ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOIJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJI

DOKTORA TEZI

Salmonella enterica Serovar Virchow Suslarinda Besinsel ve Cevresel Kosullarin

Seltloz Uretimi, Kivrimli Fimbriya Sentezi ve Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Mohammad Nima ARIAFAR

Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK

OCAK

2015



ETIiK BEYAN

Bu tez ¢alismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandigini,
calismada yararlanilan ve bu ¢alisma tiriinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Mohammad Nima ARIAFAR




ONAY SAYFASI

Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK damismanliginda, Mohammad Nima ARIAFAR
tarafindan hazirlanan bu calisma 03/02/2015 Tarihinde asagidaki jiiri tarafindan
Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan

Uye

Uye

Uye

Uye

: Prof. Dr. Yavuz BEYATLI

: Prof. Dr. Cumhur COKMUS

: Prof. Dr. Serdar DIKER

: Dog¢. Dr. Pinar SANLIBABA

: Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut Ozkul

Enstiti Mudura

i1

."/

[mza: Q/,,;//«// .+
v, y :
Imza: d
Ve i

Imza:

Imza: //



OZET

Salmonella enterica Serovar Virchow Suslarinda Besinsel ve Cevresel Kosullarin
Seliilloz Uretimi, Kivrimh Fimbriya Sentezi ve Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Mohammad Nima ARIAFAR
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Cevresel ve besinsel kosullarinin Salmonella Virchow suslarinin biyofilm tiretimi tizerine
etkisinin arastirildigi ¢alismada; toplam 16 S. Virchow susunun 15 adetinde rdar morfotipi
tespit edildi. Bir sus ise bdar morfotipinde bulundu. Tim suslar 48, 72 ve 96 saat
inkiibasyon siireleri sonunda yiiksek diizeyde biyofilm {ireticisi olarak saptandi. Besinsel
faktor olarak kullanilan tripton konsantrasyonlari (0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10g/L), biyofilm
tiretim diizeyinde herhangi bir degisiklige neden olmazken farkli sicaklik (20, 25, 30, 35,
37,40°C)vepH (4.5,5.2,5.9, 6.6, 7.3, 8, 8.7 ve 9.4) degerlerinde suslarin biyofilm tiretim
diizeyleri degisim gosterdi. Bu denemeler sonucunda optimum biyofilm iiretiminin pH 6.6’
da ve 20 °C’de gergeklestigi belirlendi. Cevresel faktorlerinin biyofilm tiretimi tizerindeki
etkisi, Gompertz denklemi kullanilarak bir matematiksel model ile tanimlandi. Modelin
tahmin kapasitesi farkli pH (5.3 ve 6.3) ve sicaklik (23 ve 26 °C) degerleri denenerek
basarili bir sekilde test edildi. Olusturulan matematiksel modelde sicakligin yiikselmesine
bagli olarak biyofilm miktarinda azalma meydana geldigi belirlendi. Ayrica pH degerinin
yiikselmesine bagli olarak biyofilm miktarinda artis gozlendi. Cevresel kosullarin (sicaklik
ve pH) biyofilm yapisin1 olusturan kimyasal bilesenlerin kompozisyonunu etkiledigi
DMCI18 susunda FTIR incelemeleri sonucunda belirlendi. Ozellikle inkibasyon
sicakliginin artigina paralel olarak; protein, karbonhidrat ve niikleik asit piklerinde
saptanan diismeler veya karbonhidrat pikinin tespit edilememesi, cevresel etkilerin
biyofilm morfotipinin ya da pelikiil yapisinin degisimine de yol actigina isaret etmektedir.

2015, 96 sayfa

Anahtar kelimeler: Salmonella Virchow, Seliloz, Kivrimli fimbriya, Biyofilm,
Matematiksel modelleme, pH, Sicaklik, Tripton



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

Effects of Nutritional and Environmental Conditions on Cellulose Production, Curli
Fimbriae Biosynthesis and Biofilm Production of Salmonella enterica Serovar Virchow
Strains

Mohammad Nima ARIAFAR
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assist. Prof. Nefise AKCELIK

In this study, the effect of environmental and nutritional conditions on biofilm production
of Salmonella Virchow strains was investigated and radar morphotype was determined at
15 out of 16 S. Virchow strains. Rdar morphotype was determined at only one of the tested
strains. All strains produced high level of biofilm following the 48, 72 and 96h incubation
periods. Tryptone concentrations (0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10g/L), used as a nutritional factor,
did not cause any differentiation at biofilm production levels of strains. Notwithstanding, at
different temperature (20, 25, 30, 35, 37, 40 °C) and pH (4.5, 5.2, 5.9, 6.6, 7.3, 8, 8.7 and
9.4) levels, biofilm production levels of strains have been changed. As a result of this
experiment, optimum conditions for biofilm production were determined as pH 6.6 and 20
°C. The effect of environmental factors on biofilm production was mathematically
modeled using the Gompertz equation. The production capacity of model at different pH
(5.3 and 6.3) and temperature (23 and 26 °C) values was successfully tested. Using created
mathematical model, it was determined that, the increased temperature cause reduction in
biofilm production level. Furthermore, increase on pH value caused an increase of biofilm
production. The effect of environmental conditions (temperature and pH) on composition
of chemical components of biofilm produced by DMC18 strain was determined as a result
of FTIR studies. In particular, during the increase at incubation temperature, the amount of
carbohydrate, protein, lipid and nucleic acid was significantly decreased and also unable to
determine the carbohydrate peak indicated that environmental conditions might lead
changes at biofilm morphotype or biofilm structure.

2015, 96 pages

Keywords: Salmonella Virchow, Cellulose, Curli fimbriae, Biofilm, Mathematical
modelling, pH, Temperature, Tryptone
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1. GIRIS

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae familyasinda yer almakta ve Salmonella enterica ve
Salmonella bongori olmak Uzere iki tur igermektedir. Salmonella enterica subspecies
enterica‘nin alt1 alt tiiri vardir ve memeli hayvanlarda en ¢ok hastaliga neden olan
serovaryeteleri kapsamaktadir (1, 2). Giliniimiizde gida kokenli enfeksiyonlarin baslica
etkenlerinden biri olan Salmonella serovaryetelerinin temel bulasi kaynaklari arasinda;
kiimes hayvanlart eti, kiyma, sosis, yumurta iiriinleri, su iiriinleri, dondurma, siit tozu ve
krema yer almaktadir. Bunun disinda soslar, salatalar, pudingler ve geleneksel siit {iriinleri
de Salmonella riski tagiyan gidalar arasinda bulunmaktadir (3, 4, 5). Gida isleme yiizeyleri
diizgilin temizlenmedigi takdirde bu alanlarda biyofilm yapilari gelisebilmektedir. Biyofilm
yapisindaki bakteriler genellikle gevresel stres kosullarina karsi (Or: dezenfektanlar)
oldukga direngli olmalari nedeniyle endistriyel yiizeylerden ve ekipmanlardan
giderilmeleri zor olmaktadir. Ayrica 1s1 transfer sistemlerinde biyofilm yapilarinin
olusmasi enerji tikketimi arttirmakta ve metal yiizeylerde korozyonu hizlandirmaktadir (6).
Biyofilm yapisinda bulunan mikroorganizmalar planktonik hiicrelere kiyasla
antibiyotiklere karsi daha direnglidir. Bu nedenlerle biyofilm yapisini etkileyen faktorler ve
bu yapilardan korunma; gida ireticilerinin, devlet yonetiminin ve tuketicilerin dikkatini
cekmektedir. (6, 7).

Bir biyofilm toplulugu bir ve/veya birden fazla bakteri tiirlinden meydana gelebilmekte ve
tek tabakali ya da ti¢ boyutlu (3D) yapilar olusturabilmektedir. Olgun biyofilm yapilari;
metabolitler, besin maddeleri ve atiklarin dagitimina olanak saglayacak sekilde organize
olmus su kanallarim1 igeren yiiksek organizasyonlu ekosistemlerdir. Bu mikrobiyal
topluluklar uygun sekilde temizlenmemesi halinde gida-isleme yizeylerinde
gelisebilmekte ve biyofilm yapisina katilan bakteriler temizleme ve sanitasyona karsi glcli
direng goOstermektedir (6, 7, 8). Gida endiistrisi yiizeylerinde biyofilm olusmasi
durumunda, burada tiretimi yapilan gidalar kontaminasyona agik hale gelmekte ve bu da
s6z konusu iirlinlerin raf dmriinii kisaltmakta ve gida kokenli hastaliklarin yayilmasina
neden olmaktadir (9). Sonug olarak gida endiistrisinde biyofilm yapilarinin olusumu hem
ekonomik kayiplara neden olmakta ve hem de saglik acisindan Onemli risk teskil

etmektedir.



Patojenik mikroorganizmalarin biyofilm olusturmak i¢in gida yiizeylerine, ekipmanlara ve
isleme alanlarina tutundugu ve gelistigi bilinmektedir (6). Ornegin Listeria monocytogenes
drenaj sistemlerinde, depolama tanklarinda, el arabalarinda ve gida ile temas eden diger
materyallerde biyofilm olusturmaktadir. Degisik arastirmalarda L. monocytogenes’in sigir
etine, Salmonella sp.’nin ise tavuk ylizeyine tutunmasi gibi, cesitli patojenlerin gida

yiizeylerine tutundugu saptanmistir (6).

Salmonella Cinsi Uyeleri gida kokenli patojenlerin en 6nemlilerindendir (10). Non-tifoidal
salmonellozun birlesik devletlerde her yil 1.4 milyon insani etkiledigi ve bu enfeksiyon
vakalarinin % 95’inin gida kaynakli bakterilerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir (10).
Epidemiyoloji yillik raporuna gore, Avrupa Gida Giivenligi uzmanligi (EFSA) ve Avrupa
Hastalik Kontrol Merkezi (ECDC) isbirligi ile yapilan ¢alismalar sonucunda, Avrupa
Birligindeki gida kaynakli enfeksiyon hastaliklarindan Compylobacter’den sonra 2. sirada
Salmonella sorumlu bulunmustur (11). Salmonelloz salgii maydanoz, rezene, kavun,
kereviz sapi, pastorize edilmemis portakal suyu gibi genis taze iriin yelpazesi ile
iliskilendirilmistir (11). Bugiine dek yapilan ¢alismalar, bu bakterilerin oldukca farkli
yiizeylere tutunma ve biyofilm olusturma konusunda ¢ok gii¢lii olduklarini gostermistir (7,
12, 13, 14, 15). Yiizeye tutunma ve biyofilm yapisinin olusumuna aracilik eden molekiiler
mekanizma tam olarak aydinlatilmamis olmasina karsin, agfD geninin Salmonella sp.’nin
biyofilm olusumuna katkida bulundugu belirlenmistir (14, 16). agfD’nin ifadesini kontrol
eden regililasyon mekanizmasi konusunda bilgi siirli olsa da, bakterilerin gen ifadelerini
sicaklik, ozmolarite, Oz, CO,, pH, azot bilesenleri, besin miktari, inorganik iyon
konsantrasyonu gibi gevresel sinyallere yanit olarak regiile ettikleri bilinmektedir (14, 16).
Dolayisiyla bakteri hiicrelerinin tutunmasi; gelistikleri besin ortami, hareketlilikleri,
hiicrelerin gelisme fazi, tutunacaklar1 yiizeyin tipi ve oOzellikleri, organik materyallerin
varligi, sicaklik, pH, temas siiresinin uzatilmasi, ekstrasellller polisakkaritlerin dretimi ve

hlicre — hiicre iletisimi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir (6, 17, 18, 19).

Moretrg ve arkadaslari tarafindan (2009) yapilan ¢alisma sonucunda Salmonella cinsi
tiyelerinin polimer, celik ve cam gibi yiizeylerin yani sira maydanoz gibi organik
yiizeylerde de biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Gida {iretim
alanlarinda olusan biyofilm giderilmedikge siirekli saglik sorunlarmma ve ekonomik
kayiplara yol acar. Biyofilm olusumu gida sanayisinde {irtinlerin raf démriiniin azalmasina,

gida bozulmalarina ve hastaliklarin bulagmasina sebebiyet verir. Kisaca biyofilm yapilari;



endistriyel, ¢cevresel, halk sagligi ve tibbi alanlarda ciddi sorunlara neden olmaktadir (21,

22).

Bu litaratiir verileri 1s181nda; tez ¢alismasinda 6zellikle kanatli hayvan Gretiminde ciddi
sorunlara yol acan S. Virchow suslarinda, biyofilm dretimi Uzerine besinsel ve cevresel
faktorlerin etkisinin arastirilmast amaglanmistir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda ayrica, stres
kosullar1 altinda biyofilm yapisinda meydana gelen degismelerin belirlenmesi ve biyofilm

olusumunun matematiksel modelinin ¢ikarilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella cinsi Gram negatif, aerob veya fakiltatif anaerob, spor olusturmayan, 2.0-5.0
um boyunda ve 0.7-1.5 um eninde basil seklinde bakterilerdir (Sekil 2.1). Salmonella cinsi
uyeleri genellikle hareketsizdir ve asidik stres, diisiik su aktivitesi ve yiiksek sicaklik gibi
zorlu kosullara adapte olarak c¢esitli yiizeylerde aylarca canli kalabilmektedirler.
Salmonella tyeleri 7-48°C sicaklik araliginda Ureme gosterir, ancak optimum ureme
sicakliklar1 37°C olarak belirlenmistir. pH 4.5-9.0 arasinda iireme yetenegindedirler.
Laboratuvar kosullarinda iiretildikleri besin ortamlarinda optimum pH degeri 6.5-7.5
arasindadir (23, 24, 25). Salmonella cinsi, S. enterica ve S. bongori olmak tzere iki tor
icermektedir.

S. enterica subspecies enterica‘nin alt1 alt tiirii (S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. houtaenae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica
subsp. indica ve S. enterica subsp. Arizonae) vardir ve memeli hayvanlarda en g¢ok
hastaliga neden olan serovaryeteleri icermektedir (1, 2). Son ¢alismalara gére Salmonella
cinsinin iki tiir altinda toplanan 2500 civarinda serotipi bulunmaktadir (26). Salmonella
enfeksiyonlar1 ¢apraz kontaminasyonlar nedeniyle hizli bir sekilde yayilma o6zelligi

goOstermektedir (27).

Sekil 2. 1. Salmonella’nin taramali elektron mikroskop géruntusi (28).



2.2. Biyofilmin Tanim ve Tarihcesi

Mikrobiyoloji bilim dalinin evriminde; 1880” den yirminci yiizyilin ortasinda kadar gegen
stire "saf kultiir donemi" olarak adlandirilmaktadir (28). Bu zaman diliminde bakterilerin
serbest ve tek hiicreler halinde yasayan bir yasam formuna sahip olduklari bilinmekteydi.
Bakteri karakterizasyon ¢alismalarinda temel araglar sivi yada agar igeren test besiyerileri
ile siirhiydi. Bu Klasik donem ¢alismalarinda saglanan ve bakteriyel hilicresel davranisi
bagimsiz olarak tamamlayan temel bilgi, glniimizde geliskin analiz teknikleri sayesinde
kokli bir degisime ugramistir. Zira bakteriyel biyokutlenin sadece % 1’inin planktonik

fazda olustugu saptanmistir (8, 30).

Biyofilm yapisinin kesfi ilk defa Anthony van Leewenhoek tarafindan 1648 yilinda
gerceklesmistir. Arastirict dis plakalarindan elde ettigi bakteri topluluguna “animalkuli”
adin1 vermistir. Henrici 1933 yilinda kiimelenmis bakterilerin fotografini ¢gekmeyi basarmis
ve bu yapilar i¢in; “su kokenli bakterilerin bir¢ogu serbest ve tek yiizen mikroorganizma
seklinde degil, bir yiizeye tutunarak bir arada Uremektedirler” ifadesini kullanmistir. Cevre
mikrobiyologlari, kilinik mikrobiyologlardan yaklasik 20 yil 6nce bakteriyel topluluk
kavramini kabul etmistir. Bakteri toplulugu terimi ilk kez su aritma tesislerindeki bakteriler
icin kullanilmistir. Rogovska vd. (1961) daha sonra bu ifadeyi biyofilm yapilar1 olarak
degistirmistir.

Klinik mikrobiyoloji alaninda ise ilk kez Hgiby (1977) Pseudomonas aeruginosa
bakterisinin kronik enfekte hastalarin akcigerlerinde kiimelendigini tespit etmistir. Bu
alanda biyofilm terimi ilk kez 1978 yilinda Costerton ve arkadaslar tarafindan kullanilmis
ve ayn1 arastirmaci tarafindan 1987 yilinda bu doga fenomeni kapali bir yasam sekli olarak
ifade edilmistir. 1993 yilinda Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi biyofilm kavramini uygun
buldugunu agiklamistir (35). Costerton ve arkadaslari tarafindan (1999) biyofilm; “bir
yiizeye tutunmus ve kendisi tarafindan iretilen polimerik bir matriks icerisine gémdlen,

bakteri toplulugu” olarak tanimlanmstir.

Bakteriyel biyofilmlerin, tedavisi olduk¢a zor olan bir¢ok kronik hastaligin baglica etmeni
oldugu bilinmektedir. Bunlarin en 6nemli orneklerini; endokardit, Kistik fibrozis, otit,
kronik rinosiniizit, kronik ostemiyolit, prostetik eklem enfeksiyonlari, interovendz katater

ve stentlerden kaynaklanan enfeksiyonlar ve kronik yara enfeksiyonlari olusturmaktadir



(37). Biyofilm kaynakli kronik enfeksiyonlarin en temel karakteristikleri; antibiyotik
tedavisine yiksek dizeyde direnclilik gostermeleridir. Bunun yaninda s6z konusu
enfeksiyonlar, konakgi1 sistemin dogal ve adaptif immiin yanitlarina kars1 da direnglidirler.
Geleneksel olarak mikrobiyologlar bir antibiyotigin etkinligini, hastalik etmeni bakteriye
karst minimal inhibasyon konsantrasyonunu (MIK) incelemek suretiyle tayin

etmektedirler.

MIK testlerinde planktonik (serbest) formdaki laboratuvar fenotipleri kullanilmaktadir.
Dolaysi ile s6z konusu testler sonucunda ancak planktonik formdaki bakterilere karsi etkin
kemoterapi ve sonitasyon ajani konsantrasyonu belirlenebilmektedir. Oysa giinimuzde
ayni bakterilerin biyofilm formlarmin oOldurilebilmesi icin gerekli dozun, planktonik
formlara etkili dozun binlerce kat iizerinde olabilecegi bilinmektedir. Dolayisi ile
kemoterapi ajarlarinin belirlenmesinde, 6zellikle biyofilm kaynakli enfeksiyonlar sz
konusu oldugunda, planktonik bakterilerle yapilan laboratuvar testleri yerine biyofilm
yapilarinin kullanilmasi 6nerilmektedir (38, 39, 40, 41, 42)

2.3. Biofilm Olusum Evreleri

Biyofilm olusumunu esas itibari ile dort ana evre altinda incelemek miimkiindiir (43). Bu
asamalar sirasiyla (Sekil 2.2);
1) Ince tabakanin olusumu
2) Tutunma (mikroorganizmalarin uygun yiizeye geri dondsiimli veya geri
doniisiimsiiz olarak tutunmast)
3) Buyume ve yuzey kolonizasyonu, mikrokoloni ve biyofilm olusumu (fenotipik ve
genotipik degisiklikler)

4) Biyofilm hiicrelerinin kopmasi olarak tanimlanmaktadir.
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Sekil 2.2. Biyofilm olusum asamalari (44).

2.3.1. i1k tutunma icin ince tabakanin olusumu

Dogal ortamda mikroorganizmalarin dogrudan bir yiizeye bagli olmadiklar1 ve uygun
ylzeyin (zerinde olusan ince film tabakasina (Conditioning film) baglandiklar
bilinmektedir. Ince film tabakasi, olustugu yiizeyin kimyasal modifikasyonuna sebebiyet
vererek mikrobiyal tutunmayr kuvvetli bir sekilde etkiler (45). Ince tabakanin varlig: ilk
defa Loeb ve Neihof (1975) tarafindan tanimlanmistir. Bu arastirmacilar mikrobiyal
tutunmanin ilk adiminin s6z konusu ince tabakanin olusumuyla basladigini 6ne
sirmislerdir. Sulu ya da karasal ortamlarda olusan ince tabakanin yapisinda
polisakkaritler, glikoproteinler ve hiimik bilesiklerin oldugu saptanmistir (47, 48, 49, 50).
Dis plaklarinin agiz hastaliklar1 ile iliskisinin incelendigi bir ¢alismada, dis minelerinin
biyofilm olusumundan 6nce protein benzeri bir yapiyla (pelikiil) kaplandig1 ve yapinin
genellikle albumin, glikoproteinler, lipidler, lizozim, fosfoproteinler ve tikurigi olusturan
diger bilesenleri igerdigi belirlenmistir (51). ince tabakanin biyofilm gelisimindeki esas
roli, Ozgin ylzeyin fizikokimyasal Ozeligini modifiye ederek bakterilerin yiizeye
tutunabilmeleri i¢in imkan saglamasidir. Bir ylizeyinin topografisi, mikrobiyal tutunma
icin bir temeldir. Ylzey ne kadar purizli olursa mikrobiyal tutunma ve dolayisiyla
biyofilm olusumu 0 kadar hizli gerceklesir. (52). Yiizey piirtizliiliigliniin yan1 sira, yiizeyin

fizikokimyasal 6zelligi de mikrobiyal tutnunma i¢in etken faktdrlerden biridir. Yapilan
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aragtirmalar sonucunda teflon veya plastik gibi hidrofobik ve non-polar ylzeylerde
mikrobiyal tutunmanin, hidrofilik ve polar ylizeylere kiyasla daha ¢ok gerceklestigi
belirlenmistir (53, 54, 55).

2.3.2. Tutunma

Biyofilm olusumunun bu asamasinda bakteri hicreleri yuzeyle tam olarak temas
kurmamaktadir. Tutunmanin ilk agamasi olan geri doniisiimlii tutunmada bakteri hiicresi ile
yiizey arasinda zayif etkilesimler olarak bilinen elektrostatik gii¢ler, hidrofobik etkilesimler
ve Van der Walls glgleri meydana gelmektedir. Bir onceki asamada da bahsedildigi gibi
yiizeyle ilk temasin ger¢eklesmesinde hidrofobik etkilesimlerin pay1 ¢ok biiyiiktiir (8, 56,
57). Bu fazda olan bakteriler yiizeyin yakinindadir, ancak heniiz yiizeyle temas etmis
degillerdir. Mikroorganizmalar geri doniisimlii tutunma asamasinda, ylizeyde yasamak
icin yeterli besin maddesinin olup olmadigini arastirirlar. Bu asamadan sonra geri
doniistimsiiz tutunma asamasina gegilir. Geri donilisiimsiiz tutunmay1 saglayan giicler ise
yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler,
iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen etkilesimleri olarak
bilinmektedir. Ayrica bakteri hiicreleri flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS
(Ekstraselller polimerik matriks) olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak baglanabilirler
(56). Katyonlar, cesitli makromolekiiller ve Kkolloidal materyaller boru hattinda
tutuldugunda, mikroorganizmalar dncelikle organik materyale doniisiimlii olarak, sonra da
flagella ve fimbriya yapilari ile geri doniisiimsiiz olarak tutunmay1 gergeklestirirler.
Tutunmay1 kolaylagtiran EPS yapilar1 birgok biyofilm {ireticisi bakteri tiirii igin
tamimlanmistir. Ancak EPS olusturmayan bazi bakteri tiirlerinin de yiizeylere
baglanabildigi saptanmigtir. Geri doOniisiimsiiz tutunma asamasinda olan bakteri
hicrelerinin yilizeylerden uzaklastirilmasi igin sonikasyon ve kazima gibi giiglii islemlerin
yapilmasi gerekmektedir. Gida endistrisinde en yaygin olarak Pseudomonas ve
Staphylococcus tirleri biyofilm olusturmaktadir. Et yiizeylerine baglanabilen bakteriler
arasinda ise L. monocytogenes, Micrococcus spp., Staphylococcus spp., Clostridium spp.,
Bacillus spp., Lactobacillus spp., Brochothrix thermosphacta, Salmonella spp., E. coli,
Serratia spp., Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. sayilabilir (56). Dondurma Ureten
bir isletmede yapilan g¢alismada, iiretimden 8 saat sonra dondurma makinesinin tasiyici
kayis1 tizerinde olusan biyofilm tabakasinda Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Shigella,
Escherichia ve Edwardsiella igeren enterobakterler yaninda Aeromonas, Plesiomonas,



Moraxella, Pseudomonas ve Alcaligenes spp. gibi Gram negatif ve Staphylococcus,
Bacillus, Listeria, Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus spp gibi Gram pozitif

bakteriler izole edilmistir (58).

2.3.3. Tutunan bakterilerin olgunlagsmasi ve mikrokoloni olusumu

Biyofilm olusumunun bu evresinde tutunan bakteri gelismeye baglar ve bir miiddet sonra
boliiniir. Ayrica bu asamada EPS yapida, diger planktonik hiicrelerin yakalanmasi da
saglanir. Bu asamada ilk bakteri hicresi, tutundugu yiizeyde koloni olusturmaya
basladiktan sonra ayni ylizeyde baska bakteriler de koloni olusturmaya baslarlar. Boylece
polimer matriksinde kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da artis gorilir. EPS
senteziyle beraber bakteriler olusan EPS’nin i¢inde gomiilii bir vaziyetle yasamaya devam
ederler. Bu durum bakterileri ¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi direngli kilar. Ayrica
biyofilm yapisi, bakterilerlerin UV isinlarina kars1 direng kazanmalarina, diger bakteriler
ile genetik aktarim yapmalarina ve sekonder metabolit tretimlerinin artmasina da yol agar
(56, 59).

Daha sonraki evrede ise, mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar seklindeki yapilara
veya kulelere doniisiirler. Konfokal lazer mikroskopisi ile yapilan galigmalar bakterilerin,
kompleks ekzopolisakkarit ile ¢evrilmis mikrokoloniler igerisinde yasadiklarini ortaya
koymustur. Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin
ulastirilmast ve metabolik atik iirlinlerin uzaklastirilmasi i¢in primitif bir dolagim sistemi

olarak gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir (60).

2.3.4. Dagilma

Biyofilm i¢indeki bir bakterinin farkli bolgelerde kolonize olabilmesi i¢in birtakim dagilma
mekanizmalarina ihtiyag vardir. Biyofilm gelisiminin kopma veya ayrilma evresinde tek
bir bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama yayilir. Bu ayrilma
islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamaginin bir pargasi
olarak tek bir hiicrenin veya c¢oklu hiicrelerin kopmasmin bir sonucu da olabilir (56).
Tutunmus hiicreler mikrokolonilerin olusumu i¢in ekzopolisakkarit iiretir ve biyofilmin
yayilabilmesi i¢in mikroorganizmalar yiizey boyunca yavas¢a go¢ ederek mantar seklini
andiran yapilar olustururlar. Primitif dolasim sistemine paralellik gosteren su dolu kanallar,
mikrokoloniler arasinda olusturularak besinsel gereksinimlerin giderilmesine ve toksik

atiklarin uzaklastirilmasina olanak saglar. Bu kompleks ve organize yasamsal yapinin nasil
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diizenlendigine iligskin sorular hala gilincelligini korumakta ve yeni caligmalara kaynak

teskil etmektedir (36).

2.4. Ekstraselliler Polimerik Matriks (EPS)

Biyofilmlerin ¢ogunda mikroorganizmalar kuru agirhgin % 10’undan daha azmi
olustururken, matriks % 90’dan daha fazlasini olusturmaktadir. Matriks c¢ogunlukla
mikroorganizmalarin kendileri tarafindan iiretilen ve biyofilm hiicrelerinin yerlestigi
ekstraselliiler materyaldir. Matriksin icerigi; biyofilmi olusturan mikroorganzimalarin
tirine ve biyolojik ve biyolojik olmayan birgok faktore baglidir. EPS i¢ boyutlu biyofilm
yapisinin iskeletini olusturur. Bu yapi, biyofilmin yiizeylere adezyonu ve kohezyonundan
sorumludur (61). EPS’nin igerigini genellikle bakteriler tarafindan sentezlenen ve hiicre

disina salgilanan ekzopolisakkaritler, proteinler ve ekstraselliiler DNA olusturmaktadir.

Ekzopolisakkaritler % 50-70 oraninda organik karbon igerir. S0z konusu
ekzopolisakkaritlerin  ¢esitliligi ve miktar1 bakteri tiirine baglh olarak farklilik
gostermektedir (62). Bu EPS’ler hiicreleri yiizeye baglayarak adezin gibi davranmalari
disinda, hiicreleri birbirlerine de baglayarak antimikrobiyallerin biyofilmler igerisindeKi
mikrokolonilere difuzyonunu Onlemekte ya da geciktirmekte, ve konagin savunma
mekanizmalarindan biyofilm organizmalari1 korumaktadir (60). Biyofilm matriksi
icerisinde bulunan bazi polisakkaritlerin, izolasyon kosullarina karsi dayaniksiz olmalari
nedeniyle kimyasal kompozisyonlarinin tanimlanmasi olduk¢a zordur (63). Biyofilm
matriksininde bulunan en 6nemli bilesenlerden biri olarak bilinen seliiloz, monosakkarit
monomerlerinin B 1-4 glikozit baglariyla bir araya gelmesiyle olusmaktadir (64, 65, 66,
67).

Matriks igerisinde bulunan proteinler de seliiloz gibi 6nemli bilesenlerdir. Proteinlerin tipi
ve ¢esitliligi biyofilmi olusturan bakteri tiiriine ve ¢esitliligine bagh olarak degismektedir.
Protein yapisinda olan fimbriyalar bakterilerin inert ylizeylerle olan etkilesiminde onemli
rol oynarlar. S. Typhimurium genomu 13 fimbriyal operon igermektedir ve bunlarin
bazilarinin biyofilm olusumunda 6nemli oldugu gdsterilmistir. Amiloid benzeri hiicre
yiizey proteini olan kivrimli fimbriya (curli) konak¢1 kolonizasyonu, persistans, motilite ve

invazyon gibi sireclerde rol oynayan 6énemli bir proteindir. Salmonella’da kivrimh
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fimbriya, ilk 6nce hiicre-ylizey etkilesimini ve sonrasinda da hiicre-hiicre interaksiyonlarini

tesvik ettigi i¢in biyofilm olusumunda 6nemlidir (68, 69).

Diger taraftan hiicre dist DNA (eDNA), biyofilm matriksin yapilasmasinda 6nem arz
etmektedir. Baz1 bakterilerin matriks yapisindaki DNA, rastgele bir sekilde kromozomal
DNA‘dan koken almakta ve bu DNA matriks igerisinde hiicre-hiicre etkilesimine katki
saglamaktadir. Yapilan biyofilm caligmalarinda arastirmacilar, hiicre dist DNA’nin Gram
pozitif (70, 71) ve Gram negatif (72, 73) bakterilerinin biyofilm olusumunda 6énemli bir rol

oynadigini One sUrmiistiir.

Biyofilm yapisindaki bakteriler, zorlu biiyiime ve ¢evre sartlarinda farkli bir hayatta kalma
kapasitesi gostermektedir. Biyofilm yapisindaki bakterilerin bu essiz kapasitesi; 1-
Biyofilm yapis1 igerisindeki bakterilerin gevresel tehditlerden korunmasina, 2- Besinlerin
yakalanmasina ve hiicrelerin metabolik birlikteligine, 3- Fakli biiylime gereksinimi olan
bakteri tiirlerinin farkli biyofilm bdlgelerinde yasayabilmesine, 4- Hiicreler arasi

haberlesme ve genetik madde aktarimina, olanak saglamaktadir (74).

2.5. Salmonella’min Biyofilm Matriksinde Bulunan Onemli Bilesenlerin Genetik ve

Biyokimyasal Dogasi

2.5.1. Kivrimh fimbriya

[lk defa 1980 yillarinda E.coli’ de tanimlanan kivrimli fimbriya proteini,
Enterobacteriaceae familyasinin bircok Uyesi tarafindan sentezlenmektedir. Kivrimlh
fimbriya bu bakterilerde biyofilm matriksinin bilesenlerinden biridir. Kivrimli fimbriyalar
bakterilerde; ylizeye tutunmada, hlcre agregasyonunda ve biofilm olusumunda goérev
yapmaktadir. Kivrimli fimbriya igeren bakteriler Diazo Kongo kirmizisi boyast (CR) ile
takviye edilmis kati ortamlar Uzerinde {iiretildiginde boyanirlar (75). E. coli kivrimh
fimbriya Gretiminde rol alan alti protein, cSgBA ve csgDEFG operonlar1 tarafindan
kodlanmaktadir (76) (Sekil 2.3). Salmonella cinsinde de ayni islevden sorumlu olan
homolog operonlar (agfBA ve agfDEFG) tanimlanmistir (77, 78). S. Typhimurium’da agf
operonlar1  tarafindan  kodlanan fimbriyalar ince agregatif fimbriya olarak
adlandirilmaktadir. cSgBA operonu fimbriya’nin ana yapisal alt-birimi olarak bilinen CsgA
ve cekirdek protein olan CsgB proteinlerini kodlamaktadir (76, 79). csgBA operununda yer

alan csgC geni icin yapilan c¢alismalar sonucunda, bu genin kivrimli fimbriya
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biyosentezinde herhangi bir rol Gstlenmedigi saptanmistir (Collinson vd. 1996, Hammar
vd. 1995). CsgA ve CsgB proteinleri yaklasik ayni boyutlarda olmakta birlikte, dizi
analizleri sonucunda sadece % 30 oraninda benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. CsgB
proteinin yoklugunda kivrimli fimbriya sentezlenemez ve ana alt birimi olarak bilinen

CsgA proteini polimerize olmamuis bir sekilde salgilanir (79, 80).

Kivrimli fimbriya sentezi icin gerekli olan CsgA ve CsgB proteinlerinin ayni hiicreden
sentezlenmeleri bir zorunluluk degildir. Bakteriler arasi tamamlama olarak adlandirilan
sure¢ sirasinda; csgB mutant hiicreleri tarafindan salgilanan CsgA proteini, sadece csgB
sentezleyen bir diger hiicrenin  yiizeyinde kivrimli  fimbriya sentezi  igin
kullanilabilmektedir. Bakteriler arasi tamamlama siireci, verici olarak CsgA proteinini
salgilayan suslar ve alici olarak CsgB proteinini salgilayan suslar kullanilarak

tanimlanmustir (79). S. enterica’da bakteriler arasi tamamlama siireci kivrimli fimbriya

sentezi igin alternatif bir yoldur (81).
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Sekil 2.3. Kivrimli fimbriya sentezinin model semasi (82).
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Kivrimli  fimbriya sentezi i¢cin CSgDEFG operonu tarafindan dort protein
sentezlenmektedir. Bu proteinlerden CsgD kivrimli fimbiryanin sentezi i¢in gereklidir ve

promotora baglanarak csgBAC operonunun transkripsiyonunu saglar (Sekil 2.3) (76).

CsgG proteini hiicrelerin dis zarinda bir lipoprotein olarak gorev yapar ve CsgA ve
CsgB’nin kararlilig1 ve salgilanmasi igin gereklidir (80, 83). csgG mutant suslar Kongo
kirmizi boyast igeren besiyeri ortaminda beyaz koloniler olusturur ve elektron
mikroskopisi (EM) incelemesi sonucunda hicbir fimbriya gorintlsiine rastlanmaz. csgG
mutant suglar1 hiicreler arasi tamamlama siirecinde verici veya alict olarak islev
yapamazlar. Fonksiyonel CsgG veya CsgB protenleri bu hiicreler tarafindan
sentezlenmemektedir (84). CsgE bir priplazmik proteindir ve kivrimli fimbriyanin
sentezlenmesinde 6nemli rol oynar. csgE mutant suslarda kivrimli fimbriya sentezlenmesi
gerceklesmez ve CsgA ve CsgB proteinlerinin ifade diizeyleri oldukg¢a azalir. cSgE mutant
suslar tarfindan sentezlenen CsgA proteinleri, dogal suslara kiyasla morfolojik olarak

farklik gostermektedirler (80).

2.5.2. Selilloz

Salmonella‘da biyofilm bileseni olarak 6nemli bir rol Ustenen seltlozun biyosentezi
CsgD’nin dogrudan adrA’ya baglanmasi ile pozitif bir sekilde regiile edilmektedir. adrA
regllator proteini, bakteriyel seliiloz sentez operonu olan bcsABZC’yi, hiicre igindeki c-di-
GMP seviyesini degistirmek suretiyle regile etmektedir. Seliloz kompleksi, bcsA ve bcsB
genleri tarafindan kodlanmaktadir. bcsZ geni ise selilaz enzimini kodlamaktadir (85, 86)
(Sekil 2.4).

csgD mutantlarinin ¢ok hiicreli davranis 6zelliginden yoksun oldugu ve Kongo kirmizisi
iceren agar plaklarinda diiz ve beyaz koloni (saw) morfotipi gosterdigi belirlenmistir (87).
csgD mutantlar1 kullanilarak cam tizerinde gergeklestirilen biyofilm denemelerinde, CsgD
proteininin biyofilm olgunlagmasi i¢in gerekli oldugu ama mikrokoloni olusumu i¢in dnem

tasimadigi saptanmistir (88).
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Sekil 2.4. Seliiloz biyosentezi ve CsgD regllasyonu (86).

2.6. Biyofilm Olusumunda Huicre-Hiicre Etkilesimlerinin Roll

Biyofilm olusumu sadece bakterilerin bir araya gelerek ve belirli bir ylzeye tutunarak
yapismalart ve o yiizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya devam etmeleri ile
Ozetlenebilecek, rastgele gergeklesen bir olay degildir. Bakteriler biyofilm olusturmak igin
cesitli kimyasal iletisim mekanizmalar1 kullanirlar. Kimyasal sinyalin, lokal hiicre disi
konsantrasyonunun belirli bir seviyeye ulasmasi, ¢evrede bulunan bakteriler i¢in o bdlgede
belirli yogunlukta bir hiicresel kiimelenmenin basladigi anlamina gelir. Kimyasal olarak
poplilasyon yogunlugunun hissedilmesi islemine ‘quorum-sensing’ (yeter sayi algilama)
ad1 verilir. Yeter say1 algilama ilk olarak 1979 yilinda Nealson ve Hastings’nun bazi Gram
negatif bakterilerin belirli bir yogunluga ulastiktan sonra bir 151k yaydiklarini fark etmesi
ile giindeme gelmistir. Daha sonra Eberhard ve arkadaslart (1986) N-asil homoserin
lakton’nun (AHL) biyoliiminisens i¢in gerekli olan agregasyonu baslatan faktdr oldugunu
kanitlamigtir (Sekil 2.5).

Bakteriyal toplulugun olugmasi i¢in itici gili¢, mikroorganizmalarin rekabete dayali dogal

seleksyonundan ziyade kendiliginden orgiitlenme ve hiicreler arasinda haberlesme

potansiyelinden kaynaklanmaktadir (91, 92, 93). Bu kavram 6zellikle bakteriyal biyofilm
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topluluklarini incelerken ortaya ¢ikmaktadir (94, 95). Hiicre-hiicre iletisiminin biyofilmden

hiicrelerin ayrilmasi ve tutunmasinda rol oynadigi belirlenmistir (91).

HUCRELERARASI ILETIiSIM

Sekil 2.5. Bakteri hiicreleri arasindan gergeklesen haberlesmenin model semasi (96).

Dogal kosullarda meydana gelen degisimlere bakterilerin basarili bir sekilde adapte olmasi;
bakterilerin algisal yetenegine, dis ¢evreye verdikleri yanita ve buna uygun olarak gen
ifadesini regiile etmesine baghdir (91). Hicre-hiicre iletisimi (Quorum sensing) oto-
indiiksiyon (Al) islemine dayanmaktadir (90). Bu mekanizma ortamdaki diger bakterilerin
izlenmesine olanak saglayan bir cevre algilama sistemi olarak tanimlanabilir. Hucre
iletisim stirecinde kimyasal sinyallere yanit konsantrasyona bagli bir durumdur. Fizyolojik
yanit ger¢eklesmeden Once sinyal molekiiliinlin kritik esik konsantrasyonuna ulasmasi
gerekir (93). Boronet diester molekulleri (Al-2) hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakteriler arasindaki interspesifik iliskide rol alirken, oligopeptidler ve N-asilhomoserin
laktonlar (AHL), Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde intraspesifik iliskide gorev
yapan temel Al molekdlleridir (93, 94). Hicre-hiicre iletisim sisteminin 6nemli mikrobiyal
aktivitelere katildig1 bilinmektedir. Bu aktivitelere; Gram negatif bakterilerde ekstraselluler
enzimlerin sentezi, biofilm gelisimi, antibiyotik Uretimi, biyosirfaktan Gretimi, EPS ve

ekstrasellller virtlans faktorlerin sentezi, 6rnek olarak verilebilir (91, 92, 97, 98).
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2.7. Salmonella ‘da Biyofilmin Yapisal Karakterizasyonu

Salmonella’da matriks bilesenlerine bagl olarak biyofilm yapilarinin morfotip karakterlerinin
degistigi bilinmektedir. Salmonella’da ekstrasellller matriksin ana bilesenleri olan seltloz ve
kivrimli fimbriyanin sentezi siklikla birlikte gergeklesir. Bu koloniler kongo kirmizisi igeren

agar besiyerisinde kirmizi, kuru ve piiriizlii (rdar) bir morfotip gosterirler (86).

Kat1 besiyerinde bu koloni morfotipini olusturan hiicreler, genellikle sivi kiiltiirde hiicre
kiimelenmesi, sivi-hava ara fazinda son derece siki bir pelikiil yapis1 ve abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusumu ile karakterize edilirler (87). Salmonella yasam dongiisii dikkate alindiginda,
rdar morfotipinden kaynakli olan ve sivi kiiltiirlerde g6zlenen hiicre kimelenmesinin; S.
Typhimurium’un viriilansliginda rol alan bir faktdr olmasindan ¢ok, ortamda kaliciligin

saglanabilmesi igin gelistirdigi bir strateji oldugu diistiniilmektedir (24).

Kivrimli fimbriyanin alt1 iinitesi (AgfA) sentezinden sorumlu olan gen susturuldugu zaman
biyofilm matriksi i¢in yalniz seliilloz sentezlenir. Bu durumda ortaya ¢ikan koloni morfotipi
“pdar” (pembe, kuru ve piiriizlii) olarak tanimlanmaktadir (13, 77). Ekzopolisakkarit olarak
yalnizca seliiloz sentezleyen bakterilerin sivi-hava arafazindaki biyofilmleri gevsek ve elastik
bir yapiya sahiptir ve sivi kiiltiirlerde pelikiil yapisi olusturmazlar. Diger taraftan insersiyonel
mutasyonla inaktif hale getirilen ve muhtemelen bir transmembran proteini kodlayan adrA geni
bakimindan mutant suslarin olusturdugu koloniler “rdar” morfotipi yerine sadece kivrimli
fimbriyay1 sentezleyebilen “bdar” (kahverengi, kuru ve piiriizli) morfotipine dontismektedir
(87). Bu ince agregatif fimriyalar seliillozun olusturdugu elastik ve stabil baglarin aksine
hiicreler arasinda kat1 ve kirilgan baglar kurar. Cok hiicreli davranis durumuyla iliskili olan ve
duragan gelisme fazinda ifade olunan kivrimli fimbriya ve seliiloz, agfD (csgD) tarafindan
pozitif sekilde regiile edilmektedir. agfD’nin delesyonu kirmizi, burusuk, kuru ve yayilan bir
koloni morfotipi olan rdar’1; kivrimli fimbriya ve seliilozu liretemeyen ve beyaz diz bir koloni

morfotipi olan, “saw” morfotipine ¢evirmektedir (77) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Salmonella’da rdar (A ve C) ve bdar (B ve D) morfotipleri (100).

2.8. Salmonella’da Cevresel Kosullarimn Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi ve

Biyofilm Uretiminin Matematiksel Olarak Modellenmesi

Genellikle bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm yapilari, bakterilerin gevreye uyum
gosterme sekli olarak kabul edilmektedir. Biyofilm yapisindaki bakteri hdcrelerinin
genotipik ve fenotipik olarak planktonik hiicrelere kiyasla farklilik gosterdikleri
bilinmektedir (101). Biyofilm yapist bakterileri UV, metal toksisitesi, pH ve ozmotik
degisiklikler, dehidratasyon, konak immiin tepkiler, antimikrobiyal maddeler ve
dezenfektanlar gibi cesitli ¢evresel etkilerden korumaktadir (22, 102, 103, 104).
Salmonella enfeksiyonlarindan korunmayi giiclestiren temel etken, neredeyse tum
serovaryetelerin Ozellikle stres kosullarinda olusturdugu biyofilm yapilaridir. Bu
bakterilerin biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma yetenekleri, olusturduklar
enfeksiyonlarin ¢apraz kontaminasyonlarla hizli bir sekilde yayilmasina yol agmaktadir

(12, 105).

Gram negatif bakterilerde gesitli ¢cevresel kosullar (besin ihtiyaci, konak¢1 metabolitleri,
kolonize olunan yiizeylerin fiziksel ve kimyasal nitelikleri, sicaklik, oksijen gerilimi, tuz

konsantrasyonu ve ozmolarite) ve bakterinin kendi {irettigi sinyaller (6rnegin; indol, siklik-
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diguanilat, asetil fosfat ve N-asilhomoserin laktonlar) biyofilm olusumunda,
olgunlasmasinda ve dagilmasinda rol oynar (106, 107, 108, 109, 110, 111). Ozellikle
Salmonella’da inkiibasyon sicakligi, ozmalarite, pH ve atmosfer gibi ¢cevresel faktorlerin
biyofilm Uzerindeki etkisinin aydinlanmasi arastirmacilarin ilgi odagi olmustur (112, 113,
114, 115, 116).

Salmonella ‘da genetik ifadenin; sicaklik, O,, CO,, pH ve besin miktar1 gibi ¢evresel
kosullarinda degistigi bilinmektedir (87, 117). S. Typhimurium‘da ve yakin iliskili
bakterilerde, flagellar hareket, pilus ve kolanik asit, lipopolisakkarit, ortak enterobakteriyel
antijen lipid Il ve seliloz sentezi ile ilgili yapisal genler, cesitli biyotik ve abiyotik
yiizeylerde biyofilm olusumunda katki saglamaktadir (64, 85, 118, 119, 120). Bakterilerin
biyofilm olusturabilme kabiliyeti bulunduklar1 besin ortami, tutunacaklari ylizeyin tipi,
sicaklik, pH, temas suresi gibi ¢esitli faktorlerden etkilendigi ¢esitli caligmalar tarafindan

kanitlanmastir (6, 17, 18, 19).

Farkli konsantrasyonlarda NaCl bulunduran ortamlarda, degisen hiicre yiizey 6zellikleri ve
biyofilm dagilmalar1 arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir. Bu iliski artan NaCl
konsantrasyonuna bagli olarak azalan hiicre hidrofobisitesine dayanmaktadir. Yiiksek
hidrofobisite, ylizeylerde biyofilm olusumu i¢in son derece Onemliyken artan NaCl

konsantrasyonu hiicre adezyonunu engellemektedir (114).

pH degisimlerinden ve farkli tuz degisimleriyle belirlenen su aktivitesinden, gida
bozulmalarinin ve gida kaynakli hastaliklarin Oniine ge¢ilmesinde ve gidalarin raf
Omiirlerinin uzatilmasinda yararlanilmaktadir. Ozellikle geleneksel tuzlama ydntemi
(NaCl) gida kaynakl1 patojenlerin ve gida bozulmalarina sebep olan mikroorganizmalarin
oldiiriilmesinde ya da gelismelerinin 6nlenmesinde uzun yillardir kullanilmaktadir (121).
Bu sonuclar neticesinde gidalar iizerinde de biyofilm olusturabildigi bilinen
Salmonella‘nin gida yiizeylerindeki biyofilmlerinin engellenmesinde tuzlama ve pH

etkileri gozetilerek gida korumasina katkida bulunulabilir.

Bakteriler de biyofilm gelisiminin baslamasi besinlerin var olup olmamasi gibi spesifik
cevresel etmenlere bagli olarak degigsmektedir. Yapilan bir arastirmada ortamda kisith
besin bulunmasi halinde, Salmonella’nin biyofilm iiretim miktarinin arttigini saptanmistir
(112). Bu nedenle O’Toole vd. (2000) besin yoklugunda kullanilan metabolik yolun biitlin

biyofilm gelisim dongiisiinii kapsayabilecegini belirtmislerdir.
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Biyofilm olusumu degisik fiziksel, kimyasal ve biyolojik protokolleri kapsayan karmasik
ve dinamik siirectir. Biyofilmin gelisimi bakterinin cinsine ve karsilastigi ¢evre etkenine
gore degisiklik gostermektedir. Bu karmagik yapinin anlagilmasi ve iyi tanimlanmasi igin
matematiksel modelleme Onemli bir yontemdir. Matematiksel modelleme arastirma
bilgilerinin dogrulamasinin yani sira ¢alismalarin tahmin siireglerinde de arastirmacilara
bilgi sunmaktadir. Matematiksel modellemenin bu o6zelligi kullanilarak arastirmalarin
dizayn edilmesinde ve deney yiikiiniin azaltilmasinda onemli bir ara¢ olabilir. Yapilan
modeller galisilan bakterilerin farkli kosullar altindaki biyofilm davranislar1 hakkinda
onemli bilgiler sunabilmektedirler (123). Cogu biyofilm ¢alismalarinda ¢evresel faktorlerin
incelenmesi tek zaman diliminde gergeklestirilmektedir (115, 124, 125). Bu durum
biyofilmin davraniglarinin aydinlatilmasinda kisitli bir bilgi saglamaktadir. Matematiksel
model uygulamalar1 biyofilm gelisiminde ve olusumunda etken faktorlerinin ¢oklu ve
farkli zaman diliminde incelenmesini ve biyofilm davraniglarinin izlenilebilir hale

gelmesine olanak saglar (115, 126).
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3. GEREKCE VE AMAC

Salmonella biyofilmleri kilinik ve endiistriyel agidan ciddi sorunlar yaratmaktadir. Bu
sorunlara etkin ¢oziimler bulmada temel yaklasim, s6z konusu bakterilerin biyofilm
tiretiminde kritik 6nem tasiyan gereksinimlerini belirlemek ve modellemektedir. Bu esaslar
dogrultusunda planlanan ¢alismada; Tirkiye kokenli Salmonella enterica serovar Virchow
(S. Virchow) suslar1 kullanilarak, bu suslarin farkli g¢evresel kosullarda olusturdugu
biyofilm yapilarindaki c¢esitliligin incelenmesi ve bu kosullara uygun matematiksel
modellemenin gelistirilmesi planlanmistir. Bdylece yogun deney yiikii gerektiren
calismalara ihtiya¢ duyulmadan, dzellikle endustriyel cevrelerde bu matematiksel modeller
kullanilarak biyofilm yapilarinin gelisiminin 6ngoriilmesi ve buna bagli olarak korunma

stratejilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Diger yandan, gevresel kosullar ekstrasellliler matriks bilesenleri olan kivrimli fimbriya ve
selilozun tretim diizeylerini  degistirmekte, sonucta da biyofilm olusturma
davraniglarindaki degisimlerin bu bilesenlerin aktivasyon diizeylerindeki farklilasmalara
m1 yoksa c¢alisilan bakteri Orneginin orijinine mi bagli oldugu sorusunu akillara
getirmektedir. Benzer sekilde cevresel kosullarin degisimine bagli olarak pelikiil
yapilarinin kararligr da degisime ugramaktadir. Calismamiz ile ilk defa pelikiil yapisinda
ortaya ¢ikan rijit yapmin kaynagimin arastirilmasi amaci ile, farkli ¢evresel kosullarda
olusturulan pelikiil yapilart FTIR denemelerine tabi tutularak yapilarindaki protein ve
karbonhidrat miktarlar1 6l¢iilmiis ve boylece pelikiil yapisinin kararliliginda rol oynayan
ana bilesenin belirlenmesi miimkiin olmustur. Bu yapimin stabilitesi {izerinde etkin
parametrelerin tanimi biyofilm yapilar1 ile endistriyel ve klinik alanda yiiriitiilen

miicadeleye yeni boyutlar kazandiracaktir.
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4, MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal
4.1.1. Bakteriler

Arastirmada kullanilan ve daha 6nceki arastirmalarda ¢ig tavuk etlerinden izole edilmis ve
serotiplendirmeleri antiserumlar kullanilarak gergeklestirilen DMC kodlu 16 adet S.
Virchow susu, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi

Laboratuvari’ndan saglanmistir.

4.1.2. Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Cizelge 4.1. Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5

Sodyum klorur (Merck, Germany) 10
Agar (Merck,Germany) 15

Besiyeri icerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 £ 0.2°ye ayarlanir. Bu asamalardan sonra hazirlanan broth besiyeri cam

tlplere dagitilir ve sterilizasyon iglemi otoklavda (121°C / 15 dakika) yapulir.

Cizelge 4.2. Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakt1 (Merck, Germany) 5

Agar (Merck,Germany) 15

Besiyeri icerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 £ 0.2°ye ayarlanir. Bu asamalardan sonra hazirlanan broth besiyeri cam

tlplere dagitilir ve sterilizasyon islemi otoklavda (121°C / 15 dakika) yapalir.

Cizelge 4.3. Kongo Kirmizisi Igeren (40 pg/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakt1 (Merck, Germany) 3)
Kongo kirmizisi (Sigma-Aldrich, USA) 0,04
Agar (Merck,Germany) 15
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Besiyeri icerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 + 0.2°ye ayarlanir. Coziilen igerige 0,04 gram Kongo kirmizisi ilave edilir. pH

ayar1 yapilip 15 gram agar ilavesinden sonra besiyeri 121°C ‘de 15 dakika sterilize edilir.

Cizelge 4.4. Kalkoflor iceren (50 ug/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5
Kalkoflor (Sigma-Aldrich, China) 0,05
Agar (Merck,Germany) 15

Besiyeri icerikleri 1000mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 £ 0.2°ye ayarlanir. Coziilen igerige 0,05 gram kalkoflor (fluorescent brightner)
ilave edilir. pH ayar1 yapilip 15 gram agar ilavesinden sonra besiyeri 121°C ‘de 15 dakika

sterilize edilir.

Cizelge 4.5. Fosfatla Tamponlanmis Su (PBS)

Icerik g/L
NaCl 8

KCI 0.2
Na,HPO, 1.44
KH,PO4 0.24

Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlandiktan sonra sterilizasyon islemi 121

°C’de 15 dakika sure ile gergeklestirilir.

Cizelge 4.6. Glasiyel asetik asit ¢cozeltisi (%33’lik)

Icerik g/L

Glasiyel asetik asit 33 mL

Distile su 67mL
4.2. YOntem

4.2.1. Salmonella suslarimin biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi yoluyla kivrimh
fimbriya ve seliiloz sentezi 6zelliklerinin arastirilmasi

DMC kodlu 16 adet S. Virchow susu -20°C stogundan alinip Luria Bertani (LB) broth
besiyerlerine % 1 oraninda inokiile edildikten sonra 37 °C’de 18 saat calkalamali
kosullarda (200 rpm/dakika) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra aktif

kiiltiirlerden % 1 oraninda 5‘er mL‘lik LB™ broth ortamlarina aktarilmis ve suslar 37
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°C’de bir gece inkiibe edilmistir (77). Bir gece inkiibasyondan sonra, biyofilm matriksinin
bilesenleri i¢in indikator 6zellik gosteren Kongo kirmizisini (40 pg/mL) igeren LB agar
besiyerlerine aktif kultirlerden 10 pL damlatilmis ve petriler 20 °C‘de inkiibasyona
birakilmistir (13). 8 giin sonunda koloniler biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi amaci ile

stereo mikroskobunda (Leica, Germany) incelenmistir.

4.2.2. Sivi besiyerlerinde pelikiil olusumu

incelenmeye alman suslar 5 mL‘lik LB™ broth besiyerlerinde bir gece boyunca 37 °C¢de
calkalamali kosullarda inkiibe edilmistir. Sivi-hava ara fazinda pelikiil olusumlarmin
varhgini gosterebilmek i¢in, aktif kiiltiirlerden 0,5’er mL aliarak 4,5 mL LB™ proth
besiyerlerine aktarilmistir. Bakteri 6rneklerini iceren deney tlpleri; 20 °C‘de 8 giin
inkiibasyona birakildiktan sonra, pelikiil olusumu agisindan degerlendirilmistir (Sekil 4.1)
(85).

Sekil 4.1. Sivi besiyerinde sivi-hava ara fazinda bakteri tarafindan Uretilen pelikll yapisi
(A) ve pelikiil olusturmayan bakteri kiiltiirii (B) (85).

4.2.3. S. Virchow suslarmn seltloz Gretim 6zelliklerinin kalkoflor baglanma
denemesi ile arastirilmasi

S. Virchow serotiplerinin seliiloz iiretim 6zelliklerinin arastirilmasi amaci ile suslar 5
mL‘lik LB™® broth besiyerlerinde bir gece boyunca 37 ‘C’de calkalamali kosullarda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda aktif kiiltiirden, kalkoflor (seliiloz indikatorii)

iceren LB

agar besiyerlerine 6ze yardimiyla ekim yapilmistir. Ekim yapilan ortamlar
20 °C‘de 8 giin siiresince inkiibasyona birakilmis ve 366 nm UV 1sik altinda incelenerek,

seliiloz iiretim 6zellikleri, florasan 151k verip vermemelerine gore degerlendirilmistir (127,

100).
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4.2.4. S. Virchow suslarimin biyofilm Uretim duzeylerinin belirlenmesi

Mikrotitre plak sistemlerinde farkli boyalar kullanilarak birgok mikroorganizmanin
biyofilm Gretim dlzeyleri belirlenebilmektedir (128, 129, 130, 131). Biyofilmin miktar
tayininde indikatdr boya olarak kristal viyole yaygin sekilde kullanilmaktadir. Yontem,
miktotitre plak kuyularimin ¢eperlerine tutunmus biyofilmlerin kristal viyole ile
isaretlenmesi, biyofilm matriksine tutunan boyanin ise glasiyal asetik asit (% 33, v/v)
cozeltisiyle ¢cozdurilip, spektrofotometrik (Perkin Elmer Victor 3, USA) olarak 6lgilmesini
esas almaktadir. YoOntemin bazi basamaklarinda, daha kaliteli  6lglimlerin

gerceklestirilebilmesi i¢in baz1 modifikasyonlar yapilmistir.

Tiim suslar 5 mL‘lik LB™* broth besiyerlerinde bir gece boyunca 37 °C*de calkalamali
kosullarda gelistirilmistir. Aktif kiiltiirlerin OD degerleri spektrofotometrede 0,2’ye
ayarlandiktan sonra, bu kiiltiirlerden 30‘ar pL alinarak 100 pL LB™ besiyeri ile
karistirtlmis ve mikrodillisyon plak kuyularina aktarilmistir. Mikrodiliisyon plaklari 20 °C’
de (100) optimum biyofilm olusum zamanini belirlemek amaciyla 24, 48, 72 ve 96 saat
siresince inklbasyona birakilmistir.  Inkiibasyon siiresi tamamlanan mikrotitre
plaklarindaki kuyulara kristal viyole uygulanmistir. Biyofilm iiretim miktarlari, biyofilm
yapisinda tutulan boyanin ODsgs dalga boyunda Elisa (Molecular Devices SpectraMax M2

Microplate Reader, USA) okuyucusunda okunmasi sonucu belirlenmistir (100).

4.2.5. Farkh sicakhk ve pH degerleri ile tripton konsantrasyonlarinda S. Virchow

suslarinin biyofilm iiretim miktarlarimin belirlenmesi

S. Virchow suslarmin biyofilm Uretimi i¢in optimum inkiibasyon suresi belirlendikten
sonra, farkli sicaklik (20, 25, 30, 35, 37 ve 40°C), pH (4.5, 5.2, 5.9 ve 6.6) ve tripton
konsantrasyonlarinin (2, 4, 6, 8 ve 10 g/L) biyofilm dretimleri Uzerindeki etkileri
arastirilmistir. Bu c¢alismay1 gerceklestirmek icin farkli tripton konsantrasyonunda ve pH
degerlerinde besiyerileri hazirlanmig ve uygun kosullarda sterilize edilmistir. Farkli
cevresel kosullarin biyofilm Uretim {izerindeki etkisi mikrotitre plak yontemi kullanilarak
arastirtlmistir (100). Bu calismalar icin S. Virchow susulari 5 mL‘lik NaCl‘siz LB broth
ortamlarimda bir gece inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Bir gecelik aktif kdlttrler

spektrofotometrede (595,m) OD = 0.2 degerine ayarlandiktan sonra bu kiiltiirlerden 30‘ar
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puL almarak 100 plL uygun besiyerlerini iceren mikrotitre plak kuyularma aktarilmistir.
Hazirlanan mikrotitre plaklari, 20 °C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra 6lciim igin gereken asamalar da daha &nce polistiren iizerinde
biyofilm olusumunda belirtildigi gibi tekrarlanmistir. Boyama islemi tamamlandiktan

sonra Olcumler Elisa okuyucusunda ODs9ste yapilmustir.

4.2.6. Farkh pH ve sicakhik kosullarinin kombinasyonlar1 yapilarak S. Virchow
suslarimin  polistiren ylzeyde olusturdugu biyofilm miktarmin belirlenmesi ve

matematiksel model uygulamasi

Matematiksel model uygulamasi bir Onceki deney sonuglar1 dikkate alinarak
geceklestirilmistir. Bu amacla S. Virchow suslarinin biyofilm {iretim miktarlar1 zamana
(12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 ve 96 saat), sicakliga (20, 25, 27.5°C) ve pH (4.5, 5.9 ve 6.6)
degerlerine bagl olarak incelenmis ve elde edilen degerler bir matematiksel model olarak

tanimlanmistir. Bunun icin bir gecelik aktif kiiltiirden 50 pL alinarak Sml’lik (LB'NaCI

) s1v1
besiyerine inokiile edilmis ve 18 saat siiresince 37°C g¢alkalamali kosullarda (200 rpm)
inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen aktif kiiltiirler (LB'NE‘CI besiyeri) ile OD 0.2 diizeyine
(Shimadzu, Japan) kadar seyreltilmis ve bu silispansiyonlardan 30’ar pL alinarak, 100 pL
LB™C iceren 96 kuyulu mikrotitrasyon plaklarina aktarilmistir. Hazirlanan mikrotitre
plakalar farkli sicakliklarda (20, 25 ve 27.5°C) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sireleri tamamlanan mikrotitre plaklarinda biyofilm o6lglimleri daha Once anlatilan
asamalar tekrarlanarak gergeklestirilmistir. Calisma dort paralel ve iki tekrar olarak

yapilmugtir.

4.2.6.1. Gompertz denklemi

Gompertz denklemi (Denklem 1) ilk defa 1825 yilinda insanlarin 6liim oranini hesaplamak
icin kullanilmis bir denklemdir. Daha sonraki yillarda Gompertz denklemi veya onun
modifiye halleri mikroorganizmalarin besiyerlerindeki veya gidalardaki Ureme egrilerini
tanimlamak i¢in de g¢esitli aragtirmacilar tarafindan uygulanmistir (132, 133, 134).

Gompertz denkleminin matematiksel ifadesi asagida verilmistir;

y(t) = a.exp[-exp(b—ct)] 1)
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Burada y(t) tanimlanan tepki (6rnegin mikroorganizmalarin biiylimesi), t zaman, a, b ve ¢

ise denklemin degiskenleridir.

Sekil 4.2°de Denklem (1)’in degiskenlerinin etkisi gosterilmektedir. Sekilden de anlasildigi
gibi a degiskeni azami ya da asimptotik degeri, b degiskeni mikroorganizmalarin Gremeye
baglama zamanini, ¢ degiskeni ise mikroorganizmalarin Ureme hizini ifade etmektedir.
Ancak, denklem (1) incelendiginde a degiskeni disinda diger degiskenlerin biyolojik
anlami anlasilmamaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in Zwietering ve arkadaslar

(1990) Gompertz denklemini modifiye etmislerdir.
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Sekil 4.2. Gompertz denklemi’nin (Denklem 1) degiskenlerinin etkisi.
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4.2.6.2. Modifiye Gompertz denklemi

Egrinin (Sekil 4.3’de goriilen egrilerden herhangi biri) kivrilma noktasini bulmak icin

denklem (1)’in zamana gdére ikinci tiirevi saptanir:

(;_)t/ = ac-exp[-exp(b —ct)]- exp(b —ct) )
veya
ﬂ:c.y.m[ij (3)
dt y
2
% = ac? -exp[-exp(b—ct)]-exp(b —ct)-[exp(b —ct)-1] (4)
Kivrilma noktasinda, yani t = t; oldugunda denklem (1)’in ikinci tiirevi
2
stfirdir. ((jjtzy =0t = % (5)
Azami biiylime hiz1 (Um) kivrilma noktasindaki birinci tiirev kullanilarak
hesaplanabilir: ;2 = (ﬂj & (6)
dat ), e

Denklem (1)’de ¢ yerine pme/a konulabilir.

Kivrilma noktasindan gecen teget dogrusunun denklemi sudur:
a
y:/“lm't_'_g_tum'ti (7)

Biiytimenin basladig1 zaman kivrilma noktasindan gegen teget dogrusunun t ekseniyle

kesistigi yer olarak tanimlanir:
a
0=ym-i+g—,um-ti (8)

Denklem (5), (6) ve (8) kullanilarak:
b-1

A (9)
c

Denklem (1)’de b yerine

b=40 541 (10)
a

Konulabilir.

Asimptotik deger t sonsuza giderkenki degerdir:

t>w:y—>a=>A=a (11)
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Denklem (1)’de a yerine A konulursa, modifiye Gompertz denklemi (denklem 12) elde
edilir:

y(t) = Aexp{— exp{’u—: (1 —t)+1}} (12)

y(t)

)‘ zaman

Sekil 4.3. Modifiye Gompertz denklemi’nin (Denklem 12) degiskenlerinin grafik {izerinde
gosterimi.

4.2.6.3. Modifiye Gompertz denklemi’nin biyofilm olusumunu tanmimlamak i¢in

kullanilmasi

S. Virchow suslarinin biyofilm {iretimini (ODsgs ve zaman) agiklamak igin modifiye
Gompertz denklemi (denklem 12) kullanilmistir (134). Bu denklemin biyofilm olusumunu
tanimlayan hali i¢in t zaman; y(t) ODsgs; € = 2,71828; A azami biyofilm konsantrasyonu;
Mm azami biyofilm olusma hiz1 ve A biyofilm olusumunun hizlanmaya basladigi zaman

olarak alinmistir (Sekil 4.4).
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hizlandigy evre '

Bivofilm olusumun yavasaladig: evre

Hmay - azami bivofilm olisma hizi

i Egrinin krvnilma noktast

bivofilm olisumunun hizlanmaya basladigy zaman

Sekil 4.4. Gompertz denkleminin degiskenlerinin grafik iizerinde gosterimi

Aciklanan bu modele gore eger zaman t — oo, y(f) — a ve eger zaman t = 0

— exp(%’e A+ 1)} ancak hemen her zaman

i e
—exp(%i+lﬂz 0 oldugu icin baglangic biyofilm miktart 0 (sifir)

y(0) = a.exp
y(0) =a.exp
varsayilabilir.

Bu modelin uygunlugu belirtme katsayisi (RZ) ve ortalama karesel hata (OKH) degerleri

dikkate alinarak incelenmistir. Grafikler ve dogrusal olmayan baglanimlar SigmaPlot 2000
(Chicago, IL, USA) kullanilarak elde edilmistir.
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4.2.6.4. ikincil modelin olusturulmasi

Modifiye Gompertz denkleminin parametrelerinin (a, pum ve A) sicaklik (T) ve pH’a

bagliligin1 agiklamak igin ikinci derece gok terimli denklem kullanilmastir.
a (T, pH) or u (T, pH) or A (T, pH) = a, +aT +a,T* +a,pH +a,pH* +a,T-pH  (13)

Bu denklemde ap, ai, as, as, a4 ve as ikincil modelin katsayilaridir. Bu modelde geriye
dontisimlii baglanim kullanilarak istatistiksel olarak anlamli olmayan parametreler (P >

0.05) elenmistir.

Modelin uygunlugu, belirtme katsayisi (R?) ve ortalama karesel hata (OKH) degerleri
dikkate alinarak incelenmistir. Grafikler ve dogrusal olmayan baglanimlar SigmaPlot 2000

versiyon 12.00 kullanilarak elde edilmistir (Chicago, IL, USA).

4.2.6.5. Olusturulan biyofilm modelinin tahmin ¢alismalarimin yapilmasi

Matematiksel model olusturulduktan sonra yapilan modelin ¢alisip ¢alismadigini test
etmek icin ara sicaklik (23 ve 26 C ) ve ara pH (5.3 ve 6.3) degerleri kullanilarak belirli
bir zaman diliminde S. Virchow suslarmin biyofilm iiretim miktarlar1 mikrotitre plak
yontemi kullanarak saptanmustir. (136). Elde edilen degerler istatistik analize tabi tutularak
olusturulan modelin dogrulugu arastirilmistir. Grafikler ve dogrusal olmayan baglanimlar

SigmaPlot 2000 versiyon 12.00 kullanilarak elde edilmistir (Chicago, IL, USA).

4.2.7. Farkh pH ve sicakhk Kosullarinda olusturulan pelikiil yapisimin Fourier

doniisiimlii kizil 6tesi spektroskopisi (FTIR) ile biyokimyasal analizi

4.2.7.1. FTIR spektroskopisi

Kizilotesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir. IR
1sinlart molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier
dontigiimii spektroskopisinde 1s1ma siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Her
dalga boyunu ayri ayr1 tarama gerekmeksizin hizli ve yiiksek ¢oziniirliikte spektrumlar
elde edilebilir. FTIR spektroskopisi yontemiyle, incelenen érnekte bulunan maddelerin
atomik baglarmin kizildtesi 1s18a maruz kaldiginda olusturduklar titresimler
belirlenebilmektedir. Boylece maddelerde meydana gelen ¢ok kiigiik degisimler bile tespit
edilebilmektedir. Bu yontemle cok cesitli tiplerdeki 6rnekler ¢alisilabilir.
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FTIR spektroskopisi, malzeme testleri, kalite kontrol, arastirma ve akademik caligmalarda
bir altin standarttir. FTIR-ATR (Attenuated Total Reflectance); absorpsiyon bantlarinin
dalga boyunda azalma meydana getirilerck daha az emekle ve ornek kalinligindan
bagimsiz olarak sogurganligi ¢ok fazla olabilen farkli maddelerin spektrum analizlerine

olanak saglar. FTIR spektroskopisi ¢alisma prensibi Sekil 4.5’ te gosterilmistir.

__ | Hareketli— |
A| ayna Bilgisayar

—_—
|3= E %i Algilayicy
M Isin Ayinc
Sabit ayna T'n Numune
il
. Kaynak

Sekil 4.5. FTIR spektroskopisi ¢alisma prensibi (137).

Sekilden de anlasilacag iizere 151k kaynagindan ayrildiktan sonra bir 151n ayiriciya (beam
splitter) gelir. Burada 151n hem sabit aynaya hem de hareketli aynaya gonderilir. Daha
sonra 1g1nlar aynadan yansiyarak “Isin Ayirici”ya geri gelir. Buradan da 6rnegin bulundugu
yere gider. Ornek ile etkilesen 1sin heterokromatik yapidadir. IR spektroskopisinde
monokromatorden gecirilen bu 1s1n tek dalga boyuna indirilir, yani 151n monokromatik
yapidadir. Isin ornek ile etkilestikten sonra algilayicilar tarafindan algilanir ve bilgisayar

ile ol¢iilebilecek anlamli sinyallere doniistiirtiliir.

FTIR spektorkopisi ile farkli 6rnek yiikleme aparatlar1 sayesinde kati, sivi veya gaz
ornekler calisilabilir. Bir kizil 6tesi spektroskopi cihazi temel olarak {i¢ kisimdan olusur.
Bunlar; 1sik kaynagi, interferometre ve algilayicidir (dedektor). Bunlara ek olarak 1sin
ayiricl, Ornek yiliklenen bolim ve verilerin islendigi bilgisayar kisimlart da vardir.
Algilamadaki temel, diger spektrofotometrik Ol¢limlerde oldugu gibi Lambert-Beer
yasasidir. Yani gelen 1518 bir kismi 6rnek tarafindan sogurulur ve aradaki fark {izerinden

hesaplama yapilir.

Belli molekiillerdeki belirli baglar kizilotesi 1518a maruz kaldiklarinda belirli dalga

boylarinda verdikleri sinyallerle karakterize olurlar. Bu sinyaller iizerinden farklh
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kosullardaki degisim rahatlikla izlenebilir. Bunun haricinde proteinlerin ikincil yap1
degisimleri de FTIR ile hassas olarak izlenebilmektedir. Ayrica 6rnek hazirlanmasi ¢ok
masrafli olmayip dl¢iimlerin ¢ok kisa siirelerde yapilmasi nedeniyle de rutin kullanima ¢ok

uygundur.

4.2.7.2. Veri toplama ve isleme

Calismada farkli sicaklik (20, 25 ve 30 °C) ve pH degerlerinde (5.2, 5.9 ve 6.6 ) pelikil

olusturma o6zelikleri arastirilmistir. Bu amagcla S. Virchow suslar1 5 mL‘lik LBNeel

S1V1
besiyerlerinde bir gece boyunca 37 °C’de galkalamali kosullarda inkiibe edilmis ve sivi-
hava ara fazinda pelikiil olusumlarinin varligini gosterebilmek i¢in aktif kiiltiirlerden 0,5
mL almarak 4,5 mL LB™ s1vi besiyerlerine inokiile edilmistir. Bakteri 6rneklerini iceren
deney tiipleri 20, 25 ve 30 °C‘da 10 giin boyunca statik kosullarda inkiibasyona
birakildiktan sonra tiipler pelikiil olusumu agisindan incelenmistir (85). Test tupleri, pelikil
olusumlarinin yani sira, pelikiiliin elastik, kirilgan ve rijit 6zellik gostermesine, sivi-hava

ara fazinda olusan halka yapilarina, besiyerinin bulaniklifi ve tiip tabaninda c¢okelti

birikimi gibi baz1 degisimlere gore de degerlendirilmistir (87).

Farkli kosullarda olusan pelikiillerin kimyasal farkliklarimi aragtirmak amaciyla FTIR
yontemi kullanilmigtir. Bunun igin 10. giin sonunda olusan pelikiiller steril kosullarda
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve bir gece liyofilizatérde kurutulmustur. Islem sonunda
ornekler liyofilizatorden alinarak FTIR cihazinda (Bruker Tensor 27 FT-IR) analize tabi

tutulmustur.

Liyofilize edilip kurutulan 6rnekler, siv1 azot ile sogutulmus MCT dedektoriine sahip olan
Bruker Tensor 27 FTIR cihazinda attenuated total reflectance (ATR) aksesuar1 (Pike
Miracle) ile 3 teknik tekrarli olarak 6l¢lilmiistiir. Spektrumlar orta kizil6tesi bolgede 4500-
850 cm™ dalga sayilari arasinda 64 "scan" alinarak 4 cm™ ¢oziiniirlitkte elde edilmistir.
Teknik tekrarlarin ortalama spektrumlari elde edilerek analizlerde bu ortalama spektrumlar

kullanilmistir.

Elde edilen spektrumlar sifir ¢izgisine hizalanmig (baseline islemi) ve piklerin altinda
kalan alanlar integrasyon ile hesaplanmistir. Gorsel gosterim amaghi  koyulan
spektrumlarda Amid | pikine gére min-max normalizasyonu yapilmistir. Tiim veri toplama,

isleme ve analiz islemleri OPUS 5.5 programinda ger¢eklestirilmistir.
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4.2.7.3. istatistiksel Analiz

Pik alanlar1 Amid I pikine gore oranlanip i¢ standardizasyon saglandiktan sonra elde edilen
degerler ile gruplar arasinda ANOVA testi yapilmistir (% 95 giliven araliginda). Levene
testi ile varyans homojenligi belirlendikten sonra, Levene p degerine gore Tukey veya
Tamhane's T2 karsilagtirma testleri kullanilmistir. Ayrica ¢ok degiskenli analiz olarak,

spektrumlar iizerinden hiyerarsik kiimeleme analizi yapilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Salmonella Suslarimin Biyofilm Morfotiplerinin Belirlenmesi

Incelenen 16 adet S. Virchow susunda biyofilm morfotiplerinin belirlenmesi amaciyla
NaCl icermeyen LB broth ortami kullanilmistir. NaCl igermeyen ortam diisiik ozmolarite
nedeniyle kivrimli fimbriya iiretimi i¢in ideal bir ortam teskil etmektedir (138). Calismada
morfotip analizi i¢in tercih edilen NaCl‘siz LB agar (LB agar woNaCl) besiyerinde ayni
zamanda Coomassie brillant blue (20 pg/mL) ve kivrimli fimbriyanin baglanabildigi ve
biyofilm morfotipi i¢in indikatdr bir boya ozelligi gosteren Kongo kirmizist (40 pg/mL)

yer almaktadir.

Morfotip analizleri sonucunda DMC33 kodlu susun iirettigi biyofilm bdar, diger 15 susun
irettigi biyofilmler ise rdar morfotipinde tanimlanmigtir. Literatiirde tespit edilen diger

biyofilm morfotiplerine ise incelenen suslarda rastlanmamistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. S. Virchow suslarinda belirlenen rdar (DMC42) (A) ve bdar (DMC33) (B)
morfotipleri.

5.2. Siv1 Besiyerinde Pelikiil Olusumu

Bu denemede, kongo kirmizisi igeren NaCl’siz LB agar besiyerlerinde morfotip 6zellikleri
incelenen 16 adet S. Virchow susunun, sivi-hava arafazinda pelikiil olusturma o6zellikleri

arastirilmstir.

Elde edilen bulgular sonucunda farkli morfotiplerin pelikiil yapilarinin fiziksel agidan
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Rdar morfotipine sahip olan, yani matriksinde hem

seliloz hem de kivrimli fimbriya igeren suslarin pelikiil yapilar1 daha saglam fiziksel
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ozelliklere sahip olup, ¢alkalama ve karistirma gibi etkiler sonucunda dahi dagilmadan
kalabilmektedir (rijit pelikiil yapis1). bdar morfotipine sahip olan, yani matriksinde kivrimli
fimbriya iceren DMC 33 kodlu susun pelikiil yapisi ise ¢alkalama ve karistirma gibi etkiler
sonucunda dagilmaktadir (65, 87). Calisilan suslarin pelikiil olusturma O6zellikleri ve
olusturulan pelikiil yapilarinin karakteristikleri Cizelge 5.1°de ayrintili bir sekilde

verilmisgtir.

Cizelge 5.1. S. Virchow suslarinda pelikiil olusumu ve olusturulan pelikiil yapilarinin
fiziksel karakteristikleri

Sus kodlar1 | Peliktl | Pelikul Halka yapis1 | Dipte pelet | Besiyerindeki
varhgi yapisi birikimi bulamkhik
DMC5 + Rijit Yok + Az
DMC6 + Rijit Var-ince + Az
DMC9 + Rijit Var-ince + Az
DMC10 + Rijit Var-ince + Az
DMC11 + Rijit Var-Ince + Az
DMC16 + Rijit Var-ince + Az
DMC17 + Rijit Var-Ince + Az
DMC18 + Rijit Var-Ince + Az
DMC19 + Rijit Var-Iince + Az
DMC32 + Rijit Var-Ince + Az
DMC33 + Kirilgan Var-Ince + Cok
DMCA42 + Rijit Var-Ince + Az
DMC68 + Rijit Var-Iince + Az
DMC69 + Rijit Var-ince + Az
DMC83 + Rijit Var-Ince + Az
DMC84 + Rijit Var-ince + Az

Cizelge 5.1°de goriildiigii gibi uygulamaya tabi tutulan tiim suslarda pelikiil liretimi pozitif
olarak tespit edilmistir. Biyofilm morfotipi agisindan da diger suslara kiyasla farklilik gosteren
DMC 33 nolu susun (bdar), pelikiil yapisinin da farkli oldugu (kirilgan), bu ¢alismada bir kez

daha kamitlanmustir.

5.3. Kalkoflor Baglanma Uygulamasi

S. Virchow serotiplerinin sellloz Uretim &zelliklerinin arastirilmasi amaci ile suslar
kalkoflor (seliiloz indikatorii) iceren LB™* kati besiyerlerine aktarilmisg ve 20 °C’ de 8
gun siresince inklbasyona birakilmistir. Sekizinci giin sonunda bakteriyel treme 366 nm
UV sik altinda incelenerek, suslarin seliloz dretim Ozellikleri, kalkofloru baglamak

suretiyle floresan 1s1ma verip vermemelerine gére degerlendirilmistir (Sekil 5.2) (64).
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A B C
Sekil 5.2. Farkli biyofilm morfotipleri i¢eren S. Virchow suslarin seltloz iceriklerinin
tanimlanmasi. (A) Seliloz negatif morfotip (DMC33, bdar morfotipi) (B ve C) Seliiloz
pozitif morfotip (DMC5 ve DMCG69, rdar morfotipi).

Kuvvetli floresan o6zellik gosteren suslar selilloz  iretimi  bakimindan pozitif,
gdstermeyenler ise seliiloz iiretimi bakimindan negatif olarak degerlendirilmistir. Incelenen
ornekler arasinda yalnizca DMC33 susu floresan ozellik gostermediginden bdar morfotipi

olarak tanimlanirken, diger 15 sus rdar morfotipinde tanimlanmigtir.

Bu deneme sonucunda elde edilen veriler Kongo kirmizisi iceren LB kati besiyerinde
gerceklestirilen morfotip tanimlanmasi ¢alismasi sonucunda elde edilen morfotiplendirme

verileri ile uyumluluk gostermektedir.

5.4. S. Virchow Suslarinda Biyofilm Uretim Diizeylerinin Belirlenmesi

S. Virchow suslarinin biyofilm iiretim kapasitelerini belirlemek amaciyla Woodward vd.
(2000) tarafindan tanimlanan mikrotitre plak yontemi kullanilmistir. Suslarin biyofilm
tiretim miktarlariin degerlendirmesinde S. Typhimurium LT2 ve SL1344 suslar1 kontrol
olarak kullanilmistir. Suslarin biyofilm iiretim agisindan siniflandirilmasi ise Stepanovic
vd. (2000) tarafindan Onerilen yontem esas alinarak gercgeklestirilmistir. S0z konusu
yontemde negatif kontrol (bakteri icermeyen besiyeri) tzerinden cut-off OD (OD.) degeri
hesaplandiktan sonra asagidaki degerlendirmeye tabi tutulmustur. Cut-off OD (OD,)

degeri, negatif kontroliin ortalamasi art1 standart hatanin {i¢ kat1 seklinde hesaplanmaktadir.
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Suslarin biyofilm tiretim diizeyleri:

- OD < OD¢ biyofilm iiretimi ger¢eklesmemistir

- ODc <OD £ 2x0Dg, zay1f biyofilm tireticisi (+)

- 2x0D¢< OD < 4x0Dg, orta dlizeyde biyofilm Ureticisi (++)

- OD > 4x0Dg, gucli biyofilm dreticisi (+++) seklinde degerlendirilmektedir.

Calismada ODc degeri 0.093 olarak hesaplanmistir. Grafikte de goriildigl {zere
inkibasyonun ilk 24 saatinde denenen suslarin tamaminda diisiik diizeyde biyofilm {iretimi
tespit edilmistir (Sekil 5.3). Incelenen suslar igerisinde yalmizca kontrol sus olarak
kullanilan S. Typhimurium SL1344 ilk 24 saatte yiiksek miktarda biyofilm tiretmistir
(Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. S. Virchow suslarinda 24 saat sonucunda belirlenen biyofilm tretim duizeyleri.

Inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildiginda 24 saatlik inkiibasyona kiyasla biyofilm tretim
miktarinda ciddi artis gozlenmistir. Calisilan tim suslar 48 saat inklbasyon suresi
sonucunda biyofilm dizeyleri agisindan giiclii Ureticiler olarak tanimlanmistir. Bu suslar

arasinda en kuvvetli biyofilm Greticisi olarak DMC18 susu belirlenmistir (Sekil 5.4).
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Biyofilm iiretim miktar1
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Sekil 5.4. S. Virchow suslarinda 48 saat sonucunda belirlenen biyofilm Gretim diizeyleri.

Biyofilm dretiminin siirekliligi incelendiginde, 72 saat inkubasyon siiresi sonunda da
biyofilm Uretiminin devam ettigi belirlenmistir. 72 saat inkiibasyon sonucunda olusan
biyofilm miktari, 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda olusan biyofilm miktar1 ile
kiyaslandiginda, kontrol olarak kullanilan S. Typhimurium SL1344 ve LT2 suslarmin
biyofilm Gretim diizeylerinde diisme gézlenirken, DMC kodlu tiim suslarin biyofilm tiretim
diizeylerinde artig gergeklesmistir. 72 saat inkiibasyon sonucunda DMCI18 kodlu sus, 48
saat inkiibasyon sonucunda oldugu gibi, en Kkuvvetli biyofilm Ureticisi olarak

tanimlanmustir (Sekil 5.5).
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Biyofilm iiretim miktan

SL1344

Sekil 5.5. S. Virchow suslarinda 72 saat sonucunda belirlenen biyofilm Gretim diizeyleri.

96 saat inklbasyon siiresi sonunda alinan veriler incelendiginde, suslarin biyofilm
uretimlerinde azalma tespit edilmistir (Sekil 5.6). Denenen tim zaman dilimleri sonucunda
elde edilen verilerin yorumlanmasi sonucunda, S. Virchow suslarinin biyofilm iiretimleri

i¢in optimum inkiibasyon siiresinin 72 saat oldugu belirlenmistir.

Biyofilm iiretim miktan
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Sekil 5.6. S. Virchow suslarinda 96 saat sonunda belirlenen biyofilm tretim dlzeyleri.
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5.4.1. Farkh sicakhk, pH degerlerinde ve tripton konsantrasyonlarinda S. Virchow
suslarinin biyofilm iiretim duzeylerinin belirlenmesi

Onceki c¢alismalarimiz sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda kuvvetli biyofilm
tretimi 6zelligi nedeni ile DMCI18 susu, ileride yapilacak olan ¢aligmalarda kullanilacak
sus olarak secilmistir. Farkli pH (4.5, 5.2, 5.9, 6.6 ve 7.3) ve tripton konsantrasyonlarinin
(2, 4, 6, 8 ve 10 g/L) yani sira, farkh sicaklik (20, 25, 30, 35, 37 ve 40°C) kosullarinin
biyofilm olusumu iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla mikrotitre plak yonteminden

yararlanilmistir (136).

Denemeler sonucunda biyofilm olusumu i¢in optimum inkiibasyon sicaklik degeri 20°C
olarak belirlenmistir. 37°C ve 40°C inkiibasyon sicakliklarmda biyofilm dretimi
gerceklesmemistir. Biyofilm Uretimi bakimindan ideal pH degeri 6.6 olarak saptanmuistir.
pH 4.5’ta ise biyofilm iiretimi gergeklesmemistir. Son olarak 2g/L iizerindeki tripton
konsantrasyonlarinin, DMC18 susunun biyofilm tretimi tGzerinde herhangi bir etkiye sahip

olmadigi belirlenmistir (Sekil 5.7)
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Sekil 5.7. S. Virchow DMC18 susunun biyofilm tiretim 6zelligi {izerinde farkli gevresel
kosullarinin etkisi.
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Tripton konsantrasyonun ve pH degerlerinin biyofilm uretimi etkisini daha detayli bir
sekilde arastirmak igin, ¢alismaya pH 8, 8.7 ve 9.4 degerleri yaninda, 0.5, 1 ve 1.5 g/L
tripton konsantrasyonlari da ilave edilmistir. Bu denemeler sonucunda da s6z konusu pH
degerlerinin ve tripton konsantrasyonlarinin DMC18 susunun biyofilm iiretim dizeyini

istatistiki agisindan 6nemli kabul edecek diizeyde degistirmedigi belirlenmistir (Sekil 5.8).

Biyofilm iiretim miktari
0OD595nm

Sekil 5.8. S. Virchow DMCI8 susunun biyofilm iiretim O6zelligi iizerinde farkli pH
degerleri ve tripton konsantrasyonlariin etkisi.

5.5. Farkhh pH ve Sicakhk Kosullarinda S. Virchow Susunun Polistiren Yizeyde

Biyofilm Uretim Diizeylerinin Matematiksel Modellerinin Tespiti

Bu ¢alismada S. Virchow DMC18 susunun biyofilm tiretim miktarlar1 farkli sicaklik ve pH
degerlerinde elde edilmistir. Biyofilm miktar belirlenmesi yukarida da aciklanan mikrotitre
plak yontemi kullanarak gergeklestirilmis ve sonuglarin istatistik analizleri sonrasinda
asagidaki sonuglar elde edilmistir. Sabit sicaklik (20°C) ve degisken pH ve inkibasyon
stirelerinin biyofilm tiretim miktarina etkisi Gompertz denklemine uygulandiginda (Sekil
5.9 ve Cizelge 5.2) pH arttikga (pH 5.2-6.6) zamana bagli olarak biyofilm iiretim
miktarinin arttigr belirlenmistir [pH degerleri arttikca modifiye Gompertz denkleminin

parametreleri de (a, pm ve 4) artmaktadir].
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Sekil 5.9. Sabit sicaklik (20 °C) ve ii¢ farkli pH degerinde (5.2, 5.9 ve 6.6) S. Virchow
DMC18 susunun zamana bagli biyofilm tiretimi i¢in Gompertz denkleminin uygulanmasi.

Cizelge 5.2. S. Virchow DMC18 susunun farkli kosullar altinda (sicaklik ve pH) biyofilm
olusumu modeli igin kullanilan belirtme katsayis1 (R%q;) ve ortalama karesel hata (OKH)
degerleri.

Sicaklik °C pH R%; OKH
20 5.2 0.99 0.009
25 0.99 0.009
27.5 0.90 0.04
20 5.9 0.98 0.03
25 0.98 0.02
275 0.95 0.02
20 6.6 0.99 0.03
25 0.98 0.02
27.5 0.97 0.02
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Sabit pH (pH 6.6) ve degisken sicaklik ve inkiibasyon siirelerinin biyofilm iiretim
miktarina etkisi Gompertz denklemine uygulandiginda, inkiibasyon sicakligi azaldikca
zamana bagl olarak biyofilm tiretim miktarinin arttigi belirlenmistir (Sekil 5.10). Burada
inkiibasyon sicaklig1 arttik¢a modifiye Gompertz denkleminin degerlerinde de (a, pm Ve

A) azalma gorulmektedir.

pH=6.6

T=20°C

I T T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96

zaman (saat)

Sekil 5.10. Sabit pH degerinde (pH 6.6) ve ti¢ farkli sicaklikta S. Virchow, DMC18
susunun zamana bagl biyofilm Gretimi icin modifiye Gompertz denkleminin uygulanmas.

Daha o6nce agiklanan 13. Denklem, modifiye Gompertz denkleminin parametrelerinin (a,
Mm Ve A) sicaklik (T) ve pH’a bagliligini agiklamak i¢in kullanilarak, a, pm ve A degerleri
icin agagidaki ikincil modeller elde edilmistir (Cizelge 5.3 ve denklem 14, 15, 16).
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Cizelge 5.3. Ikincil model uygulamasinda kullanilan degiskenler.

Birincil modelin Tkincil modelin R%; OKH
degiskenleri Katsayilari
A (OD) ag 75+0.7 0.88 0.08
ag -034+0.05
o 0
as 0
g 0
as 0.02 = 0.007
Hm (OD-h™) a  -0.76+0.23 087 7.2x107
a; 0.029 £ 0.009
s 0
as 0.16 £0.04
a4 0
as  —0.006 £0.002
2 (h) a 0 0.81 3.6
ai 0
ay —0.025 +£0.004
as 6.5+x14
ay -043+0.10
as 0

R (belirleme katsayisi), OKH (Ortalama karesel hata)

a(T, pH) = (7.54+0.72*) + (-0.34pH +0.05*) + (0.0211T - pH +0.007")

Burada R? = 0.91, OKH = 0.076 ve x standart hatadur.

(14)

4(T, pH) = (—0.76+£0.23") + (0.029T +0.0094") +(0.16 pH +0.04*) + (—0.006T - pH +0.0016")

Burada R? = 0.92, MSE = 7.2 x 107 ve x standart hatadur.

AT, pH) = (~0.025T % £0.004*) + (6.46 pH +1.44*) + (~0.43pH? +£0.10")

Burada R? = 0.86, MSE = 3.63 ve x standart hatadur.

Sekil

orneklenmektedir.
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5.11’de olusturulan 14. 15. ve 16. denklemlerin G¢ boyutlu yizeyleri
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(©)

Sekil 5.11. a (a), 1 (b) ve A (c) parametreleri i¢in ikincil modelinin (Denklem 13) (¢
boyutlu yizeyleri.

Sekil 5.11 (a)’da goriildiigii gibi sicaklik diistiigiinde, a degerinde her zaman artis meydana
gelmektedir. Bunun tersine pH degeri arttik¢a a degeri artmaktadir.

Sekil 5.11 (b) grafigi sicaklik diistikge P degerinin arttigini, bunun aksine pH degeri

arttikca | degerinin azaldigini ifade etmektedir.

Sicaklik arttikca A degerinde azalma meydana gelmektedir (Sekil 5.11a). Bu sonug¢ pH
artisinda da saptanmistir. Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde; a ve
degerlerinin sicaklik ve pH ile dogru orantili, Adegerinin ise ters orantili oldugu sonucu
ortaya ¢ikmustir. ikincil modelden elde edilen tiim sonuglar birincil modelden elde edilen

sonuglart dogrulamaktadir.

5.5.1. Modelin tahmin ¢calismalarimin yapilmasi

S. Virchow DMCI18 susunun farkli sicaklik ve pH kosullarinda elde edilen biyofilm {iretim

miktarlarr, modifiye edilmis Gompertz denklemine tabi tutularak birincil ve ikincil
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Matematiksel model olusturulduktan sonra, olusturulan modelin ¢aligip ¢alismadigini test
etmek amaciyla belirli ara sicaklik (23°C ve 26°C) ve ara pH (5.3 ve 6.3) degerleri
kullanilarak ilk 24 saat zaman diliminde S. Virchow DMC18 susunun biyofilm iiretim
miktarlar1 mikrotitre plak yontemi kullanarak saptanmistir (136). Elde edilen degerler
istatistik analizine tabi tutularak olusturulan modelin dogrulugu arastirilmistir (Sekil 5.12).
Grafikler ve dogrusal olmayan baglanimlar SigmaPlot 2000 versiyon 12.00 kullanilarak
elde edilmistir (Chicago, IL, USA).
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Sekil 5.12. S. Virchow DMC18 susunun biyofilm Gretim modelinin, 24 saat inklibasyon
sdresi icin tahmini. 23 C, pH 5.3 (A), 23 C, pH 6.3 (B), 26 C, pH 5.3 (C), 26 C, pH 6.3
(D).

Ikincil modelin A degerlerine bakildiginda, S. Virchow susunun biyofilm (retiminin
hizlandig1 zamanin ilk 24 saatin altinda gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil 5.11). Elde
edilen bu sonu¢ dogrultusunda olusturulan modelin tahmin g¢alismalari, ilk 24 saat igin
uygulanmistir. Biyofilm {iretim modelinin tahmin noktalari, yapmis oldugumuz modelin
verdigi egri dogrultusunda ortaya c¢ikmistir (Sekil 5.12). Bu sonuglar c¢ikarilan

matematiksel modelin uygulanabilirligini kanitlamaktadir.

5.6. S. Virchow DMC18 susunun Farkli pH ve Sicakhik Kosullarinda Urettigi Pelikiil

Yapisinin Ozellikleri

10 giinliik inkiibasyon sonunda test tiiplerinde olusan pelikiil yapilarinin belirlenmesinin
yani sira; pelikiiliin elastik, kirllgan ve rijit 6zellik gostermesi, sivi-hava ara fazinda olusan
halka yapisi, besiyerinin bulanikligi ve tiip tabaninda ¢okelti birikimi gibi 6zellikler de
incelenmistir (Cizelge 5.4). Farkli sicakliklarda olusan pelikiil yapilart morfolojik olarak
incelendiginde, 20 ve 25°C’ de olusan pelikiillerin manyetik karistirma islemine direng

gosterdigi, 30°C de olusan pelikullerin ise son derece kirilgan olduklar1 tespit edilmistir
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(Cizelge 5.4). Teste tabi tutulan S. Virchow DMC18 susu rdar morfotipine sahip olmasina
ragmen, 30 °C’ de olusan pelikiillerde Salmonella’da rapor edilen bdar morfotipinin

ozelligi belirlenmistir.

Biyofilm yapilarinda ince agregatif fimbriya ve seliiloz bulunduran bakteriler (rdar morfotipi),
stvi kiiltiirlerde sivi-hava arafazinin hemen altinda, ¢o6ziilmesi son derece giic biyofilmler
olustururken, ekzopolisakkarit olarak yalnizca seliiloz sentezleyen bakterilerin (bdar) sivi-hava

arafazindaki biyofilmleri gevsek bir yap1 gosterir (65).

DMCI18 susunda 30°C ‘de olusan pelikiiliin beklenen 6zellikleri gdstermemesi; yapisinda
Salmonella biyofilmlerinin 6nemli bileseni olan selillozun hi¢ sentezlenmedigi veya az

sentezlendigine isaret etmektedir.

Cizelge 5.4. S. Virchow DMCI8 susunun degisik sicakliklarda olusturdugu pelikiil
yapilariin 6zellikleri

Pelikal | Pelikdl Halka yapis1 | Dipte pelet | Besiyerindeki
varhgi yapisi birikimi bulamikhk
pH5.2 + Rijit Var-ince + Az
20°C | pH5.9 + Rijit Var-ince + Az
pH6.6 + Rijit Var-ince + Az
pH5.2 + Rijit Var-ince + Az
25°C | pH5.9 + Rijit Var-ince + Az
pH6.6 + Rijit Var-ince + Az
pHS5.2 + Kirilgan Yok + Cok
30°C | pH5.9 + Kirilgan Yok + Cok
pH6.6 + Kirilgan Yok + Cok

5.6.1. S. Virchow DMC18 susunun pelikiil yapisimin FTIR yontemiyle incelenmesi

S. Virchow DMCI18 susunun pelikiillerinin FTIR c¢alismasi sonucunda elde edilen
spektrumlarinda 16 absorbsiyon piki tespit edilmistir (Sekil 5.13). Belirlenen piklerin,
literatlir bilgileri 1s18inda (139, 140, 141, 142, 143) yapilan yorumlamalar ile hangi
baglardan ve molekiillerden kaynaklandiklar1 saptanmistir (Cizelge 5.5).
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Sekil 5.13. Pelikiil 6rneklerinden elde edilen, orta kizilotesi bolgedeki FTIR absorbans
pikleri.
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Cizelge 5.5. Calismamizda belirlenen absorpsiyon piklerinin tanimlanmasi.

Pik Dalgasayis1  Bag tanim Tlgili organik bilesen
Numarast (cm™)
1 3295 Amide A; baskin olarak N—H gerilme  Baskin olarak protein
2 3084 Amide B; C—N, N-H gerilme Protein
3 2958 CHjs asimetrik gerilme Lipit
4 2927 CH, asimetrik gerilme Lipit
5 2873 CHs simetrik gerilme Protein
6 2854 CH, simetrik gerilme Lipit
7 1646 Amide I; 80% C=0 gerilme, 10% N— Protein
H bukilme, 10% C-N gerilme
8 1541 Amide Il; 60% N-H biikilme, 40%  Protein
C—N gerilme
9 1452 CH, bikulme Lipit
10 1398 COO simetrik gerilme Yag asidi
11 1314 C—N gerilme Protein
12 1236 PO, asimetrik gerilme Nukleik asitler,
fosforillenmis proteinler
ve fosfolipitler
13 1151 C-O gerilme Karbonhidrat, nukleik
asit
14 1077 C-N" —C gerilme Niikleik asit
15 1046 C-O gerilme, karbonhidrat Oligosakkarit,
gruplarinin C—OH bukulmesi ile polisakkarit
birlikte C—O bukilmesi
16 925 C-N*—C gerilme Niikleik asit

Cizelge 5.6 'da, farkli sicaklik gruplari igin istatistiksel analizlerde kullanilan pik alanlari

ve Amid I pikine olan oranlarinin ortalamalar1 verilmistir. Sicaklik gruplarmin ortalama

degerleri, ilgili sicaklikla denenen tiim pH tekrar 6rneklerinin ortalamalari alinarak elde

edilmistir.

hesaplanmustir (Sekil 5.14).

Alan degerleri,

ilgili piklerin integrasyonu ile,
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Cizelge 5.6. Farkli sicaklik gruplarinin ortalama pik alani degerleri ve Amid I pikine
oranlanmis degerleri.

Pik No. 20 C 25 C 30 C
Pik alan1 A(Trgnl'e Pik alan1 A(Trﬁnlle Pik alan1 Ag]rﬁnlle
1 2,08 1,29 2,10 1,15 1,98 1,15
2 0,29 0,18 0,35 0,19 0,30 0,18
3 0,17 0,11 0,17 0,09 0,19 0,11
4 0,27 0,17 0,26 0,14 0,24 0,14
S 0,06 0,04 0,08 0,04 0,06 0,04
6 0,11 0,07 0,12 0,07 0,11 0,07
7 1,62 1,58 1,83 1,45 1,70 1,43
8 1,04 0,64 1,28 0,69 1,19 0,70
9 0,29 0,18 0,32 0,17 0,26 0,15
10 0,46 0,28 0,51 0,28 0,42 0,25
11 0,12 0,07 0,13 0,07 0,11 0,06
12 0,38 0,23 0,42 0,23 0,32 0,19
13 0,23 0,14 0,19 0,11 0,13 0,08
14 0,57 0,35 0,63 0,34 0,45 0,26
15 0,82 0,51 0,69 0,37 0,43 0,25
16 0,04 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02
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Sekil 5.14. OPUS programinda gerceklestirilen integrasyon alan hesaplamasina 6rnek.

Sekil 5.15 ve 5.16° da farkli sicakliklara ait ortalama spektrumlar iist iiste koyularak
aradaki farkliliklar gdsterilmistir. 20°C, 25°C ve 30°C inkiibasyon sicakliklarinda elde
edilen pelikiillerin spektrum piklerine bakildiginda, istatistiki (ANOVA) analizde de
anlamli ¢ikan (P<0.05) 4., 7., 13., 14., 15., ve 16 piklerde farklilik saptanmistir (Sekil
5.17). Ozellikle 15. pik, 20°C spektrumunda bariz sekilde gériiniirken, 25°C de azalmis ve
30°C’ de yok olmustur (Sekil 5.15). 15. pik bélgesinin polisakkarit bolgesi olmasi 6nem

tagimaktadir.

Salmonella‘da seliiloz biyosentezi ve ince agregatif fimbriya (Tafi) sentezi siklikla birlikte
gerceklesmektedir. Ince agregatif fimbriyalar seliilozun olusturdugu elastik ve stabil
baglarin aksine, hiicreler arasinda kati1 ve kirilgan baglar kurar. 30 °C” de olusan pelikiiliin
son derece kirilgan bir yapida olmasi ve incelenen FTIR spektrumda polisakkarit pikinin
¢ikmamasi, 30'C’ de olusan pelikiiliin yapisinda, 20°C ve 25C’ de olusan pelikiilde var
olan seliilozun sentezlenmedigi veya az sentezlendigi diisiincesini kuvvetlendirmektedir

(Sekil 5.16 ve Sekil 5.17).
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Absorbans (A.U)

Dalgasayisi (wavenumber, cm1)

Sekil 5.15. 20°C, 25°C ve 30°C gruplarmim 1750-1000 cm™ arasindaki karsilastirmali
FTIR absorbans spektrumlari. Spektrumlar, ilgili sicakliklarda denenen farkli pH
kosullarindan elde edilen spektrumlarin ortalamalar1 alinarak elde edilmistir.
Normalizasyon Amid I pikine gére (7 numarali pik) yapilmistir.
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Sekil 5.16. A: 20, 25 ve 30°C gruplarmin 3700-2700 cm™ arasindaki kargilagtirmali FTIR
absorbans spektrumlari. Spektrumlar, ilgili sicakliklarda denenen farkli pH kosullarindan
elde edilen spektrumlarin ortalamalar1 alinarak elde edilmistir. Normalizasyon Amid I
pikine gore (7 numarali pik) yapilmistir. B: 20, 25 ve 30C gruplarmin 7 numarali pik olan
Amid I piki i¢in karsilagtirmali FTIR absorbans spektrumlari. Normalizasyon Amid II
pikine gore (8 numarali pik) yapilmuistir.
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Sekil 5.17. 20°C, 25°C ve 30°C gruplarmin karsilastirmali FTIR absorbans
spektrumlarinin pik alanlarina gore ANOVA analizi (P< 0.05) sonuglari.

7. pik bolgesi protein bolge olmasi ve sicakliklar arasinda anlamli bir farklilik (Sekil 5.17)
gostermesi sebebiyle, bu farkliligin Salmonella biyofilminde énemli bilesen olarak bilinen
kivrimli fimbriyadan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. 7. pik bolgesine bakildiginda (Cizelge
5.6) sicaklik arttikga s6z konusu pikin alaninda da miktarsal olarak azalma meydana

geldigi gorulmektedir.
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Spektrumlardan elde edilen piklerin integrasyon alan hesaplamalar1 (Sekil 5.14) OPUS
programinda yapildiktan sonra elde edilen veriler (ortalamalar1 Cizelge 5.6’ da verilmistir)
cok degiskenli kiimeleme analizine tabi tutulmustur. Sekil 5.18” den de anlasildig1 {izere
sicaklik faktoriine bagli olarak gruplar ii¢ ayr1 kiimede homojen bir sekilde yer alirken, pH
faktoriine bagli olarak gruplar homojen bir dagilim goéstermemistir. Yapilan ANOVA
analizinin sonuglar1 da bu bulgular1 dogrulamaktadir. Zira 20°C inkiibasyon sicakliginda
pH 5.2 ile pH 5.9 gruplari arasinda sadece 5. Pikte (P<0.026), 25°C inkiibasyon
sicakliginda pH 5.2 ile pH 5.9 gruplan arasinda (P<0.049) ve pH 5.9 ile pH 6.6 gruplar
arasinda (P<0.013) 6. pikte anlamli bir fark belirlenmistir. 30°C icin ise herhangi bir

anlamli pik saptanmamustir.
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Sekil 5.18. 1750-1000 cm™ arasindaki bolgeye gore yapilan kiimeleme analizi.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde; sicaklik, pH ‘ya gore pelikiil (biyofilm)

olusumunda daha baskin bir gevresel faktor olarak one ¢ikmustir. Sicaklik pelikiiliin
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kimyasal yapisin1 ciddi derecede etkilemektedir. Sekil 5.17°den de anlasildig iizere,
sicaklik artik¢a pelikiiliin yapisinda bulunan protein (7. pik), polisakkarit (15. pik), lipit (4.
pik) ve niikleik asitlerin (16. Pik ve 13. pik) miktarlarinda anlamli bir sekilde (P<0.05)

azalma meydana gelmektedir.

5.7. Farkh Inkiibasyon Sicakhklarmmin Seliiloz Uretimi Uzerine EtKisi

S. Virchow DMC18 susunun farkli inkiibasyon sicakliklarinda (20°C, 25°C ve 30°C)
seltiloz Gretim 0Ozelliklerini arastirmak amaciyla kalkoflor denemesi tasarlanmistir. Bu
nedenle tim deneyler sirasinda kullanilan DMC18 numarali sus LB™M siv1 besiyerisinde
%1 lik ekim yaparak 37°C’ de calkalamali kosullarda 18 saat inkiibe edilmistir. Daha énce
de anlatildigr gibi aktif kiiltiirlerden kalkoflor (seliiloz indikatorii) igeren LB™N kati
besiyerlerine 6ze yardimiyla ekim yapilmis ve bu ortamlar 20°C, 25°C ve 30°C’ de 8 giin
sliresince inkiibasyon birakilmigtir (64). 8. giin sonunda iireme hatlar1 366 nm UV 151k
altinda incelenerek, seliloz Uretim ozellikleri, kalkofloru baglamak suretiyle floresans

1s1ma verip vermemelerine gore degerlendirilmistir (Sekil 5.19).

Sekil 5.19’tan da anlasildig1 lizere 366 nm UV 1sik altinda incelenen petriler 20°C’de
kuvetli ve 25°C’de zayif bir floresans isima sergilerken, 30°C icin mat bir gorintii elde
edilmistir. Elde edilen bu sonuglar 30°C’de Salmonella’nin biyofilm matriksinin énemli
bileseni olan seliilozun sentezlenmedigini ve bu sebepten dolayr pelikiil denemesinde

kirilgan bir yap1 olusturdugunu kanitlamaktadir.

Sekil 5.19. S. Virchow DMC18 susunun farkli inkiibasyon sicakliklarinda seltiloz uretimi
[(A,20C), (B, 25C) ve (C, 30 C)].
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6. TARTISMA VE SONUC

Turkiye kokenli S. Virchow suslar1 ile yiiriitiilen biyofilm morfotip analizleri, bu suslarda
yaygin morfotipin “rdar” oldugu gosterilmistir. Zira incelenen 16 sustan sadece biri “bdar”,
diger 15 adeti ise “rdar” biyofilm morfotipinde bulunmustur. “rdar” ve “bdar”
morfotiplerinin ortak 6zelligi biyofilm matriksinin ana bileseni olarak kivrimli fimbriya
icermeleridir. “rdar” morfotipinin matriksinde kivrimli fimbriya yaninda seliiloz da
bulunurken, “bdar” morfotipinin matriksinde yalniz kivrimli fimbirya yer almakta, seliiloz

bulunmamaktadir (77).

Kivrimli fimbriya, Salmonella cinsinin de dahil oldugu Enterobacteriaceae familyasi
tiyelerinin ortak bir yiizey yapist oldugu icin, bu bakterilerin trettigi biyofilm
matrikslerinin de ana bileseni olarak tespit edilmesi dogaldir. Kivrimli fimbriyanin (ince
agregatif fimbriya) Enterobacteriaceae uyelerinin; memeli ve bitki hiicrelerinin yani sira,
cam, plastik ve paslanmaz celik gibi inert yilizeylerde tutunmasi ve biyofilm yapilarini
olusturmasinda ilk basamak olan adezyona Onemli Olgiide katkida bulundugu uzun
zamandir bilinmektedir (82, 144). Diger yandan Salmonella biyofilmleri igerisindeki
selulozun, biyofilm yapilarmin elastikiyetini ve dolayisi ile stres ajanlarma kars

stabilitesini artirdigi degisik arastiricilar tarafindan saptanmistir (85, 145).

Ozetle “rdar” morfotipteki biyofilmlerde kivrimli fimbriya tutunmanin ve biyofilm
olusumunun, seliiloz ise yapisal stabilite ve kararligi temel unsurlaridir. Yalmz seliiloz
(pdar) ya da yalniz kivrimli fimbriya (bdar) igeren biyofilmlerin igerisinde bulunan
bakterilerin ¢evresel stres kosullarina, antibiyotiklere ve dezenfektanlara diren¢ yaninda,
immiin sistemin yanitlarindan korunmada da, rdar morfotipindeki biyofilmlerin icindeki
bakterilere oranla ¢ok daha diisiik seviyede bir yetenek icerdikleri belirlenmistir (144,
145). Bu nedenle Salmonella enfeksiyonlarinda temel biyofilm morfotipi olarak “rdar”
esas alinmaktadir. Calismamizda da S. Virchow suslarinda ana biyofilm morfotipi olarak
“rdar” morfotipinin belirlenmesi, Tiirkiye kokenli bu suslarin yiiksek duzeyde enfektif
ajanlar olduguna isaret etmektedir. Ozellikle tavuk¢uluk endiistrisi agisindan biiyiik dnem
tasiyan bu suslarda yiriitilecek micadelede, “rdar” morfotipinin esas alinmasi ve
antibiyofilm ajanlarin etkinliginin bu morfotipe gore tespit edilmesi gerekmektedir. Agar
ortamlarinda S. Virchow suslarinin biyofilm morfotipleri belirlendikten sonra, elde edilen
verilerin dogrulanmasi amaciyla, bu bakterilerin sivi besiyerisinde sivi-hava fazinda

olusturduklart pelikiil yapilarinin karakteristikleri de arastirilmistir. Bu denemelerden elde
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edilen veriler, agar ilizerinde gerceklestirilen biyofilm morfotipi caligmalari ile tam bir
uyum gostermistir. Yapisinda sadece kivrimli fimbriya bulunduran S. Virchow DMC33
(bdar morfotipinde) pelikiil yapisi, karistirma ve ¢alkalama gibi fiziksel etkilerle kolay bir
sekilde dagilmistir. Diger yandan “rdar” morfotipinde bulunan diger 15 S. Virchow
susunun pelikiil yapilar1 karigtirma ve ¢alkalama uygulamalarina yiiksek diizeyde direng
gostermistir. “bdar” morfotipinin olusturdugu pelikiil yapisinin s6z konusu islemlere karsi
dayaniksiz olusu, matriks ana bileseni olarak yalniz kivrimli fimbriyay1r igermesinden
kaynaklanmaktadir. Zira agregatif ve elastisitesi diisiik bir protein polimeri olan bu
fimbriya, biyofilm olusumunu olumlu yo6nde etkilerken, tek basina bulundugunda
biyofilmin ve pelikiliin fiziksel ve kimyasal etkilere kars1 direncini diisiirmektedir. Ancak
biyofilm ve dolaysi ile pelikiil yapisina agregatif fimbriyanin yaninda seliilozun da
katilmasi, olumsuz cevresel kosullarinda stabiliteyi yliksek diizeyde artirmaktadir (13, 64,
85, 146, 147, 148, 149, 150). Biyofilm ve pelikiil ¢calismalarinin nihai dogrulanmasi,
kalkaflor baglanma denemeleri sonucunda gergeklestirilmistir. Bu denemeler sonucunda da

sadece S. Virchow DMC33 susunda kalkaflor baglanmasinin gergeklesmedigi saptanmustir.

Salmonella suslarinin biyofilm olusturma yeteneklerinin zamana bagli degisimi; bu
bakterilerin biyofilm tretme kapasitelerinin, biyofilm yapilarinin ve tutunduklar yiizeyin
ozelliklerine baglidir. Biyofilm yapilarinin detayli analizinde ve bu yapilar ile miicadelede,
olgun biyofilm olusma zamanlarimin kritik bir 6nemi vardir. Zira 6zellikle biyofilm
eradikasyonu amaci ile segilecek antimikrobiyal ajanlarin, deneysel etkinlikleri, olgun ve
en yuksek dizeyde Uretilmis biyofilmlere karsi denenerek belirlenmelidir (66, 128, 129,
130, 131). Bu durumda ancak gercek bir biyofilm micadele ajaninin tespiti miimkiin
olabilir. Ayrica biyofilm iiretiminin optimum zamaninin belirlenmesi, biyofilm {iretimi i¢in
dogru tahminlerin yapilmasimi ve klinik ve endustriyel siireglerde kullanilacak
matematiksel modellerin gelistirilmesini  mimkin kilar. Bu amagla yiritulen
calismamizda Tiirkiye kokenli tiim S. Virchow suslarinin polistiren yiizeylerde optimum
biyofilm iiretme zamaninin 72 saat oldugu belirlenmistir. 72 saat sonucunda tayin edilen
biyofilm miktarlar1, Tiirkiye kokenli suslarin timiiniin giicli biyofilm dreticileri oldugunu
da gostermistir. Caligmamizdaki kontrol sus S. Typhimurium SL1344” de oldugu gibi, bazi
Salmonella suslar1 i¢in ayni kosullarda biyofilm iiretim miktar1 ve optimum biyofilm
tiretim siireci farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliligin temel kaynagini, suslar arasinda
degisiklik gosteren genetik ifade programlarinin olusturdugu ongoriilmektedir (115, 126,

126). S. Virchow suslarinda tanimlanan optimum biyofilm Gretim diizeyinin, genetik ifade

62



zaman ile iligkisinin aragtirtlmasi literatlir verilerinde yer alan bu 6ngoruye kesinlik
kazandiracak ve biyofilm yapilarimin regiilasyonuna 6nemli katkilarda bulunacaktir.
Salmonella suslarinin biyotik ve abiyotik yilizeylerde biyofilm olusturmasi iizerinde etkili
diger ana unsurlar; ortamda bulunan temel besin maddeleri, ortam pH’s1 ve g¢evresel
sicakliktir (inkiibasyon sicakligi). Ozellikle biyofilm retiminin matematiksel modeli,
tahmini ve buna bagli olarak etkin miicadele stratejilerinin tayin edilmesi disiiniiliiyor ise,
bu parametrelerin tayin edilmesi bir zorunluluktur (12, 15, 16, 24, 152). Salmonella
suslarinda besinsel ve diger cevresel etkilerin incelendigi ¢alismalarda birbiri ile gelisen
sonuclar almmistir. Bazi suslarda ideal inkiibasyon sicakligi 20-22°C olarak belirlenirken
bazi suslar icin bu deger 28-30°C olarak saptanmistir (153, 154, 155). Aymi sekilde
biyofilm olusumu icin gerekli optimum pH diizeylerinde de literatiirde farkli bulgular
mevcuttur. Bazi ¢alismalarda biyofilm iiretim i¢in optimum ortam pH’st 6,6 civarinda
tanimlanirken, daha agirlikli olarak s6z konusu pH degerinin 6 ve 7 oldugu yoniinde
calisma sonuglar literatiirde yer almaktadir (113, 154, 156). Bunlarin aksine azot kaynagi
olarak Salmonella iireme ortamlarina artan konsantrasyonlarda tripton ilavesinin, biyofilm
tiretimini artirdigina yonelik veriler birgok ¢aligmada ortaktir (115, 157, 158). Bizim
calismamizda S. Virchow DMCI18 susu i¢in bu degerler; 20°C inkiibasyon sicakligi, 72 saat
inkiibasyon siiresi, pH 6.6 ve 0.5 g/L tripton konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
Calismamizda da oldugu gibi, bu konuda yapilan arastirmalarin sonuglarinin biiyiik oranda
farklilik gostermesinin ana nedenlerini; kullanilan suglarin cografik ve genetik farkliliklar
ve deneysel modellerin ¢esitliligi olarak 6zetlemek miimkiindiir. Kaynag: ne olursa olsun
bu farkliliklar, Salmonella biyofilmleri ile miicadelede lokal stratejilerin gelistirilmesinin
zorunluluguna isaret etmektedir. Yukarida 6zetlenen ve S. Virchow DMCI18 susu ile
yiiriitiilen deneysel c¢aligmalardan elde edilen veriler modifiye edilmis Gompertz
denklemine uygulandiginda, s6z konusu denklemin (Birincil denklem), uygulanan
degiskenler 15181inda biyofilm olusumunun modellenmesinde kullanilabilecegi saptanmustir.
Bugiine kadar degisik arastiricilar modifiye Gompertz denklemini kullanarak Salmonella
suslarinda biyofilm iiretim egilimini (A) hesaplamistir. Ancak bu calismalarda, bizim
calismamizdan farkli olarak biyofilm iiretimi icin sadece tek bir zaman dilimi
kullanilmistir (115, 124, 125). Tek zaman diliminde farkli parametrelerin biyofilm {iretimi
Uzerinde etkisinin arastirildigi ¢alisma verileri, biyofilm iiretiminin modellenmesinde ¢ogu
durumda yetersiz kalmaktadir (126, 155). Bizim ¢alismamizda ise, S. Virchow DMC18

susunun biyofilm olusturma kapasitesini bir model olarak tanimlamak amaci ile 3 farkli
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sicaklik ve pH degeri igin 96 saat siiresince biyofilm {iiretim diizeyleri belirlenmistir.
Tripton konsantrasyonu biyofilm iizerinde kritik bir parametre olarak tespit edilmedigi i¢in
model olusturmada dikkate alinmamistir. Deneysel veriler 1s1ginda gelistirilen birincil
modelden sonra, ii¢ boyutlu olarak olusturulan ikincil modelde de aymi sonuglara
ulasiimstir. ikincil modelde de sicaklik arttikga azami biyofilm miktar1 (a), azami biyofilm
olusturma hiz1 (Mm) ve biyofilmin olusmaya basladigi zamanm (A) olumsuz yOnde
etkilendigi saptanmistir. Bunun aksine ortam pH’s1 arttikca (pH 6.6 degerine kadar) soz
konusu parametrelerin biyofilm {iiretim kapasitesi agisindan olumlu yonde etkilendigi

belirlenmistir.

Olusturulan modellerin biyofilm iiretiminin tahmini kapasitesini test etmek i¢in, calismanin
devaminda, ikincil model kullanilarak birincil modelin a, Yy, ve A parametrelerinin,
inkiibasyon sicakligina (23 °C ve 26 °C ) ve ortam pH’sina (pH 5.3 ve 6.3) bagh degisimi
tanimlanmistir. S. Virchow suslarinin olusturdugu biyofilmler ile micadelede en kritik
evrenin, bu calismada elde edilen veriler 1s181nda, biyofilm olusumunun hizlanmaya
basladigr zaman (A) oldugunu sdylemek olasidir. Zira bu evreden sonra biyofilm {iiretimi
cok hizli bir sekilde ger¢eklesmektedir. Biyofilm iiretiminde A evresine gegilmeden sonra
yapilacak sanitasyon ve dezenfeksiyon gibi islemler, biyofilm olusumunu engellemek icin
¢ogu durumda yeterlidir (126). Ancak olgun biyofilmlerin eradikasyonu s6z konusu
yontemlerde miimkiin degildir (6). S. Virchow DMC18 susunda biyofilm olusumunun
hizlandig1 zaman, ilk 24 saatin altinda gerceklestigi i¢cin, modelin tahmin calismalar1 24
saatlik inkiibasyon siiresi esas alinarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuclar da, olusturulan matematiksel modeller ile uygunluk gdstermistir. Tiim bu bulgular
literatiir verileri ile beraber yorumlandiginda olusturulan modelin, Salmonella suslarinin
biyofilm {iretiminin klinik ve endiistriyel siireglerde tahmininde kullanilabilecegini
gostermektir. Bu Salmonella biyofilmlerinin olusumunun engellenmesi ve eradikasyonu

caligmalarina yeni bulgular ve ivme kazandiracak 6nemli bir gelismedir.

Tez c¢aligmasmin son asamasinda gerceklestirilen FTIR analizleri, Salmonella pelikil
yapilarinin gevresel faktorlere bagli olarak kimyasal bilesenlerinin degistigini kanitlamistir.
Ozellikle inkiibasyon sicaklifmin artigina paralel olarak protein, karbonhidrat ve nikleik
asit piklerinde gozlenen diismeler ya da karbonhidrat pikinin tespit edilmemesi, cevresel
etkilerin biyofilm morfotipinin ya da pelikiil yapisinin degisimine yol agtigim
kanitlamaktadir. Kivrimli fimbriya (Protein), seliloz (Karbonhidrat) ve DNA (Nikleik

asit) miktarmin biyofilm matriksinde bulunmasi, biyofilm iiretimi miktarmi ve {retilen
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biyofilmin stablitesini belirleyen ana unsurlardir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi kivrimli
fimbriya hicre-hiicre ve hicre-yuzey adezyonunda, seliloz dretilen biyofilmin
stabilitesinde ve DNA ise biyofilm matriksinde hiicrelerin tutulmasi ve bakteri
komiinitesinin olusturulmasinda etkin rol oynamaktadir (65, 70, 71, 73, 162, 163). FTIR
analizlerinden elde edilen bu bulgular, 6zellikle Salmonella suslarinin sivi-hava ara fazinda
olusturdugu biyofilm yapilarinin (pelikiil) olusumunun engellenmesi ve eradikasyonu

calismalarina yeni bir yaklasim getirecektir.

65



KAYNAKLAR

1.

10.

11.

Popoff MY, Le Minor LE. Genus XXXIII Salmonella. Bergey‘s Manual of Systematic
Bacteriology. 2005;2: 764-787.

Threlfall EJ. Topley and Wilson‘s Microbiology and microbial infections.
Bacteriology. 2005;1398-1434.

Kim W, Surette MG. Swarming populations of Salmonella represents a unique
physiological state coupled to multiple mechanisms of antibiotic resistance. Biological
Procedures. 2003;5:189-196.

Voetsch A, Thomas C, Van Gilder J, Angulo F, Monica J, Farley M. The Emerging
Infections Program FoodNet Working Group, FoodNet Estimate of the Burden of
Iliness Caused by Nontyphoidal Salmonella Infections in the United States. Clinical
Infectious Diseases. 2004;38(3);127-34.

Suar M, Jantsch J, Hapfelmeier S, Kremer M, Stallmach T, Barrow PA. Virulence of
broad and narrow-host-range Salmonella enterica serovars in the streptomycin-
pretreated mouse model. Infection and Immunology. 2006;74(1);632—644.

Shi X, zZhu X. Biofilm formation and food safety in food industries. Trends in Food
Science and Technology. 2009;20:407-13.

Joseph B, Otta SK, Kraunasagar I. Biofilm formation by Salmonella spp. on food
contact surfaces and teir sensitivity to sanitizers, International Journal of Food
Microbiology. 2001;64:367-372.

Costerton JW, Lewandowski Z, Caldwell DE, Korber DR, Lappinscott HM. Microbial
biofilms. Annual Review of Microbiology. 1995;49:711-745.

Jessen B, Lammert C. Biofilm and disinfection in meat processing plants. International
Biodeterioration and Biodegradation. 2003;51:265-269.

Hohmann EL. Non-typhoidal salmonellosis. Clinical Infectious Diseases.
2001;32:263-9.

European Center for Disease Control. Update on outbreak of Salmonella Agona in
Ireland and other EU countries. Available from: http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/
Pages/Salmonellosis_Outbreak_in_Ireland.aspx. 2010; Accessed Apr 12.

66


http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Hood SK, Zottola EA. Adherence to stainless steel by foodborne microorganisms
during growth in model food systems. International Journal of Food Microbiology.
1997;37:145-53.

Rémling U, Rohde M. Flagella modulate the multicellular behavior of Salmonella
typhimurium on the community level. FEMS Microbiology Letters. 1999;180:91-102.

Romling U, Rohde M, Olsen A, Normark S, Reinkoster J. AgfD, the checkpoint of
multicellular and aggregative behaviour in Salmonella typhimurium regulates at least
two independent pathways. Molecular Microbiology. 2000; 36:10-23.

Sinde E, Carballo J. Attachment of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes to
stainless steel, rubber and polytetrafluorethylene: the influence of free energy and the
effect of commercial sanitizers. Food Microbiology. 2000;17:439-47.

Gerstel U, Rémling U. Oxygen tension and nutrient starvation are major signals that
regulate agfD promoter activity and expression of the multicellular morphotype in
Salmonella Typhimurium. Environmental Microbiology. 2001;3: 638-48.

Chandy JP, Angles ML, Determination of nutrients limiting biofilm formation and the
subsequent impact on disinfectant decay. Water Research. 2001;35: 2677-82.

Chmielewski RAN, Frank JF, Biofilm formation and control in food processing
facilities. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. 2003;2: 22-32.

Simoes M, Simoes LC, Vieira MJ. A review of current and emergent biofilm control
strategies. LWT- Food Science and Technology. 2010; 43:573-83.

Magretrg T, Vestby LK, Nesse LL, Hannevik S, Kotlarz K, Langsrud S. Evaluation of
efficiency of disinfectants against Salmonella from the feed industry. Journal of
Applied Microbiology. 2009;106:1005-1012.

Gilbert P, McBain AJ, Rickard AH. Formation of microbial biofilm in hygienic
situations: a problem of control. International Biodeterioration and Biodegradation.
2003;51:245-8.

Hall-Stoodley L, Costerton JW, Stoodley P. Bacterial biofilms: from the natural
environment to infectious diseases. Nature Reviews Microbiology. 2004;2:95-108.

Kaufman ME, Pulsed-field gel electrophoresis. Molecular Bacteriology. 1998; 33-50.

White AP, Gibson DL, Kim W, Kay WW, Surette MG. Thin agregative fimbriae and
cellulose enhance long-term survival and persistence of Salmonella, Journal of
Bacteriology. 2006;188:3219-3227.

67



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Giannella RA. Salmonella. In: Baron S, editor. Med Microbiol [Internet]. 4th ed.
Galveston (TX): University of Texas Medical Branch at Galveston; 1996 [cited 2013
Jul 29]. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8435/.

Brenner FW, Villar RG, Angulo FJ, Tauxe R, Swaminathan B. Salmonella
Nomenclature. J Clin Microbiol. 2000;38(7):2465-7.

Crump JA., Griffin PM, Angulo FJ. Bacterial contamination of animal feed and its
relationship to human foodborne illness. Clin Infect Dis. 2002;35:859-865.

Kathryn Cross, http://www.ifr.ac.uk/ Gida Arastirma Enstitiisii.

Atlas RM, Bartha R. Microbial Ecology. 4th edition, Benjamin/Cummings Science
Publishing, Menlo Park, CA, USA

Potera C. Studying slime. Environ Health Perspect. . 1997; 106(12):A604-A606.
Henrici AT. Studies of freshwater bacteria. J Bacteriol. 1933; 25:2132

Hgiby N. Pseudomonas aeruginosa | Infection in Cystic fibrosis. APMIS. 1977;
262(Suppl):1-96.

Costerton JW, Geesey GG, Cheng KJ. How bacteria stick. Sci Am. 1978; 238(1):86-
95.

Costerton JW, Cheng KJ, Geesey GG, Ladd TI, Nickel JC, DasguptaM, et al. Bacterial
biofilms in nature and disease. Annu Rev Microbiol. 1987;41:435-464.

Costerton JW, Lewandowski Z, DeBeer D, Caldwell D, Korber D, James G. Biofilms,
the customized microniche. J Bacteriol. 1994;176(8):2137-2142.

Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP. Bacterial biofilms: a common cause of
persistent infections. Science. 1994; 284(5418):1318-1322.

Costerton JW. Replacement of acute planctonic by chronic biofilm diseases. In: Eckey
C(ed) The biofilm primer. Springer, New York. 2007

Davey ME, O'toole GA. Microbial biofilms: from ecology to molecular genetics.
Microbiol Mol Biol Rev. 2000;64(4):847-67. Review.

Donlan RM. Biofilms: microbial life on surfaces. Emerg Infect Dis. 2002;8(9):881-90.
Review.

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8435/
http://www.ifr.ac.uk/

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

Bothwell MR, Smith AL, Phillips T.Recalcitrant otorrhea due to Pseudomonas
biofilm. Otolaryngol Head Neck Surg. 2003 Nov;129(5):599-60.

Bayles KW. The biological role of death and lysis in biofilm development. Nat Rev
Microbiol. 2007; 5(9):721-726.

Kirketerp-Moller K, Jensen PO, Fazli M, Madsen KG, Pedersen J, Moser C, Tolker-
Nielsen T, Hgiby N, Givskov M, Bjarnsholt T. Distribution, organization, and

ecology of bacteria in chronic wounds. J Clin Microbiol. 2008;46(8):2717-2722.

Palmer R Jr, White DC. Developmental biology of biofilms: implications for treatment
and control. Trends Microbiolg.1997;5:435-440.

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Biofilm Formation.jpg

Mittelman MW. Adhesion to biomaterials. In: Fletcher M (ed) Bacterial adhesion:
molecular and ecological diversity. Wiley-Liss New York. 1996; 89-127.

Loeb GI, Neihof RA. Marine conditioning films. Adv Chem Ser. 1975;145:319-335.

Chamberlain AHL.The role of adsorbed layers in bacterial adhesion. In: Melo LF, Bott
TR, Fletcher M, Capdeville B (eds) Biofilms-science and technology. Kluwer
Academic Dordrecht. 1992;59-67.

Marshall KC, Stout R, Mitchell R. Mechanism of the initial events in the sorption of
marine bacteria to surfaces. J Gen Microbiol. 1971;68:337-348.

Baier RE. Substrate influence on adhesion of microorganisms and their resultant new
surface properties. In: Bitton G, Marshall KC (eds) Adsorption of microorganisms to
surfaces. Wiley New York. 1980;59-104.

Rittle KH, Helmstetter CE, Meyer AE, Baier RE. Escherichia coli retention on solid
surfaces as functions of substratum surface energy and cell growth phase. Biofouling.
1990;2:121-130.

Marsh PD. Dental plaque In: Lappin-Scott HM, Costerton JW (eds) Microbial
biofilms. Cambridge University Press Cambridge. 1995;282-300.

Characklis WG, McFeters GA, Marshall KC. Physiological ecology of biofilm

systems. In: Characklis WG, Marshall KC (eds) Biofilms. Wiley New York.
1990a;341-393.

69


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Biofilm_Formation.jpg

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Pringle JH, Fletcher M. Influence of substratum wettability on attachment of
freshwater bacteria to solid surfaces. Appl Environ Microbiol. 1993;45:811-817.

Bendinger B, Rijnaarts HHM, Altendorf K, Zehnder AJB. Physicochemical cell
surface and adhesive properties of coryneform bacteria related to the presence and
chain length of mycolic acids. Appl Environ Microbiol. 1993;59:3973-3977.

Percival SL, Thomas JG. Helicobacter pylori prevalence and transmission and role of
biofilms. Water Health. 2009;7(3):469-477.

Poulsen LV. 1999. Microbial biofilm in food processing. Lebensm Wiss u
Techn.1999;32 (6):321-326.

Rosenberg M, Perry A, Bayer EA, Gutnick DL, Rosenberg E, Ofek I. Adherence
of Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 to human epithelial cells and to hexadecane.
Infect Immun. 1981;33: 29-33.

Gunduz GT, Tuncel G. Biofilm formation in an ice cream plant. Antonie Van
Leeuwenhoek. 2006;89 (3-4):329-336.

Blenkinsopp SA, Costerton JW. Understanding bacterial biofilms. Trends Biotechnol.
1991; 9:138-143.

Kumar CG, Anand SK. Significance of microbial biofilms in food industry: a review.
Int J Food Microbiol.1998;42: 9-27.

Hallam NB, West JR, Forster CF, Simms J. 2001. The potential for biofilm growth in
water distribution systems Wat Res, 2001;35:4063-4071.

Starkey M, Gray KA, Chang SI, Parsek M. 2004. The EPS matrix of bacterial
biofilms. 2004; ASM Pres: 174-191..

Branda SS, Vik A, Friedman L, Kolter R. 2005. Biofilms: the matrix revisited. Trends
in Microbiol. 2005;13;20-26.

Zogaj X, Nimtz M, Rohde M, Bokranz W, Rémling U. The multicellular morphotypes
of Salmonella typhimurium and Escherichia coli produce cellulose as the second
component of the extracellular matrix. Molecular Microbiology. 2001;39(6);1452-
1463.

Romling U. Molecular biology of cellulose production in bacteria. Res Microbiol:
2002;153:pp. 205-212.

70



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Aparna MS, Yadav S. Biofilms: Microbes and diseases. Braz J Infect Dis. 2008;12:pp.
526-530.

Ma L, Conover HLu, Parsek MR, Bayles K, Woznizk DJ. Assembly and development
of the Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix. PLoS Pathog. 2009; 5:e1000354.

Collinson SK, Emody L, Muller KH, Trust TJ, Kay WW. Purification and
characterization of thin, aggregative fimbriae from Salmonella enteritidis. J Bacteriol.
1991 Aug;173(15):4773-81.

Muller KH, Collinson SK, Trust TJ, Kay WW. Typel fimbriae of Salmonella
enteritidis. J Bacteriol. 1991 Aug; 173(15): 4765-72.

Whitchurch CB, Tolker-Nielsen T, Ragas PC, Mattick JS. Extracellular DNA required
for bacterial biofilm formation. Science. 2002;295:1487.

Allesen-Holm M, Barken KB, Yang L, Klausen M, Webb JS, Kjelleberg S, et al. A
characterization of DNA release in Pseudomonas aeruginosa cultures and biofilms.
Mol Microbiol. 2006;59:1114-1128.

Harmsen M, Lappann M, Kngchel S, Molin S. Role of extracellular DNA during
biofilm formation by Listeria monocytogenes. Appl Environ Microbiol.
2010;76:2271-2279

Hall-Stoodley L, Nistico L, Sambanthamoorthy K, Dice B, Nguyen D, Mershon WJ, et
al. Characterization of biofilm matrix, degradation by DNase treatment and evidence
of capsule downregulation in Streptococcus pneumoniae clinical isolates. BMC
Microbiol. 2008;8:173.

Jayaraman A, Cheng ET, Earthman JC, Wood TK. Importance of biofilm formation
for corrosion inhibition of SAE 1018 steel by axenic aerobic biofilms. J Ind Microbiol
Biotechnol. 1997;18: 396-401.

Collinson S, Doig P, Doran J, Clouthier S, Trust T, Kay W. Thin, aggregative fimbriae
mediate binding of Salmonella enteritidis to fibronectin. J. Bacteriol. 1993;175:12-18.

Hammar M, Arngvist A, Bian Z, Olsen A, Normark S. Expression of two csg operons
is required for production of fibronectin- and congo red-binding curli polymers in
Escherichia coli K-12. Mol. Microbiol. 1995;18:661-70.

Rémling U, Bian Z, Hammar M, Sierralta W, Normark S. Curli fibers are highly
conserved between Salmonella typhimurium and Escherichia coli with respect to
operon structure and regulation. J. Bacteriol. 1998;180:722-31.

71



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Collinson S, Clouthier S, Doran J, Banser P, Kay W. Salmonella enteritidis agfBAC
operon encoding thin, aggregative fimbriae. J. Bacteriol. 1996;178:662—67.

Hammar M, Bian Z, Normark S. Nucleator-dependent intercellular assembly of
adhesive curli organelles in Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci USA. 1996;93:6562—
66.

Chapman MR, Robinson LS, Pinkner JS, Roth R, Heuser J. Role of Escherichia coli
curli operons in directing amyloid fiber formation. Science. 2002; 295:851-85.

White AP, Collinson S, Banser P, Gibson D, Paetzel M. Structure and characterization
of AgfB from Salmonella enteritidis thin aggregative fimbriae. J. Mol. Biol.
2001;311:735-49.

Barnhart MM, Chapman MR. Curli Biogenesis and Function. Annu. Rev. Microbiol.
2006;60:131-47.

Loferer H, Hammar M, Normark S. Availability of the fiber subunit CsgA and the
nucleator protein CsgB during assembly of fibronectin-binding curli is limited by the
intracellular concentration of the novel lipoprotein CsgG. Mol. Microbiol.
1997;26:11-23.

Robinson LS, Ashman EM, Hultgren SJ, Chapman MR. Secretion of curli fibre
subunits is mediated by the outer membrane-localized CsgG protein. Mol. Microbiol.
2006;59:870-81.

Solano C, Garcia B, Valle J, Berasain C, Ghigo J, Gamazo et al. Genetic analysis of
Salmonella enteritidis biofilm formation: critical role of cellulose. Molecular
Microbiology. 2002;43(3):793-808.

Romling U. Characterization of the rdar morphotype, a multicellular behaviour in
Enterobacteriaceae. Cellular and Molecular Life Sciences. 2005;1.62(11);1234-1246.

Ogasawara H, Yamamoto K, Ishihama A. Role of the Biofilm Master Regulator CsgD
in Cross-Regulation between Biofilm Formation and Flagellar Synthesis. J Bacteriol.
2011;15:193(10):2587-97.

Grantcharova N, Peters V, Monteiro C, Zakikhany K, Rémling U. Bistable Expression
of CsgD in Biofilm Development of Salmonella enterica Serovar Typhimurium. J
Bacteriol. 2010;15.192(2):456-66.

Nealson KH, Hastings JW. Bacterial bioluminescence: its control and ecological
significance. Microbiol Rev. 1979;43(4):496-518.

Eberhard A, Widrig CA, McBath P, Schineller JB. Analogs of the autoinducer of
bioluminescence in Vibrio fischeri. Arch Microbiol. 1986;146(1):35-40.

72



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Daniels R, Vanderleyden J, Michiels J. Quorum sensing and swarming migration in
bacteria. FEMS Microbiology Reviews. 2004; 28:261-289.

Davies DG, Parsek MR, Pearson JP, Iglewski BH, Costerton JW, Greenberg EP. The
involvement of cell-to-cell signals in the development of a bacterial biofilm. Science.
1998;280:295-298.

Fuqua, C, Greenberg EP. Listening in on bacteria acyl-homoserine lactone signalling.
Nature Reviews in Molecular Cell Biology. 2002;3:685-695.

Parsek MR, Greenberg EP. Sociomicrobiology: the connections between quorum
sensing and biofilms. Trends in Microbiology. 2005;1:27-33.

Surette MG, Miller MB, Bassler BL. Quorum sensing in Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium and Vibrio harveyi: A new family of genes responsible for autoinducer
production. Proc Natl Acad Sci USA. 1999;96:1639-1644.

http://cyberpizzas.wordpress.com/

Beck von Bodman S, Farrand SK. Capsular polysaccharide biosynthesis and
pathogenicity in Erwinia stewartii require induction by an N-acylhomoserine lactone
autoinducer. Journal of Bacteriology. 1995;177:5000-5008.

Fux CA, Costerton JW, Stewart PS, Stoodley P. Survival strategies of infectious
biofilms. Trends in Microbiology. 2005;13:34-40.

White AP, Gibson DL, Kim W, Kay WW, Surette MG. Thin Aggregative Fimbriae
and Cellulose Enhance Long-Term Survival and Persistence of Salmonella. J
Bacteriol. 2006;188(9):3219-27.

Vestby LK, Mgretrg T, Langsrud S, Heir E, Nesse LL. Biofilm forming abilities of
Salmonella are correlated with persistence in fish meal- and feed factories. BMC
Veterinary Research. 2009;5:1-6.

Karunakaran E, Mukherjee J, Ramalingam B, Biggs CA. “Biofilmology”: a
multidisciplinary review of the study of microbial biofilms. Applied Microbiology and
Biotechnology. 2011; 90:1869-1881.

Nilsson RE, Ross T, Bowman JP. Variability in biofilm production by Listeria
monocytogenes correlated to strain origin and growth conditions. International Journal

of Food Microbiology. 2011;150:14-24.

Smirnova, TA, Didenko LV, Azizbekyan RR, Romanova YM. Structural and
functional characteristics of bacterial biofilms. Microbiology. 2010;79:413-423.

73


http://cyberpizzas.wordpress.com/

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Van Houdt R, Michiels CW. Biofilm formation and the food industry, a focus on the
bacterial outer surface. Journal of Applied Microbiology. 2010;109:1117-1131.

Brandl MT. Fitness of Human Enteric Pathogens on Plants and Implications for Food
Safetyl. Annu Rev Phytopathol. 2006;44(1):367-92.

Prouty AM, Schwesinger WH, Gunn JS. Biofilm formation and interaction with the
surface of gallstones by Salmonella spp. Infect Immun. 2002;70:2640-2649.

Shirtliff ME, Mader JT, Camper AK. Molecular interactions in biofilms. Chem and
Bio. 2002;9:859-871.

Hammer BK, Bassler BL. Quorum sensing controls biofilms formation in Vibrio
cholerae. Mol Microbiol. 2003;50:101-114.

Martino PD, Fursy R, Bret L, Sunfararaju B, Philips RS. Indole can act as an
extracellular signal regulate biofilm formation of Escherichia coli and other indole-
producing bacteria. Can J Microbiol. 2003;49:443-449.

Wolfe AJ, Chang DE, Walker JD, Seitz-Partridge JE, Vidaurri MD, Lange CF, et al.
Evidence that acetyl phosphate functions as a global signal during biofilm
development. Mol Microbiol. 2003;48:977-988.

Tischler, A.D. and Camilli, A. 2004. Cylic diguanylate (c-di-GMP) regulates Vibrio
cholerae biofilm formation. Mol Microbiol, Vol. 53; pp. 857-8609.

Stepanovi¢ S, Cirkovi¢ I, Ranin L, Svabi¢-Vlahovi¢ M. Biofilm formation by
Salmonella spp. and Listeria monocytogenes on plastic surface. Letters in Applied
Microbiology. 2004;38:428-432.

Giaouris E, Chorianopoulos N, Nychas GJE. Effect of temperature, pH, and water
activity on biofilm formation by Salmonella enterica Enteritidis PT4 on stainless steel
surfaces as indicated by the bead vortexing method and conductance measurements.
Journal of Food Protection. 2005;68:2149-2154.

Xu H, Zou Y, Lee HY, Ahn J. Effect of NaCl on the biofilm formation by foodborne
pathogens. Journal of Food Science. 2010;75:M580-M585.

Speranza B, Corbo MR, Sinigaglia M. Effects of nutritional and environmental

conditions on Salmonella sp. biofilm formation. Journal of Food Science. 2011;76:
M12-M16.

74



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Steenackers H, Hermans K, Vanderleyden J, De Keersmaecker SCJ. Salmonella
biofilms: an overview on occurrence, structure, regulation and eradication. Food
Research International. 2012;45:502-531.

GERSTEL U, Rémling U. Oxygen tension and nutrient starvation are major signals
that regulate agfD promoter activity and expression of the multicellular morphotype in
Salmonella Typhimurium. Environmental Microbiology. 2001;3:638-48.

Pratt LA, Kolter R. Genetic analysis of Escherichia coli biofilm formation: roles of
flagella, motility, chemotaxis and type | pili. Mol Microbiol. 1998;30(2):285-93.

Mireles JR, Toguchi A, Harshey RM. Salmonella enterica serovar Typhimurium
swarming mutants with altered biofilm-forming abilities: surfactin inhibits biofilm
formation. J Bacteriol. 2001;183:5848-5854.

Boddicker JD, Ledeboer NA, Jagnow J, Jones BD, Clegg S. Differential binding to
and biofilm formation on, HEp-2 cells by Salmonella enterica Serovar Typhimurium is
dependent upon allelic variation in the fimH gene of the fim gene cluster. Mol
Microbiol. 2002;45(5):1255-65.

Doyle ME, Glass KA. Sodium Reduction and Its Effect on Food Safety, Food Quality,
and Human Health. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety.
2010;9(1):44-56.

O‘Toole G., Kaplan, H.B. and Kolter, R. 2000. Biofilm formation as microbial
development. Annu Rev Microbiol, VVol. 54; pp. 49-79.

Wang, Q, Zhang T. Review of mathematical models for biofilms. Solid State
Communications. 2010;150:21-22.

Mai T, Conner D. Effect of temperature and growth media on the attachment of
Listeria monocytogenes to stainless steel. Int J Food Microbiol. 2007;120:282-286.

Di Bonaventura G, Piccolomini R, Paludi D, Diorio V, Vergara A, Conter M.
Influence of temperature on biofilm formation by Listeria monocytogenes on various
food-contact surfaces: relationship with motility and cell surface hydrophobicity. J
Appl Microbiol. 2008;104:1552-1561.

Karaca B, Buzrul S, Tato V, Akgelik N, Akcelik M. Modeling and predicting the
biofilm formation of different Salmonella strains. J Food Safety. 2013;33:503-508.

Rémling U, Bokranz W, Rabsch W, Zogaj X, Nimtz M, Tschape H. Occurrence and
regulation of the multicellular morphotype in Salmonella serovars important in human
disease. Int J Med Microbiol. 2003;293(4):273-85.

75


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00381098
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00381098
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00381098/150/21

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Christensen GD, Simpson WA, Younger JJ, Baddour LM, Barrett FF, Melton DM, et
al. Adherence of coagulase-negative staphylococci to plastic tissue culture plates; a
quantitative model for the adherence staphylococci to medical devices. J Clin
Microbiology. 1985;22;996-1006.

Deighton MA, Balkau B. Adherence measured by microtiter assay as a virulence
marker for Staphylococcus epidermidis infections. Journal of Clinical Microbiology.
1990;28(11):2442-2447.

Stepanovi¢ S, Vukovi¢ D, Daki¢ I, Savi¢ B, Svabi¢-Vlahovi¢ M. A modified
microtiter-plate test for quantification of staphylococcal biofilm formation. Journal of
Microbiological Methods. 2000;40(2):175-179.

Ramage G, Walle KV, Wickes BL, Lopez-Ribot JL. Standardized Method for In Vitro
Antifungal Susceptibility Testing of Candida albicans Biofilms. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy. 2001;45(9):2475-2479.

Gibson AM, Bratchell N, Roberts TA. Predicting microbial growth: Growth responses
of Salmonellae in a laboratory medium as affected by pH, sodium chloride and storage
temperature. Int J Food Microbiol. 1988;6:155-178.

Buchanan RL, Phillips JG. Response surface model for predicting the effects of
temperature, pH, sodium chloride content, sodium nitrite concentration and
atmosphere on the growth of Listeria monocytogenes. J Food Protect. 1990;53:370-
376.

Zwietering MH, Jongenburger FM, Roumbouts M, van’t Riet K. Modelling of the
bacterial growth curve. Applied and Environmental Microbiology. 1990;56:1875—
1881.

Zwietering MH, De Koos JT, Hasenack BE, De Wit JC, Vant Riet K. Modeling
bacterial growth as a function of temperature. Appl Environ Microbiol. 1991;57:1094-
1101-5.

Woodward MJ, Sojka M, Sprigings KA, Humphrey TJ. The role of SEF14 and SEF17
fimbriae in the adherence of Salmonella enterica serotype Enteritidis to inanimate

surfaces. J Med Microbiol. 20001;49(5):481-7.

http://biyokure.org

Olsén A, Jonsson A, Normark S. Fibronectin binding mediated by a novel class of
surface organelles on Escherichia coli. Nature. 1989; 338:652-655.

76


http://biyokure.org/

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Schmitt J, Flemming HC. FTIR-spectroscopy in microbial and material analysis.
International Biodeterioration & Biodegradation. 1998;41:1-11.

Severcan F, Toyran N, Kaptan N, Turan B. Fourier transform infrared study of the
effect of diabetes on rat liver and heart tissues in the C—H region. Talanta. 2000;53:55-
59.

Movasaghi Z, Rehman S, Rehman |. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy
of Biological Tissues. Applied Spectroscopy Reviews. 2008;43:134-179.

Severcan F, Bozkurt O, Gurbanov R, Gorgulu G. FT-IR spectroscopy in diagnosis of
diabetes in rat animal model. J Biophoton. 2010;3:621-631.

Severcan F, Akkas SB, Turker S, Yucel R. Methodological Approaches from
Experimental to Computational Analysis in Vibrational Spectroscopy and
Microspectroscopy. In Severcan F, Haris Pl, eds. Vibrational Spectroscopy in
Diagnosis and Screening. Amsterdam: 10S Press, 2012;12-52.

Cegelski L, Pinkner JS, Hammer ND, Cusumano CK, Hung CS, Chorell E, et al.
Small-molecule inhibitors target Escherichia coli amyloid biogenesis and biofilm
formation. Nature Chemical Biology. 2009;5:913-919.

Gonzalez-Escobedo G, Gunn JS. Identification of Salmonella enterica Serovar
Typhimurium Genes Regulated during Biofilm Formation on Cholesterol Gallstone
Surfaces. Infect Immun. 2013;81(10):3770-80.

Rainey PB, Travisano M. Adaptive radiation in a heterogeneous environment. Nature.
1998;394:69-72.

Yildiz FH, Schoolnik GK. Vibrio cholerae O1 EIl Tor: Identification of a gene cluster
required for the rugose colony type, exopolysaccharide production, chlorine resistance,
and biofilm formation. PNAS. 1999;96(7):4028-4033.

Anriany YA, Weiner RM, Johnson JA, De Rezende C.E, Joseph S.W. Salmonella
enterica Serovar Typhimurium DT104 Displays a Rugose Phenotype. Applied and
Environmental Microbiology. 2001;67(9):4048-4056.

Spiers AJ, Kahn SG, Bohannon J, Travisano M, Rainey PB. Adaptive Divergence in
Experimental Populations of Pseudomonas fluorescens. 1. Genetic and Phenotypic
Bases of Wrinkly Spreader Fitness. Genetics. 2002;161:33-46.

Scher K, Romling U, Yaron S. Effect of Heat, Acidification, and Chlorination on
Salmonella enterica Serovar Typhimurium Cells in a Biofilm Formed at the Air-
Liquid Interface. Applied and Environmental Microbiology. 2005;71(3):1163-1168.

77



151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Castelijn GAA, Van Der Veen S, Zwietering MH, Moezelaar R, Abee T. Diversity in
biofilm formation and production of curli fimbriae and cellulose of Salmonella
Typhimurium strains of different origin in high and low nutrient medium. Biofouling J
Bioadhesion Biofilm Res. 2012;28:51-63.

Solomon EB, Niemira BA, Sapers GM, Annous BA. Biofilm formation, cellulose
production, and curli biosynthesis by Salmonella originating from produce, animal,
and clinical sources. J Food Protect. 2005;68:906-912.

Stepanovic S, Cirkovic |, Mijac V, Svabic-Vlahovic M. Influence of the incubation
temperature, atmosphere and dynamic conditions on biofilm formation by Salmonella
spp. Food Microbiol. 2003;20:339-343.

Chavant P, Martinie B, Meylheuc T, Bellon-Fontaine MN, Hebraud M. Listeria
monocytogenes LO28: surface physicochemical properties and ability to form biofilms
at different temperatures and growth phases. Appl Environ Microbiol. 2002;68:728—
737.

Nguyen HDN, Yang YS, Yuk HG. Biofilm formation of Salmonella Typhimurium on
stainless steel and acrylic surfaces as affected by temperature and pH level. LWT Food
Sci Technol. 2014;55:383-388.

Lianou A, Koutsoumanis KP. Strain variability of the biofilm-forming ability of
Salmonella enterica under various environmental conditions. International Journal of
Food Microbiology. 2012;16:171-178.

Niemira BA, Solomon EB. Sensitivity of Planktonic and Biofilm-Associated

Salmonella spp. to Ionizing Radiation. Applied And Environmental Microbiology.
2005;75:2732-2736.

Diez-Garcia M, Capita R, Alonso-Calleja C. Influence of serotype on the growth
kinetics and the ability to form biofilms of Salmonella isolates from poultry. Food
Microbiology. 2012;1-8.

Whitchurch CB, Tolker-Nielsen T, Ragas PC, Mattick JS. Extracellular DNA required
for bacterial biofilm formation. Science. 2002;295:1487.

Allesen-Holm M, Barken KB, Yang L, Klausen M, Webb JS, Kjelleberg S, et al. A

characterization of DNA release in Pseudomonas aeruginosa cultures and biofilms.
Mol Microbiol. 2006;59:1114-1128.

78



161.

162.

163.

Hall-Stoodley L, Nistico L, Sambanthamoorthy K, Dice B, Nguyen D, Mershon WJ, et
al. Characterization of biofilm matrix, degradation by DNase treatment and evidence
of capsule downregulation in Streptococcus pneumoniae clinical isolates. BMC
Microbiol. 2008;8:173.

Conover MS, Mishra M, Deora R. Extracellular DNA is essential for maintaining
Bordetella biofilm integrity on abiotic surfaces and in the upper respiratory tract of
mice. PLoS ONE. 2011;6:16861.

Zhao J, Wang Q, Li M, Heijstra BD, Wang S, Liang Q, et al. Escherichia coli toxin

gene hipA affects biofilm formation and DNA release. Microbiology. 2013;159:633-
640.

79



EKLER

Ek1: FTIR sonuglarindan elde edilen farkli sicaklik gruplarina ait pik alan1 degerleri.

Dalgasayis1 | 3295 | 3084 | 2958 | 2927 | 2873 | 2854 | 1646 | 1541 | 1452 | 1398 | 1314 | 1236 | 1151 | 1077 | 1046 | 925
Pik Nu. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
20-5.2-r1 | 1,735 | 0,306 | 0,185 | 0,256 | 0,074 | 0,130 | 1,426 | 0,906 | 0,236 | 0,396 | 0,071 | 0,296 | 0,127 | 0,496 | 0,672 | 0,028
20-5.2-r2 | 2,738 | 0,317 | 0,193 | 0,303 | 0,080 | 0,138 | 1,891 | 1,282 | 0,408 | 0,650 | 0,107 | 0,621 | 0,414 | 0,756 | 1,114 | 0,042
20-5.2-r3 | 2,295 | 0,265 | 0,189 | 0,270 | 0,073 | 0,129 | 1,514 | 1,120 | 0,319 | 0,530 | 0,139 | 0,500 | 0,325 | 0,618 | 0,826 | 0,053
20-59-r1 | 1,961 | 0,192 | 0,164 | 0,261 | 0,046 | 0,081 | 1,475 | 0,872 | 0,243 | 0,338 | 0,113 | 0,272 | 0,156 | 0,438 | 0,600 | 0,049
20-5.9-r2 | 2,435 | 0,349 | 0,236 | 0,335 | 0,064 | 0,132 | 2,115 | 1,435 | 0,447 | 0,644 | 0,188 | 0,560 | 0,288 | 0,764 | 1,022 | 0,060
20-5.9-r3 | 2,019 | 0,247 | 0,138 | 0,228 | 0,053 | 0,082 | 1,464 | 0,781 | 0,211 | 0,357 | 0,104 | 0,272 | 0,172 | 0,489 | 0,713 | 0,050
20-6.6-r1 | 2,606 | 0,456 | 0,208 | 0,382 | 0,073 | 0,160 | 2,012 | 1,340 | 0,340 | 0,534 | 0,137 | 0,298 | 0,210 | 0,667 | 1,002 | 0,037
20-6.6-r2 | 1,668 | 0,248 | 0,120 | 0,213 | 0,051 | 0,077 | 1,554 | 1,021 | 0,263 | 0,425 | 0,115 | 0,379 | 0,213 | 0,567 | 0,847 | 0,030
20-6.6-r3 | 1,300 | 0,159 | 0,122 | 0,170 | 0,043 | 0,062 | 1,079 | 0,639 | 0,170 | 0,268 | 0,073 | 0,223 | 0,121 | 0,400 | 0,576 | 0,028
25-5.2-r1 | 2,656 | 0,362 | 0,206 | 0,265 | 0,103 | 0,150 | 2,482 | 1,743 | 0,479 | 0,651 | 0,245 | 0,588 | 0,267 | 0,841 | 0,941 | 0,039
25-5.2-r2 | 1,983 | 0,253 | 0,172 | 0,195 | 0,067 | 0,100 | 1,728 | 1,174 | 0,322 | 0,470 | 0,126 | 0,445 | 0,203 | 0,603 | 0,604 | 0,041
25-5.2-r3 | 2,040 | 0,303 | 0,139 | 0,199 | 0,061 | 0,110 | 1,341 | 0,905 | 0,203 | 0,410 | 0,097 | 0,387 | 0,176 | 0,504 | 0,523 | 0,023
25-5.9-r1 | 1,582 | 0,259 | 0,138 | 0,205 | 0,051 | 0,077 | 1,654 | 1,059 | 0,241 | 0,409 | 0,095 | 0,286 | 0,150 | 0,493 | 0,523 | 0,026
25-5.9-r2 | 1,025 | 0,187 | 0,092 | 0,172 | 0,021 | 0,054 | 1,210 | 0,833 | 0,205 | 0,348 | 0,078 | 0,234 | 0,095 | 0,370 | 0,373 | 0,027
25-5.9-r3 | 2,359 | 0,485 | 0,196 | 0,339 | 0,106 | 0,127 | 2,245 | 1,628 | 0,421 | 0,685 | 0,168 | 0,503 | 0,237 | 0,801 | 0,824 | 0,032
25-6.6-r1 | 2,183 | 0,407 | 0,193 | 0,262 | 0,079 | 0,146 | 2,019 | 1,582 | 0,394 | 0,646 | 0,190 | 0,535 | 0,261 | 0,769 | 0,772 | 0,033
25-6.6-r2 | 2,471 | 0,441 | 0,218 | 0,317 | 0,085 | 0,144 | 1,891 | 1,142 | 0,250 | 0,350 | 0,059 | 0,216 | 0,086 | 0,500 | 0,659 | 0,029
25-6.6-r3 | 2,564 | 0,488 | 0,169 | 0,342 | 0,111 | 0,160 | 1,935 | 1,429 | 0,375 | 0,601 | 0,182 | 0,583 | 0,279 | 0,808 | 0,984 | 0,032
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Ekldevami: FTIR sonuglarindan elde edilen farkli sicaklik gruplarina ait pik alan1 degerleri.

Dalgasayis1 | 3295 | 3084 | 2958 | 2927 | 2873 | 2854 | 1646 | 1541 | 1452 | 1398 | 1314 | 1236 | 1151 | 1077 | 1046 | 925
Pik Nu. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
30-5.2-r1 1,618 | 0,203 | 0,166 | 0,237 | 0,042 | 0,091 | 1,361 | 0,889 | 0,188 | 0,298 | 0,068 | 0,213 | 0,082 | 0,374 | 0,275 | 0,042
30-5.2-r2 2,379 | 0,408 | 0,262 | 0,333 | 0,087 | 0,138 | 2,049 | 1,469 | 0,320 | 0,502 | 0,089 | 0,282 | 0,119 | 0,470 | 0,426 | 0,030
30-5.2-r3 3,166 | 0,498 | 0,242 | 0,350 | 0,072 | 0,148 | 2,755 | 1,922 | 0,432 | 0,632 | 0,178 | 0,524 | 0,208 | 0,729 | 0,689 | 0,018
30-5.9-r1 1,183 | 0,173 | 0,118 | 0,173 | 0,032 | 0,073 | 1,092 | 0,721 | 0,156 | 0,229 | 0,047 | 0,189 | 0,081 | 0,261 | 0,257 | 0,032
30-5.9-r2 2,447 | 0,401 | 0,222 | 0,263 | 0,107 | 0,165 | 1,955 | 1,442 | 0,340 | 0,543 | 0,157 | 0,564 | 0,208 | 0,671 | 0,707 | 0,026
30-5.9-r3 1,514 | 0,230 | 0,131 | 0,185 | 0,037 | 0,074 | 1,406 | 0,946 | 0,215 | 0,300 | 0,068 | 0,203 | 0,085 | 0,300 | 0,315 | 0,020
30-6.6-r1 1,471 | 0,252 | 0,153 | 0,172 | 0,028 | 0,100 | 1,348 | 1,002 | 0,226 | 0,410 | 0,106 | 0,295 | 0,143 | 0,390 | 0,378 | 0,024
30-6.6-r2 1,295 | 0,190 | 0,130 | 0,172 | 0,045 | 0,076 | 1,174 | 0,884 | 0,180 | 0,325 | 0,077 | 0,234 | 0,093 | 0,299 | 0,232 | 0,022
30-6.6-r3 2,713 | 0,387 | 0,242 | 0,286 | 0,102 | 0,139 | 2,160 | 1,477 | 0,316 | 0,559 | 0,175 | 0,404 | 0,177 | 0,596 | 0,532 | 0,025
Ek2: FTIR sonuglarindan elde edilen farkli sicaklik gruplarina ait pik alan1 degerlerin ortalamasi.
Dalgasayis1 | 3295 | 3084 | 2958 | 2927 | 2873 | 2854 | 1646 | 1541 | 1452 | 1398 | 1314 | 1236 | 1151 | 1077 | 1046 | 925
Pik Nu. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
20-5.2 2,256 | 0,296 | 0,189 | 0,276 | 0,076 | 0,132 | 1,610 | 1,103 | 0,321 | 0,525 | 0,106 | 0,472 | 0,289 | 0,623 | 0,871 | 0,041
20-5.9 2,138 | 0,263 | 0,179 | 0,275 | 0,054 | 0,098 | 1,685 | 1,029 | 0,300 | 0,446 | 0,135 | 0,368 | 0,205 | 0,564 | 0,778 | 0,053
20-6.6 1,858 | 0,288 | 0,150 | 0,255 | 0,056 | 0,100 | 1,548 | 1,000 | 0,258 | 0,409 | 0,108 | 0,300 | 0,181 | 0,545 | 0,808 | 0,032
25-5.2 2,226 | 0,306 | 0,172 | 0,220 | 0,077 | 0,120 | 1,850 | 1,274 | 0,335 | 0,510 | 0,156 | 0,473 | 0,215 | 0,649 | 0,689 | 0,034
25-5.9 1,655 | 0,310 | 0,142 | 0,239 | 0,059 | 0,086 | 1,703 | 1,173 | 0,289 | 0,481 | 0,114 | 0,341 | 0,161 | 0,555 | 0,573 | 0,028
25-6.6 2,406 | 0,445 | 0,193 | 0,307 | 0,092 | 0,150 | 1,948 | 1,384 | 0,340 | 0,532 | 0,144 | 0,445 | 0,209 | 0,692 | 0,805 | 0,031
30-5.2 2,388 | 0,370 | 0,223 | 0,307 | 0,067 | 0,126 | 2,055 | 1,427 | 0,313 | 0,477 | 0,112 | 0,340 | 0,136 | 0,524 | 0,463 | 0,030
30-5.9 1,715 | 0,268 | 0,157 | 0,207 | 0,059 | 0,104 | 1,484 | 1,036 | 0,237 | 0,357 | 0,091 | 0,319 | 0,125 | 0,411 | 0,426 | 0,026
30-6.6 1,826 | 0,276 | 0,175 | 0,210 | 0,058 | 0,105 | 1,561 | 1,121 | 0,241 | 0,431 | 0,119 | 0,311 | 0,138 | 0,428 | 0,381 | 0,024
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