ozmolarite, oksijen yiizeyi, besin durumu ve diger bakterilerin ortamda varlig1 gibi
cevresel faktorler bitofilm yapisinin olusumunda etkili ve dnemli olan ylizey ve bakteriden
bagimsiz faktorlerdir. Gida ile ¢alisilan ortamlarda yiizeye bakteri tutunmasinda rol
oynayan bir diger faktor gidanin igerigidir. Yiizey tarafindan absorbe edilip, biyofilm
olusumuna zemin hazirlayan ya da tam tersi etki gosteren gidalar vardir. Ornegin yagsiz
stit, S. auresus, L. monocytogenes, ve Serratia marcescens’in paslanmaz ¢elige adezyonunu
azaltmaktadir. Diger yandan olumsuz bir 6rnek olarak, Hafnia alvei’nin hiicresiz kiiltiir
siipernatant1 da S. Enteritidis’in paslanmaz ¢elik tizerinde biyofilm olusturmasini inhibe

etmektedir.

2.15. Siderofor Uretimi

Demir elementi, canliligin baslangicindan bu yana, yeryliziinde bulunan temel
elementlerden biridir ve canlilarin  yasamini  siirdlirebilmesi i¢in  gereklidir.
Mikroorganizmalar ic¢in demir, zar yapisina bagli elektron tasima zincirlerinin ve
sitoplazmik indirgenme tepkimelerindeki enzim yapisina katilmasi agisindan metabolik
oneme sahiptir. Dogada bol miktarda demir bulunmasina ragmen, serbest halde bulunan
Fe(Ill) radikallerinin mikroorganizmalar tarafindan dogrudan alimi s6z konusu

olamamaktadir.

Bakterilerin ¢ogu ¢6zlinmiis demir miktarinin yetersiz oldugu durumlarda diisiik molekiiler
agirhiga (genellikle < 1500 Da) ve yiiksek demir baglama kapasitesine sahip sideroforlari
ireterek ortamdan demir alimmi saglamakta, bdylece hayatta kalabilmeyi ve iliremeyi

bagarabilmektedir (Varma ve Chincholkar, 2007).

Sideroforlar, kat1 yiizeyler disinda ferrik sitrat, ferrik fosfat, Fe-transferrin, ferritin ve
demir bagl sekerler, bitkilerde bulunan flavonoid pigmentler, glikozitler ve hatta yapay
demir tasiyicilari olan etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve nitrilotriasetat gibi

maddelerden de demir alimin1 saglamaktadir

Sideroforlar yapisal olarak 3 grup altinda incelenebilir:

1. Hidroksimatlar (N-hydroxyornithine bilesenlerini igerirler)

2. Polikarboksilatlar (sitrik asit bilesenlerini igerirler)



36

3. Fenolat-katekolatlar.

Sideroforlarin bakteri metabolizmasina ii¢ ¢esit yarar1 oldugu disiiniilmektedir (Varma ve
Chincholkar, 2007):

1. Hidroksimat ve katekolat tipte sideroforlar gii¢lii demir baglayicilar1 olarak kararli

molekiiler yapilar olusturmaktadirlar.

2. Mantar ve bakteri patojenlerine bulunduklar1 ortamdan demir alimini saglayarak hayatta

kalma imkani sunmakta ve boylece viriilansi arttirict etki gostermektedirler.

3. D1s zarda gosterdikleri yapisal uyum sayesinde alici ve tastyici zar proteinlerinin genetik
yapilar, igleyisleri ve mutasyonlar1 konusunda bilgi sahibi olunmasini

saglamaktadirlar.

Sideroforlarin laboratuvar ortamlarinda tespit edilebilmesi i¢in eser miktarda demir
icerigine sahip (genellikle % 0,1 oranim1 ge¢meyecek miktarda) besiyerleri
kullanilmaktadir. BoOylece bakterilerin, demir molekiillerini ortamdan alabilmek igin

siderofor liretme yetenegine sahip olup olmadig arastirilmaktadir.

Bakterilerin olusturdugu infeksiyonlarda siderofor iiretimi sayesinde, konak serumu
icerisinden demir alimi gerceklesmektedir. Bu nedenle siderofor {iretiminin, bakterilerde

onemli bir viriilans faktorii oldugu diisiiniilmektedir (Weinberg, 1978).

Enterobacteriaceae ailesi liyesi Escherichia coli ve Salmonella enterica tiirleri, sahip
olduklar1 fur gen bdlgesi iiriinleri sayesinde, katekolat tipte bir siderofor olan enterokelin
(enterobaktin) molekiillerini iiretmektedirler. Alblimin gibi serum proteinlerinin hidrofobik
bolgelerine tutunma 6zelligi gosterdigi igin, enterokelinin basit bir siderofor oldugu iddia
edilmektedir. Enfeksiyonlarda belirleyici rol oynayan demir kazanimimin S. enterica
tiriinde gerceklesmesini saglayan enterokelinin, patojeniteyi artirici etkisi {izerindeki

caligmalar devam etmektedir (Litwin ve Calderwood, 1993).

Tim sistemlerde, ferrik enterokelin (Fe-E) FepA proteini araciligiyla dis zar1 gecerken,
dogrusal bir yol izleyen indirgenme iiriinlerinden ferrik dihidroksibenzoil-serin (DHBS)

bilesikleri, Fiu ve FepA proteinleri tarafindan tutularak hiicre igine alinmaktadir. E. coli
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tirlerinde goriilen bu durum, Salmonella bakterilerinde kesin olarak bilinmemektedir.
Buna karsin, E. coli ve Salmonella bakterilerinde, sistemlerin ayni sekilde calistigi
distiniilmektedir. Fiu ve FepA ile tutunmanin ardindan demir bilesikleri, baglayici1 FepB,
zar bilesenlerinden FepD, FepG ve ATPaz FepC proteinlerini igeren ABC tasima sistemi
ile sitoplazmik zara tasinmaktadirlar. Ferrik enterokelin kompleksinden demirin
ayristirilarak  alinabilmesi i¢in Fes proteinine ihtiyag duyulmaktadir. Salmonella
bakterilerinde salmokelin, glukoz ve DHBS ile sentezlenir. Salmokelin sentezinin IroD ve
IroB proteinlerinin yardimiyla gergeklestigi ve bu molekiiliin, tastyici bir protein olan IroC
tarafindan salgilandigi disiinilmektedir. IroE protein yapisinin ise demir-Salmokelin
bilesigini indirgeyerek ABC tasiyici sisteminden gecisine olanak sagladigi sanilmaktadir.
Tasinmanin S. enterica tiirlerinde ve iriner sistem patojeni olan E. coli suslarinda ayni

genetik isleyise sahip oldugu bulunmustur (Hantke ve digerleri, 2003).

Salmonella enterica
Fe-(DBS)n Fe-(DBS)n
Fe-(DBS)n Fe-E Fe-E .
Fe-Salmokelin
Salmokelin
IDhas Zar
Periplazik
B Bosluk
IroC/ _ Sitoplazma
| Zar:
‘ Sitoplazma
Salmokelin
lroD,IroB 1‘
Fe + DBS [(DBS] + [Gic]

Resim 2.7. S. enterica bakterilerinde katekolat tipte siderofor tasinmasi (Varma ve
Chincholkar, 2007).

S. Typhi ve diger S. enterica serotiplerinin ¢ogunlugunda, siderofor iiretimi iroA ve
eslenigi olan iroN ve iroBCDE gen bolgeleri tarafindan kontrol edilmektedir. Olusan yeni

siderofor kompleksine, sadece Salmonella tiirlerine 6zgii oldugu i¢in, salmokelin adi
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verilmektedir. Salmokelin yapisinin hidrofilik olmasi sayesinde Salmonella bakterilerinde

patojenite arttirilmaktadir (Hantke ve digerleri, 2003).

Salmonella bakterilerinde katekolat tipte salmokelin disinda hidroksimat tipte aerobaktin

denilen sideroforlar da bulunmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada (Kokosharov ve Phetisova, 2002), Salmonella serotiplerinden S.
enterica serovar Gallinarum bakterilerinin diisiik miktarda demir igeren besiyerinde
aerobaktin iirettigi tespit edilmistir. Ayrica arastiricilar tarafindan, bakterilerin siderofor
iretimi ile hemoliz olusturma Ozellikleri gibi virlilans faktorleri arasinda iligki

bulunabilecegi savunulmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirmamizda Ankara’ da tiiketime sunulan sokak siitlerinden ve ¢esitli bolgelerden
getirilerek, isleme sonras1 Ankara piyasasinda satisa sunulacak olan ¢ig siit orneklerinden
50 adet, yine Ankara’da tiiketim amacl satilan 45 adet tavuk karacigeri, 45 adet tavuk
kalbi, 45 adet taglik ve 25 adet tavuk boyun 6rnegi materyal olarak kullanilmistir. Tiim
ornekler mikrobiyal yiikii etkilenmeyecek sekilde steril kaplarda muhafaza edilerek
laboratuara getirilmis ve aym giin ¢alisilmistir. Caligsilan 6rneklerden elde edilen bakteri
tirlerinin izolasyonunda, Bergey“ s Manual of Systematic Bacteriology ve Manual of
Clinical Microbiology" de belirtilen biyokimyasal testler esas alinmistir, ayrica cins ve tiir
bazinda dogrulama amacgli Becton Dickinson (BD) BBL Crystal Identification Systems
Gram-Negatif ID kit kullanilmustir.

3.1. Salmonella spp. izolasyonu
Kiiltiirel yontemlere gore uygulanacak metotta izolasyon 4 asamada gerceklestirilmistir:

On zenginlestirme; Alinan 6rnekler 9:1 oraninda Tamponlanmis Peptonlu Su (PW)’ya
konuldu ( siv1 6rnekler i¢in 25ml 6rnek/ 225 ml PW; kat1 6rnekler icin 5g 6rnek/45 ml
PW). Ornekler 24 saat 37°C de inkiibe edildikten sonra bir sonraki asama olan

zenginlestirme islemine gegilmistir.

Zenginlestirme; Salmonella’nin iyi iiredigi, bunun yani sira diger bakterilerin iiremesinin
kismen engellendigi spesifik besiyerleri kullanilmistir. Rapport Vassiliadis Broth (RVS) ve
Muller Kauffman Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn) bu islem i¢in kullanilan iki
besiyeridir. PW’ da iiretilen gecelik kiiltiirlerden 1ml alinarak 9ml RVS ve MKTTn’ye
aktarilarak, RVS; 24 saat 37°C’de, MKTTn ise 41,5°C’de 24 saat bekletilmistir.

Selektif Agar’a ekim; RVS ve MKTTn’ de iiretilen gecelik kiiltlirlerden 100ul alinarak
Salmonella i¢in selektif bir besi yeri olan xylose-lysine-tergiyol-4 (XLT4) agara dregaski
ozesi ile yayma ekim yapilarak ve yayma ekimler 37°C° de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Salmonella tiirleri XLT4 agar iizerinde merkezi siyah etrafi seffaf zon

olusturmus koloniler seklinde goériilmektedir.
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Saf kiiltiir; XLT4 Agar’da gozlenen Salmonella siipheli kolonilerden tekrar XLT4 Agar’a,
Macconkey agara ve Brilliant green agara tek koloni ekim yapilarak, kullanilan ii¢

besiyerinde de beklenen sonucu veren 6rnekler saf kiiltiirler olarak elde edilmistir.

Elde edilen Salmonella siipheli kolonilere gerekli identifikasyon testleri ile tanimlama

yapilarak BBL Gram Negatif Kit yardimiyla dogrulamasi yapilmaistir.
3.2. Salmonella spp. izolasyonu i¢in Kullanilan Besiyerleri ve icerikleri

Tamponlanmis peptonlu su ( Buffered Peptone Water ) (Merck 1.07228.0500)

Bilesimi: g/L
Peptone 10,0
Sodyum klorid 50
Di sodyum hidrojen fosfat on iki hidrat 9,0
Potasyum di hidrojen fosfat 9,0

Hazirlanisi; Dehidre besiyeri, 25,5 g/L olacak sekilde damitik su iginde eritilip, amaca
uygun kaplara (erlen, kavanoz, tiip vs.) 225’er mL dagitilir ve otoklavda 121 °C’da 15
dakika sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi renklidir. Sterilizasyon

sonrasi 25 °C’da pH 7,0+02’dir

Rapport Vassiliadis Broth (RVS) ( Merck 1.07700.0500)

Bilesimi: g/L
Peptone from soymeal 4,5
Magnesium chloride hexahydrate 28,6
Sodium chloride 7,2
di-Potassium hydrogen phosphate 1,26
potassium dihydrogen phosphate 0,18
malachite-green 0,036

Hazirlanisi; Dehidre besiyeri, 41,8 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde gerekirse hafifce
1sitilarak ¢oziiliir. Standart deney tiiplerine 10’ar mL dagitilir ve otoklavda 115 °C’da 15
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dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasi 25 v’da pH 5,2+0,2°dir. Hazirlanmig besiyeri berrak

ve koyu mavi renklidir.

Muller Kauffman Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn) (Merck 1.05878.0500)

Bilesimi : g/L
Meat extract 4,3
Peptone from casein 8,6
Sodium chloride 2,6
Calcium carbonate 38,7
Sodium thiosulpahte (anhydrous) 30,5
Ox bile 4,78
Brilliant green 0,0096
Novobiocin 0,040

Hazirlanigi; Dehidre besiyeri, 89,5 g/L olacak sekilde damitik su iginde eritilir. Gerekirse
pH 25°C’a 8,0+0,2’ye ayarlanir. Sonra hafifce 1sitilarak (5 dakika kaynatilarak ) sterilize
edilir ve hizla sogutulur. Besiyeri bu sekil ile buzdolab: sicakliginda (2-8°C) 4 hafta
saklanabilir. Bazal besiyerine iyot/potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave edildikten sonra aseptik
kosullara uyularak steril tiiplere dagitilip aym: giin kullanilmalidir. Bu besiyeri
otoklavlanmaz, asir1 1sitmadan kagmilmalidir. Hazirlanmis besiyeri bulanik ve yesil
renklidir. Tiipiin dibinde CaCOj3 kaynakli beyaz bir ¢okelti olur. Iyot/potasyum iyodiir
cozeltisi hazirlanirken 6nce 2 mL damitik su i¢cinde 5 g potasyum iyodiir tam olarak
¢oziliir, sonra 4 g iyot eklenip, damitik su ile 20 mL’ye tamamlanir. Ayrica 1L hazirlanmis
besiyerine kullanim 6ncesi 20 ml damitik suda ¢oziilmiis 5,0 g Potassium iodide ve 4,0 g

iodine ilave edilir.

Mac- Conkey Agar (Merck 1.05465.0500)

Bilesimi g/L
Peptone from casein 17,0
Peptone from meat 3,0
Sodium chloride 50

Lactose 10,0
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Bile salt mixture 1,5
Neutral red 0,03
Cyrsital violet 0,001
Agar-agar 13,5

Hazirlanisi; Dehidre besiyeri, 50,0g/L olacak sekilde 1sitilarak damitik su iginde eritilir ve
otoklavda 121°C’da 15 dakika sterilize edilip, 45-50 °C’a sogutulup petri kutularina 12,5’er
mL dékiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi kahverenkli olup 25 °C’da pH’s1

7,1+0,2°dir.

Brilliant Green Agar (OXOID CM0263)

Bilesimi: g/L
Proteose peptone 10
Yeast extract 3,0
Sodium chloride 5,0
Lactose 10,0
Sucrose 10,0
Phenol red 0,08
Brilliant green 0,0125
Agar-agar 12,0

Hazirlanisi; Dehidre besiyeri, 50,0 g/L olacak sekilde 1sitilarak damitik su i¢inde eritilir ve
otoklavda 121°C’da 15 dakika sterilize edilir. 25 °C’da pH’s1 6.9+0.2 dir.

Xylose-Lysme-Tergitol-4 (XIt4) Agar (Merck 1.13919.0500)

Bilesimi: g/L
Proteose peptone 1,6
Yeast extract 3,0
L-lysine 5,0
Xylose 3,75
Lactose 7,5
Sucrose 7,5



43

Ammonium-Iron(ll) citrate 0,8
Sodium thiosulfate 6,8
Sodium chloride 5,0
Phenol-red 0,08
Agar-agar 18,0

Hazirlanis1; Dehidre besiyeri, 59,0 g/L ve XLT4 Agar Supplement (Merck 1.08981) 4,6
mL/L olacak sekilde beraberce damitik suda kaynatilirak eritilir. Steriliasyon, besiyerini
eritirken yapilmis olur. Istya olduk¢a duyarli olan bu besiyeri 50°C’da 45 dakikadan fazla
tutulmamalidir. Besiyeri, 45-50°C’a soguyunca steril Petri kutularma 12,5’er mL dékiiliir.

Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizidir. 25°C’da pH’s1 7,4+0,2"dir.

3.3. Salmonella spp. identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri, Icerikleri ve Testlerin

Yapihis1
3.3.1. Gram boyama

Temiz bir lam {izerine bir damla distile su damlatilir. Genel bir kat1 besiyerine ekilmis olan
bakteri kolonisi steril 6ze yardimi ile alinarak lam yiizeyine ince bir tabaka olusturacak
sekilde yayilir ve havada kurumaya birakilir. Kuruyan lam alevden birka¢ kez gecirilerek
bakteri hiicrelerinin lama yapismasi saglanir. Lamin {izerine pastor pipeti yardimi ile
kristal-viyole dokiiliip 60sn beklenir, sonra distile su ile tiim yiizey yikanir. Yikanan lamin
lizerine pipet yarimiyla liigol dokiiliir 60sn beklenir, distile su ile hafifce yikanir ardindan
% 95°lik etil alkol ile kisa bir siire (6-8 sn) muamele edilerek distile su ile yikanir. Yikanan
lamin {izerine safranin dokiilerek 30 sn beklenip distile su ile yikanir. Boyanan preparat
mikroskopta incelenmek iizere kurumaya birakilir. Mikroskobik olarak Gr (-) basil ya da
kokobasil seklinde goriinen koloniler Salmonella spp. siipheli kolonileri olarak incelemeye
alinir (Prescott,2002).

3.3.2. Oksidaz testi

Tetrametil p-fenilendiamin dihidrokloridin (%1°1ik) ¢6zeltisi hazirlanarak Whatman No.1
kurutma kagidina emdirilir. Bu kurutma kagidinin iizerine, inceleme yapilacak koloniler

0ze ile yaydirilarak reaksiyona sokulur. 5-10 saniye i¢inde mavi renk olusturan koloniler
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oksidaz pozitif, kurutma kagidinda renk degisimi gostermeyen koloniler ise oksidaz negatif

olarak degerlendirilir (Prescott, 2002). Salmonella spp. oksidaz negatiftir.

Resim 3.1. Oksidaz testi; A: Oksidaz pozitif; B: Oksidaz negatif

3.3.3. Katalaz testi

Genellikle aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalarin sahip oldugu katalaz
enzimi, ortamda bulunan hidrojen peroksidi su ve oksijene ayrigtirir. Sivi veya kati
besiyerinde gelistirilen bakterilerin {izerine H,O; ilave edildiginde, agiga c¢ikan serbest
oksijenin gaz kabarciklar1 seklinde gozlenmesi, hidrojen peroksidin ayristigini, dolayisiyla

bakteride katalaz enziminin varligin1 gosterir.

Testin yapilisi; temiz bir lam {izerine, bir-iki damla %3" lik hidrojen peroksit (H,O,)
damlatilir. Izole edilen saf kolonilerden steril bir 6ze dolusu almarak hidrojen peroksit ile
reaksiyona girmesi saglanir ve gaz kabarciklarinin olusup olusmadigi gézlemlenir. Lam
iizerinde gaz kabarciklarmin olusumu katalaz pozitif olarak, gaz kabarciklarinin

olusmamasi ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Prescott, 2002). Salmonella spp.

katalaz pozitiftir.

Resim 3.2. Katalaz testi; A: Katalaz pozitif; B: katalaz negatif
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3.3.4. indol testi

Iceriginde triptofan bulunan bir besiyerinde gelistirilen bakterilerin, triptofani enzimatik
hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadiklarini belirlemek amaci ile yapilan bir
testtir (Prescott, 2002). Triton soy agar (TSA) besiyerindeki stok kiiltiirden steril 6ze ile
aliarak 5ml tryptone water iceren tiiplere ekim yapilir. 30-35°C’de 3 giin inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonrasi sivi besiyerine 0,2-0,3ml kovaks ayiraci ilave edilir. Ust
kistmda kirmizi halka olusumu pozitif reaksiyonun, sari-kaverengi halka olusumu ise

negatif reaksiyonun gostergesidir. Salmonella spp. indol negatiftir.

Resim 3.3. Indol testi; A: Indol pozitif; B: indol negatif

Tryptone water (LAB M lab 129)

Bilesimi: g/L
Tripton 100
Sodyum Klorid 5,0

Hazirlanigi; Besiyerinden 15 g tartilip 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir, 121°C’de
15 dakika steril edilir. Hazirlanan besiyerinin 25°C’da pH’s1 7,5 = 0,2’dir.

3.3.5. Metil Red (MR) - Voges-Proskauer (VP) testi

Bazi bakteriler, ortamda bulunan glikozu kullanarak cesitli organik asitler olustururlar ve
sonucta ortamin pH’s1 diiser. Bu oOzellikten faydalanarak bakterilerin glikozdan asit

olusturup olusturmadigini belirleyebilmek amaci ile metil red testi yapilir. Bu testte
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kullanilan metil red indikatori pH 6,2’de sari, pH 4,2 ve altinda ise kirmizi bir renk
olusturur. Diger taraftan bazi bakteriler de glikoz bulunan ortamda glikozu kullanarak 2, 3-
biitilen glikol gibi gesitli nétral triinler olusturlar. Bu n6tr maddelerden biri olan asetoin,
ortama alkali bir madde eklendiginde okside olarak diasetile doniisiir. Diasetil ise
peptondaki kreatin, arjinin veya kreatinin ile birleserek pembe-kirmizi bir renk olusumuna

neden olur. Metil red ve VVoges-Proskauer testileri cogu analizde beraberce uygulanirlar.

Testin yapilisi; test edilecek her izolat i¢in 2 ayr1 Metil red- VVoges Proskauer (MR-VP)
besiyeri igeren tiip hazirlanir. izolatlar MR-VP siv1 besiyerine ekilip, 37 °C’de 2-7 giin
aerobik ortamda inkiibasyona birakilir. Metil Red testi i¢in, 5 ml kiiltiire 5 damla metil red
indikatorii eklenir. Rengin kirmizi-pembeye donmesi testin pozitif, sar1 kalmasi ise negatif
olarak degerlendirilir. Voges-Proskauer testi igin, inkiibasyon sonucunda besiyerine 0,6 ml
a-naphtol + etil alkol karisimi olan VP indikatorii ve 0,2 ml %40’ ik KOH ilave edilir. Test
sonucunda pembe renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu ise negatif olarak

degerlendirilir. (Prescott, 2002).

Metil Red- VVoges Proskauer (MR-VP) Broth (Merck 1.05712.0500)

Bilesimi: g/L
Pepton (etten) 7,0
D (+) Glikoz 50
Fosfat tamponu 50
PH6,9+0,1

Hazirlanisi; Besiyerinden 17 g /1 olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziiliir, 121°C’de 15

dakika otoklavlanir.

MR indikat6rii

Bilesimi: g/L
Metil red 0,2
%95°lik etil alkol 0,05

Damitik su 0,05
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Hazirlanist;_ Metil red 50 ml etil alkol igerisinde homojen hale getirildikten sonra ¢ozeltiye

50 ml distile su eklenerek 100 mI’lik indikatdr soliisyon hazirlanir.

VP indikatori

Bilesimi g/L
Alfa naftol 5
Etil alkol 0,1

Hazirlanist; 5 gr a-naphtol 100 ml etil alkol igerisinde homojen hale getirilerek indikator

sollisyon hazirlanir.

%40 Potasyum Hidroksit (KOH)

Bilesimi g/L
Potasyum hidroksit 40
Distile su 01

Hazirlanigi; 40 gr potasyum hidroksit 100 ml distile su icerisinde homojen hale getirilerek
%40’l1ik KOH soliisyonu hazirlanir.

Resim 3.4. Metil red testi; A: Metil red pozitif; B: Metil red negatif
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Resim 3.5. VVP- testi ; A: Voges-Proskauer pozitif ; B: Voges-Proskauer negatif

3.3.6. Sitrat testi

Bazi bakteriler karbon ve enerji kaynagi olarak sitratlar kullanabilirler. Sitrat testi,
bakterinin tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadigini belirlemek amaci ile
yapilir. Kiiltiir siispansiyondan, Simon’s sitrat yatik agar besiyerine 0ze ile siirme yapilarak
optimum sicaklikta 2-7 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Orijinal rengi yesil olan ve
indikator olarak %0, 2 bromo timol mavisi kullanilan besiyerinde, besiyeri renginin
maviye doniismesi ve ekim hattt boyunca iireme gozlenmesi pozitf sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Prescott, 2002).

Simmon’s Sitrat Agar (Oxoid CM 155)

Bilesimi g/L
Magnezyum siilfat 0,2
Amonyum dihidrojen fosfat 0,2
Sodyum amonyum fosfat 0,8
Sodyum Sitrat 2,0
Sodyum Klorid 50
Brom timol mavisi 0, 08

Agar 15,0
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Hazirlanis1; Besiyeri 23.28 g /I olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziiliir. Agar eriyene
dek kaynar su banyosunda tutulur. Tiiplere dagitilarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril

edilir. Tiipler otoklavlama sonrasi yatik vaziyette katilasmaya biraklir.

Resim 3.6. Sitrat testi ; A: sitrat pozitif; B: sitrat negatif

3.3.7. Triple Sugar Iron Agar (Ts1) Testi

Triple Sugar Iron Agar, {li¢ karbonhidrat (glikoz, laktoz ve siikroz) igerir. Bu
karbonhidratlar fermente edildiginde, olusan asit liretimi fenol kirmizisi indikatori ile
saptanir. Olusan renk degisimleri asit liretimi i¢in sar1 ve alkalinizasyon i¢in kirmizidir.
Laktoz ve siikroz, glikozdan daha yiliksek konsantrasyonlarda bulundugundan, ugta asit
olusumu bu sekerlere bagli iken, glikozdan asit olusumu tiipilin yatik alaninda az miktarda
asidin hizli oksidasyonu ile baskilanarak yalnizca glikoz fermente oldugunda nétral veya

bazik pH reaksiyonuna yol agar (Prescott, 2002).

Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

Bilesimi g/L
Kazain Pepton 15,0
Pepton (etten) 50
Meat extract 3,0
Yeast extract 3,0
Sodyum kloriir 5,0
Laktoz 10,0
Siikroz 10,0
D(+) glikoz 1,0

Amonyum demir (I11) sitrat 0,5
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Sodyum trisiilfat 0,5
Fenol kirmizisi 0,024
Agar 12,0
pH:7,4+0,2

Hazirlanisi; Bilesenlerden 65 gr 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir. Agar eriyene
kadar su banyosunda tutulur ve daha sonra test tiiplerine 5-7 ml miktarinda dagitilir.
Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilir ve sterilizasyon sonrasi tiipler yatik vaziyette
sogumaya terk edilir. Test edilecek izolat TSA besiyerindeki stok kiiltiirden igne 6ze ile
yogun miktarda alinip, yatik agar yiizeyine siirme ekim yapilmis ve 6ze bu islem sonunda
besiyerinin dip kismimna batirilip ¢ikarilmigtir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda

sonuclar asagidaki sekilde degerlendirilmistir.

Resim 3.7. TSI testi

Cizelge 3.1. TSI testi sonuglari

Tip A Tiip B Tip C

Yatik yilizey Alkali Asit Alkali

Dip kisim Asit Asit Alkali
Gaz + - -
H,S + - -
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3.3.8. Lisin Iron Agar (LI1A) Testi

Besiyeri Bilesimindeki Lisin, LDC pozitif bakteriler (Salmonella) tarafindan kadeverine
cevrilir. Bu reaksiyon pH indikat6riiniin menekse renk almasina neden olur. Reaksiyon pH
6'dan daha diisiik asit ortamda gergeklesir. Bu nedenle 6nce glikoz fermantasyonu sonucu
ortam asitlenir. Dolayisi ile bu besiyeri glikozu fermente edebilen bakterilerin LDC enzimi
varligin1 belirlemek i¢in kullanilabilir. LDC enzimi olmayan bakterilerde besiyeri rengi
sar1 olarak kalir, ancak inkiibasyonun uzamasi halinde alkalinizasyon gercgekleserek sahte
pozitif sonuglar alinabilir. Bu nedenle inkiibasyon siiresi 24 saati gegmemelidir. Birkag
Proteus morganii susu hari¢ olmak tizere Proteus ve Providencia ise lisini a-ketocarboxylic
asit olusacak sekilde deamine eder. Bu bilesik ise yiizeyin hemen altinda oksijen etkisi ile
demirle reaksiyona girerek kirmizimsi kahverengi bir bilesik olusturur. Hidrojen stilfiir

olusumu dipte siyah renk ile belirlenir.

Lysine Iron Agar (Merck 111640.0500)

Bilesimi g/L
Peptone from meat 5,0
Yeast extract 3,0
D(+) Glucose 1,0
L-Lysine monohydrochloride 10,0
Sodium thiosulfate 0,04
Ammonium iron(l1l) citrate 0,5
Bromocresol purple 0,02
Agar-agar 12,5

Hazirlanigi; Dehidre besiyeri, 32,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde kaynar su
banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karigtirilarak ya da mikrodalga firin
kullanilarak besiyerinin iyice erimesi saglanir. Besiyeri heniiz s1vi halde iken 16 X 160 mm
tiiplere 7'ser mL olarak dagitilir ve tiipler 121 °C 'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav
c¢ikisinda besiyeri heniiz s1v1 iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir gubuga yatirilir. Tiipler
bu sekilde bekletilir, besiyeri katilastiktan sonra yilizeye siirme ve asi ignesi ile dibe
daldirma yapilir. Bu sekilde tliplin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinligt

olmalidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve menekse renkli olup, 25 °C 'da pH's1 6,7+0,2'dir.
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3.3.9. Ornitin dekarboksilaz testi

Test edilecek izolatdan alinan koloniler besiyerine inokiile edilir. . Uzerine steril mineral
yag ortiiliir. Tiipler 30°C’de inkiibe edilir. Aminoasitlerin dekarboksilasyonu koyu mor bir

rengin olugmasi ile anlasilir. Negatif sonuglarda sari renk olur [Prescott, 2002; Resim 3.9].

Ornithin Dekarboksilaz testi besiyeri

Bilesimi g/L
Pepton 5
Yeast extract 3
L-ornitin hidroklorid 10

% 50 etanol icerisinde bromekrezol mavisi’nin % 02 eriyigi 0,005

Hazirlanisi; Besiyeri 1000 ml distile su iginde ¢oziiliir, 121°Cde 15 dakika otoklavlanir.

Resim 3.8. Ornithin testi; A: ornithin testi pozitif B: ornithin testi negatif

3.3.10. Ure testi

Ornekler besiyerine asilanarak 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda besiyerinde pembe renk olusumu ile reaksiyon pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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Ure agar base (Oxoid CM 53)

Bilesimi g/L
Pepton 1,0
Glikoz 1,0
Sodyum klorid 5,0
Disodyum fosfat 1,2
Potasyum dihidrojen fosfat 0,8
Fenol kirmizisi 0,012
Agar 15,0
pH 6,8 +0,2

Hazirlanig1; Besiyerinden 2,4 gr tartilip 95 ml distile suda ¢oziiliir.121 °C’de 15 dakika

otoklavlanir.

Resim 3.9. Ure testi; A: Ure pozitif; B: Ure negatif

3.4. Enzimatik Ozelliklerin Aranmasina Yonelik Testler

3.4.1. Proteolitik aktivite testi

Test edilecek izolattan igne uglu 6ze ile alinan bakteriler SMA saplama seklinde (spot on

the law) inokiile edilmistir. Bakteriler izole edildikleri sicaklik derecelerinde inkiibasyon
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sonucu besiyerinde seffaf zon olusturan tiirlerin proteolitik aktiviteleri pozitif ve zon

olusturmayan tiirler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Prescott, 2002 ).

Skim Milk Agar

Bilesimi g/L
Skim milk powder 25,0
Distile su 0,25
Agar 5,0
Distile su 0,25

Hazirlanisi; Besiyeri 121°C°de 15 dakika otoklavlanir. Her iki karisim 50°C’ye gelince

karistirilir ve petrilere dokdiliir.

3.4.2. Lipolitik aktivite

Test edilecek izolatdan igne uglu 6ze ile alinan bakteriler SMA saplama seklinde (spot on
the law) inokiile edilmistir. Bakterilerden 24 saat 30 °C inkiibasyon sonucu besiyerinde
seffaf zon olusturan tiirlerin proteolitik aktiviteleri pozitif ve zon olusturmayan tiirler ise

negatif olarak degerlendirilmistir (Prescott, 2002).

Tributyrin Agar (Merck 1.01957.0500)

Bilesimi g/L
Meat pepton 2,5
Kazein pepton 2,5
Yeast extract 3,0
Agar 12
pH7,5+0,2

Hazirlanist; Tributyrin Agar besiyerinden 20 g/ olacak sekilde distile su i¢erisinde ¢oziiliip
121°C’de 15 dakika otoklavlamir. Daha sonra besiyeri oda sicaklifa kadar sogutulur ve

hizlica karistirilarak tizerine 10ml/1000ml oraninda Tributyrin ilave edilir.
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3.5. Salmonella spp.’nin BBL Crystal Enteric/Nonfermenter (E/NF) Identification
(ID) System ile Dogrulanmasi

Salmonella cinsine ait izolatlarin saflik kontrolleri yapildiktan sonra, cins ve tiir
seviyesindeki tanimlamalarmin dogrulanmasi Becton Dickinson (BD) BBL Crystal
Enteric/Nonfermenter (E/NF) Identification (ID) Systemile yapilmistir. indol ve oksidaz
testi sonuclar1 bilinen izolatlar Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine tek koloni yontemine
gore ekilip 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda iireyen
Salmonella kiiltiirleri, tanimlama kitlerine ait soliisyonlarda 0,5 McFarland bulaniklik
olacak sekilde ayarlanmigtir ve vortex yardimiyla homojenizasyonu saglanan
stispansiyonlar, BBL Crystal Base paneline bosaltilmis ve tiim kuyucuklarin siispansiyonla

dolmas1 saglanmistir.

Paneller, 18-24 saat 35-37°C’de inkiibe edildikten sonra, BBL Crystal Panel Viewer cihazi
ve BBL CrystalE/NFID kit’e ait renkli okuma kart1 ile degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonuglar1 bilgisayar ortaminda, BBL Crystal Identification System programina gore

yapilarak Salmonella tiirleri dogrulanmistir.
3.5.1. BBL Crystal E/NF ID Kitin icerdigi testler

BBL Crystal E/NF ID kitin i¢erdigi biyokimyasal testler;

Arabinoz p-n-p-fosfat y-L-glutamil p-nitroanilid
Mannoz p-n-p a-B-glikozit Eskiilin

Siikroz p-n-p-p-galaktosid p-nitro-DL-fenilalanin
Melibiyoz Prolin nitroanilid Ure

Ramnoz p-n-p bis-fosfat Glisin

Sorbitol p-n-p-ksilozit Sitrat

Mannitol p-n-p-a-arabinosid Malonik asit

Adonitol p-n-p-fosforilkolin Trifenil tetrazolyum kloriir
Galaktoz p-n-p-p-glukuronid Arjinin

Inositol p-n-p-N-asetil glukosaminid Lizin
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Resim 3.10. Salmonella spp. BBL™ Crystal™ Gram-Negative ID’nin panel 1g1k gortiniimii

3.6. Kongo kirmuzisi iceren Luria Bertani agar besiyerlerinde Salmonella suslarimin

biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi

Salmonella spp. olarak tanimlanan 105 sus ve Salmonella Paratyphi A olarak tanimlanan 2
sus —20°C stogundan alinarak 5‘er mL‘lik LB broth besiyerlerine % 1 inokiilasyon oraniyla
aktarildi ve bir gece (18 saat) calkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) 37 °C‘de
inkiibasyona birakildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda
alman kiiltiirler 5‘er mL‘lik NaCl‘siz LB broth ortamlarina aktarildi ve suslar 37 °C‘de bir
gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra daha énceden hazirlanmis, biyofilm
matriksinin bilegenleri i¢in indikator 6zellik gosteren Kongo kirmizisini iceren NaCl‘siz
LB agar besiyerlerine aktif kiiltiirlerden 10 pL, 15 pL, 20 pL damlatildi. Petriler daha
sonra 20 °C‘de en az 8 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Tiim petriler stereo
mikroskobunda ve gorsel olarak incelendi. Calisma 2 paralel ve 2 tekrarli olarak
gergeklestirildi. Suslarin icerdigi morfotipler; biyofilmin matriksinde kivrimli fimbriya ve
seliiloz bulunduran rdar (kirmizi, kuru ve piirtizlii), yalnizca kivrimli fimbriya bulunduran
bdar (kahverengi, kuru ve piiriizlii), yalnizca seliiloz bulunduran pdar (pembe, kuru ve
pliriizlii) ve her ikisini de bulundurmayan saw (diiz ve 1slak) olmak {izere kategorize edildi

(Resim3.11) (Vestby ve digerleri, 2009).
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Resim 3.11. Kongo kirmizisi agarda biyofilm morfotipleri ( A- rdar morfotipi, B- bdar
morfotipi, C- pdar morfotipi, D- saw morfotipi )

3.7. Polistiren Uzerinde Biyofilm Olusumunun incelenmesi

Salmonella izolatlarinin polistiren {izerinde biyofilm olusturma 6zelliklerinin incelenmesi
icin Woodward ve digerleri (2000) tarafindan onerilen yontem ile Stepanovic ve digerleri
(2000) tarafindan oOnerilen yontem modifiye edilmistir. Bu amagla, NaCl igermeyen 5
mL‘lik LB broth (LBwo/NaCl) ortamlarinda 37 °C‘de calkalamali kosullarda bir gece
boyunca gelistirilen aktif kiiltiirler LBwo/NaCl ile 0,5 Mcfarland diizeyine kadar seyreltildi
ve bu slispansiyonlardan 96 kuyuluk mikrotitrasyon plaklarina 130 pL aktarildi.
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Resim 3.12. Inkiibasyon sonras1 mikroplate icerisine aktarilan bakteri siispansiyonlarinin
goruntusu
Inkiibasyon siiresi bitiminde, kuyular 2 defa steril distile su ile yikandiktan ve plaklar oda

sicakliginda kurutulduktan sonra 130 pL % 1°lik kristal viyole kuyulara aktarild1 ve oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Resim 3.13. Kuyularin kristal viyole boyasi ile muamele edilmesi

Daha sonra plaklar steril distile su ile 2 kez yikandi.
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Resim 3.14. Kristal viyoleyi tutan biyofilm tabakalarinin goriiniimi

Kuyulara 130 pL etanol:aseton (70:30 w/w) aktarildi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe

edildi ve biyofilm tabakasina baglanan boyanin ¢6ziinmesi saglandi.

Resim 3.15. Kristal viyolenin ¢6zdiiriilmesi

Biyofilm tabakasina baglanan boyanin ¢dziinmesi asamasinda etanol:aseton karigiminin
kullanilmasi yaninda boyay1 daha iyi ¢6zdiigii bilinen % 33‘lik glasiyel asetik asit de
kullanild: (Stepanovic ve digerleri, 2000). inkiibasyon bitiminde OD 595°te ¢dziinen kristal
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viyole boyasi Elisa okuyucusunda 6l¢iildii. Bu deneme tiim suslar i¢in 3 paralel ve 3 tekrar
olacak sekilde gergeklestirildi. Biyofilm dl¢limlenmesinin sonucu her ii¢ paralelden alinan
OD degerlerinin ortalamasindan, kontrol (yalnizca NaCl‘siz LB broth iceren kuyular)

kuyularinin OD degerlerinin ortalamasinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi.
3.8. Biyofilm Deneyi ici Kullanilan Besiyerleri

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

Bilesimi g/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
Sodyum klorid 10
Agar 15

Hazirlanigi; Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanir. Sterilizasyondan énce pH 7.0 + 0.2°ye
ayarlanir. Broth besiyeri cam tiliplere dagitildiktan, kat1 besiyeri ise agar ilavesinden sonra,
otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Kati besiyerleri 55 °C‘ye kadar

sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir.

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

Bilesimi g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakti (Merck,Germany) 5
Agar (Sigma-Aldrich,Germany) 15

Hazirlanigi; Distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanir. Sterilizasyondan énce pH 7.0 + 0.2°ye
ayarlanir. Broth besiyeri cam tiiplere dagitildiktan, kat1 besiyeri ise agar ilavesinden sonra,
otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edilir. Kati besiyerleri 55 °C‘ye kadar

sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir.
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Kongo Kirmizisi Iceren (40 pg/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Bilesimi g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5
Kongo kirmizisi (Sigma-Aldrich, USA) 0,04
Agar (Merck,Germany) 15

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

kadar sogutulduktan sonra petrilere dokiiliir.
3.9. Salmonella izolatlarinda Siderofor Varhginin Arastirilmasi

Izolatlarin siderofor tayinleri Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar kullanilarak Schwyn ve
Neilands yontemine gore yapilmistir. Tryptic soy agar besiyerine ekilerek 24 saatlik
kiiltiirlerden 2-3 koloni almarak CAS agara inokiile edilir. 30-37 °C’de 24-48 saatlik
inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonras1 mavi-turkuaz renkteki CAS agarin renginin sari-

turuncuya donmesi siderofor varligi olarak yorumlanir.

Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar

CAS indikator soliisyonunun hazirlanmast;

Chrome Azurol S (CAS) 60,5 mg
Demir-I11 klorid hakzahidrat ;27 mg

Hidroklorik asit :83,3 ul
Hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) 72,9 mg

CAS indikator soliisyonunu hazirlamak i¢in ilk olarak 60,5 mg CAS 50 ml distile suda
cozdiiriiliir ve lizerine 10 ml Iron III soliisyonu eklenir. Iron III soliisyonu 100 ml distile
suya 83,3 ul konsantre HCI tizerine 27 mg FeCl3.6H,0 ilave edilerek hazirlanir.Hazirlanan
soliisyona 40 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis 72,9 mg HDTMA kanstirilarak yavasca

eklenir.Hazirlanan koyu mavi renkli karisim 121 °C’de 15 dakika steril edilir.
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Basal Agarin Hazirlanmasi;

3-(N-morpholino) propane sulfonic asit (MOPS) 3090
Agar :15¢g
Sodyum kloriir 10,059
Potasyum fosfat :0,03¢g
Amonyum kloriir :0,01g
L-asparjin :05¢
Distile su :83ml
% 50 Sodyum hidroksit :5ml

100 ml basa lagar hazirlamak i¢in agar hari¢ yukarida siralanan tiim maddeler 83 ml distile
suda eritilir ve besiyerinin pH’st Sodyum hidroksit soliisyonu ile 6,8’e ayarlanir. Daha
sonra 1,5 g agar karisimi karigtimak suretiyle yavasca eklenir. Karisim 121 °C’de 15
dakika steril edilir. Steril edilmis basa lagar ve CAS indikatorii 6ncelikle 50 °C sicakliga
kadar sogutulmustur. Bu islemden sonra 2 ml % 50’lik glukoz soliisyonu basa lagar
iizerine karistirilarak eklenir. CAS indikatérii de bu karisim {izerine yavasga Ve

karistirilarak ilave edilir ve karigim steril plaklara aktarilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Arastirmamizda; Ankara’da siit fabrikasindan temin edilen 50 ¢ig siit 6rnegi ve Ankara’da
tiketime sunulan 160 tavuk Ornegi (25 boyun, 45 karaciger, 45 kalp ve 45 taslik)
calisilmistir. Arastirma sonucunda 2 Salmonella Paratyphi A ve 106 Salmonella spp.
izolat1 standart yontemlerle tanimlanmis (gram boyama, katalaz, {ire vb.) tanimlamalar

gram negatif ID, BBL (Beckton Dickinson) tanimlama sistemi ile dogrulanmistir.

Cig siit ve tavuk Orneklerinden izole edilen ve tamimlamasi yapilan Salmonella spp. ve
Salmonella Paratyphi A izolatlarinin galisilan 6rnek sayisi ve izolasyon sayisi Cizelge 4.1’

de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Cig siit ve tavuk orneklerinden izole edilen Salmonella spp. ve Salmonella
paratyphi A izolatlarinin ¢alisilan 6rnek sayisina gore dagilimi

Materyal Ornek sayisi Salmonella spp. Salmonella ParaTyphi A
Izolat sayis1 % Izolat say1si %
Cig siit 50 14 13,20 0 0
Kalp 45 26 24,53 0 0
Karaciger 45 22 20,75 0 0
Boyun 25 11 10,38 0 0
Taslik 45 33 31,13 2 100
Toplam 210 106 100 2 100
Not: Yiizde degerleri elde edilen toplam izolat sayisina gore alinmistir.

Cizelge 4.1°e gore; calisilan 50 ¢ig siit orneginden 14 (%28), 45 kalp 6rneginden 26
(%57,78), 45 karaciger orneginden 22 (%48,89), 25 boyun Orneginden 11 (%44)
Salmonella spp. izolati ve 45 taslik 6rneginden 33 (73,33) Salmonella spp. izolati ile 2
(%4,44) Salmonella paratypi A izolati elde edilmistir.

Cizelge 4.1°deki sonuglarimiza gore; 210 Ornekten; 14’1 (%13,20) ¢ig siitten, 26’s1
(%24,53) kalpten, 22’si (%20,75) karacigerden, 11’1 (%10,38), 33’i (31,13) tashiktan
olmak {izere; toplam 106 Salmonella spp. izolati ve 2’si (%100) tasliktan olmak {izere

toplam 2 Salmonella paratyphi A izolat1 elde edilmistir.

Cizelge 4.1’ deki degerlendirmeler ele alindiginda Salmonella cinsine ait bakteri
bulundurma olasiligr en yiiksek olan numunenin % 73,33 ile taslik (tavuk) oldugu

anlasilmaktadir.
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Salmonella spp. ve Salmonella Paratyphi A
izolatlarinin calisilan 6rnek sayisina gore
dagilimi

Salmonella sppSalmonella paratyphi A

100,00%  mm—
0,00% -

H Cig sit mBoyun Karaciger mKalp Taghk

Sekil 4.1. Salmonella spp. ve Salmonella Paratyphi A izolatlarinin ¢alisilan 6rnek sayisina

gore dagilimi

Cizelge 4.2. Izole edilen Salmonella izolatlarnin elde edildikleri numune tiirlerine gore

dagilimi
[ZOLAT NUMARASI CINS/TUR NUMUNE TURU
1 Salmonella spp. KALP
2 Salmonella spp. TASLIK
3 Salmonella spp. SUT
4 Salmonella spp. KALP
5 Salmonella spp. KALP
6 Salmonella spp. BOYUN
7 Salmonella spp. SUT
8 Salmonella spp. SUT
9 Salmonella spp. KARACIGER
10 Salmonella spp. KARACIGER
11 Salmonella spp. SUT
12 Salmonella spp. SUT
13 Salmonella spp. KALP
14 Salmonella spp. KALP
15 Salmonella spp. SUT
16 Salmonella spp. KALP
17 Salmonella spp. SUT
18 Salmonella spp. KARACIGER
19 Salmonella spp. SUT
20 Salmonella spp. SUT
21 Salmonella spp. KARACIGER
22 Salmonella spp. KARACIGER
23 Salmonella spp. KALP
24 Salmonella spp. KALP
25 Salmonella spp. SUT
26 Salmonella spp. KARACIGER
27 Salmonella spp. KALP
28 Salmonella spp. SUT
29 Salmonella spp. SUT
30 Salmonella spp. SUT
31 Salmonella spp. SUT
33 Salmonella spp. KALP
34 Salmonella spp. TASLIK
35 Salmonella spp. BOYUN
36 Salmonella spp. TASLIK
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Cizelge 4.2. (Devam). Izole edilen Salmonella izolatlarmin elde edildikleri numune
tiirlerine gore dagilimi

[ZOLAT NUMARASI CINS/TUR NUMUNE TURU
37 Salmonella spp. KARACIGER
38 Salmonella spp. KALP
39 Salmonella spp. TASLIK
40 Salmonella spp. TASLIK
41 Salmonella spp. KALP
42 Salmonella spp. KARACIGER
43 Salmonella spp. KALP
44 Salmonella spp. TASLIK
45 Salmonella spp. KARACIGER
46 Salmonella spp. TASLIK
48 Salmonella spp. KARACIGER
49 Salmonella spp. KARACIGER
50 Salmonella spp. TASLIK
51 Salmonella Paratyphi A TASLIK
53 Salmonella spp. TASLIK
54 Salmonella spp. BOYUN
55 Salmonella spp. KALP
56 Salmonella spp. BOYUN
57 Salmonella spp. KALP
58 Salmonella spp. KARACIGER
59 Salmonella spp. KARACIGER
60 Salmonella spp. TASLIK
61 Salmonella spp. BOYUN
62 Salmonella spp. TASLIK
63 Salmonella spp. KALP
64 Salmonella spp. TASLIK
65 Salmonella spp. TASLIK
67 Salmonella spp. TASLIK
68 Salmonella spp. TASLIK
69 Salmonella spp. TASLIK
70 Salmonella spp. KARACIGER
71 Salmonella spp. TASLIK
72 Salmonella spp. KARACIGER
73 Salmonella spp. KALP
74 Salmonella spp. BOYUN
75 Salmonella spp. KARACIGER
76 Salmonella spp. TASLIK
77 Salmonella spp. KALP
79 Salmonella spp. KALP
80 Salmonella spp. KARACIGER
81 Salmonella spp. KALP
82 Salmonella spp. KARACIGER
83 Salmonella spp. KARACIGER
84 Salmonella spp. KARACIGER
85 Salmonella spp. TASLIK
86 Salmonella spp. TASLIK
87 Salmonella spp. KARACIGER
88 Salmonella spp. KALP
89 Salmonella spp. TASLIK
90 Salmonella spp. BOYUN
91 Salmonella spp. TASLIK
92 Salmonella spp. TASLIK
93 Salmonella spp. TASLIK
94 Salmonella spp. KALP
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Cizelge 4.2. (Devam). Izole edilen Salmonella izolatlarinin elde edildikleri numune
tiirlerine gore dagilimi

[ZOLAT NUMARASI CINS/TUR NUMUNE TURU
95 Salmonella spp. TASLIK
97 Salmonella spp. KALP
98 Salmonella spp. KARACIGER
99 Salmonella Paratyphi A TASLIK
100 Salmonella spp. TASLIK
101 Salmonella spp. TASLIK
102 Salmonella spp. BOYUN
103 Salmonella spp. TASLIK
104 Salmonella spp. TASLIK
105 Salmonella spp. TASLIK
107 Salmonella spp. KALP
108 Salmonella spp. TASLIK
109 Salmonella spp. BOYUN
111 Salmonella spp. TASLIK
112 Salmonella spp. KALP
113 Salmonella spp. TASLIK
114 Salmonella spp. KALP
115 Salmonella spp. BOYUN

4.1. Kongo Kirmizih NaCl’siz LB Agar Ortaminda Salmonella Suslarimin Biyofilm
Morfotiplerinin Belirlenmesi

Bu yontem ile Enterobacteriaceae ailesine dahil olan genellikle Salmonella ve E. Coli gibi
enterik mikroorganizmalarin igerdikleri biyofilm morfotiplerinin taranmasi miimkiindiir.
Yontemde ¢ig siit ve tavuk 6rneklerinden izole ettigimiz, toplamda 108 Salmonella susu

caligilmistir.

Uygulanacak yontemde tiim ¢alismalar i¢in NaCl igermeyen Luria Bertani (LB) broth
besiyeri kullanilmistir. Suslarin bu ortamda gelistirilmesinin nedeni, artan ozmolariteyle
Salmonella’nin biyofilmin matriksinde 6nemli bir yapisal ve fonksiyonel gorevi olan
kivrimli fimbriya (curli) genlerinin transkripsiyonel diizeyde ifadelerinin engellenmesidir.
Calismada morfotip analizi i¢in tercih edilen NaCl‘siz LB agar (LB agar wo/NaCl)
besiyerinde ayn1 zamanda Coomassie brillant blue (20 pg/mL) ve kivrimli fimbriyanin
baglanabildigi ve biyofilm morfotipi i¢in indikator bir boya 0Ozelligi gosteren Kongo
kirmizisi (40 pg/mL) bulunmaktadir. NaCl‘siz LB broth ortamlarinda 37 °C*de ¢alkalamal
kosullarda bir gece boyunca gelistirilen suslar, Kongo kirmizis1 igeren NaCl‘siz LB agar
ortamlarina inokiile edilmistir. Inokiilasyondan sonra suslar biyofilm olusturmalari igin 20
°C‘de 8 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir (Vestby ve digerleri, 2009). 8 giinliik

inkiibasyon sonunda suslar icerdikleri morfotiplere gore degerlendirilmistir. Kongo
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kirmizili agar ortamlarinda Salmonella’nin farkli biyofilm morfotipleri olusturabildigi
saptanmigtir. Bunlar: rdar (kirmizi, kuru ve piriizlii) morfotipi; hiicredis1 matriks
bilesenleri olarak seliiloz ve kivrimli fimbriya iireten, bdar (kahverengi, kuru ve pliriizlii)
morfotipi, hiicredis1 matriks bilesenleri olarak kivrimli fimbriya iireten, pdar (pembe, kuru
ve piirtizlii) morfotipi, hiicredis1 matriks bileseni olarak seliiloz iireten morfotiplerdir. Bu
morfotiplere ilave olarak biyofilm iireticisi olamayan ve hiicredis1 matriksinde seliiloz ve
kivrimli  fimbriya bilesenlerini  bulundurmayan saw (diiz ve beyaz) morfotipi de
tanimlanmistir (Sato ve digerleri, 1997). Ayrica bu morfotiplerden farkli olarak yakin
zamanda hiicredisi matriksinde seliiloz ve kivrimli fimbriya icermeyen ancak yiiksek
diizeyde kapsiiler polisakkarit iirettigi bilinen ve biyofilm iireten yeni bir morfotip daha
tanimlanmistir. Bu morfotip SBAM (diiz, kahverengi ve mukoid) morfotipi olarak
adlandirilmigtir. Bu ¢alismada biyofilm morfotiplerine gore degerlendirilen suslarin

morfotip dagilimlan ¢izelge 4.3’ de gosterilmistir.

Resim 4.1. Kongo kirmizili agarda izolatlarin rdar ve bdar morfotipleri
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Cizelge 4.3. Salmonella suslarinin igerdikleri biyofilm morfotipine gore sayisal dagilimi

Morfotip Cig siit Boyun Karaciger Kalp Taslik Toplam
rdar 13 1 3 9 14 40
bdar 1 10 19 17 21 68
pdar - - - - - -
sbam - - - - - -
saw - - - - - -

Toplam 14 11 22 26 35 108

rdar morfotipinin dagilimi
3%
M cig st
M kalp
m karaciger
M tashk
boyun

Sekil 4.2. Salmonella izolatlarinda rdar morfotipinin dagilimi

Sekil 4.2 e gore Salmonella izolatlarinin biyofilm morfotipi incelemesi sonucunda rdar
morfotipi igeren izolatlarin %35’inin tagliktan, %32’sinin ¢ig siitten, %22’sinin kalpten, %
8’inin karacigerden ve %]1’inin boyundan izole edildigi goriilmektedir. Bu verilere gore

Rdar morfotipi gosteren izolatlarin en fazla tagliktan (%35) elde edildigi gbzlenmektedir.
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bdar morfotipinin dagilimi

1%

cig sut
m kalp
m karaciger
W tashk

M boyun

Sekil 4.3. Salmonella izolatlarinda bdar morfotipinin dagilimi

Sekil 4.3’ e gore Salmonella izolatlarinin biyofilm morfotipi incelemesi sonucunda bdar
morfotipi iceren izolatlarin %31 inin tasliktan, % 28’inin karacigerden, %25’inin kalpten,
%15’inin boyundan ve %]1’inin ¢ig siitten izole edildigi goriilmektedir. Bu verilere gore
bdar morfotipi gosteren izolatlarin en fazla taghktan (%31) elde edildigi gézlenmektedir.
Sekil ve Sekil ‘e gore hem rdar (%35) hem de bdar (%31) morfotipinin en fazla goriildiigii

izolatlarin tasliktan elde edildigi anlagilmaktadir.

Cizelge 4.4. Biyofilm morfotiplerinin Salmonella tiirlerine gére dagilimi

Morfotip Salmonella spp. Salmonella Paratyphi A Toplam
Rdar 40 - 40
Bdar 66 2 68
Pdar - - -
Sham - - -
Saw - - N

Toplam 106 2 108
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Cizelge 4.5. Salmonella suslarinin izole edildikleri numune ve biyofilm morfotipine gére

dagilimi
ORNEK NUMARASI CINS/TUR NUMUNE TURU | BIYOFILM MORFOTIPI
1 Salmonella spp. KALP RDAR
2 Salmonella spp. TASLIK BDAR
3 Salmonella spp. SUT RDAR
4 Salmonella spp. KALP RDAR
5 Salmonella spp. KALP BDAR
6 Salmonella spp. BOYUN BDAR
7 Salmonella spp. SUT RDAR
8 Salmonella spp. SUT RDAR
9 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
10 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
11 Salmonella spp. SUT RDAR
12 Salmonella spp. SUT BDAR
13 Salmonella spp. KALP RDAR
14 Salmonella spp. KALP BDAR
15 Salmonella spp. SUT RDAR
16 Salmonella spp. KALP BDAR
17 Salmonella spp. SUT RDAR
18 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
19 Salmonella spp. SUT RDAR
20 Salmonella spp. SUT RDAR
21 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
22 Salmonella spp. KARACIGER RDAR
23 Salmonella spp. KALP BDAR
24 Salmonella spp. KALP RDAR
26 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
27 Salmonella spp. KALP BDAR
28 Salmonella spp. SUT RDAR
29 Salmonella spp. SUT RDAR
30 Salmonella spp. SUT RDAR
31 Salmonella spp. SUT RDAR
32 Salmonella spp. BOYUN BDAR
33 Salmonella spp. KALP BDAR
34 Salmonella spp. TASLIK RDAR
35 Salmonella spp. BOYUN BDAR
36 Salmonella spp. TASLIK RDAR
37 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
38 Salmonella spp. KALP RDAR
39 Salmonella spp. TASLIK BDAR
40 Salmonella spp. TASLIK RDAR
41 Salmonella spp. KALP BDAR
42 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
43 Salmonella spp. KALP BDAR
44 Salmonella spp. TASLIK RDAR
45 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
46 Salmonella spp. TASLIK BDAR
48 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
49 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
50 Salmonella spp. TASLIK BDAR
51 Salmonella Paratyphi A TASLIK BDAR
53 Salmonella spp. TASLIK RDAR
54 Salmonella spp. BOYUN BDAR
55 Salmonella spp. KALP RDAR
56 Salmonella spp. BOYUN RDAR
57 Salmonella spp. KALP BDAR
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Cizelge 4.5. (Devam) Salmonella suslarinin izole edildikleri numune ve biyofilm
morfotipine gore dagilimi

ORNEK NUMARASI CINS/TUR NUMUNE TURU | BIYOFILM MORFOTIPI
58 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
59 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
60 Salmonella spp. TASLIK BDAR
61 Salmonella spp. BOYUN BDAR
62 Salmonella spp. TASLIK RDAR
63 Salmonella spp. KALP BDAR
64 Salmonella spp. TASLIK BDAR
65 Salmonella spp. TASLIK BDAR
67 Salmonella spp. TASLIK RDAR
68 Salmonella spp. TASLIK BDAR
69 Salmonella spp. TASLIK RDAR
70 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
71 Salmonella spp. TASLIK BDAR
72 Salmonella spp. KARACIGER RDAR
73 Salmonella spp. KALP RDAR
74 Salmonella spp. BOYUN BDAR
75 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
76 Salmonella spp. TASLIK BDAR
77 Salmonella spp. KALP BDAR
79 Salmonella spp. KALP BDAR
80 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
81 Salmonella spp. KALP RDAR
82 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
83 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
84 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
85 Salmonella spp. TASLIK RDAR
86 Salmonella spp. TASLIK BDAR
87 Salmonella spp. KARACIGER BDAR
88 Salmonella spp. KALP BDAR
89 Salmonella spp. TASLIK BDAR
90 Salmonella spp. BOYUN BDAR
91 Salmonella spp. TASLIK BDAR
92 Salmonella spp. TASLIK RDAR
93 Salmonella spp. TASLIK BDAR
94 Salmonella spp. KALP BDAR
95 Salmonella spp. TASLIK BDAR
97 Salmonella spp. KALP BDAR
98 Salmonella spp. KARACIGER RDAR
99 Salmonella Paratyphi A TASLIK BDAR
100 Salmonella spp. TASLIK BDAR
101 Salmonella spp. TASLIK RDAR
102 Salmonella spp. BOYUN BDAR
103 Salmonella spp. TASLIK RDAR
104 Salmonella spp. TASLIK BDAR
105 Salmonella spp. TASLIK RDAR
107 Salmonella spp. KALP BDAR
108 Salmonella spp. TASLIK RDAR
109 Salmonella spp. BOYUN BDAR
111 Salmonella spp. TASLIK BDAR
112 Salmonella spp. KALP BDAR
113 Salmonella spp. TASLIK BDAR
114 Salmonella spp. KALP RDAR
115 Salmonella spp. BOYUN BDAR
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Salmonella bakterilerinin biyofilm olusturma kapasitesi, kristal viyole boyama yontemi ile
96 kuyucuklu, diiz tabanli, steril, polistren (PVC), kapakli mikroplateler kullanilarak
incelenmistir (Friedman ve Kolter, 2004; Haslan, 2010; Woodward ve digerleri, 2000).
Yontemin bazi kisimlarinda degisiklikler yapilmistir. Bu yonteme gore yapilan Ol¢im

sonugclari ¢izelge’de ve ¢izelge’ de verilmistir.

Bu calismada, farkli gida kaynaklarindan izole edilmis 115 adet Salmonella izolatinin
biyofilm miktarlart Woodward ve digerleri (2000) tarafindan Onerilen yonteme gore
mikroplatede 6lgiilmiistiir. Yonteme gore 20 °C’ de 48 saat bekletilen mikroplateler
inkiibasyon sonrast 595 nm de Elisa cihazinda 6lgiilmiis ve cizelge ‘deki sonuglar elde
edilmistir. Yontemde bakterilerin biyofilm kapasite degeri olarak OD ortalamalarinin
negatif kontrol ortalamsindan farkinin ¢ikarilmasiyla elde edilen deger, negatif kontrol
olarak yalmizca besi yeri igeren kuyulardan elde edilen OD sonuglarmin ortalamasi

kullanilmusitr. Negatif kontrol OD(sgsy = 0,333

Cizelge 4.6. 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildig1 yonteme gore OD degerleri

ORNEK CINS/TUR NUMUNE | ODggs) | OD ortalama- | Ortalama/NK
NUMARASI TURU ortalam Kontrol ortalamasi
asl ortalamasgs)
1 Salmonella spp. KALP 3,842 3,509 10
2 Salmonella spp. TASLIK 2,555 2,222 6
3 Salmonella spp. SUT 3,666 3,333 10
4 Salmonella spp. KALP 2,853 2,520 7
5 Salmonella spp. KALP 2,068 1,735 5
6 Salmonella spp. BOYUN 3,062 2,729 8
7 Salmonella spp. SUT 3,401 3,068 9
8 Salmonella spp. SUT 3,584 3,251 9
9 Salmonella spp. KARACIGER | 2,350 2,017 6
10 Salmonella spp. KARACIGER | 3,014 2,681 8
11 Salmonella spp. SUT 3,744 3,411 10
12 Salmonella spp. SUT 3,668 3,335 10
13 Salmonella spp. KALP 3,662 3,329 10
14 Salmonella spp. KALP 3,071 2,738 8
15 Salmonella spp. SUT 3,863 3,530 11
16 Salmonella spp. KALP 3,724 3,391 10
17 Salmonella spp. SUT 3,651 3,318 10
18 Salmonella spp. KARACIGER | 2,983 2,650 8
19 Salmonella spp. SUT 3,645 3,312 10
20 Salmonella spp. SUT 3,775 3,442 10
21 Salmonella spp. KARACIGER | 2,612 2,279 7
22 Salmonella spp. KARACIGER | 2,055 1,722 5
23 Salmonella spp. KALP 2,364 2,031 6
24 Salmonella spp. KALP 0,987 0,654 2
25 Salmonella spp. SUT 3,059 2,726 8
26 Salmonella spp. KARACIGER | 2,051 1,718 5
27 Salmonella spp. KALP 1,887 1,554 5
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Cizelge 4.6. (Devam) 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildigi yonteme gore OD

degerleri
ORNEK CINS/TUR NUMUNE ODgsgsy | OD ortalama- | Ortalama/NK
NUMARASI TURU ortalam Kontrol ortalamasi
as1 ortalamasgs)
28 Salmonella spp. SUT 3,437 3,104 9
29 Salmonella spp. SUT 3,411 3,078 9
30 Salmonella spp. SUT 3,443 3,110 9
31 Salmonella spp. SUT 3,854 3,521 10
32 Salmonella spp. BOYUN 3,878 3,545 11
33 Salmonella spp. KALP 1,109 0,776 2
34 Salmonella spp. TASLIK 3,586 3,253 9
35 Salmonella spp. BOYUN 3,751 3,418 10
36 Salmonella spp. TASLIK 1,697 1,364 4
37 Salmonella spp. KARACIGER | 3,103 2,770 8
38 Salmonella spp. KALP 3,900 3,567 10
39 Salmonella spp. TASLIK 3,738 3,405 10
40 Salmonella spp. TASLIK 2,999 2,666 8
41 Salmonella spp. KALP 2,368 2,035 6
42 Salmonella spp. KARACIGER | 2,540 2,207 6
43 Salmonella spp. KALP 3,574 3,241 9
44 Salmonella spp. TASLIK 3,831 3,498 10
45 Salmonella spp. KARACIGER | 2,680 2,347 7
46 Salmonella spp. TASLIK 3,790 3,457 10
48 Salmonella spp. KARACIGER | 1,766 1,433 4
49 Salmonella spp. KARACIGER | 2,253 1,920 6
50 Salmonella spp. TASLIK 3,360 3,027 9
51 Salmonella TASLIK 3,619 3,286 10
Paratyphi A
53 Salmonella spp. TASLIK 3,925 3,592 10
54 Salmonella spp. BOYUN 3,832 3,499 10
55 Salmonella spp. KALP 2,971 2,638 8
56 Salmonella spp. BOYUN 3,504 3,171 9
57 Salmonella spp. KALP 2,703 2,370 7
58 Salmonella spp. KARACIGER | 2,872 2,539 7
59 Salmonella spp. KARACIGER | 3,078 2,745 8
60 Salmonella spp. TASLIK 2,152 1,819 5
61 Salmonella spp. BOYUN 3,652 3,319 10
62 Salmonella spp. TASLIK 3,802 3,469 10
63 Salmonella spp. KALP 3,785 3,452 10
64 Salmonella spp. TASLIK 3,519 3,186 9
65 Salmonella spp. TASLIK 3,919 3,586 11
67 Salmonella spp. TASLIK 3,433 3,100 9
68 Salmonella spp. TASLIK 3,826 3,493 10
69 Salmonella spp. TASLIK 1,390 1,057 3
70 Salmonella spp. KARACIGER | 2,493 2,160 6
71 Salmonella spp. TASLIK 3,890 3,557 10
72 Salmonella spp. KARACIGER | 3,712 3,379 10
73 Salmonella spp. KALP 3,867 3,534 10
74 Salmonella spp. BOYUN 3,434 3,101 9
75 Salmonella spp. KARACIGER | 2,192 2,192 6
76 Salmonella spp. TASLIK 3,341 3,008 9
77 Salmonella spp. KALP 3,897 3,564 11
79 Salmonella spp. KALP 3,293 2,960 9
80 Salmonella spp. KARACIGER | 3,785 3,452 10
81 Salmonella spp. KALP 2,281 1,948 6
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Cizelge 4.6. (Devam) 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildigi yonteme gore OD

degerleri
ORNEK CINS/TUR NUMUNE ODsgsy | OD ortalama- | Ortalama/NK
NUMARASI TURU ortalam Kontrol ortalamasi
asl ortalamasgs)
82 Salmonella spp. KARACIGER | 1,417 1,084 3
83 Salmonella spp. KARACIGER | 1,895 1,562 4
84 Salmonella spp. KARACIGER | 1,795 1,462 4
85 Salmonella spp. TASLIK 3,481 3,148 9
86 Salmonella spp. TASLIK 1,516 1,183 3
87 Salmonella spp. KARACIGER | 2,286 1,953 6
88 Salmonella spp. KALP 2,448 2,115 6
89 Salmonella spp. TASLIK 1,272 0,939 3
90 Salmonella spp. BOYUN 1,713 1,380 4
91 Salmonella spp. TASLIK 1,426 1,093 3
92 Salmonella spp. TASLIK 1,644 1,311 4
93 Salmonella spp. TASLIK 3,886 3,553 10
94 Salmonella spp. KALP 3,745 3,412 10
95 Salmonella spp. TASLIK 2,228 1,895 6
97 Salmonella spp. KALP 2,576 2,243 7
98 Salmonella spp. KARACIGER 3,924 3,591 10
99 Salmonella TASLIK 1,509 1,176 3
Paratyphi A

100 Salmonella spp. TASLIK 3,365 3,032 9
101 Salmonella spp. TASLIK 3,994 3,661 11
102 Salmonella spp. BOYUN 3,950 3,617 11
103 Salmonella spp. TASLIK 2,777 2,444 7
104 Salmonella spp. TASLIK 3,868 3,535 10
105 Salmonella spp. TASLIK 3,744 3,411 10
107 Salmonella spp. KALP 3,581 3,248 9
108 Salmonella spp. TASLIK 3,818 3,485 10
109 Salmonella spp. BOYUN 3,971 3,638 11
111 Salmonella spp. TASLIK 2,678 2,345 7
112 Salmonella spp. KALP 3,338 3,005 9
113 Salmonella spp. TASLIK 3,347 3,014 9
114 Salmonella spp. KALP 3,977 3,644 11
115 Salmonella spp. BOYUN 3,698 3,365 10

20°C’de 48 saat inkiibasyona birakilan 108 izolat arasinda en yiiksek biyofilm degerine
sahip olan1 101 numarali izolat olup taslik Ornegidir ve biyofilm degeri 595 nm’de
3,661°dir. Biyofilm degeri en diisiik olan izolat ise 24 numarali izolat olup kalp 6rneginden

elde edilmistir ve biyofilm degeri 595 nm’de 0,654 djir.

Cizelge 4.6 ‘daki degerlendirmeye gore, 94 izolat yiiksek biyofilm, 12 izolat orta biyofilm,
2 izolat zayif biyofilm gostermisitir. Calisilan izolatlar arasinda negatif biyofilme
saptanmamustir. izolatlarm %87’si yiiksek biyofilm, %11°i orta biyofilm ve %2’si zayif
biyofilm karakterine sahip olarak bulunmustur. Yiiksek biyofilm gosteren 94 izolatin;
24(%25,5)’1 Kalp, 18 (%19,1)’1 Karaciger, 28 (%29,8)’1 Taslik, 10 (%10,6)’s1 Boyun ve 14
(%14,9)’u Siit izolatidir. Orta biyofilm gosteren 12 izolatin; 4 (%33,3)’0i Karaciger, 7
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(%58,4)’tu Taslik, 1 (%8,3)’ti Boyun izolatidir. Zayif Biyofilm gdsteren 2 izolatin; 2
(%100)’1 Kalp izolatidir.

Cizelge 4.7. 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildigi yonteme gore izolatlarm OD
araliklarina gore ve vasatina gore dagilimi

Absorbans Siit izolat1 Karaciger Kalp izolatt Boyun Taslik Toplam
degeri izolat1 izolati izolati (%)
<0,333 0 0 0 0 0 0
0,334-1 0 0 2 0 1 3(2,78)
1-2 0 8 3 1 8 20 (18,52)
2-3 1 11 9 1 4 26 (24,08)
>3 13 3 12 9 22 59 (54,62)
Toplam 14 22 26 11 35 108 (100)

Cizelge 4.7’ de goriildiigii gibi 20 °C’de 48 saat inkiibasyon sonucu yapilan biyofilm
Ol¢ciimiinde negatif kontrol degerinin (0,333) altinda bir deger elde edilmemistir. Buradan
¢ikarilan sonugla, bu ydnteme gore biyofilm negatif izolata rastlamlmamustir. izolatlarn
%354,62’sinin absorbans degeri 3,000 dan yiiksek ¢ikmistir. Absorbans degeri 3,000 dan
yiikksek olan 59 izolatin siit, karaciger, kalp, boyun ve taslik numunelerinden elde

edilmelerine gore dagilimlari sirasiyla; 13, 3, 12, 9 ve 22°dir.

25

20
2 15 st
<
) m Kalp
= 10
g Karaciger
S s
N M Taslik

0 B = ® Boyun
<0,333 0,334-1,000 1,000-2,000 2,000-3,000 > 3,000
OD DEGERI

Sekil 4.4. 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildigi ydnteme gore izolatlarin OD
Araliklarina gore ve vasatina gore dagilimi
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Absorbansi 3,000 dan yiiksek olan
w0 — numunelerin yilizde dagilimi

37,29
35 ,

25
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,34
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sUT KARACIGER KALP BOYUN TASLIK

Sekil 4.5. 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildig: yonteme goére OD degeri 3,000°dan
yiiksek olan izolatlarin numune tiiriine gére dagilimi

37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilan mikroplateler 595 nm de Elisa cihazinda
Ol¢iilmiistiir. Yontemde negatif kontrol olarak yalnizca besi yeri igeren kuyulardan elde

edilen OD sonuglarinin ortalamasi kullanilmisitr. Negatif kontrol ODsg5) =0,445



Cizelge 4.8. 37°C’de 24 saat

inkiibasyonun kullanildig:

yonteme gore izolatlarin OD

Degerleri
ORNEK CINS/TUR NUMUNE ODsg5) OD ortalama- | Ortalama/NK
NUMARASI TURU ortalamast Kontrol ortalamasi
ortalama(595)

1 Salmonella spp. KALP 2,277 1,832 5
2 Salmonella spp. TASLIK 1,653 1,208 3
3 Salmonella spp. SUT 1,174 0,728 2
4 Salmonella spp. KALP 1,003 0,558 2
5 Salmonella spp. KALP 1,206 0,760 2
6 Salmonella spp. BOYUN 0,765 0,320 1
7 Salmonella spp. SUT 1,385 0,940 3
8 Salmonella spp. SUT 2,043 1,597 4
9 Salmonella spp. KARACIGER 1,151 0,705 2
10 Salmonella spp. KARACIGER 1,197 0,751 2
11 Salmonella spp. SUT 1,308 0,863 2
12 Salmonella spp. SUT 1,899 1,453 4
13 Salmonella spp. KALP 2,181 1,736 4
14 Salmonella spp. KALP 2,171 1,726 4
15 Salmonella spp. SUT 2,481 2,036 5
16 Salmonella spp. KALP 1,481 1,035 3
17 Salmonella spp. SUT 2,294 1,849 5
18 Salmonella spp. KARACIGER 1,542 1,097 3
19 Salmonella spp. SUT 3,016 2,570 6
20 Salmonella spp. SUT 3,109 2,664 6
21 Salmonella spp. KARACIGER 1,573 1,128 3
22 Salmonella spp. KARACIGER 1,994 1,549 4
23 Salmonella spp. KALP 1,638 1,192 3
24 Salmonella spp. KALP 0,550 0,105 1
25 Salmonella spp. SUT 3,133 2,688 7
26 Salmonella spp. KARACIGER 2,457 2,012 5
27 Salmonella spp. KALP 1,390 0,944 3
28 Salmonella spp. SUT 2,571 2,125 5
29 Salmonella spp. SUT 2,037 1,592 4
30 Salmonella spp. SUT 0,817 0,371 1
31 Salmonella spp. SUT 2,169 1,723 4
32 Salmonella spp. BOYUN 1,928 1,482 4
33 Salmonella spp. KALP 0,748 0,303 1
34 Salmonella spp. TASLIK 1,604 1,158 3
35 Salmonella spp. BOYUN 2,033 1,588 4
36 Salmonella spp. TASLIK 2,087 1,642 4
37 Salmonella spp. KARACIGER 1,788 1,343 4
38 Salmonella spp. KALP 2,645 2,199 5
39 Salmonella spp. TASLIK 1,528 1,083 3
40 Salmonella spp. TASLIK 1,981 1,536 4
41 Salmonella spp. KALP 2,383 1,938 5
42 Salmonella spp. KARACIGER 3,030 2,585 6
43 Salmonella spp. KALP 2,163 1,718 4
44 Salmonella spp. TASLIK 2,048 1,603 4
45 Salmonella spp. KARACIGER 0,937 0,491 2
46 Salmonella spp. TASLIK 1,475 1,030 3
48 Salmonella spp. KARACIGER 1,414 0,969 3
49 Salmonella spp. KARACIGER 1,304 0,859 2
50 Salmonella spp. TASLIK 1,005 0,559 2
51 Salmonella TASLIK

Paratyphi A 1,411 0,966 3
53 Salmonella spp. TASLIK 2,421 1,976 5
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Cizelge 4.8. (Devam) 37°C’de 24 saat inkiibasyonun kullanildig1 yonteme gore izolatlarmn

OD Degerleri
ORNEK CINS/TUR NUMUNE ODsg5) OD ortalama- | Ortalama/NK
NUMARASI TURU ortalamast Kontrol ortalamasi

ortalama(595)

54 Salmonella spp. BOYUN 2,640 2,194 5
55 Salmonella spp. KALP 1,158 0,712 2
56 Salmonella spp. BOYUN 1,289 0,844 2
57 Salmonella spp. KALP 0,775 0,330 1
58 Salmonella spp. KARACIGER 1,031 0,585 2
59 Salmonella spp. KARACIGER 1,761 1,316 3
60 Salmonella spp. TASLIK 1,611 1,165 3
61 Salmonella spp. BOYUN 0,864 0,419 1
62 Salmonella spp. TASLIK 2,022 1,577 4
63 Salmonella spp. KALP 1,202 0,757 2
64 Salmonella spp. TASLIK 2,506 2,061 5
65 Salmonella spp. TASLIK 1,401 0,955 3
67 Salmonella spp. TASLIK 1,197 0,752 2
68 Salmonella spp. TASLIK 1,523 1,078 3
69 Salmonella spp. TASLIK 2,476 2,031 5
70 Salmonella spp. KARACIGER 1,837 1,392 4
71 Salmonella spp. TASLIK 3,358 2,913 7
72 Salmonella spp. KARACIGER 0,811 0,365 1
73 Salmonella spp. KALP 0,812 0,367 1
74 Salmonella spp. BOYUN 1,850 1,404 4
75 Salmonella spp. KARACIGER 1,340 0,894 3
76 Salmonella spp. TASLIK 1,528 1,082 3
77 Salmonella spp. KALP 1,988 1,543 4
79 Salmonella spp. KALP 1,383 0,937 3
80 Salmonella spp. KARACIGER 0,708 0,263 1
81 Salmonella spp. KALP 1,920 1,475 4
82 Salmonella spp. KARACIGER 1,599 1,154 3
83 Salmonella spp. KARACIGER 1,128 0,683 2
84 Salmonella spp. KARACIGER 1,949 1,504 4
85 Salmonella spp. TASLIK 2,640 2,195 5
86 Salmonella spp. TASLIK 1,430 0,984 3
87 Salmonella spp. KARACIGER 1,417 0,972 3
88 Salmonella spp. KALP 1,247 0,801 2
89 Salmonella spp. TASLIK 2,244 1,798 5
90 Salmonella spp. BOYUN 1,538 1,092 3
91 Salmonella spp. TASLIK 1,151 0,706 2
92 Salmonella spp. TASLIK 2,661 2,215 5
93 Salmonella spp. TASLIK 3,646 3,201 8
94 Salmonella spp. KALP 3,603 3,158 8
95 Salmonella spp. TASLIK 1,885 1,440 4
97 Salmonella spp. KALP 1,244 0,799 2
98 Salmonella spp. KARACIGER 2,090 1,645 4
99 Salmonella TASLIK

Paratyphi A 3,166 2,720 7
100 Salmonella spp. TASLIK 2,820 2,375 6
102 Salmonella spp. BOYUN 2,344 1,899 5
103 Salmonella spp. TASLIK 2,380 1,935 5
104 Salmonella spp. TASLIK 2,360 1,915 5
105 Salmonella spp. TASLIK 2,658 2,212 5
107 Salmonella spp. KALP 1,700 1,255 3
108 Salmonella spp. TASLIK 2,101 1,656 4
109 Salmonella spp. BOYUN 1,550 1,105 3
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Cizelge 4.8. (Devam) 37°C’de 24 saat inkiibasyonun kullanildig1 yonteme gére izolatlarin

OD Degerleri
ORNEK CINS/TUR NUMUNE ODsg5) OD ortalama- | Ortalama/NK
NUMARASI TURU ortalamast Kontrol ortalamasi
ortalama(sgs)

111 Salmonella spp. TASLIK 1,868 1,423 4

112 Salmonella spp. KALP 2,188 1,743 4

113 Salmonella spp. TASLIK 2,388 1,942 5

114 Salmonella spp. KALP 2,172 1,727 4

115 Salmonella spp. BOYUN 1,541 1,096 3

37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilan 108 izolat arasinda en yiiksek biyofilm degerine
sahip olant 93 numarali izolat olup taslik Ornegidir ve biyofilm degeri 595 nm’de
3,201dir. Biyofilm degeri en diisiik olan izolat ise 24 numarali izolat olup kalp 6rneginden

elde edilmistir ve biyofilm degeri 595 nm’de 0,105°dir.

Cizelge 4.9. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun kullanildigi yonteme gore izolatlarin OD
Araliklarina gére ve vasatina gore dagilimi

Absorbans Siit izolat1 | Karaciger Kalp izolatt | Boyun Taslik Toplam
degeri izolat izolati izolati (%)

<0,445 1 2 4 2 0 9 (8,33)
0,446-1 3 9 8 1 6 27 (25,00)

1-2 5 9 12 7 20 53 (49,07)

2-3 5 2 1 1 8 17 (15,74)

>3 0 0 1 0 1 2 (1,85)
Toplam 14 21 26 11 35 108 (100)
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OD DEGERI

Sekil 4.6. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun kullanildigi ydnteme gore izolatlarin OD
Araliklarina gore ve vasatina gore dagilimi
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Cizelge 4.8> de goriildiigii gibi 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonucu yapilan biyofilm
Olciimiinde negatif kontrol degerinin (0,445) altinda toplam 9 (%8,33) izolata
rastlanilmistir. Bu 9 izolat biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Biyofilm negatif
izolatlarin elde edildikleri numunelere goére dagilimi 1’1 siitten, 2’si karacigerden, 4’i
kalpten, 2’si boyun seklindedir. izolatlarin %1,85’inin absorbans degeri 3,000 dan yiiksek
cikmistir. Absorbans degeri 3,000 dan yiiksek olan 2 izolatin 1’1 kalp 6rneginden 1’1 taghk
orneginden elde edilmistir. Bu yonteme gore, izolatlarin % 49,07 sinin absorbans degeri

1,000-2,000 araligindadir.

Bir bagka degerlendirme yontemi ise (Carla ve digerleri, 2014 ) izolatlarin 37 °C ‘de 24
saat gostermis olduklari biyofilm absorbanslar1 ortalamasinin negatif kontrol ortalamasina

oranindan yola cikilarak yiiksek, orta, zayif ve negatif olarak degerlendirilmesidir (tablo )

Cizelge 4.10. Carla ve digerlerinin (2014) ¢alismasina gore biyofilm kriterleri

Biyofilm derecesi Degerlendirme kriteri
Negatif ODo <ODn
Zayif ODn < ODo <20Dn
Orta 20Dn < ODo <40Dn
Yiiksek 40Dn < ODo
ODo: izolatlarin absorbans ortalamas1
ODn: Negatif kontol ortalamasi

Cizelge 4.10 ‘daki degerlendirmeye gore, 28 izolat yiiksek biyofilm, 53 izolat orta
biyofilm, 27 izolat zayif biyofilm gostermisitir. Calisilan izolatlar arasinda negatif
biyofilme saptanmamustir. izolatlarin %25,6’s1 yiiksek biyofilm, %49,4’ii orta biyofilm ve
%25 i zayif biyofilm karakterine sahip olarak bulunmustur. Yiiksek biyofilm gdsteren 28
izolatin; 4(%14,2)’1 Kalp, 2 (%7,2)’s1 Karaciger, 14 (%50)’1 Taslik, 2 (%7,2)’si Boyun ve
6 (%21,4)’s1 Siit izolatidir. Orta biyofilm gosteren 53 izolatin; 12 (%22,6)’u Kalp, 12
(%22,6)’s1 Karaciger, 18 (%34)’1 Taslik, 6 (%11,3)’s1 Boyun ve 5 (9%9,5)’1 Siit izolatidir.
Zayif Biyofilm gosteren 27 izolatin; 10 (%37,1)’u Kalp, 8 (%29,6)’1 Karaciger, 3
(%11,1)’1 Taslik, 3 (%11,1)’i Boyun ve 3 (%]11,1)’i Siit izolatidir.

Olgiilen absorbans degerlerinin artis ya da azalis1 polistiren mikroplate kuyucuklarindaki
kristal viyolenin yogunluguna gore degerlendirilmektedir. Kristal viyolenin yogunlugu ise
kuyucuklarm ylizeyine tutunan bakterilerin miktariyla dogrudan iligkilidir. Yiizeye tutunan
bakteri kolonisinin miktar1 arttik¢a tutulan boya miktarida artis gostermektedir. Bu

aciklamalar dogrultusunda iki ydntem karsilastirildiginda 20 °C’de 48 saat inkiibasyon
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sonrasi elde edilen sonuclar, 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonras1 elde edilen sonuglara
gore daha yiiksektir. Buradan, ilk yontemde (20°C-48 saat) kullanilan sicaklik ve
inkiibasyon siiresinin Salmonella cinsine ait bakterilerin biyofilm tabakasi olusturmasi

acisindan daha uygun oldugu anlasilmaktadir.
4.2. Salmonella izolatlarinda Siderofor Varhiginin Incelenmesi

Bircok bakteri, demir acisindan fakir ortamlarda siderofor denilen protein yapidaki
molekiilleri salgilayarak demir ihtiyaclarini gidermeye c¢alismaktadirlar. Sideroforlar,
bakteriler tarafindan salgilanan ve ortamdan demir kazanimini saglayan kii¢iik ve difiize

olabilen molekiillerdir (Varma ve Chincholkar, 2007).

Schwyn ve Neilands’in (1987) 6nerdigi yonteme gore modifiye edilmis Chrome Azurol S
(CAS) Agar besiyeri kullanilarak yapilan deneyler sonucunda elde edilen sonuglar ¢izelge

‘de verilmistir.

Cizelge 4.11. Salmonella izolatlarinin siderofor tiretim sonuglari

ORNEK NUMUNE SIDEROFOR ORNEK NUMUNE SIDEROFOR
NUMARASI TURU URETIMI NUMARASI TURU URETIMI
1 KALP - 57 KALP -
2 TASLIK - 58 KARACIGER -
3 SUT - 59 KARACIGER -
4 KALP - 60 TASLIK -
5 KALP - 61 BOYUN -
6 BOYUN - 62 TASLIK -
7 SUT - 63 KALP -
8 SUT - 64 TASLIK -
9 KARACIGER - 65 TASLIK -
10 KARACIGER - 67 TASLIK -
11 SUT - 68 TASLIK -
12 SUT - 69 TASLIK -

13 KALP - 70 KARACIGER

14 KALP - 71 TASLIK +
15 SUT - 72 KARACIGER -
16 KALP - 73 KALP -
17 SUT - 74 BOYUN -
18 KARACIGER - 75 KARACIGER -
19 SUT - 76 TASLIK -
20 SUT - 77 KALP -
21 KARACIGER - 79 KALP -
22 KARACIGER - 80 KARACIGER -
23 KALP - 81 KALP -
24 KALP - 82 KARACIGER -
25 SUT - 83 KARACIGER -
26 KARACIGER - 84 KARACIGER -
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Cizelge 4.11. (Devam) Salmonella izolatlarinin siderofor iiretim sonuglari

ORNEK NUMUNE SIDEROFOR ORNEK NUMUNE SIDEROFOR
NUMARASI TURU URETIMI NUMARASI TURU URETIMI
27 KALP - 85 TASLIK -
28 SUT - 86 TASLIK -
29 SUT - 87 KARACIGER -
30 SUT - 88 KALP -
31 SUT - 89 TASLIK -
32 BOYUN - 90 BOYUN -
33 KALP - 91 TASLIK -
34 TASLIK - 92 TASLIK -
35 BOYUN + 93 TASLIK +
36 TASLIK - 94 KALP -
37 KARACIGER - 95 TASLIK -
38 KALP - 97 KALP -
39 TASLIK - 98 KARACIGER +
40 TASLIK - 99 TASLIK +
41 KALP - 100 TASLIK +
42 KARACIGER - 101 TASLIK -
43 KALP - 102 BOYUN -
44 TASLIK - 103 TASLIK -
45 KARACIGER - 104 TASLIK -
46 TASLIK - 105 TASLIK -
48 KARACIGER - 107 KALP -
49 KARACIGER - 108 TASLIK -
50 TASLIK - 109 BOYUN -
51 TASLIK - 111 TASLIK -
53 TASLIK - 112 KALP -
54 BOYUN - 113 TASLIK -
55 KALP - 114 KALP -
56 BOYUN - 115 BOYUN +

Cizelge 4.11°¢ gore Salmonella izolatlarinin siderofor iiretimine bakildiginda 108 izolattan

yalnizca 7’sinde (%6,48) siderofor iiretimi pozitif olarak gdzlenmistir. Siderofor pozitif

izolatlarin elde edildikleri numune dikkate alinarak yapilan incelemeleri sonucu 4’iiniin

(%57,14) tashik, 2’sinin (%28,57) boyun ve 1’inin (%14,29) karaciger 6rneginden elde

edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Siderofor iiretiminin pozitif oldugu izolatlarin numune cinsine gére dagilimi
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5. TARTISMA

Molla ve Mesfin (2003), Etiyopya’da Debre Zeit ve AddisAbaba’da bulunan kiimes isleme
tesisleri ve perakende satis yapan marketlerden topladiklar1 ¢ig tavuk eti ve sakakatlarda
(kalp, taglik ve karaciger) Salmonella bulunma sikligini ve dagilimmi arastirmiglardir.
Kasim 2001- Nisan 2002 yillar arasinda toplam 378 ornek toplanmustir. incelenen 378
ornekten 80 (%21,1) Salmonella izolasyonu saglamislardir. Incelenen tavuk drnekleri ve
sakatatlarin Salmonella izolat yiizdeleri soyledir; tavuk eti (%15,4), karaciger (%34,5),
taslik (%41,1), kalp (%23,7) ve deri (%7,7). Bizim ¢alismamizda ise toplam 160 tavuk
ornegi calisilmig bunlardan 45°1 kalp, 45°1 karaciger, 45’1 taslik ve 25’1 boyundur. Calisilan
45 kalp orneginden 25 (%15,6), 45 karaciger 6rneginden 22 (%13,7), 45 taslik 6rneginden
35 (%21,9) Salmonella izolati elde edilmistir. Molla ve Mesfin’in Etiyopya’da yaptiklar

calismada izole edilen Salmonella izolat oranlari bizim ¢alismamizdan daha yiiksektir.

Jaowapa, Chailai, D. Kriengsag ve S. Kriengsag (1994), Tayland’da yaptiklar1 ¢alismada
Bangkok’tan topladiklar1 ¢ig tavuk eti, sakatat (karaciger, kalp, taglik) ve pismis tavuk
triinlerinde (kofte ve sosis) Salmonella varligin1 arastirmiglardir. Dokuz agik pazardan,
dokuz siipermarketten ve dort kiimes isleme tesisinden toplam 1135 Ornek toplayip
incelemiglerdir. 705 tavuk eti 6rneginden 467 (%66), 221 sakatat 6rneginden 190 (%86),
209 pismis triinden 21 (%10) Salmonella izolasyonu gergeklestirmislerdir (Jaowapa ve
ark., 1994). Bizim calismamizda toplanan 160 tavuk (45 karaciger, 45 kalp, 45 tashk, 25
boyun) drneginden 94 (%58,7) Salmonella izolat1 elde edilmistir. Jaowapa ve digerlerinin

yaptig1 ¢calismadaki oranlardan daha diistiktiir.

Rahimi (2012), iran’da yapti§1 caligmada parakende satiga sunulan tavuk, hindi ve
devekusu et Orneginde (kalp, tashik ve kalp) Salmonella spp. bulunma sikligini ve
antimikrobiyal direnci arastirmigtir. Haziran 2009-Subat 2011 yillar1 arasinda isfahan ve
Shahrekord’dan rastgele alinan toplam 300 numunenin: tavuk (n=150), hindi (n=105) ve
devekusu (n=45) Salmonella izolasyonu, serotiplendirmesi ve antibiyotik duyarliliklarini
belirlemistir. Tavuk orneklerinden; 50 karaciger Orneginden toplam (%18), 50 kalp
orneginden toplam (%6), 50 tashk Orneginden (%4) Salmonella izolasyonu
gergeklestirmistir  (Rahimi, 2012). Bizim ¢alismamizda kalp, karaciger ve taslik
orneklerinden izole edilen Salmonella izolat sayisi ve orami daha fazladir ( bkz.
Cizelge4.1.).
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El Aziz (2013), calismanin amaci perakende olarak satisa sunulan ¢ig tavuk eti ve sakatatta
(kalp, karaciger, taslik) diinya ¢apinda gida kaynakli salginlarin basinda gelen Salmonella
Typhimurium serovarini izole etmektir. Assiut sehir pazarlarindan toplanan toplam 100
perakende ¢ig tavuk eti ve sakatat (karaciger, kalp ve taslik) ornegi incelenmistir. S.
Typhimurium izolat oranlari kalpten %48, karacigerden %40’dir. Tagliktan Salmonella
izolasyonu gerceklesmemistir. Bizim c¢alismamizda kalpten %15,6, karacigerden %13,7
Salmonella izolat1 gergeklesmistir. Bu oranlar El Aziz’in yaptig1 ¢alismadaki oranlara gore

diisiik olmasina ragmen bizim ¢aligsmamizda tagliktan %21,9 oraninda izolasyon olmustur.

Raufu, Hendrisken, Ameh ve Aarestrup (2009), yaptiklari ¢alismanin amact Nijerya nin
kirsal alanlarinda tavuklarda ve diger kanatli et irlinlerinde Salmonella yayginligini
belirlemek ve elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklarini tespit etmektir. 525 farkl
tavuktan 865 6rnek toplamistir ve bu ornekler, bobrek, akciger, ¢ekum, bagirsak, karaciger,
kalp, taslik ve kloak bezlerindendir. Oreklerden toplam 130 Salmonella izole edilmistir.
60 taslik Orneginden, 76 kalp Orneginden ve 75 karaciger Orneginden Salmonella
izolasyonu gerceklesmemistir. Bizim ¢alismamizda kalp 6rneklerinden %15,6, karaciger

orneklerinden %13,7 ve tasliktan %21,9 Salmonella izolasyonu olmustur.

Tadesse ve Dabassa (2012), Etiyopya’nin cesitli bolgelerinden topladiklart 100 ¢ig siit
Ornegini incelemisler ve toplam 20 Salmonella spp. izolasyonu gergeklestirmislerdir.
Fearnley, F ve ark., ‘nin 2008 yilindaki verilerine gore 356 tavuk eti 6rneginin 123’{inde ve
199 yumurta 6rneginin 7’sinde Salmonella izole edilmistir. Tirkyilmaz ve ark (2007)
Aydin ilindeki broylerlerde S. Enteritidis’in varligin1 bakteriyolojik ve serolojik olarak
arastirmiglar; ¢alismanin sonucunda 19 (% 4,1) S. Enteritidis izolasyon ve identifikasyonu
yaptiklarini; serolojik olarak da (Lam Aglutinasyon Testi ile % 12,2; ELISA ile % 23,7)
seropozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir. Kiling ve Aydin (2006), Kayseri Ili’nde 578
kanath i¢ organ materyalinden 61 (% 10,5) ornekte S. Gallinarum, S. Enteritidis ve S.
Typhimurium’un neden oldugu salmonellozis infeksiyonu tespit ettiklerini bildirmislerdir.
2005 yilida kanat ve boyun 6rneklerinde yapilan bir ¢alismada izole edilen 58 susun 19'u S.
Enteritidis, 18'i S. Virchow, 11'i S. Typhimurium, 4'er adedi S. Hadar ve S. Agama, 1'er

adedi ise S. Give ve S. Bsilla olarak serotiplendirilmistir (Yazicioglu ve ark., 2005).

Biyofilmler, bir yiizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka i¢inde

yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir. Bu jelsi tabaka,



87

bakteri hiicreleri tarafindan iretilen niikleik asit, proteinler ve ekzopolisakkaritlerden
(EPS) olusan hiicre dis1 matriks yapisindan olusur. Bir bagka tanimlamaya goére biyofilm,
birbirine ya da bir yiizeye yapisik bakterinin organik bir polimer matriks icine

gémiilmesidir (Giin, 2009).

Biyofilm gelisiminin molekiiler ve genetik temeli {izerine olan ¢aligmalarda, bir planktonik
hiicrenin toplumsal forma donerken ¢ok sayida gen aktivitesinde degisiklik yaptigi ortaya
konulmustur. Yapilan bir ¢alismada Salmonella Typhimurium’un silikon bir tiip lizerinde
olusturdugu biyofilm modeli incelenmis ve bu sirada planktonik formdaki hiicrelerine
kiyasla genomunun % 10’unun (yaklasik 433 gen ) iki kat ya da daha fazla degisiklige
ugradigi saptanmugtir. Belirgin oranda fazla eksprese edilen genlerin, aminoasit
metabolizmasi, hareket, stres toleransi ile ilgili olanlar olduklar1 gozlenmistir ( Hamilton

S., 2009).

Biyofilm yapisi icerisinde yer alan hiicreler sadece disaridan uygulanan antimikrobiyallere
degil, viicudun dogal bagisikliginin bir pargasi olan salgilar ve enzimlere de planktonik
hiicrelere kiyasla daha fazla diren¢ gostermektedirler. Scher ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada
biyofilm matriksi igne gomiilii S. Typhimurium’un 500 mg/L’nin iizerindeki
konsantrasyonlarda sodyum hipokloride dayandigi buna karsilik, planktonik hiicrelerinin

50 mg/L konsantrasyonlara duyarli olduklar1 gésterilmistir ( Giaouris E., 2012).

Yaptigimiz caligmalarda 108 Salmonella spp. izolatinin tamaminda biyofilm varlig
goriilmiistiir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun kullanildig1 yonteme gore; 28 izolat yiiksek
biyofilm, 53 izolat orta biyofilm, 27 izolat zayif biyofilm gostermisitir. Calisilan izolatlar
arasinda negatif biyofilme saptanmamustir. izolatlarin %25,6’s1 yiiksek biyofilm, %49,4’{i
orta biyofilm ve %25 1 zayif biyofilm karakterine sahip olarak bulunmustur. Yiksek
biyofilm gosteren 28 izolatin; 4(%14,2)’1 Kalp, 2 (%7,2)’si Karaciger, 14 (%50)’i Taslik,
2 (%7,2)’si Boyun ve 6 (%21,4)’s1 Siit izolatidir. Orta biyofilm gosteren 53 izolatin; 12
(%22,6)’u Kalp, 12 (%22,6)’si Karaciger, 18 (%34)’1 Taslik, 6 (%11,3)’s1 Boyun ve 5
(%9,5)’1 Siit izolatidir. Zayif Biyofilm gosteren 27 izolatin; 10 (%37,1)’u Kalp, 8
(%29,6)’1 Karaciger, 3 (%11,1)’1 Taslik, 3 (%11,1)’d Boyun ve 3 (%11,1)’1 Siit izolatidir.
20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullanildig1 yonteme gére ise; 94 izolat yiiksek biyofilm, 12
izolat orta biyofilm, 2 izolat zayif biyofilm gostermistir. Caligilan izolatlar arasinda negatif

biyofilme saptanmamustir. Izolatlarin %87’si yiiksek biyofilm, %]11’i orta biyofilm ve
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%?2’si zay1f biyofilm karakterine sahip olarak bulunmustur. Yiiksek biyofilm gosteren 94
izolatin; 24(%25,5)’1 Kalp, 18 (%19,1)’1 Karaciger, 28 (%29,8)’1 Taslik, 10 (%10,6)’s1
Boyun ve 14 (%14,9)’u Siit izolatidir. Orta biyofilm gosteren 12 izolatin; 4 (%33,3)’i
Karaciger, 7 (%58,4)’ti Tashk, 1 (%8,3)’li Boyun izolatidir. Zayif Biyofilm gdsteren 2
izolatin; 2 (%100)’i Kalp izolatidir.

Manijeh ve digerlerinin (2008) ¢aligmasinda S. Enteritidis’in ¢elik, cam ve polietilen
yiizeylere adezyonundan sonraki 2., 4., 8., 16., ve 20. Saatlerde olusturdugu biyofilm
yapist incelenmistir. Calismada mikroorganizmanin her ii¢ yiizeyde de biyofilm yaptigi
ancak 2 saat sonra cam ve ¢elik ylizeylerde olusturdugu biyofilmin polietilen yiizeye gore
anlamli oranda daha kuvvetli oldugu izlenmistir. Calisma sonuglart biyofilm olusumunda
bakteri hidrofobisitesi yaninda yiizey 6zelliklerinin de 6énemli rolii oldugunu gostermistir.

Bu bulgular halk saglig1 ve gida endiistrisi agisindan 6nem tagimaktadir.

Salmonella spp. ile kontamine yemler, hayvanlarda ve takiben de bu hayvan friinlerini
tilketen insanlarda Salmonella enfeksiyonu riski olusturmaktadir. Norveg’te yem ve balik
yemi iireten fabrikalardan 1991-2006 yillar1 arasinda izole edilen 111 Salmonella susunun
biyofilm olusturma kapasitelerinin incelendigi bir ¢calismada serovarlar arasinda belirgin
farkliliklar oldugu ortaya konulmustur. Fabrikalarda yillarca kalicilik gosteren Salmonella
serovar Agona ve serovar Montevideo nun biyofilm olusturma giicii yiiksek bulunurken,
kisa stireli kolonizasyon yapan serovar Senftenberg orta derecede biyofilm olusturmustur.
Bununla birlikte Norveg¢’te dagol yasamda goriilmekle birlikte, yem fabrikalarinda
kolonizasyonuna rastalnmayan serovar Typhimurium’un diger serovarlara kiyasla zayif

biyofilm olusturdugu saptanmistir (Vestby LK., ve ark. 2009).

Stepanovic ve digerleri, 122 Salmonella spp. ve 48 L. monocytogenes izolatinin plastik
yizeylerde  olusturduklar1  biyofilm  yapilarimi  inceledikleri  caligmalarinda,
mikroorganizmalarin i¢inde bulunduklar1 vasatin besleyici degerinin olusan biyofilm
miktarim1 dogrudan etkiledigini ortaya koymuslardir. Yine aynmi ¢alismada Salmonella
tirlerinin olusturudugu biyofilm miktarmin L. monocytogenes’inkinden daha fazla oldugu
gosterilmistir. Plastik ¢ok kuyucuklu plaklarda gerceklestirilen ¢alismada, Salmonella
tiirlerinin biyofilm olusumunu besinden fakir vasatlar indiiklerken, L. monocytonegenes’in

zengin besiyerlerinde daha fazla biyofilm olusturdugu izlenmistir. Calisma, biyofilm
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olusumunun mikroorganizmanin tiirii ve i¢inde bulundugu ortam ile dogrudan iliskisini

ortaya koymustur.

Pui ve digerlerinin (2011), mutfaklarda kullanilan plastik kesme tahtalarinin {izerinde
Salmonella Typhi ve S. Typhimurium’un olusturduklar1 biyofilmleri inceledikleri
caligmalarinda, iki patojenin de adezyonlarmin 12. saatlerinde yiizeyde biyofilm
olusturduklarini saptamiglardir. Sonuglar Salmonella adezyonunun susa ve zamana bagimli
oldugunu gostermistir. Sonrasinda kontamine plastik yiizeylerden, bu yiizeylerde kesilen
diger meyvelere de S. Typhi i¢in % 79, S. Typhimurium iginse % 72 oraninda gegis
olabilecegini saptamislardir. Bulgular biyofilmle kapl yilizeylerde gida kontaminasyonu

olabilecegine isaret etmesi agisindan anlamlidir.

Giouris ve digerlerinin (2012) ¢alismasinda, 1s1, pH ve 1slaklik gibi 6nemli c¢evresel
faktorlerin paslanmaz ¢elik yiizeylerde biyofilm olusumundaki etkilerini gostermek iizere
bir deney diizenegi tasarlanmistir. Sicaklik dereceleri olarak 5, 20 ve 37 °C’ler; pH
dereceleri olarak 4,5; 5,5; 6,5 ve 7,4 degerleri, suyun etkisini incelemek tizere de % 0,5;
1,5; 5,5 ve 10,5 NaCl degerleri secilmistir. 7. giinde en fazla biyofilm olusumu 20°C’de
izlenmistir. Calismada yiiksek diizey tuz konsantrasyonun (%10,5) bakterilerin yiizeye
tutunmasin1 anlamli oranda inhibe ettigi gosterilmistir. Yiizeylere tututan bakterilerin

vorteksleme yoluyla yerlerinden ayrilmadiklari da not edilmistir.

Agay (2014), bakterilerin % 35,1” inin zayif, % 37,8’ inin orta ve % 8,1’ inin kuvvetli
biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu, % 18,9’ unun ise biyofilm olusturmadigi
(non-adherent) saptanmistir. Calismasinda farkli kaynaklardan izole edilen Salmonella
bakterileri ile standart S. Typhimurium ATCC 14028 ve S. Enteritidis ATCC 13076
bakterilerinin biyofilm olusturma kapasitelerini incelemistir. Deney sonuglarina gore,
bakterilerin ¢ogunlukla zayif (% 35,1) ve orta (% 37,8) kuvvetli biyofilm olusturma
yeteneginde oldugu, elde edildikleri kaynaklara goére bakteriler arasinda biyofilm
olusturma kapasiteleri agisindan belirgin bir fark olmadig1 saptanmistir. Kiyma, deniz suyu
ve klinik 6rneklerden izole edilen Salmonella bakterileri ve standart bakterilerin CAS Agar
besiyerinde siderofor iiretim kapasiteleri sirasiyla % 100, % 57,1, % 100 ve % 50 olarak
tespit edilmistir. Siderofor {iretimi agisindan incelenen toplam 37 bakterinin % 75,7’ sinde
siderofor tiretimi pozitif olarak saptanmistir. Bizim calismamizda 108 izolattan yalnizca

7’sinde (%6,48) siderofor {liretimi pozitif olarak gdzlenmistir. Siderofor pozitif izolatlarin
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elde edildikleri numune dikkate alinarak yapilan incelemeleri sonucu 4’iiniin  (%57,14)
taglik, 2’sinin (%28,57) boyun ve 1’inin (%14,29) karaciger 6rneginden elde edildigi
goriilmektedir. Agay 2014’iin calismasinda siderofor {iretimi bizim ¢alismamiza gore daha

yiiksektir.

Carla ve digerlerinin (2014), yaptiklar ¢alismada 10 adet gida kaynakli patojen ve 10 adet
kiimes hayvani orjinli olmak iizere toplam 20 adet Salmonella Enteritidis izolat1 elde
etmislerdir. Bu izolatlarla yapilan biyofilm calismalarinda izolatlarin % 25 ‘inin giiclii
biyofilm, %35’inin orta biyofilm, %35’inin zayif biyofilm ve %I10’unun biyofilm
olusturmadigini  goézlemlemislerdir. Yine bu c¢alismaya gore gida kaynakli S.
Enteritidis’lerin tamaminin ve kiimes hayvami kaynakli izolatlarin % 80’inin biyofilm
olusturdugu saptanmustir. Gida kaynakli izolatlarin %30°u giicli biyofilm, %50’si orta
biyofilm ve %20’si zay1if biyofilm gostermistir. Kiimes hayvani orjinli izolatlardan %10’u
giiclii biyofilm, %10’u orta biyofilm ve %60°1 zay1f biyofilm karakteri gostermistir. Bizim

calismamizda yer alan bakterilerin biyofilm kapasiterleri daha yiiksektir.

Karaca (2011), yaptig1 ¢alismasinda Yogun rdar|| morfotipi igerdigi saptanan Salmonella
serovaryetelerinin mikrotitre plaklarda Olcililen biyofilm miktarlar1 arasinda istatistiksel
anlamda ¢ok 6nemli bir farklilik oldugu goriilmiistiir (p<<0,05). OD 595°te 6lgiilen biyofilm
miktarlari, serovaryetelerin ortalama 6l¢iim degerleri olan 0,8077 (S. Salford) ila 3,435
(S.Typhimurium) degerleri arasinda dagilim gostermistir. Calismada en yiiksek biyofilm
miktari, literatlir verilerinde zayif bir biyofilm {reticisi oldugu bildirilen,
S.Typhimurium‘da tespit edilmistir (Vestby vd. 2009). Caligmada kullanilan Tirkiye
kaynakli iki adet S. Typhimurium susunun biyofilm miktarlarinin, standart sus olarak
kullanilan S. Typhimurium LT2 susunun irettigi biyofilm miktarindan ¢ok daha yiiksek
oldugu saptanmustir (sirastyla 3,398; 3,4 ve 0,15). Bizim ¢alismamizda 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyonun kullanildig1 yontemde biyofilm araliklari en diigiik 0.105 ile en yiiksek 3.201
arasindadir. 20°C’de 48 saat inkiibasyonun kullamldig1 yéntemde ise biyofilm araliklari en

diisiik 0,654 ile en yiiksek 3,661 arasindadir.

Yaptigimiz ¢alismada; Salmonella izolatlarmin biyofilm morfotipi incelemesi sonucunda
rdar morfotipi igeren izolatlarin %35’inin taghiktan, %32’sinin ¢ig siitten, %?22’sinin

kalpten, % 8’inin karacigerden ve %]1’inin boyundan izole edildigi gorilmektedir. Bu
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verilere gore Rdar morfotipi gosteren izolatlarin en fazla tasliktan (%35) elde edildigi

gozlenmektedir.

Calismamiza gére Salmonella izolatlarinin siderofor tiretimine bakildiginda 108 izolattan
yalnizca 7’sinde (%6,48) siderofor iiretimi pozitif olarak gdzlenmistir. Siderofor pozitif
izolatlarin elde edildikleri numune dikkate alinarak yapilan incelemeleri sonucu 4’iiniin
(%57,14) tashk, 2’sinin (%28,57) boyun ve 1’inin (%14,29) karaciger 6rneginden elde
edildigi goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Insanlarda gériilen Salmonella infeksiyonlarinin biiyiik cogunlugu gida kaynakli olarak
olusmaktadir. Bir¢ok iilkede yil igerisinde goriilen infeksiyonlar kayit altina alinarak
epidemiyolojik degerlendirmeler yapilmaktadir. Avrupa Birligi tiyesi 27 tilkede 2009
yilinda toplam 109.884 Salmonella vakasi bildirilmis olup bunlarin 108.614’i ¢esitli
yontemlerle dogrulanmistir. Elde edilen verilere gore 2008 yilinda 131.468 olan vaka
sayis1 2009 yilinda yaklasik % 17,4 diisiis gostermistir. Yine AB {ilkelerinde 2005-2009
yillar1 arasinda yapilan calismalarda Salmonella vaka sayisinin giderek azaldigi
goriilmektedir. Salmonella oldugu dogrulanan 2009 yilindaki 108.614 vakanin yas dagilimi
incelendiginde; en yliksek oranda 0-4 yas grubu ¢ocuklarin, daha sonra 5-14 yas arasindaki
cocuklarin ve ne diisilk oranda 15 yas distlii insanlarin bulundugu rapor edilmistir.

Dogrulanan 53.167 vakanin % 0.08’inin 6liimle sonlandigi belirlenmistir (EFSA).

Bakteriyel biyofilmler 6zellikle son 20-30 yil igerisinde, hem gida sektorii, hem de halk
saglig1 iizerine olan etkileri nedeniyle tiim diinyada olduk¢a dnem kazanmistir. Biyofilm
olusumu ii¢c ana bilesenin birbirleriyle etkilesimi sonucu gerceklesmektedir: bakteri

hiicreleri, tutunulan yiizey ve gevreleyen ortam (Van Houdt R., 2010).

Salmonella’larin asetik asit ve piring sirkesi varliginda canliliklarint devam ettirebilmeleri,
biyofilm olusturma kapasiteleri ile agiklanmistir. Biyofilm olusturma 6zelligi ve gida
kaynakli salginlar arsindaki iligki Salmonella ve Listeria i¢in giiniimiizde ispatlanmustir.
Bu nedenle susa bagli biyofilm olusturma kapasitesindeki degiskenlikler Salmonella’larin
ozellikle diisik pH’ya sahip gidalari kontamine etmeleri sonucunda gelisen

enfeksiyonlarinin dnlenmesi acgisindan 6nem tagimaktadir (Hasegawa A., 2011).

Salmonella tiirleri gida islenen fabrikalar ve ¢evrelerinden siklikla izole edilmekte ve bazi
Salmonella klonlar1 yillarca bu c¢evrelerde kalabilmektedirler. Salmonella’lara
dezenfeksiyon gibi cevresel stres faktorlerinden etkilenmeden bu dayanikliligi saglayan
faktorlerden birinin biyofilm olusturma yetenekleri oldugu diisiiniilmektedir. Biyofimlerin
gida islenen fabrikalarda ¢evre yiizeylerde olugmasi, gidalarin kontaminasyonu sonucu raf
Omiirlerinin azalmasina ve ayni zamanda infeksiyon hastaliklarinin yayilmasinda yol
acmaktadir. Bu acidan bakilinca biyofilmler gida endiistrisinde hijyen agisindan sorun

olusturmalarinin yani sira, ekonomik kayiplara da neden olmaktadirlar (Erdem, 2013).
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