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Salmonella diinya genelinde gida kaynakli hastaliklarin biiyiik bir ¢ogunluguna sebep
olan bir patojendir. Cok-hiicreli benzeri yapilar olarak adlandirilan ve genetik ve
fizyolojik agilardan planktonik formlardan farklilik gosteren biyofilm yapilari,
antibakteriyel tedavilere ve cesitli eradikasyon yontemlerine karsi biiyiik oranda direng
gelistirme yetenegindedirler. Biyofilm yapilari ile basa ¢ikabilmek i¢in Salmonella
metabolizmasini ve fizyolojisini detayli bir sekilde anlamak 6énem teskil etmektedir. Bu
calismada ¢ogunlugu gida endiistrisinde yer alan yedi tane karbon kaynagi (glukoz,
fukoz, ramnoz, sitrat, suksinik asit, malik asit, asetik asit), ve bu karbon kaynaklarinin
cesitli konsantrasyonlarinin (%0,1-%0,6) Salmonella biyofilm olusumuna etkileri
arastirllmistir.  Deneysel —siireglerin  takibinde, Gecikmeli Lojistik Diferansiyel
Denklemler kullanilarak Salmonella biyofilm ydriingelerinin matematiksel modelleri
gelistirilmistir. Modelin, ¢ok fazla miktarda veri olmadan dahi Salmonella biyofilm
olusumunu modellemek i¢in etkili oldugu calismada ortaya konulmustur. Bu tez
calismasinda elde edilen veriler, Salmonella karbon metabolizmasinin ve Salmonella
biyofilm yapilarmin daha iyt bir sekilde anlasilmast ve biyofilm eradikasyon
yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Haziran 2024, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: S. Typhimurium, biyofilm, karbon kaynaklari, matematiksel

modelleme



ABSTRACT

Master Thesis

MATHEMATICAL MODELING OF THE EFFICACY OF CARBON SOURCES ON
BIOFILM FORMATION IN Salmonella TYPHIMURIUM

Hale Elgin LATIFI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

Salmonella is a pathogen that causes the majority of foodborne illnesses worldwide.
Biofilm structures, which are called multicellular-like structures and differ from
planktonic forms in genetic and physiological aspects, are capable of developing great
resistance to antibacterial treatments and various eradication methods. In order to deal
with biofilm structures, it is important to understand Salmonella metabolism and
physiology in detail. In this study, the effects of seven carbon sources (glucose, fucose,
rhamnose, citrate, succinic acid, malic acid, acetic acid) and various concentrations of
these carbon sources (0,1%-0,6%) on Salmonella biofilm formation were investigated.
Following the experimental processes, mathematical models of Salmonella biofilm
trajectories were developed using Delayed Logistic Differential Equations. It is
demonstrated that the model is effective for modelling Salmonella biofilm formation even
without a large amount of data. The data obtained in this thesis are important in terms of
better understanding of Salmonella carbon metabolism and Salmonella biofilm structures
and contributing to the development of biofilm eradication methods.
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1. GIRIS

Biyofilmler; polisakkaritler, hiicre dist DNA (eDNA), proteinler ve diger kimyasal
bilesenleri iceren, kendi {irettikleri hiicre disi polimerik matriks (EPS) ile ¢evrili
mikrobiyal kommiiniteler olarak tanimlanmaktadirlar (Flemming vd. 2016). Bakteriyel
biyofilm formlari, diisiik besin kaynaklari, yiliksek basing, sicaklik veya c¢esitli
antimikrobiyallerin varlig1 gibi birgok olumsuz ¢evresel kosula karsi planktonik formlara
gore daha direnglidir (De la Fuente-Nuifiez vd. 2013). Bunun sebebi, biyofilm yapisindaki
hiicrelerin matriks igerisinde gomiilii halde bulunmalar1 ve bu sayede kendilerini dis
etkenlere kars1 koruma altina alarak daha uzun siire hayatta kalmay1 basarabilmeleridir.
Biyofilm olusumu, her ne kadar bakterinin hayatta kalma sans1 i¢in 6nemli bir faktor olsa
da direngli yapilarindan dolay1 gida, su, enerji endiistrilerinde ve 6zellikle saglik alaninda
biiyiik zorluklara sebep olmaktadir. Bu durum, bakteriyel biyofilm formlarinin sebep

oldugu direngli enfeksiyonlara kars1t miicadeleyi biiyiik oranda gii¢lestirmektedir.

Gida patojeni olan ve ¢ogunlukla kontamine olmus yiyecek ve igeceklerden bulastigi
bilinen Salmonella, biyofilm olusturma 6zelliginden dolay1, basta gida endiistrisi olmak
tizere bir¢cok alanda problemlere yol agmaktadir. Salmonella’nin olusturdugu biyofilm
yapilari, antibiyotikler gibi klasik tedavi ve eradikasyon yoOntemlerini etkisiz kilmasi
sebebiyle, ozellikle medikal alanlarda ve gida endiistrisinde zorluklara yol agmaktadir.
Bundan dolayi, etkin antibiyofilm stratejilerinin gelistirilmesi, klinik ve endiistriyel
acidan ¢6ziimii aciliyet tagiyan bir konu olarak bilim insanlarinin ve teknologlarin 6niinde
durmaktadir (Cadena vd. 2019). Bu tiir bakteriyel formlar ile miicadele edilebilmesi igin
biyofilm olusum ve regiilasyon mekanizmalarimin iyi bir sekilde anlagiimasi
gerekmektedir. Bu alanda yapilan arastirmalarda, biyofilmlerin olusumunda ve
regiilasyonunda csgD, fimH, fimF, fliZ, rmbA gibi genleri iceren genetik faktorlerin yani
sira 181, tuz konsantrasyonu, pH degisimi ve ortamdaki karbon kaynaklar1 gibi ¢evresel
faktorlerin de rol oynadigr belirlenmistir (Toyofuku vd. 2016, Yin vd. 2018). Glukoz,
Salmonella ve diger bir¢cok bakterinin karbon kaynagi olarak en etkin kullandiklari
karbon kaynaklarindan birisidir. Ortamda glukozun tiikkenmesi halinde bakteri, ortamda

bulunan alternatif karbon kaynaklarina gegme egilimindedir (Kenyon vd. 2005).



Salmonella, glukoza alternatif olarak, sitrat, siiksinat, malat ve oksaloasetat gibi
metabolitleri karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Konuyla ilgili yapilan bir
arastirmada, bu metabolitlerin biyofilm olusumundaki etkisi incelenmis ve kullanilan
karbon kaynagina gore degisen miktarlarda biyofilm olusumu gozlemlenmistir (Paytubi
vd. 2017). Yapilan bagka bir ¢alismada, bagirsak limeninde Salmonella’nin galaktoz,
glukoz, maltoz ve mannitol tasimimi ve katabolizmasinda yer alan proteinleri
(enzimlerini) eksprese ettigi gozlemlenmistir. Baska bir karbon kaynagi olan melibiyoz
da Salmonella tarafindan katabolize edilebilen bir seker oldugu saptanmistir. Ancak,
melibiyoz katabolizmasinin glukoz gibi diger besin kaynaklarinin yoklugunda
gerceklestigi tespit edilmistir (Deatherage Kaiser vd. 2013). Kalai Chelvam ve arkadaslari
(2015) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise, fukoz ve ramnozun Salmonella’nin,
ozellikle biyofilm formlar1 tarafindan katabolize edilebildigi ve dekstrin ve pektinin
Salmonella’nin planktonik formdan biyofilm formuna gecisini indiikleyebildigi
belirlenmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu tez calismasinda Oncelikle farkli karbon
kaynaklarinin ve onlarin ¢esitli miktarlarinin, Salmonella biyofilmi iizerinde yarattigi
degisikliklerin goézlemlenmesi amaclanmistir. Calismanin bir diger asamasi ise,
Salmonella’nin  kullandigi karbon kaynaklar1 ve biyofilm arasindaki iligkinin
matematiksel olarak modellenmesi olarak tasarlanmistir. Karbon kaynaklari ve biyofilm
arasindaki iliskinin denklemler yoluyla modellenmesi, biyofilm mekanizmalarinin ¢ok
daha iyi bir bigimde anlagilmasina olanak saglayacagi ongoriisii tez ¢aligmamizin
hipotezini olusturmaktadir. Biyofilm mekanizmasinin karbon kaynagi parametrelerine
gore gerceklestirilmis matematiksel modellemesi hakkinda yapilan arastirmalar,
literatiirde yetersiz kalmaktadir. Planlanan tez c¢alismasinin, bu yenilik¢i yoniiyle
literatiire ve pratik uygulamalara onemli bir katki saglayacagi gercegi tez calismasinin
bilimsel ve yaygin etki potansiyelini acik bir sekilde tanimlamaktadir. Ozellikle gida
endiistrisinde, bir¢ok paketli gidanin {iretiminde kullanilan metabolitler ve sekerler,
Salmonella bakterisinin biyofilm olusturmasini1 kolaylastirabilmektedir. Bu nedenle,
Salmonella’nin biyofilm formuna gegcisini kolaylastirmak igin kullandigr karbon
kaynaklarmin ve miktarlarinin belirlenmesi ve aradaki bu iliskinin matematiksel
modellemesinin yapilmasi, paketli gidalarda kullanilacak olan karbon kaynaklarinin,
Salmonella ve diger kontaminantlarin gelismesine izin vermeyecek sekilde

belirlenmesine de olanak saglayacaktir. Buna ek olarak, tez caligmasinda elde edilecek



modellemeler, Salmonella biyofilminin karbon kaynaklarina ve miktarlarina bagh
degisiminin tahmin edilebilmesini ve bu konu hakkinda ileride yapilacak olan

arastirmalara da hiz ve zaman kazandirilmasini saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Salmonella Patojeni

Gastrointestinal hastaliklar, giiniimiizde yaygin olarak goriilmekte olan ve genellikle
kontamine olmus su veya yiyeceklerden bulastig1 bilinen hastaliklardir. Bu hastaliklara
sebep olan ¢ok sayida patojen bulunmaktadir (Fabrega ve Vila 2013). Bu patojenler
arasindan en fazla 6nem teskil eden cins Salmonella olarak kabul edilmektedir. Bu
durumun sebebi, gelismekte olan iilkeler basta olmak iizere diinya ¢apinda gida kaynakl

bulasic1 hastaliklara sebep olan etmenlerden en sik rastlanilani olmasidir.

Salmonella, Enterobacteriacea familyasina dahil, Gram negatif patojen 6zelligine sahip,
fakiiltatif anaerob ve kapsiilsiiz bir basildir. Spor olusturmayan bu mikroorganizmanin
cap1 yaklagik olarak 0.5 — 1.5 mikron arasinda degismekle beraber, uzunlugu 2-5 mikron

arasindadir (Andino ve Hanning 2015).

Salmonella cinsi, S. enterica ve S. bongori olmak {izere iki tiirden olugmaktadir ve S.
enterica tiirli de kendi igerisinde S. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae
(1), S. enterica subsp. arizonae (ll1a), S. enterica subsp. diarizonae (I1lb), S. enterica
subsp. houtenae (IV) ve S. enterica subsp. indica (VI) olmak tizere alt1 farkli alt tiire
ayrilmaktadir (Brenner vd. 2000). Sonradan farkli bir tiir olarak siniflandirilmasina karar
verilen S. bongori, baslangigta S. enterica’nin alt tiirii (Subsp. V) olarak kabul edilmistir.
S. enterica’nin alt tiirleri olan salamae (Il), arizonae (l11a), diarizonae (111b) ve houtenae
(IV) ve diger tiir olan S. bongori, ¢cogunlukla soguk kanli canlilarda ve soguk ¢evrelerde
bulunurken, S. enterica subsp. enterica (1) sicak kanli hayvanlarda bulunmaktadir. Diger
bir deyisle insanlarda ve hayvanlarda goriillen Salmonella bakterisi kaynakli
enfeksiyonlara, S. enterica subsp. enterica (I) alt tiirii sSebep olmaktadir (Fabrega ve Vila
2013). Gilinimiize dek S. enterica tiiriine ait yaklasik olarak 2600 civarinda serovar
tanimlanmis ve bu serovarlarin siniflandirilmasi karbonhidrat, flagella ve lipopolisakkarit
(LPS) yapilarindaki cesitliliklere bakilarak gerceklestirilmistir (Coburn vd. 2007). Bu

siiflandirmalar Kaufman ve White semasina gore yapilmis ve smiflandirmalarin



olusturulmasinda kapsiiler (Vi), flagella (H) ve somatik (O) olmak {izere ii¢ antijenik

etken baz alinmstir.

Gida kokenli patojen olarak tanimlanan Salmonella bakterisinin, canlilar tarafindan
tiikketilen kontamine olmus yiyeceklerden veya sudan bulasarak enfeksiyona sebep oldugu
bilinmektedir. Bagirsak epiteline ulagan bu mikroorganizma, sahip oldugu ¢esitli viriilans
mekanizmalar1 sayesinde dokularda adezyon ve invazyonu saglayarak enfeksiyona sebep
olmakta ve gastrointestinal hastaliklara yol agmaktadir (Mumy 2014). Salmonella
bakterisinin sebep oldugu enfeksiyona ‘“salmonelloz” adi verilmektedir (Griffith vd.
2019). Salmonella, gida kaynakli hastaliklarin sebebi olarak en sik gozlemlenen
patojenlerden biridir ve bu durum diinya genelinde 6nemli bir klinik problem olarak
nitelendirilmektedir. Aktarilan verilere gore, diinya capinda her yil yaklasik olarak 94
milyon Salmonella kaynakli gastroenteritis vakasi ve buna bagli olarak da 155 000 6lim
gerceklestigi tespit edilmistir. Tespit edilen bu vakalarin yaklasik 80 milyonunun da gida
kaynakli oldugu belirtilmektedir (Majowicz vd. 2010). Bu durum, Salmonella patojeninin
gida endiistrisinde biiyiik sorunlara yol acan ve ¢oziilmesi gereken problemlerden biri

oldugunu gostermektedir.

Salmonella serovarlari tifoidal ve tifoidal olmayan (non-tifoidal) olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Her iki grup da genetik olarak benzerlik gostermesine karsin, enfekte
ettikleri konaklarda gesitli diizeylerde bagisiklik tepkisine sebep olabilmekte ve farkli
semptomplara yol agabilmektedir (Gal-Mor vd. 2014). Tifoidal olmayan Salmonella
serovarlari, insanlarda gastroenterit ve bakteriyemiye (kanda bakterilerin varligi) sebep
olurken, tifoidal gruba dahil olan Salmonella serovarlari tifoid veya diger bir adiyla
enterik atese sebep olmaktadir. Tifoidal Salmonella patojenlerinin yol agtig1 enterik ates,
genel olarak hijyenik kosullarin tam olarak saglanamadigi ve temiz su imkanlarinin
yetersiz oldugu tilkelerde goriilmektedir. Bu iki grubu birbirinden ayiran bir diger 6zellik
de tifoidal Salmonella serovarlarinda enflamasyonu diizenlemeyi saglayan
mekanizmalarin bulunmasidir. Ancak tifoidal olmayan Salmonella serovarlarinda bu
mekanizmalar bulunmamaktadir (Hiyoshi vd. 2018). Typhimurium ve Enteridis gibi
Salmonella serovarlari, tifoidal olmayan serovarlar grubuna dahildirler. Bahsi gegen bu

tiirler, genis ¢apli bir konak hiicre 6zgiilliigiine sahiptir. S. Typhi, S. Paratyphi ve S.



Sendai gibi Salmonella tiirleri ise tifoidal gruba dahildir. Bu patojenler ile iliskilendirilen
enterik ates semptomlari, tifoidal olmayan serovarlarin sebep oldugu gastroenterit
semptomlari ile farklilik géstermektedir. Tifoidal gruba dahil olan tiirlerin kulugka stiresi
yaklasik iki haftayr bulurken, non-tifoidal (NTS) serovarlarin kulugka siiresi 6-12 saat
araliginda olabilmektedir (Gal-Mor vd. 2014).

Salmonella bakterisinin kolay iireyebilen bir bakteri cinsi olmasi, uygun gevresel
kosullara sahip oldugunda konak hiicre disinda da ¢ogalabilmesine olanak saglamaktadir.
Salmonella serovarlarmin gelisebilmesi igin ideal sicaklik yaklasik olarak 35 °C ve 37 °C
arasinda olmakla beraber, baz1 Salmonella tiirleri en diisiik 2 ‘C ve en yiiksek 55 ‘C’ye
kadar olan sicakliklarda da iireyebilmektedir. Bu patojenin {iremesi i¢in ideal pH aralig
ise 6.5 ve 7.5 civarindadir. Fakat baz1 Salmonella serovarlari 4 ve 9 pH araliginda da

gelisme gosterebilirler (Pui vd. 2011).

2.2 Bakteriyel Biyofilmler

Biyofilm yapilari, bakteriler ve mantarlar gibi organizmalarin ¢esitli ¢evresel kosullara
kars1 hayatta kalmalarini saglayan yapilardir. Bu yapilar bakterinin kendi iirettigi polimer
matriks ile ¢evrili mikrobiyal kommiiniteler olarak tanimlanmaktadir (Bremer vd. 2015).
Bakterinin iirettigi bir yapt olan ve hiicre dis1 polimerik bilesenler (EPS) olarak
adlandirilan bu matriks yapisi, ¢esitli proteinler, polisakaritler, lipitler, niikleik asitler ve
hiicre dist DNA gibi bilesenleri igermektedir. EPS yapis1 biyofilm formlarinin mekanik
stabilitesini saglayarak zorlu ¢evresel kosullara kars1 direnglilik olusumunda giiglii bir rol
oynamaktadir. Buna ek olarak, s6z konusu yap: biyofilmde bulunan bakterilerin
yiizeylere daha iyi tutunmasina olanak saglamaktadir (Flemming ve Wingender 2010).
Biyofilm olusturma becerisine sahip mikrobiyal organizmalarin, planktonik formlara
kiyasla hayatta kalma olasilig1 ¢ok daha yiiksektir. Bunun sebebi, biyofilm formundaki
mikroorganizmalarin, gesitli ¢cevresel kosullara (sicaklik, pH degisimi, tuz veya seker
konsantrasyonu, yiiksek basing, diisiik su aktivitesi, diisiik besin kaynaklar1 vb.) karsi
daha direncli olmasidir. Bahsi gegen bu formlarin zorlu ¢evresel kosullarda hayatta kalma
oranlarinin planktonik formlara gore daha yiiksek olmasi, bu yapilarin eradike edilmesini

oldukga zorlastirmaktadir. Antibiyotikler, dezenfektanlar gibi eradikasyon yontemleri ve



hatta bu patojenlerin enfekte ettigi konak hiicrelerin olusturdugu bagisiklik tepkisi,
biyofilmlerin olusturdugu dirence kars1 yetersiz kalabilmektedir (Mah ve O’Toole 2001).
Ozellikle medikal alanda kullanilan cesitli malzemelerin yiizeylerinde uzun siire
yasayabilmeleri, biyofilmlerin klinik agidan dikkate alinmas1 gerektigini gostermektedir
(Sekil 2.1) (www.enttoday.org 2017). Biyofilm yapilar1 tek bir bakteriyel tiirden
olusabildigi gibi, cesitli bakteri tiirlerinin bir araya gelmesiyle de olusabilen yapilardir.
Cesitli bakteriyel kommiinitelerin bir araya gelerek meydana getirdigi biyofilm
yapilarina, dogal ortamlarda sikga rastlanabilmektedir (Akgelik ve Akgelik 2022).
Biyofilm olusturma yetenekleri sayesinde zorlu cevresel kosullara karsi direnclilik
gosterebilen ¢ogu mikroorganizma, birbirleriyle iletisime geg¢ip organizasyonu
saglayabilmek icin yeter say1 algilama sistemini (Quorum Sensing) kullanmaktadirlar.
Bakterilerin kendi aralarinda iletisimi saglamak i¢in kullandiklar1 bu sistem sayesinde
bakteriler, bulunduklar1 ortamdan gelen herhangi bir olumsuz sinyali algilayabilir ve
birbirlerine aktardiklar1 bilgi sayesinde organize olarak, olumsuz bir kosula kars1 hizli bir
sekilde hazirlikli duruma gelebilirler. Birgok Gram-negatif bakteri tiiriinde en detayli
olarak tanimlanan Quorum Sensing (QS) sistemi asil-homoserin lakton (AHL)
sistemleridir (Shirtliff vd. 2002, Parsek ve Greenberg 2005, Akgelik ve Akgelik 2022).

Sekil 2.1 Burun yikama sigesi yiizeyinde tespit edilen aktif biyofilm olusumunun taramali
elektron mikroskop (SEM) goriintiisii (Www.enttoday.org 2017)



2.2.1 Biyofilm olusum asamalari

Biyofilm olusumu birka¢ asamadan meydana gelen bir siirectir (Sekil 2.2). Bakteri,
tutunmaya uygun bir ylizey ile karsilastiginda, sahip oldugu birgok genetik mekanizma
sayesinde biyofilm olusum asamalarin1 baslatir (Kierek-Pearson ve Karatan 2005).
Biyofilm asamalar1 5 adimdan meydana gelmektedir. ilk asama, planktonik hiicrelerin
kendilerine uygun bir ylizeye (organik veya inorganik) tutunmalariyla baslamaktadir.
Hiicreler kendilerine uygun ortama tutunduktan sonra ikinci agsama olan kolonizasyon
asamasina ge¢mektedir. Daha sonra bu asamalari, ekzopolisakkarit matriks (EPS)

tiretimi, olgunlagsma ve dagilma siiregleri takip etmektedir (Pal ve Lavanya 2022).
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Sekil 2.2 Biyofilm olusumu asamalar1 (Pal ve Lavanya 2022)

2.2.1.1 Bakterilerin yiizeye tutunmasi

Biyofilm olusumunda ilk asama bakterilerin uygun bir ylizeye tutunma asamasidir. Bu
asamada bakteriyel adezyona katkisi olan bir¢ok etken bulunmaktadir. Bunlar, bakterinin
motilitesi, hiicre duvar1 bilesenleri, ortamdaki besin kaynaklar1 veya bakterinin
yogunlugu gibi faktorler olabilir (Zheng vd. 2021). Bahsi gegen biitiin bu faktdrlerden
etkilenen bir siire¢ olmasindan dolay1, bakteriyel adezyon asamasi ¢ok etkenli bir asama

olarak kabul edilmektedir (Kreve ve Dos Reis 2021).



Bakteriler, yilizeye tutunma asamasini gerceklestirebilmek i¢in uygun bir ylizey olup
olmadigini ¢esitli mekanizmalar sayesinde anlayabilmektedir. Bakteriler, ¢esitli kimyasal
sinyalleri (pH ve iyonik kuvvetler) veya biyolojik molekiilleri (Quorum Sensing) tespit
etmelerini saglayan mekanizmalar1 sayesinde bulunduklari ¢evreyi anlamlandirabilir ve
buna gore tepki olusturabilirler (Harapanahalli vd. 2015). Buna ek olarak, bulunduklari
yiizeyi mekanik olarak hissetmek ve anlamlandirabilmek i¢in de bazi fiziksel
mekanizmalara sahiplerdir. Bakterinin ylizey ile fiziksel temasini mekanik olarak
algilayabilme kapasitesine “mechanosensing” adi verilmektedir (Straub vd. 2019).
Bakterilerin tutunmak istedikleri ylizeyin tespiti i¢in kullandiklart mekanosensorlerden
en Oonemlisi bakteriyel flagellum olarak tanimlanmaktadir. Biyofilm olusumunun ilk
asamasi olan adezyonda, ylizeyi algilamada flagella biiylik bir role sahiptir (Belas 2013,
Belas 2014).

Biyofilm olusumunda tutunma geri doniisiimlii veya geri doniistimsiiz tutunma olarak
gerceklesebilir. Geri donilisiimlii tutunma (reversible attachment), yilizeye yeni tutunmus
hiicrelerin kuvvetli bir sekilde tutunamamasi ve yiizeyden kolayca ayrilabilmesi olgusuna
verilen isimdir. Adezyon asamasinda genellikle Van der Waals kuvvetleri, hidrodinamik
kuvvetler ve elektrostatik etkilesimler kurularak yiizeye tutunma gerceklestirilmektedir.
Fakat bahsi gecen bu etkilesimlerin zayif kuvvetler olmalarindan 6tiirli, cogu hiicre
cevresel faktorlerin etkisiyle kolayca dagilabilir (Akgelik ve Akgelik 2022). Bazi hiicreler
ylizeye tutunamayip dagilirken, bazi hiicreler de zamanla yiizeye sikica tutunup biyofilm
olusumunu baglatabilirler. Bu siirece ise geri doniisiimsiiz tutunma (irreversible
attachment) adi verilmektedir (Armbruster ve Parsek 2018). Geri doniisiimsiiz tutunma
ise bakterinin dipol-dipol baglari ve hidrojen baglar1 gibi daha giiglii kuvvetlerle yiizeye
tutunmasi ile gerceklesen tutunmalardir (Petrova ve Sauer 2012, Luo vd. 2022).
Bakteriyel hiicreler, ylizeye geri doniisiimsiiz bir sekilde tutunduktan sonra ¢ogalmaya
baslar ve mikrokoloni ad1 verilen yapilar1 olustururlar. Mikrokoloni olusumunu takiben
hiicreler EPS iiretimine baslar ve bu sayede matriks ile ¢evrili yapilart meydana getirirler.
Bu siiregte, sinyalleme molekiilii olan ¢evrimsel di-GMP (c-di-GMP), 6nemli bir role
sahiptir. Planktonik formdan biyofilm formuna ge¢is siirecinde bakterilerin davranisini

diizenlemeye yarayan bir sinyalleme sistemine sahip olan c-di-GMP, matriks iiretimini



desteklemesinin yani sira flagella araciligiyla ger¢eklesen yiizme hareketini inhibe ederek

bakterinin yiizeye adezyonunu saglamaktadir (Romling vd. 2013, Park ve Sauer 2022).

2.2.1.2 Mikrokoloni olusumu, EPS iiretimi ve olgunlasma

Daha 6nce de belirtildigi gibi bakteriyel biyofilmler tek bir tiirden veya gesitli tiirlerin bir
araya gelmesiyle olusabilir. Cesitli tiir veya cinslerden meydana gelen bu kommiiniteler,
koagregasyon olarak bilinen fiziksel hiicre-hiicre birlikteliklerini, tiirler arasi
sinyallesmeyi ve ekstraseliiler matriksin paylasilmasini igeren ¢esitli etkilesimler yoluyla
olugmaktadir. EPS iceriginin ana bilesenleri (polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ve
lipidler) genellikle degiskenlik gostermese de EPS kompozisyonu her bakteriye 6zgii
olarak degiskenlik gosterebilmektedir (Jakubovics 2015, Kreve ve Dos Reis 2021).
Genetik olarak farklilik gosteren bakterilerin belirli molekiiller araciligiyla birbirine
tutunmast siireci olan koagregasyon etkilesimleri, bir hiicredeki adezinlerin diger
hiicredeki reseptdrleri tanima kapasitesinden dolay1 yiiksek 6zgiilliige sahip bir siirectir
(Rickard vd. 2003). Bu siirecte, bir bakterinin yiizeyinde bulunan adezinler, diger bakteri
tiirlinlin ylizeyinde bulunan glukoz, mannoz veya galaktoz gibi besin kaynaklarini iceren

polisakkariti tantyabilmektedir (Viljoen vd. 2020, Kreve ve Dos Reis 2021).

Bakteriler bulunduklar1 yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunma asamasini
tamamladiktan sonra c¢ogalma ve olgunlagsma asamasina ge¢mektedir. Bu asamada
bakteriler mikrokoloni olusumu ve mikrokolonileri g¢evreleyecek olan EPS iiretimi
gerceklesir. Bu siiregte, cevredeki besin kaynaklari, mikrokoloni yapilarmin seklini
etkileyebilmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda, glukozun karbon kaynagi olarak verildigi
ortamda, P. aeruginosa’nin mantar seklinde mikrokoloniler olusturdugu gézlemlenirken,
sitrik asitin oldugu ortamda ise diiz ve yogun bir sekilde kiimelenmis biyofilm yapilari

olusturdugu tespit edilmistir (Klausen vd. 2003, Tolker-Nielsen 2015).
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2.2.1.3 Dagilma

Biyofilm olusumu siireci tamamlandiktan sonra, c¢esitli ¢evresel kosullar nedeniyle
(ortamdaki kaynaklarin azalmasi, oksijen yetersizligi vb.), dagilma asamasina
gegebilirler. Bu siiregte biyofilm yapisindaki bakteriler planktonik forma gegerek,
invazyonu gergeklestirip yeni bir biyofilm olusumunu baglatabilecekleri daha uygun bir
ortam arayisina girerler. Dagilma asamasi aktif ve pasif dagilma olmak iizere iki sekilde
gerceklesebilir. Aktif dagilma, sicaklik degisimi, besin kaynagi ve oksijen yetersizligi,
metabolit birikmesi gibi ¢evresel kosullarin etkisiyle EPS’nin degradasyonu veya hiicre
hareketliligine bagli olarak gerceklesir. Pasif dagilma ise sivi pargalama kuvveti, aginma
veya insan miidahalesi gibi dig fiziksel faktorlere bagli olarak gergeklesebilir

(Kirmusaoglu 2016, Pal ve Lavanya 2022).

2.2.2 Salmonella biyofilmlerinin ozellikleri

Salmonella cinsinin en 6nemli &zelliklerinden birisi biyofilm olusturma yetenegidir
(Coenye 2013). Salmonella, biyofilm olusturma becerisi sayesinde konak hiicrelere veya
diger ¢evrelere tutunma ve uyum saglama kabiliyetini artirabilir. Bu konu iizerinde
yapilan c¢aligmalarda, Salmonella bakterisinin biyofilm olusturma 6zelligi sayesinde
plastik, cam, paslanmaz ¢elik ve hatta ¢cimento gibi abiyotik yiizeylerde ve bitki yiizeyleri,
epitel hiicreleri veya safra taslar1 gibi biyotik yiizeylerde tutunup, bu yiizeylerde
kaliciligin1 saglayabildigi tespit edilmistir (Steenackers vd. 2012). Buna ek olarak,
bakteriler biyofilm formda iken c¢esitli cevresel streslere, antibiyotiklere, dezenfektanlara
ve hatta konak hiicrenin immiin sisteminin olusturdugu yanita kars1 daha direnglidirler
(Heiby vd. 2010, Jensen vd. 2010). Biyofilm formundaki bakterilerin, planktonik yapilara
kiyasla, zorlayic1 kosullarda hayatta kalma yetenekleri ¢ok daha yiiksek olmasindan
dolayr mikrobiyal enfeksiyonlarin ana kaynagmi teskil etmektedirler (De la Fuente-
Nufiez vd. 2013). Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisiiniin (NIH)
arastirmalarma gore, tim mikrobiyal ve kronik enfeksiyonlarin yaklasik %65-801
biyofilmle iliskilendirilmektedir (Jamal vd. 2018). Salmonella gii¢li c¢evresel
adaptasyonu yaninda, yliksek biyofilm olusturma becerisine sahip bir cins olmasindan

dolayi, diinya ¢apinda ciddi bir enfeksiyon ajani haline gelmistir. Buna ek olarak,
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Salmonella biyofilmlerine karsi bugiine kadar gelistirilen ¢esitli eradikasyon
yontemlerinin yetersiz kalmasindan dolay1 tehlike boyutu giderek artmaktadir (Burmelle
vd. 2010).

Planktonik formdan biyofilm formuna ge¢is slirecindeki bu asamalarda cevresel stres
faktorleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu ¢evresel faktorler 1s1, tuz konsantrasyonu,
ortamdaki antimikrobiyal maddeler, pH, su aktivitesi ve besin kaynaklar1 gibi faktorler
olarak siralanabilir (Toyofuku vd. 2016).

2.3 Salmonella Karbon Metabolizmasi

Salmonella biyofilmlerinin olusumunda ve regiilasyonunda csgD, fimH, fimF, fliZ, rmbA
gibi genleri igeren genetik faktdrlerin yani sira; 1s1, tuz konsantrasyonu, pH degisimi ve

ortamdaki karbon kaynaklar1 gibi ¢evresel faktdrlerin de rol oynadigi belirlenmistir

(Toyofuku vd. 2016, Yin vd. 2018).

Ortamdaki farkli karbon kaynaklarinin varligi biyofilm olusumu icin gerekli olsa da
yapilan bazi ¢aligmalarda, ortamda yiiksek oranda karbon kaynagi varliginda biyofilm
olusumunun ya hi¢ ger¢eklesmedigi ya da olusan biyofilm yapilarinin en ufak bir
miidahalede kolayca dagilabilen gevsek yapilar olusturdugu tespit edilmistir. Bu
calismalarin sonucunda, yiiksek oranda karbon kaynagi varliginin aksine, diisitk miktarda
karbon kaynagi varliginin veya aglik durumunun biyofilm olusumuna ve biyofilm
yapisinin saglamligina daha c¢ok katkis1 oldugu genel bir goriis olarak kabul edilmistir.
Dewanti ve Wong (1995) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, diisiik karbon kaynagi
iceren bir ortamda gelistirilen E. coli suslarinin olusturdugu biyofilm yapilarinin karbon
kaynaklar1 ve diger besin maddelerince zengin ortaminda gelistirilen suslara kiyasla daha
yiiksek sayida yapigskan (adherent) hiicre igerdigi tespit edilmistir (Dewanti ve Wong
1995, Petrova ve Sauer 2012). Fakat baz1 durumlarda, ortamdaki besin kaynaginin belirli
bir esik degerinin altinda olmasi, bakterinin yiizeye tutunma siirecini dolayisiyla biyofilm

olusumunu olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Monds vd. 2001).
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Salmonella kendisi i¢in gerekli olan besin kaynaklarini (proteinler, karbonhidratlar,
lipidler ve niikleik asitler) kendi depolarindan (glikojen, lipidler) veya direkt olarak konak
hiicrenin kendisinden temin etmektedir. Buna ek olarak, konak hiicrede mevcut basit
karbonlar1 (asetik asit, glukoz) veya siilfiir, nitrojen gibi bilesenleri kendi sentezleyerek
de bahsi gegen kiiciik molekiil onciillerini sentezleyebilmektedir (Buman ve Schothorst
2017).

Salmonella bakterisinin en ¢ok kullandig1 karbon kaynaklarindan biri olan glukoz,
glikoliz (Sekil 2.3) ve trikarboksilik asit (TCA) veya diger bir ismiyle Krebs dongiisii
(Sekil 2.4) gibi karbon metabolizmasi yolaklar ile katabolize edilmektedir. Glukozun
katabolize edilmesi siiresince ilk asama glikoliz agamasidir. Glikoliz yoluyla ortaya ¢ikan
piriivatlarin oksidasyonu sonucu trikarboksilik asit dongiisii baslar. Dandekar ve
arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan bir ¢calismada bazi metabolik enzimlerin mutasyona
ugratilmasi sonucunda, Salmonella’nin makrofaj hiicrelerinde hayatta kalamadig1 tespit
edilmistir. Glikoliz ve TCA dongiisii yolaklarina ek olarak, pentoz fosfat (PPP) ve Entner-
Doudoroff (KDPGP) yolaklarinin da Salmonella’da glukoz katabolizmasinda yer
alabildigi tespit edilmistir (Bowden vd. 2009, Han vd. 2023).
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Sekil 2.4 Trikarboksilik asit dongiisii (TCA), glioksilat dongiisii ve dongiilerdeki
enzimleri kodlayan genler (Bowden vd. 2010)

2.3.1 Glukoz

Molekiiler formiilii CeH1206 olan glukoz, basit bir seker (monosakkarit) olup, canli
metabolizmasinda rol oynayan en 6nemli karbonhidratlardan biridir. Glukoz genellikle
bitkiler ve ¢ogu arkeler tarafindan fotosentez siirecinde iiretilmektedir. Fotosentez sonucu
ortaya c¢ikan glukoz, hiicre duvarinda bulunan seliillozun tiretiminde kullanilmaktadir.
Salmonella bakterisinde seliiloz biyofilm matriksinin ana bilesenlerinden birisidir ve
bakterinin hareketini engelleyerek yiizeye tutunmasini ve dolayisiyla biyofilm yapisinin

olgunlagsmasini saglar (Zogaj vd. 2001, Solano vd. 2002).

Yasam i¢in en kritik olan bilesiklerden biri olan glikoz, gelisme ve iireme i¢in gereken
enerjinin Uretilmesinden sorumludur. Bitkilerde ve siyanobakterilerde fotosentez

aracilifiyla tretilen glukoz, daha sonra enerji kaynagi olarak kullanilmak {iizere
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depolanacak olan nisastanin {iretiminde kullanilir. Buna ek olarak nisasta siikkroz ve
seliiloz gibi sakkaritlerin tiretiminde kullanilmak iizere pargalanabilir. Gida endiistrisinde
de 6nemli bir role sahip olan glukoz, 6zellikle bitkiden iiretilen gidalarda ve paketli
gidalarda doku ve aromaya katki saglamak i¢in siklikla kullanilan bir bilesendir (Galant
vd. 2015).

Glukozun dogada bu kadar kritik bir role sahip olmasi ve gida endiistrisi gibi alanlarda
siklikla kullanilan bir bilesik olmasi, bazi sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Tiim
canlilarin enerji ihtiyaci igin gerekli olan glukoz, Salmonella gibi patojen bakterilerin de
en ¢ok yoneldigi besin kaynaklarindan biridir (Gutnick vd. 1969). Salmonella, planktonik
formdan biyofilm formuna geciste glukozu aktif olarak kullanmaktadir. Gida
endiistrisinde, gida isleme yerlerinde biyofilm olusumu i¢in sicaklik, pH, su aktivitesi ve

besin kaynagi agisindan uygun ortamlara sik¢a rastlanmaktadir (Moraes vd. 2018, Bezek
vd. 2019).

Salmonella patojeninin biyofilm olusumunda en yaygin olarak kullandigi karbon kaynagi
olan glukozun biyofilm olusumu {izerindeki etkisi hakkinda yapilan g¢alismalarda
glukozun farkli konsantrasyonlarinin biyofilm miktar1 {izerinde farkli etkileri oldugu
ortaya konulmustur. Glukozun farkli konsantrasyonlar1 biyofilm olusumunu inhibe edici
veya destekleyici etkilerde bulunabilir ve bu siiregler bakterilerin tiiriinden tiiriine gore de
farklilik gosterebilmektedir. Roy ve arkadaslar1 (2021) tarafindan, S. enterica Kentucky
tizerinde ylirtitiilen bir ¢alismada optimum pH (7.0) ve sicaklikta (37°C) ortama farkli
konsantrasyonlarda glukoz eklendiginde biyofilm miktarinin degisimi gozlenmistir.
Yapilan caligmanin sonuglarina gore, ortamda % 0,025 glukoz varliginda biyofilm
miktar1 artis gosterirken, glukoz miktar1 % 0,4’e ¢ikarildiginda biyofilm miktarinin
azaldig1 tespit edilmistir. Ngwai ve arkadaslar1 (2006) tarafindan glukozun S.
Typhimurium biyofilm olusumu tizerindeki etkileri arastirildiginda da benzer sonuglara
ulagilmistir. Polistiren yiizeylerde S. Typhimurium’un farkli suslarinin biyofilm olusum
miktarlar ortamda glukoz varliginda test edilmis ve bazi izolatlarda glukoz, biyofilmin
gelismesine katkida bulunurken, bazi izolatlarda ise biyofilm olusumunu inhibe etmistir.
Polivinil kloriir (PVC) yiizeylerde biyofilm olusumu test edildiginde glukozun, S.

Typhimurium DT104 susunun biyofilm olusumunu inhibe ettigi gozlenirken, polistiren
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yiizeyde tam tersi bir etki gostererek biyofilm miktarini artirdigi sonucuna ulagilmaistir.
Bu sonuglar, glukoz metabolizmasinin biyofilm {izerindeki etkilerinin, bakterinin

bulundugu ylizeye gore de degisebilecegini gostermektedir (Ngwai vd. 2006).

2.3.2 Fukoz

Fukoz, kimyasal formiilii CeH120s olan bir seker tiiriidiir. Bitkilerin hiicre ylizeyinde ve
bir¢ok bakteriyel ekstraseliiler polisakkarit (EPS) veya lipopolisakkarit (LPS) yapilarinda
bol miktarda bulundugu tespit edilen fukoz, normal sartlarda elde edilmesi zor olan bir
monosakkarittir (Vanhooren ve Vandamme 1999, Roca vd. 2015). Salmonella ve
Klebsiella gibi patojenik bakteriler, fukozu karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir.
Klebsiella pneumoniae’da fukoz metabolizmasinin bagirsak  kolonizasyonunu
destekledigi ve virlilans faktorlerinin modiilasyonunu saglayabildigi belirtilmistir
(Hudson vd. 2022). Deatherage Kaiser ve arkadaslari (2013) yaptiklari bir ¢alismada, fare
bagirsagmin S. Typhimurium ile enfeksiyonunda fukoz metabolizmasinin da rol aldigini
gostermiglerdir. Buna ek olarak, Salmonella’nin, bagirsak liimeninde glukoz, galaktoz,
maltoz gibi sekerlerin kullaniminda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin ve fukoz
metabolizmasinda yer alan fuc genlerinin ifadesi tanimlanmistir. S6z konusu ¢alismada,
konak hiicrede bulunan gesitli substratlara, Salmonella patojeninin kendi protein ifadesini
diizenleyerek tepki verdigi gozlenmistir. Bagirsak mikrobiyotasinda fukoz gibi besin
kaynaklarindan faydalanan bakterilerin, Salmonella enfeksiyonuna kars1 bagisiklik
tepkisi sonucu azalmasi, ortamda fukozile edilmis glikan birikimine sebep olmaktadir.
Bunun sonucunda, Salmonella, bulundugu ¢evredeki fukoz varligini algilayabilir, bunu
besin kaynagi olarak kullanabilir ve ek olarak intestinal kolonizasyonu diizenleyebilir
(Pacheco vd. 2012, Deatherage Kaiser vd. 2013).

Fukozun Salmonella virulansinda etkisine ek olarak, Salmonella biyofilmi tizerindeki
etkisi de aragtirtlmistir. S. Typhi lizerinde yapilan bir aragtirmada, gliserol, fukoz, ramnoz,
treonin gibi besin kaynaklarmin biyofilm yapilarindaki kullanimi incelenmistir. Bu
calismadan elde edilen bulgular, S. Typhi CR0044 susunun bahsi gegen karbon
kaynaklarin1 sadece biyofilm yapidayken katabolize edebildigini gostermistir (Kalai

Chelvam vd. 2015). Bu bulgular 1s1ginda, fukozun Salmonella biyofilmleri iizerine
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yiriitillecek biyokimyasal ve fizyolojik arastirmalarinda detayli olarak incelenmesi

gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

2.3.3 Ramnoz

Kimyasal formiilii CsH1205 olan ramnoz, ¢ogunlukla bakteri ve bitkilerde bulunan bir
deoksi sekerdir. Dogada genellikle L-formunda bulunmaktadir. Bakterilerde glukoz-1-
fosfattan (Glu-1-P) sentezlenen ramnoz, S. enterica ve E.coli gibi bazi Gram-negatif
bakterilerde lipopolisakkarit yapidaki somatik (O) antijeninde yaygin olarak
bulunmaktadir. Buna ek olarak, S. Typhimurium LT2 susunda, somatik antijenin mannoz,
galaktoz, abekiioz ve ramnozdan olusan tekrarli tetrasakkarit birimleri igerdigi

saptanmustir (Jiang vd. 1991, Marolda ve Valvano 1995, Giraud ve Naismith 2000).

Ramnoz birgok bakteri tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilen bir
sekerdir (Tan ve Li 2018). S. Typhimurium gibi Salmonella’nin bir¢ok serovaryetesi
ramnozu metabolize edebilmekte ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir. Fakat S.
Typhosa gibi baz1 seroaryeteler ramnozu karbon kaynagi olarak kullanma yeteneginde
degildir (Englesberg ve Baron 1959, Akhy vd. 1984, Badia vd. 1985, Staib ve Fuchs
2015).

Ramnozun biyofilm yapilarinda kullanim1 ve bu yapilara olan etkisi arastirildiginda, bazi
bakteri tiirlerinde ramnozun biyofilm olusumunu destekledigi ortaya konmustur. Lange
ve arkadaglart (2017) tarafindan Gram-negatif bakteriyel patojen olan Flavobacterium
columnare iizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada, ramnozun biyofilm olusumunu ve
viriilans1 destekledigi tespit edilmistir. Streptococcus mutans kullanilarak yapilan baska
bir ¢alismada ise, ramnoz sentezinin engellenmesiyle, biyofilm olusumunun ve bakteri

tiremesinin biiylik 6l¢iide baskilandig1 saptanmistir (Bischer vd. 2020).

S. Typhi iizerinde gergeklestirilen bir bagka aragtirmada ise, ramnozun; bu bakterinin

planktonik formlara kiyasla, biyofilm formlarinda daha fazla tercih edildigini gostermistir

(Kalai Chelvam vd. 2015).
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2.3.4 Sitrik asit

CeHsO7 molekiiler formiiliine sahip olan sitrik asit veya diger bir adiyla sitrat,
trikarboksilik asit dongiisiinde yer alan bir organik bilesiktir. Trikarboksilik asit
dongiisiine ayni zamanda sitrik asit dongiisii de denilmektedir. Sitrik asit genellikle limon
gibi asitli meyvelerde ve sebzelerde bulunmaktadir. Sitrik asit de tipk1 malik asit veya
suksinik asit gibi gida endiistrisinde katki maddesi olarak siklikla kullanilmaktadir

(Peniston vd. 2008, Hussain vd. 2017).

Sitrik asit, trikarboksilik asit dongiisiindeki konumundan dolayi, hiicre metabolizmasinda
onemli bir role sahiptir. S6z konusu bu metabolit, glikoliz ve TCA dongtilerinin baslangig
ve bitiminde yer alan enzimlerin regiilasyonundan sorumlu oldugu i¢in hiicrenin enerji
tiretiminde biiyiik bir rol iistlenmektedir (Neidhart 1996, lacobazzi ve Infantino, 2014).
Diger yandan sitrat, yliksek oranlarda birikimi hiicre i¢in tehlike olusturan demirin hiicre
disina alinarak dengede tutulmasinda gorev almaktadir. Sitratin demir ile beraber hiicre
disina tagimmasi Salmonella iiremesini yavaslatmakta ve bu sekilde bakteriyi stres
kosullarina kars1 daha dayanikli hale getirmektedir (Frawley vd. 2013, Dandekar vd.
2015).

Sitratin bahsi gecen rollerinden dolayi, bu metabolitin patojenik bakteriler ve biyofilm
formlar tarafindan kullanimi1 ve metabolizmas1 hakkinda bazi arastirmalar yapilmistir.
Salmonella’nin sitrik asiti karbon kaynagi olarak metabolize edebildigi bilinmektedir.
Paytubi ve arkadaslar1 (2017) tarafindan sitratin Salmonella biyofilm formlar1 iizerindeki
etkisine bakildiginda, karbon kaynagi icermeyen yilizeyde biyofilm olusumu
gozlenmemis, ayrica ortama karbon kaynagi olarak % 0,2 oraninda sitrat eklendiginde
biyofilm miktarinin kayda deger bir sekilde arttig1 sonucuna varilmistir. Bu sonuglar,
Salmonella biyofilm olusumunda sitratin karbon kaynagi olarak kullanilabildigini

gostermektedir.
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2.3.5 Suksinik asit

(CH2)2(CO2H)2 molekiiler formiiliine sahip olan suksinik asit veya diger bir ismiyle
suksinat trikarboksilik asit dongiisiinde yer alan anahtar metabolitlerden birisidir (Tretter
vd. 2016). Mitokondral matrikste iiretilen ve suksinat dehidrojenaz (SDH) enzimi
araciligi ile fumarata doniistiiriilen suksinat, cogunlukla gida endiistrisinde katki1 maddesi

ve asit regiilatorii olarak kullanilmaktadir (Zeikus vd. 1999).

Bakteriyel fermantasyonda yiiksek miktarlarda iiretilen suksinatin, enflamatuar bagirsak
hastalig1 (IBD) gibi rahatsizliklarda bagirsak liimeninde yiiksek seviyelerde bulundugu
tespit edilmistir (Connors vd. 2018). Bir calismada, mikroptan arindirilmig farenin
digkisinda suksinata rastlanmazken, normal farede suksinat varligi tespit edilmistir (Faith

vd. 2014).

Memeli bagirsaginda tespit edilen suksinat, olasi patojen enfeksiyonunda bakterilerin
enerji kaynagi olarak kullanabilecekleri bir metabolittir (Schubert ve Unden 2022). S.
Typhimurium da bu besin kaynagini katabolize edebilen ve kolonizasyon sirasinda
kullanabilen patojenlerden birisidir (Spiga vd. 2017). Konak hiicrenin makrofajlarinda,
bakteriyel enfeksiyonu takiben metabolik diizenmlemeler meydana gelir. Bu
diizenlemeler sirasinda Krebs dongiisii iirtinleri makrofajlarda birikir. Suksinat da bu
diizenlemeler sonucunda biriken metabolitlerden biridir (Mitosch vd. 2023). Jiang ve
arkadaglart (2021) tarafindan yapilan bir c¢alismada, Salmonella ile enfekte olan
makrofajlarda yiiksek bir oranda suksinat varligina rastlanilmistir. Bu konuyla ilgili
yapilan diger arastirmalarda ise, Salmonella’nin makrofaj icerisinde suksinati karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanmadig1 ortaya konulmus, bunun yerine s6z konusu
metabolitin, Salmonella viriilansi ile iligkili genlerin uyarilmasi i¢in bir sinyal molekiilii
olarak kullanildig1 tespit edilmistir (Bowden vd. 2010, Mills ve O’Neill 2014, Rosenberg
vd. 2021).

S. Typhimurium’da trikarboksilik asit dongiisii ile viriilansi arasindaki iligkinin tepitini
esas alan bir calismada, TCA dongiisiinde yer alan enzimleri kodlayan genler mutasyona

ugratilmig ve sonucunda hangi mutasyonlarin patojenin viriilansin1 ne sekilde etkiledigi
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incelenmistir. SR-11 susunun kullanildigr bu arastirmada, suksinil-CoA’y1 suksinata
doniistiren enzim olan suksinil-CoA sentazi kodlayan sucCD geninin mutasyonu
sonucunda, S. Typhimurium’un viriilansinin zayifladigi tespit edilmistir. Buna ek olarak,
suksinati fumarata doniistiiren suksinat dehidrojenaz enzimini kodlayan genin (SdhCDA)
mutasyonu sonucunda da SR-11 susunun viriilansinda azalma meydana gelmistir
(Mercado-Lubo vd. 2009). Bu sonuglar, suksinat metabolitinin ve bununla iliskili

enzimlerin Salmonella viriilansinda etkin bir rol oynadigini gostermektedir.

Suksinik asit, patojen viriilansinda rol oynamasmin yani sira, biyofilm yapilarin
olusumunda da kullanildig1 disiiniilen bir karbon kaynagidir. Staphylococcus aureus
biyofilmleri {izerine yapilan bir arastirmada, suksinat dehidrojenaz genlerinin ifade
diizeyindeki artiglarin, (SdhCAB) biyofilm olusumunu tesvik ettigine dikkat ¢ekilmistir
(Gaupp vd. 2010). S. Typhimurium ile yapilan bagka bir ¢alismada ise, ortamda % 0,2
oraninda suksinat varliginda polistiren yiizeyde biyofilm olusumuna bakilmis ve karbon
kaynagi icermeyen ortamda biyofilm olusumu goézlenmezken, suksinat varliginda
biyofilm olusumunun gerceklestigi gozlemlenmistir (Paytubi vd. 2017). Bu sonuglar
dogrultusunda suksinatin, Salmonella biyofilm formlar1 tarafindan karbon kaynagi olarak

kullanildigini s6ylemek miimkiindiir.

2.3.6 Malik asit

Molekiiler formiili HO,CCH(OH)CH2CO2H olan malik asit tiim canlilarda bulunan
organik bir bilesiktir. Diger bir ismiyle malat olarak bilinen malik asit, 6zellikle gida
endiistrisinde eksi tat vermesi i¢in meyve gibi gidalarda katki maddesi olarak sik¢a
kullanilmaktadir (Kévilein vd. 2019). Bunlara ek olarak, biyokimyada 6nemli bir role

sahip olan malik asit, trikarboksilik asit dongiisiinde yer alan bir ara iirlindiir (Krebs

1954).

Cogu mikroorganizma malik asitten karbon ve enerji kaynagi olarak yararlanmaktadir
(Clark ve Cronan 2005). Bu mikroorganizmalardan bir tanesi de Salmonella’dir. S.
Typhimurium LT2 {izerinde yapilan bir ¢alismada, malik asitin bakteri tarafindan enerji

kaynagi olarak kullanilabildigi belirtilmistir (Gutnick vd. 1969).
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Salmonella serovaryeteleri kullanilarak yiiriitiilen bazi arastirmalarda, malatin biyofilm
yapilart iizerinde de etkisi oldugu tespit edilmistir. Paytubi ve arkadaglar1 (2017)
tarafindan yiriitiilen bir ¢alismada, malatin Salmonella biyofilmi iizerindeki etkisini
anlamak i¢in M9 minimal ortamina % 0,2 oraninda malat eklenmis ve polistiren ylizeyde
biyofilm olusumuna bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Salmonella’nin ortamda
herhangi bir karbon kaynagi bulunmadiginda biyofilm olusturmadigi, malat eklendiginde
ise biyofilm olusturdugu gozlenmistir. Bu veriler, Salmonella’nin biyofilm olusumunda

malat1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigin1 géstermektedir (Paytubi vd. 2017).

Malatin ¢ogunlukla gida endiistrisinde kullanilan bir organik bilesik olmasi ve Salmonella
gibi gida patojeni olan bakterilerin direngli yapilar olusturmak i¢in bu metabolitten
faydalanmasi bu alanda halk sagligin1 tehdit eden durumlara yol acabilmektedir. Bu
nedenle malik asitin biyofilm {izerindeki etkilerini anlamak 6nem teskil etmektedir. Malik
asitin, Salmonella metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan trikarboksilik asit
dongiisiinde yer alan bir metabolit olmas1 bu dongiideki enzimlerin ve bu enzimlerin
sentezinde gorev alan genlerin arastirilmasina yon vermistir. Sarkhel ve arkadaglar
(2022) tarafindan yapilan bir calismada, malat sentaz (MS) enziminin S. Typhimurium’un
zorlu cevresel kosullarda hayatta kalmasina nasil bir etkisi oldugu arastirilmis ve sonug
olarak malat sentaz enziminin besin yetersizligi ve oksidatif stres kosullarinda
Salmonella’nin hayata kalmasi ve iiremesine katkida bulundugu ortaya konulmustur.
Bahsi gecen bu enzim, Salmonella’nin konak hiicrede hayatta kalmasi ve ¢ogalabilmesi
icin gelistirdigi metabolik yolaklardan biri olan ve glukoz gibi bilesiklerin sentezi i¢in
asetat1 kullanan glioksilat dongiisiinde gorev almaktadir. Glioksilat dongiisii, Salmonella
gibi patojen bakterilerin, makrofaj igersinde hayatta kalmasi ve viriilans1 i¢in gerekli
besin kaynaklarinin ve ¢esitli molekiillerin sentezinde gerekli olan enerjiyi saglayabilmek
adina gelistirdigi bir metabolik yolaktir (Lorenz ve Fink 2002). Glioksilat alternatif gegisi
(bypass) veya glioksilat yan yolu (shunt) olarak da bilinen bu yolakta, TCA dongiisiinde
karbondioksit iiretilen adimlar atlanilmaktadir (Sekil 2.4) (Cronan ve Laporte 2005). Bu
yolak, ortamda sadece etanol ve asetat gibi karbon kaynaklarmin bulunmasi durumunda
devreye girerek bakteriyel iiremenin devam etmesine olanak saglamaktadir (Kornberg
1966). Bu sayede, patojenler, besin kaynagi yetersizligi gibi zorlu kosullarda, alternatif

kaynaklar1 da kullanabilir ve hayatta kalabilirler (Kwon ve Ricke 1998).
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2.3.7 Asetik asit

CH3COOH kimyasal formiiliine sahip asetik asit, sirkenin ana bilesenini olusturan
organik bir bilesiktir. Bakteriyel fermantasyon yoluyla iiretilen asetik asit, diger
trikarboksilik asit dongiisii elementleri gibi gida endiistrisinde ve temizlik triinlerinde
sikca kullanilan bir bilesiktir. Asetik asit karbonhidrat ve yag metabolizmasinda yer
almaktadir (Riitenberg ve Block, 1944). Gida endiistrisinde ve hijyen iirlinlerinde asetik
asitin kullanilmasi, bu metabolitin bakteriyel patojenler tizerindeki etkisinin daha detayl

arastirtlmasini gerektirmektedir (Merli vd. 2021).

Ozellikle Salmonella gibi gida kékenli patojenlerin, asetik asiti karbon ve enerji kaynagi
olarak kullandig1 bilinmektedir. Asetik asitin Salmonella biyofilmi {izerindeki etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada, asetik asitin (pH 3.9) Salmonella biyofilm olusumunu inhibe
ettigi gozlenmistir (Hasegawa vd. 2011). Benzer sekilde asetik asitin antimikrobiyal
etkilerinin arastirildig1 baska bir ¢alismada ise, asetik asitin, P. Aeruginosa, E. coli, S.
aureus gibi patojenlerin planktonik ve biyofilm formlari {izerindeki etkisi incelenmis ve
calismanin sonucunda asetik asitin % 0,16- % 0, 31 oranlarinda denenen tiim bakterilerde
planktonik iiremeyi engelledigi ve % 0,31 oraninda ise tiim bakterilerde biyofilm
olusumunu engelledigi saptanmistir (Halstead vd. 2015). Bu sonuglar, asetik asitin

biyofilm eradikasyon yontemi olarak kullanabilecegini isaret etmektedir.

2.4 Matematiksel Modelleme

Matematiksel modelleme, biyofilmlerin kompleks yapilarinin ve dinamiklerinin daha iyi
anlasilmasma yardimci olmak i¢in 6nemli bir aragtir (Jin vd. 2020). Matematiksel
modellemede kullanilan diferansiyel denklemler, bir¢ok fiziksel fenomeni tahmin etmek
ve bu fenomenler hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak adina yararlanilan matematiksel
araglar olarak nitelendirilmektedir (Brown, 2007). Lojistik diferansiyel denklemler,
popiilasyon modellenmesinde en ¢ok kullanilan diferansiyel denklemlerden biridir. Bu
diferansiyel denklemler, inceleme altina alinan niifusun, ¢evresel tagima kapasitesine
erisene kadar logaritmik artisin1 aciklamaktadir. Ancak bu modeller, inceleme altina

alinan popiilasyonun kendi niifusunu dengelemek i¢in almis olabilecegi kararlar1 veya
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tasima kapasitesinin dinamik olabilecek yapisini goz 6niinde bulundurmadigi i¢in, adaptif
niifuslar (biyofilm gibi) modelleme ¢alismalari igin yetersiz kalabilir. Genel bir lojistik
diferansiyel denklem yapisi N inceleme altindaki sistemin boyutu, r ic¢sel yani dig
etkilerden arindirilmig biiylime oran1 ve K tasima kapasitesi yani ¢evresel kosullarin el

verebilecegi en yliksek niifus boyutu olmak tizere asagidaki gibidir:

dN N(t)
E = T'N(t) (1 —T>

Denklem 2.1

Bu denklem, azalma oraninin daha iyi anlasilabilmesi i¢in asagidaki sekilde de ifade

edilebilir:

rN(t) - N(t)

dN Nt
PN - —

dt
Denklem 2.2

Burada temelde yatan fikir inceleme altina alinan niifustaki biiyiimenin t anindaki niifus
ile i¢sel biiyiime oraninin etkilesimine (yani rN(t) terimine) bagli oldugu, ancak bu
artiglarin t anindaki niifusun tasima kapasitesine yakinlagsmasi durumunda azalisa
dontisecegini ifade etmektedir. Burada 6nemli bir husus, biiyiimenin hizinin azaldigidir;
niifusta azalma gerceklesmemekte, tasima kapasitesine yakinlasildik¢a sistemin bir
doyma noktasina eristigidir (Coleman 2006). Sekil 2.5 bu durumu gorsel olarak

Ozetlemektedir.
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Popiilasyon biiyiikliigi

Zaman .

Sekil 2.5 Lojistik biiyiime grafigi (Sillitoe 2022)

Bu biiylime modeli, niifusu modellemek i¢in iyi bir baslangic noktasi olarak
diistintilebilir, ancak gercek bir sistemi modellemek icin yeterli olmayacaktir, zira
biyofilm gibi niifus benzeri sistemlerde gerek biiyiimenin kii¢iilmeye donebilmesi gerek
cevresel kosullara zaman iginde saglanan uyumlar biliylime egrisinin farkli topolojiler
gosterebilmesine sebep olmaktadir. Bu gibi sorunlara karsi ¢oziim olarak Hutchinson
(1948) ekolojide "dongiisel" nedensellik iliskilerini agiklama amaci gliderek, gecikmeli
lojistik diferansiyel denklemleri ortaya koymustur. Dongiisel nedensellik, bir sonucun
kendini olusturan nedenleri tekrar dogurmasini ifade eder. Siire¢ tamamlanana kadar
belirli bir zaman gectigi i¢in, sonuglar "gecikmeli" olarak meydana gelir. Hutchinson,
biyolojik sistemlerin degisen ¢evresel kosullara kendilerini adapte etme durumlarinin
belirli bir gecikmenin ardindan gergeklesecegini gdz Oniinde bulundurarak, lojistik
diferansiyel denkleme bir gecikme parametresi eklemistir. Dolayisiyla, Hutchinson-
Wright denkleminin, yani gecikmeli lojistik diferansiyel denklemlerin, adaptasyon
becerisi olan ve ¢evresel geribildirim siirecleri i¢erisinde bulunan niifuslart modellemede
basarili olacagi beklenmektedir (Hutchinson 1948). Buna ek olarak, gecikmeli lojistik
diferansiyel denklemlere eklenen gecikme parametresi, siirece osilasyonlar ekleyerek,
sigmoid ya da dongilisel oOzellikler iceren sistemlerin daha 1iyi agiklanmasini

saglamaktadir. Gecikmeli lojistik diferansiyel denklemlerin yapisi, N, 7,t, 7, K sirasiyla
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popiilasyon boyutu, i¢sel biiyiime hizi, zaman, gecikme siiresi ve tagima kapasitesi olmak

tizere sirastyla agagidaki gibidir:

dN

=N (1- M)

K

Denklem 2.3
Bu esitlik dagilma 6zelligi kullanilarak asagidaki sekilde de ifade edilebilir:

rN(t)N(t — 1)
B K

N _ e
77 =N

Denklem 2.4

Burada, N(t) herhangi bir t anindaki popiilasyon boyutu olup, biiyiimedeki artis N (t) ’nin
sabit bir oran olan r kat1 kadar ger¢eklesmektedir. Bliylime, ge¢mis bir an1 ifade eden t —

7’da tagima kapasitesi K’ya ne kadar yaklasirsa, inceleme altina alinan niifustaki azalma

N(t-71)

da o kadar olmaktadir. Tagima kapasitesine gecmis bir anda erisildiginde 1 = — olup,

biliylime tamamen durmaktadir. Bunun ardindan ise inceleme altina alinan popiilasyon

azalmaya baglamaktadir.

Bu ¢alismada, sistemin yoriingesini daha esnek bir sekilde tarif edebilecegi diistincesiyle,

denklem asagidaki sekilde yeniden parametrelendirilmistir:

N(t—1)
K

) — N(6)b — rN(t)]}l((t - 1)

dN_ " b
a7 @( -

Denklem 2.5

Sézkonusu bu parametrelerin deneysel olarak elde edilmis gozlemleri hata terimlerini
(yerlestirilen egrideki ¥, noktalari ile gézlemlenen y; noktalar1 arasindaki fark d; = y; —
¥, ve bu farkin kareleri veya mutlak degerleri) minimize edecek sekilde bulunmasina
model uydurma denir. Olast biitiin parametre degerlerinin olusturdugu kiimeye ise

parametre uzayl denir. Parametre uzaymin her elemani farkli bir yoriingeye denk
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gelmektedir, ancak altta yatan denklem yapis1 ayni oldugu icin 6zdes olduklar

diistintilebilir; sadece elde edilen gozlemi agiklama durumlart degismektedir (Bertram

ty.).

Dikkat edilirse Denklem 2.2°de rN(t) olan terimin Denklem 2.3’te N (t)b haline geldigi
gozlemlenebilir. Bu doniisiim, N, t,K,r seklindeki 4 boyutlu bir parametre uzayini
N,t,K,r, b seklinde 5 boyutlu bir parametre uzay1 haline getirmistir. r ile b teriminin

etkilesime girmesi, modelin lineer olmayan dinamikleri daha iyi ifade edebilmesini

saglamaktadir (Hutchinson 1948).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriyel suslar ve kiiltiir kosullar:

Yiiksek lisans tez ¢alismasinda kullanilan dogal tip Salmonella Typhimurium 14028 susu
Ankara Universitesi Prokaryotik Genetik Laboratuvarr kiiltiir koleksiyonundan

saglanmustir.

Bahsi gecen Salmonella kiiltiirleri Luria-Bertani (LB) Broth besi ortaminda 37°C’de, 200

rpm calkalama hizinda ve 18 saat siireyle liretilmistir.

3.1.2 Karbon kaynaklari

Tez calismasi kapsaminda Salmonella biyofilmi {izerindeki etkinligi denenecek karbon

kaynaklar1 ve besi yerindeki final konsantrasyon miktarlari Cizelge 3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan karbon kaynaklar1 ve konsantrasyonlari

Karbon Kaynag | Final Konsantrasyon (w/v)

Glukoz %0,1,% 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
Fukoz %0,1,%0,2,% 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
Ramnoz %0,1,%0,2,%0,3,% 0,4, % 0,5 ve % 0,6
Sitrik Asit %0,1,% 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
Suksinik Asit %0,1,%0,2,% 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
Malik Asit % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
Asetik Asit %0,1,% 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
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3.1.3 Besiyeri ve cozeltiler

Luria Bertani (LB) Broth (Condalab, Spain)

Icerik g/L
Sodyum Kloriir 10
Tripton 10
Maya ekstrakti )

Besiyeri icerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra pH 7,0 £ 0,2’ye
ayarlanmigtir. Bu asamadan sonra hazirlanan besiyeri cam tiiplere dagitilmis ve

sterilizasyon islemi otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile gergeklestirilmistir.

M9 Minimal Ortami

icerik

M9 Tuzlari (5X) 200 mL
1 M MgSOg4 2mL

1 M CaCl: 100 pL
ddH.0 780 mL

Besiyeri igerikleri ayr1 ayr1 hazirlanip otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize

edildikten sonra steril 1 litrelik sisede birlestirilmistir.

M9 Tuzlan (5X)

Icerik g
Na;HPO4.7H20 32
KH2PO4 7,5
NaCl 1,25
NHCI 2,5

M9 minimal ortami igeriginde kullanilacak olan M9 tuzlar total hacim 500 mL olacak

sekilde hazirlanmistir. Besiyeri igerikleri 200 mL distile suya eklendikten sonra distile su
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ile 500 mL’ye tamamlanmigtir. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilizasyon

islemi gerceklestirilmistir.

1 M MgSOs4

MgSQO4.7H.0 2,46 gr

10 mL distile suda ¢ozdiiriilmiis ve sterilize edilmistir.

1 M CaClz

CaCl2.2H20 1,47 gr

10 mL distile suda ¢ozdiiriilmiis ve sterilize edilmistir.

Fosfatla Tamponlanmis Su (PBS)

Icerik g/LL
NaCl 80
KCI 2
NazHPO4 14,4
KH2PO4 2,4

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

°C’de 15 dakika stire ile gergeklestirilmistir.

Glasiyel Asetik Asit Soliisyonu

% 33’liik Glasiyel Asetik Asit 1000 mL
Kristal Viyole
Kristal viyole 0,1gr

100 mL distile su da ¢ozdiiriildii ve sterilizasyon i¢in 0, 45 pm’lik filtreden geg¢irildi.
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3.2 Yontem

3.2.1 Polistiren yiizeylerde biyofilm olusum miktarlarinin belirlenmesi

S. Typhimurium 14028 susunun karbon kaynaklariin (glikoz, fukoz, ramnoz, sitrik asit,
suksinik asit, malik asit ve asetik asit) farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1 - % 0,6) varliginda
polistiren yiizeylerdeki biyofilm olugum miktarlarin1 belirlemek i¢in; s6z konusu sus
oncelikle 5 mL’lik Luria-Bertani (LB) Broth besi ortaminda 37°C’de, 200 rpm ¢alkalama
hizinda ve 18 saat siireyle iiretilmistir. Aktif kiiltiirler optik densiteleri ODsgs = 0,2 olacak
sekilde seyreltilerek deneme konsantrasyonuna ulasilmistir. Es zamanli olarak M9
ortamindaki total konsantrasyonlart % 0,1 - % 0,6 olan karbon kaynaklar1 96 kuyuluk
mikrotitre plaka kuyucuklarina 100 pnL olacak sekilde aktarildi. Her konsantrasyon igin 3
paralel ve 2 tekrarli deneme deseni olusturuldu. Seyreltilen bakteri 6rneklerinden M9
ortami i¢eren kuyucuklara 30 uL eklendi. Bu islemden sonra plakalar 12, 24, 36, 48, 60
ve 72 saat siireyle 20 °C’de statik kosullar altinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresi sonlandiginda olusan biyofilm miktarlarinin belirlenmesi i¢in baglanmamis
hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla kuyucuklar steril fizyolojk serum (% 0.85)
(Merck, Almanya) ile ti¢ kere yikandi ve daha sonra oda sicakliginda 5 dakika boyunca
kurumaya birakildi. Kurutma isleminden sonra, biyofilm matriksi %95 metanol eklenerek
15 dakika boyunca fikse edildi. Sabitlenen bu yapilar 130 pL kristal viyole (% 0, 1)
eklenerek boyandi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Kuyucuklar, baglanmamis
boyalari uzaklastirmak i¢in ti¢ kez distile su ile yikandi. Yikama isleminden sonra bu
yapilara, 130 pL glasiyel asetik asit (% 33) ilave edildi ve plakalar 45 dakika boyunca
oda sicakliginda bekletildi. Bu siirenin bitiminde, biyofilme tutunan boya miktart ODsgs
nm’de, Elisa okuyucu (Biorad, California, ABD) ile 6l¢iilerek olusan biyofilm miktarlar
belirlendi (Stepanovic vd. 2000). Biyofilm olusum miktarlarinin belirlenmesi sonucu
tasarlanan matematiksel modellemelerden sonra yapilan deneyler ile tasarlanan bu

modellerin uyumunu test etmek amaciyla biyofilm denemelerinin tekrar1 gergeklestirildi.
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3.2.2 Biyofilm olusum miktarlarinin matematiksel modellemesi

Incelenen tiirlerin gdzlemler ve deneyler ile agiklanmasinin yani sira, bu bulgularin
matematiksel modeller ile desteklenmesi bu tiirlerin farkli ortamlardaki davranislarinin
daha iyi anlasilmasina olanak saglamaktadir. Bu dogrultuda, bu ¢alismada incelenen
Salmonella bakterisi i¢in elde edilen deneysel verileri matematiksel olarak en iyi sekilde

ifade eden bir biiyiime modelinin kullanilmas1 amaglanmustir.

Literatiirde popiilasyonlarin biiyiime modelleri icin bircok matematiksel model
bulunmakta olup, bunlarin en bilinenlerinden biri matematik¢i Pierre Frangois Verhulst
tarafindan verilen lojistik denklemdir. P(t), popiilasyonun t zamanindaki boyutuna

karsilik gelmek iizere bu denklem,

Denklem 3.1

seklinde ifade edilmekte olup burada, K ¢evrenin tasiyabildigi maksimum kapasite iken
r ¢evre etkisiz bilylime oranina karsilik gelmektedir (Verhulst 1847). Denklem 3.1 lojistik
denkleminin a (a > 0) gecikme sabiti ile g6z oniine alinmasi durumunda, Hutchinson-

Wright denklemi olarak da bilinen,

dP p 1 P(t—a)
a7 (”( ‘T)

Denklem 3.2

gecikmeli lojistik denklem elde edilmektedir (Hutchinson 1948, Wright 1946). Burada a
gecikme sabitinin denkleme eklenmesi, Onceki popiilasyonlarin daha sonraki
popiilasyonlar: etkileyebilecegi anlamma gelmektedir (Denklem 3.2). Ornegin, niifus
blyilikligliniin besin kaynaklarini etkilemesi hemen hissedilmese de, belirli bir

a siiresinden sonra hissedilebilir (Allen 2007).
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Bu ¢alismada ele alinan Salmonella bakterisi igin,

ar P(t—a)
E = T‘P(t) (b _T>

Denklem 3.3

gecikmeli lojistik denklemi (Denklem 3.3) g6z 6niine alinmis olup, bu bakterinin glukoz,
fukoz, ramnoz, sitrik asit, suksinik asit, malik asit ve asetik asit maddelerinin farkli

konsantrasyonlari altindaki bliylimesinin ayr1 ayr1 incelemesi yapilmaigtir.

Denklem 3.3 Maple yazilimi kullanilarak verilere uydurulmustur. (Veriler ve denklem
cizgisi arasindaki uzakligi minimize eden parametre degerleri bulunmustur.). Buna ek

olarak, modelin uygunlugu Pearson korelasyon katsayisi ile 6l¢iilmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Glukozun S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna EtkKisi

Bu denemelerde, S. Typhimurium 14028 susunun, glukozun farkli konsantrasyonlarinin
varliginda biyofilm iiretme kapasitesi belirlenmistir. Kontrol grubu, igerisinde herhangi
bir karbon kaynagi bulunmayan M9 ortaminda gelistirilen S. Typhimurium 14028 susunu
icermektedir. Kontrol grubunun 72 saat igerisindeki biyofilm degisim miktarina
bakildiginda, biyofilm miktarinin 60. saate kadar artis gdsterdigi ve daha sonrasinda
azalisa gectigi gozlemlenmektedir. Salmonella suslarinin gelistirildigi M9 ortamina final
konsantrasyonu % 0,1 olacak sekilde glukoz eklendiginde, biyofilm miktarinin 48. saatte
maksimum degere ulastigi ve daha sonra azalma davranist gosterdigi belirlenmistir. %
0,2 oraninda glukoz varliginda ise, biyofilm miktar1 kontrol grubu ile benzer bir sekilde
60. saatte en yiiksek degere ulagsmis ve sonrasinda azalma meydana gelmistir. Ortamdaki
glukoz oran1 % 0,3’e c¢ikartildiginda, biyofilm miktar1 72. saatte en yiiksek degerine
ulagmistir. Glukoz oranmin % 0,4 ve % 0,5 oldugu ortamdaki biyofilm dl¢limlerine
bakildiginda ise, miktarin 72. saatte en yiiksek degere ulastigi ve bu zamana kadar yapilan
Olclimlerde biyofilm miktarindaki degisimlerin zaman zaman artis ve azalis halinde
oldugu belirlenmistir. Ortamdaki glukoz konsantrasyonu % 0,6 oranina ¢ikarildiginda ise
Salmonella’nin biyofilm miktar1 48. saate kadar artis gostermis ve daha sonrasinda
azalmistir. 72. saatte ise biyofilm miktarinda tekrar bir artts meydana geldigi tespit
edilmistir (Sekil 4.1).
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2,500

2,000 {
1,500 I I ' I

Yol
(o]
LO
A 1,000 I I
° I
= I =
0,500 & T
0,000
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
B 12. saat 0,298 0,453 0,552 0,493 0,598 0,549 0,587
B 24. saat 0,933 0,660 0,724 0,513 0,534 0,541 0,455
36.saat| 1,205 1,253 1,032 0,680 0,527 0,527 0,639
48. saat 1,369 2,141 1,497 1,112 0,643 0,795 0,643
B 60. saat 1,557 1,854 1,563 1,093 0,761 0,607 0,438
W 72. saat 1,310 1,372 1,269 1,260 0,982 0,798 0,700
Konsantrasyon

M 12.saat MW 24.saat 36. saat 48.saat MW 60.saat W 72.saat

Sekil 4.1 Glukozun (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi

4.2 Fukozun S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna EtkKisi

Fukozun ortamdaki farkli konsantrasyonlarinin Salmonella’nin biyofilm olusturma
kapasitesi {lizerindeki etkisi incelendiginde, karbon kaynagi icermeyen ortamda
gelistirilen kontrol suglarindaki biyofilm miktarimin 60. saatte en yiiksek degerine ulastigi
ve daha sonra azalis gosterdigi saptanmistir. Fukozun M9 ortamindaki orani % 0,1 ve %
0,2 oldugunda, biyofilm miktarindaki en yiiksek degere 48. saatte ulagilmistir. Fukoz
oran1 % 0,3’e ¢ikarildiginda, biyofilm miktariin 60.saat sonunda maksimuma ulagmaistir.
% 0,4 ve % 0,5 oranlarindaki fukoz varliginda, biyofilm miktar1 72. saate kadar genellikle
artis egilimi gostermis, en yiiksek degerlerine de bu zamanda ulasmistir. Ortamdaki fukoz
oran1 % 0,6’ya cikartildiginda ise biyofilm miktarindaki en yiiksek deger 60. saatte

goriilmiis, daha sonrasinda ise bu miktarin azalmaya basladig1 gozlenmistir (Sekil 4.2).
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3,500
3,000

2,500 I I
2,000 I 1

£ 1,500 I I

(A L
O 1,000
0,500
0,000

Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6

W 12. saat 0,214 0,270 0,239 0,289 0,257 0,219 0,210

W 24. saat 0,790 0,835 0,921 0,858 0,783 0,879 0,725

M 36. saat 1,647 1,218 1,188 0,909 0,802 0,828 0,831

48. saat 2,180 2,600 2,537 1,999 1,472 1,608 1,219

W 60. saat 2,870 2,589 2,417 2,063 1,658 1,794 1,339

W 72. saat 2,561 2,250 2,464 1,971 2,095 2,001 1,220

Konsantrasyon

W 12.saat W 24.saat M 36.saat 48.saat W60.saat MW 72.saat

Sekil 4.2 Fukozun (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi
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4.3 Ramnozun S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna Etkisi

Salmonella’nin kullandigr karbon kaynaklarindan bir diger seker olan ramnozun
varligindaki biyofilm olusturma kapasiteleri incelendiginde, kontrol grubundaki biyofilm
miktarmin 60. saatte maksimum degere ulastiktan sonra azalma egilimine girdigi tespit
edilmistir. Ortamdaki ramnoz oranmin % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4 ve % 0,5 oldugu
degerler incelendiginde, 72 saatlik siire boyunca S. Typhimurium’un biyofilm miktarinda
zaman zaman artis ve azalislarin meydana geldigi ve en yiiksek degerine 72. saatte
ulastigr gozlenmistir. % 0,6 oranindaki ramnoz varliginda ise biyofilm miktarinda 36.
saate kadar artis oldugu ve bu saatten 60. saate kadar olan zaman diliminde biyofilm
miktarinin azaldig1 saptanmistir. 72. saatte ise bu miktarin artiga gegtigi belirlenmistir

(Sekil 4.3).

2,000

1,800

1,600

1,400 I I

1,2

2 100 I
Q I I I
O 0,800 I

0,600

0,400

0,200

0,000

Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6

W 12. saat 0,454 0,965 1,179 0,884 1,025 1,151 1,006
M 24. saat 0,585 1,094 1,344 1,240 1,183 1,048 1,076
M 36. saat 0,748 0,961 1,077 0,997 1,225 0,970 1,103

48. saat 0,897 1,263 1,332 0,990 0,970 0,793 0,885
W 60. saat 1,011 1,139 1,144 1,143 0,959 1,024 0,771
W 72. saat 0,860 1,330 1,593 1,355 1,337 1,299 1,070

Konsantrasyon

M 12.saat M 24.saat M 36.saat 48.saat MW60.saat M 72. saat

Sekil 4.3 Ramnozun (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi
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4.4 Sitrik asitin S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna Etkisi

TCA’da yer alan ve Salmonella’nin karbon kaynagi olarak kullandigi bir metabolit olan
sitrik asitin biyofilm miktar1 iizerindeki etkilerine bakildiginda, herhangi bir karbon
kaynag1 icermeyen ortamda gelistirilen kontrol grubundaki biyofilm miktarinin 36. saatte
en yiiksek degerine ulasip, daha sonraki saatlerde azalma gosterdigi belirlenmistir. Sitrik
asitin ortamda % 0,1 oraninda bulundugu durumda ise Salmonella’nin olusturdugu
biyofilm miktar1 kontrol grubuna benzer sekilde 36. saatte maksimum degerine ulagmis
ve ardindan azalisa gegmistir. % 0,2 oraninda sitrik asitin varliginda ise biyofilm miktar1
48. saatte en yiiksek degere ulagmistir. Ortamdaki sitrik asit oraninin % 0,3 oldugu
durumda biyofilm miktar1 36. saatte en yiiksek degere ulagmig, daha sonraki zaman
diliminde ise zaman zaman artis ve azalma davranigi gostermistir. % 0,4 sitrik asit
oranindaki biyofilm davranisi da % 0,3 oranindaki davranisa benzer olarak 48. saate kadar
artis gostermis, 60. saate azalmis, fakat 72. saatte tekrardan artisa gecmistir. Ortamdaki
sitrik asit oran1 % 0,5 ve % 0,6 oldugunda ise 72. saate kadar biyofilm miktarinda artis

gbzlenmis ve en yiiksek degere de bu saatte ulagsmistir (Sekil4.4).

3,000
2,500 I
I i i
2,000 II 0
n
3 1,500 I
o il :
I
1,000 = I
0,500
0,000
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
W 12. saat 0,488 0,482 0,523 0,523 0,432 0,307 0,243
M 24. saat 1,100 1,137 1,108 1,152 0,691 0,468 0,401
36. saat 1,370 2,364 2,229 2,020 1,438 0,939 0,831
48. saat 1,234 2,120 2,286 1,853 2,090 1,340 1,146
W 60. saat 1,183 1,656 2,106 2,013 1,916 1,603 1,429
W 72. saat 0,979 1,449 2,020 1,662 2,245 1,785 1,999
Konsantrasyon

W 12.saat MW 24, saat 36. saat 48.saat W60.saat MW72.saat

Sekil 4.4 Sitrik asitin (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi
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4.5 Suksinik asitin S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna Etkisi

Suksinik asitin Salmonella’nin biyofilm olusumu iizerindeki etkileri incelendiginde,
kontrol grubunun biyofilm miktarinin 36. saatte en yiiksek degerine ulastig1 ve daha sonra
azaldigr tespit edilmistir. Bahsi gecen bu metabolitin ortamdaki oram1 % 0,1°e
cikartildiginda biyofilm miktarinin 36. saatte en yiiksek miktarina ulagtig1 belirlenmistir.
Benzer sekilde, suksinik asitin ortamdaki diger oranlarinda da (% 0,2, % 0,3, % 0,4, %
0,5 ve % 0,6) biyofilm miktarinin 36. saatte en yiiksek seviyesine ulastigi gézlenmistir
(Sekil 4.5).

1,800
1,600 T
1,400
1,200 I
s 1,000 I I _
A’ 05800 1 I
O 0,600 I i I
0,400 I T I I
0,200
0000 M ontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
m12.saat| 0,358 0,348 0,251 0,278 0,303 0,434 0,411
m24.saat| 0,781 0,719 0,586 0,559 0,689 0,528 0,485
36.saat| 1,273 1,594 0,934 0,680 0,954 0,857 0,673
48.saat| 0,785 0,826 0,574 0,397 0,421 0,501 0,449
m60.saat| 0,987 0,885 0,476 0,350 0,452 0,444 0,408
m72.saat| 0,898 0,547 0,488 0,401 0,421 0,501 0,480
Konsantrasyon

W12 . saat W24, saat 36. saat 48.saat M60.saat W72.saat

Sekil 4.5 Suksinik asitin (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi
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4.6 Malik asitin S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna EtKkisi

Malik asitin Salmonella’nin olusturdugu biyofilm miktar1 {zerindeki etkileri
arastirildiginda, kontrol grubunda en yiiksek biyofilm miktarina 36. saatte ulasildig1 tespit
edilmistir. Ortamdaki malik asit oran1 % 0,1 iken biyofilm miktar1 maksimum degerine
36. saatte ulasmis ve sonrasinda azalmaya baglamistir. % 0,2 oraninda malik asit
varliginda ise biyofilm miktarinin en yiiksek degeri 36. saatte gozlenmistir. Malik asit
konsantrasyonu % 0,3 ve % 0,4’te ise Olciilen biyofilm miktarinin en yiiksek degeri 48.
saatte elde edilmistir. Ortamdaki malik asit oran1 % 0,5 ve % 0,6 degerindeyken biyofilm

miktart maksimum degerine 60. saatte ulagsmistir (Sekil 4.6).

2,500
2,000
I
1,500
8 [ 1[ I I
ot I
o Looo I I I I
0,500 I
&
0,000
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
W 12. saat 0,346 0,563 0,570 0,511 0,167 0,171 0,158
M 24. saat 0,984 1,073 0,972 0,944 0,397 0,191 0,245
36. saat 1,326 1,211 1,352 1,267 0,643 0,832 0,391
48. saat 1,152 1,176 1,031 1,329 0,928 1,840 0,941
W 60. saat 1,186 1,175 1,141 1,320 0,924 1,883 1,424
W 72. saat 0,943 0,871 0,738 0,961 0,566 1,519 1,280

Konsantrasyon
W 12.saat W 24.saat M 36.saat M 48. saat W60. saat W 72. saat

Sekil 4.6 Malik asitin (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi
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4.7 Asetik asitin S. Typhimurium’da Biyofilm Olusumuna Etkisi

Asetik asitin S. Typhimurium’un biyofilm olusumu {izerindeki etkilerini incelemek
amaciyla yapilan denemelerde, kontrol grubundaki biyofilm miktarinin 48. saatte
maksimum degere ulastig1 belirlenmistir. Ortamdaki asetik asit konsantrasyonu % 0,1
oldugunda, olusan biyofilm miktar1 48. saatte en yliksek degere ulagmis ve ardindan azalis
gostermistir. Konsantrasyon % 0,2 oranina ¢ikartildiginda biyofilm miktar1 en yiiksek
degerine 72. saatte ulagsmis fakat bu siire igerisinde biyofilm miktarinda zaman zaman
artma ve azalmalar gozlenmistir. Aym sekilde, asetik asitin ortamdaki diger
konsantrasyonlarinda da 72 saatlik siire icerisinde biyofilm miktarinda dalgali bir sekilde
artis ve disiisler gozlemlenmistir. Bu gozlemlere ek olarak, asetik asitin ortamdaki
konsantrasyonu % 0,3 ve daha yiiksek degerlere ¢ikartildiginda, Salmonella’nin
olusturdugu biyofilm miktarinin kayda deger bir sekilde azalmalar tespit edilmistir (Sekil
4.7).

2,500
2,000 :[
I
1,500 ‘{
ITe)
o)
g |
e 1,000 :[ I I l’
0,500 I
0,000 _I j j T Bef=mn = m== .
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
W 12. saat 0,359 0,421 0,309 0,048 0,041 0,043 0,043
24, saat 0,731 0,830 0,586 0,018 0,031 0,030 0,032
36. saat 0,923 1,753 1,350 0,062 0,028 0,035 0,023
48. saat 0,951 2,040 1,128 0,036 0 0,003 0,003
W 60. saat 0,793 1,732 1,676 0,038 0,010 0,003 0,014
W 72. saat 0,654 1,673 1,850 0,042 0 0 0,005

Konsantrasyon
W 12.saat W 24.saat W 36.saat M 48. saat W60. saat W 72. saat

Sekil 4.7 Asetik asitin (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna etkisi
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4.8 Matematiksel Modeller

Salmonella'nin gesitli karbon kaynaklari ve konsantrasyonlarina bagli olarak olusturdugu
biyofilm miktarin1 belirlemek icin biyofilm deneylerinden elde edilen veriler
dogrultusunda matematiksel modeller olusturulmustur. Karbon kaynaklarmin farkl
konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 i¢in elde edilen parametre degerleri Cizelge 4.1-
4.7°de verilmektedir.

Cizelge 4.1 Glukozun farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 i¢in elde edilen parametre
degerleri

Kontrol %0,1 % 0,2 % 20,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6
1,2669 0,8175 0,9837 0,5163 0,0375 0,0875 1,8097
K 1,0043 1,2694 0,8929 0,9122 2,5304 1,9841 0,3441
a 0,0009 1,5521 2,5249 2,6280 6,6782 6,9945 0,7897
b 1,4050 1,0517 0,9524 0,9834 2,0788 1 1,6091

-

Cizelge 4.2 Fukozun farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 i¢in elde edilen parametre
degerleri

Kontrol  %0,1 % 0,2 % 0,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6
1,3257 0,6129 1,0371  0,7403  0,6579  0,8449  0,9938
2,5626 1,3710 2,2875 1,5829 1,7676 1,6526  0,9529
0,0012 0,8965 0,6181 09445 0,0015 0,0016  0,0010
1,0656 1,6508 1,0559 1,1781 1,2773 1,2496 1,3551

-

o o X

Cizelge 4.3 Ramnozun farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 igin elde edilen
parametre degerleri

Kontrol 9% 0,1 % 0,2 % 0,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6
1,3123 0,1953 0,0483 2,1371  1,9611 1,7468 1,43207
0,7412 1,2377 1,3295 1,0436 10710 09756  0,9982
2,8242 5,4901 54979  0,4329  1,0654  2,4287  4,0274
0,7914 1,0815 1,5976 1,0820 1,0344 1,1194  1,0052

-

o o X
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Cizelge 4.4 Sitrik asitin farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 i¢in elde edilen
parametre degerleri

Kontrol %0,1 % 10,2 % 0,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6
r 1,1529 1,1428 09132 1,3122  1,4153 0,6283 0,499
K 1,1755 1,6873 16966 19615  3,4677  1,6025 19761
a 0,8253 0,9121  0,7163 05633  0,5640  0,6399  0,0010
b 0,9907 1,0683  1,2415 09439 0,6128  1,1250  1,3272

Cizelge 4.5 Suksinik asitin farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 i¢in

parametre degerleri

elde edilen

Kontrol  %20,1 % 0,2 % 0,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6
r 1,4036 1,0281 1,3699 1,4592  3,5809  3,5902 1,5121
K 0,8996 0,6972 0,6041  0,4687 1,3597 1,4038  0,5060
a 0,6880 1,0155  0,9747 1,0346 1,0538 1,1358 1,113
b 1,0498 1,3208 1,0018 1 0,4249  0,4145 1

Cizelge 4.6 Malik asitin farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 igin elde edilen
parametre degerleri

Kontrol  %20,1 % 0,2 % 0,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6
r 2,1466 1,0327 1,0369 1,0596 1,0034  0,8977 1,3376
K 1,4987 1,1588 1,0218 1,3709  0,6863 1,3363 0,3284
a 0,5111 1,0398 1,0953 1,1918 1,4118 1,0404  3,2706
b 0,7555 0,9269 1 0,8256  0,9257 1,1231 0,9134
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Cizelge 4.7 Asetik asitin farkli konsantrasyonlarinda Denklem 3.3 i¢in elde edilen
parametre degerleri

Kontrol 9%0,1 % 0,2 % 0,3 % 0,4 % 0,5 % 0,6

r 1,1540 0,7207 0,7827 0,1825 1,1965 1,2004 0,9413
K 0,9075 1,1912 1,4936 0,0756 0,0823 0,0789 0,0965
a 1,0459 0,8169 0,0014 0,1975 0,0014 0,0014 0,0014

b 0,8779 14697  1,2237  0,3208  -0,0515 -0,0224 -0,1535

Salmonella biyofilminin farkli karbon kaynagi konsantrasyonlar1 altindaki yoriingesi
asagidaki gibi verilmistir. Sekil 4.8 - 4.14, deneylerden elde edilen verilere ek olarak
uygun model ¢izgilerini gostermektedir. Dogru parametre secimleri yapildiginda modelin
tiim deneysel verilere bir ¢6ziim sundugu burada net bir sekilde goriilmektedir. Ozetle,
model cizgileri ile veri noktalar1 arasindaki mesafenin oldukg¢a kiigiik olmasi, modelin

onemli bir agiklayict giice sahip oldugunun net kanitidir.

r Kontrol

% 0.4 . % 0,5

Sekil 4.8 Salmonella biyofilminin glukozun farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi
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P Kontrol

P % 0,4 d %05 L % 0,6
30 30: 0
25 25, 25
20 20 20
15 15 > 15
10 10 10
05 05 05
o 1 2 3 4 s [ Zaman [ 1 2 3 4 5 6 Zaman 0 1 2 3 4 3 9 Zaman

Sekil 4.9 Salmonella biyofilminin fukozun farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

P Kontrol P % 0,1 P % 0,2 P %03
3.0 3.0
25- 25
20 20
15 ) y 15
. u______————‘"—’-. w,—"—’-—_—.—_—"_ w_ S

Zaman Zaman Zaman
1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 ) 6 o 1 2 3 4 5 6
p % 0,6
30,
25
20
15
W— -
0.5 ’
PR EZaman Sy ey Zaman ey , Zaman

Sekil 4.10 Salmonella biyofilminin ramnozun farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

Kontrol £ % 0,1 P % 0,2 P % 0,3

Zaman

Sekil 4.11 Salmonella biyofilminin sitrik asitin farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

45



P Kontrol 4 %0,1 p % 0,2 r %03

Zaman
3 [0 s 5

Sekil 4.12 Salmonella biyofilminin suksinik asitin farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

P Kontrol P % 0,1 P % 0.2 » %03
30 a0- 20 3.0;
25 25 25 250
20 20 20 20|

Sekil 4.13 Salmonella biyofilminin malik asitin farkli konsantrasyonlart (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

r Kontrol r % 0,1 r % 0,2 P % 0,3

Zaman
g

P % 0,4 P % 0,5 WF % 0,6
w 19 |
o8 08 08
o 0 o8]
va e oal
0z 0z 0z
T Zaman Zaman e . Zaman
0 1 2 3 : 5 O o 1 2 3 4 s s 0 1 2 f 1 g g

Sekil 4.14 Salmonella biyofilminin asetik asitin farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi
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4.9 Modelin dogrulanmasi

4.9.1 Glukoz

Karbon kaynagi igermeyen ortamda ve % 0,1 oraninda glukoz varliginda, Salmonella
biyofilminin en yiiksek degerine 72. saatte ulastifi dogrulama deneylerinde
gbzlemlenmistir. Glukoz oranlarinin % 0,2 - % 0,6 araliginda oldugu denemelerde ise,
biyofilm miktarinin en yiiksek seviyesine 60. saatte ulastig1 ve daha sonra diisiise gectigi

tespit edilmistir (Sekil 4.15).

3,500
3,000
2,500
' I
£ 2,000 I = B
D -
O 1,500 & u £
I — =
1,000
0,500 = E
0,000
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
m12.saat| 0,347 0,425 0,514 0,617 0,699 0,516 0,496
m24.saat| 1,110 0,675 0,739 0,660 0,432 0,365 0,296
36.saat| 1,283 1,532 1,199 1,209 0,754 0,444 0,636
48.saat| 2,345 1,987 1,938 2,032 1,698 1,586 1,565
m60.saat| 3,134 2,442 2,756 2,775 2,101 1,699 1,617
m72.saat| 3,210 2,595 2,075 2,105 1,786 1,676 1,401

Konsantrasyon

M 12.saat W24, saat 36. saat 48.saat M60.saat MW 72. saat

Sekil 4.15 Glukoz (% 0,1, %0,2,% 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen matematiksel
model dogrulama testi sonuglari

4.9.2 Fukoz

Karbon kaynag1 icermeyen kontrol grubunda ve % 0,2 ve % 0,3 konsantrasyonlarinda
fukoz igeren ortamda biyofilm miktar1 72. Saatte en yiiksek seviyeye ulagmistir. % 0,1,
% 0,4, % 0,5 ve % 0,6 fukoz varliginda ise biyofilm seviyelerinin 60. saate kadar artis
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gosterdigi ve en yiikksek seviyeye ulastiktan sonra miktarlarinda azalma oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.16).

4,5
4
=
3,5 I
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3
o) 2,5 =
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8 2 I
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1,5 = s T
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0,5
0
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
B 12. saat 0,878 0,3625 0,3855 0,4465 0,514 0,5175 0,5735
W 24. saat 1,3335 0,9585 0,4435 0,867 0,449 0,727 0,73
36. saat 1,6245 1,6205 1,5 1,0785 1,3705 0,8825 0,8025
48. saat 2,487 3,3045 3,4805 3,673 2,2795 1,995 1,434
B 60. saat 2,9175 3,893 3,654 3,8045 3,703 3,2435 3,051
W 72. saat 3,718 3,7385 3,672 3,89 3,648 3,0655 2,4775
Konsantrasyon
W 12.saat M 24.saat 36. saat 48.saat M60.saat MW 72.saat

Sekil 4.16 Fukoz (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen matematiksel
model dogrulama testi sonuglari

4.9.3 Ramnoz

Kontrol grubunda, % 0,1, % 0,3 ve % 0,4 oranlarinda ramnoz i¢eren M9 ortaminda
biyofilm seviyelerinin en yiliksek degeri 72. saatte elde edilmistir. Denemelere kullanilan
diger ramnoz oranlarinda ise, en yiiksek biyofilm miktarlar1 60. saatte meydana gelmis

ve daha biyofilm miktarinda sonra azalis gozlemlenmistir (Sekil 4.17).
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0,5
0
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
W 12. saat 0,3375 0,301 0,385 0,4205 0,424 0,468 0,42
W 24. saat 0,754 0,6135 0,3 0,4005 0,255 0,2855 0,474
36. saat 1,7375 1,723 1,6995 1,376 1,089 0,9615 0,846
48. saat 2,651 2,236 1,9985 2,2085 1,8475 1,997 1,8875
M 60. saat 3,645 3,08 2,8835 2,7075 2,4595 2,499 3,444
W 72. saat 3,67 3,528 2,8015 2,88 3,1435 2,2255 2,391
Konsantrasyon
W 12.saat M 24.saat 36. saat 48.saat M60.saat M 72. saat

Sekil 4.17 Ramnoz (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen
matematiksel model dogrulama testi sonuglari

4.9.4 Sitrik asit

Sitrik asit ile biyofilm iliskisisinin arastirildigi denemelerde, biyofilm miktarinda
genellikle osilasyon hareketi gozlenmektedir. Ornegin 24. saatte artis gosteren biyofilm
seviyesi bir sonraki saat araliinda azalmis, fakat diger saat aralifinda tekrar artisa
gecmistir. Benzer hareket sitrik asitin ortamda % 0,1 ve % 0,2 oraninda bulundugu
durumlarda da tekrarlanmigtir. Fakat diger oranlarda, biyofilmin en yiiksek seviyesine

genellikle 60.saatte ulastig1 ve sonrasinda azalmaya bagladig1 saptanmustir (Sekil 4.18).
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0
Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
m12.saat| 0,74 0,337 0,378 0,456 0,146 0,542 0,411
m24.saat| 1,624 0,686 1,082 0,9825 0,561 0,651 0,3685
36.saat| 11,3325 1,607 1,4225 1,4775 1,435 1,5125 1,581
48.saat| 2,073 1,257 1,893 2,511 2,7285 2,525 3,16
m60.saat| 1,3755 1,457 1,4315 2,392 2,812 3,772 3,7895
m72.saat| 1,885 1,0615 1,7385 2,356 2,009 2,77 3,204

Konsantrasyon
M 12.saat M 24, saat 36. saat 48.saat MW60.saat MW 72.saat

Sekil 4.18 Sitrik asit (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen
matematiksel model dogrulama testi sonuglari

4.9.5 Suksinik asit

Suksinik asitle yapilan biyofilm denemelerinde de, sitrik asit denemelerine benzer bir
sekilde biyofilm yoriingesinde dalgalanmalar s6z konusudur. Baz1 saatlerde artisa gecen
biyofilm miktari, diger saatlerde azalip daha sonra tekrar artisa geg¢mektedir.
Konsantrasyon % 0,6’ya ¢ikarildiginda biyofilm miktar1 48. Saatte en yliksek noktaya
ulasip, ilerleyen saatlerde diisiise gegmistir (Sekil 4.19).
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Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
W 12. saat 0,958 0,348 0,344 0,315 0,358 0,356 0,4315
M 24. saat 1,7595 1,32 1,3945 1,014 1,0405 1,021 0,4765
36. saat 1,44 0,9395 0,9195 0,848 0,9455 0,9345 0,875
48. saat 1,822 1,2925 1,3205 0,949 1,0785 0,8805 1,188
M 60. saat 1,513 1,2065 1,087 0,8485 1,0665 1,0875 1,0505
W 72. saat 1,531 1,132 0,981 0,8625 0,8455 0,846 0,966
Konsantrasyon
M 12.saat M 24, saat 36. saat 48.saat MW60.saat MW 72.saat

Sekil 4.19 Suksinik asit (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen
matematiksel model dogrulama testi sonuglari

4.9.6 Malik asit

Malik asitin ortamda % 0,1, % 0,3 ve % 0,5 konsantrasyonunda bulundugu durumlarda

biyofilm miktarinin en yiiksek oldugu degere 60. saatlerde, % 0,2 ve % 0,6

konsantrasyonlarinda ise 48. saatte ulastigi gozlenmistir (Sekil 4.20).
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Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
W 12. saat 1,1605 0,3285 0,379 0,5465 0,6205 0,889 0,685
M 24. saat 1,924 0,5325 0,6555 0,807 1,3865 0,908 1,054
36. saat 1,7385 0,472 0,8145 0,8215 2,327 2,2025 3,4495
48. saat 1,601 1,211 1,3345 1,2745 1,676 2,153 3,839
M 60. saat 1,8365 1,6175 1,2265 1,464 2,0155 3,007 3,359
W 72. saat 1,555 1,26 1,042 1,153 1,7445 2,131 3,1865
Konsantrasyon

M 12.saat M 24, saat 36. saat 48.saat MW60.saat MW 72.saat

Sekil 4.20 Malik asit (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen
matematiksel model dogrulama testi sonuglari

4.9.7 Asetik asit

Asetik asit denemelerinde, ilk yapilan biyofilm denemelerine paralel olarak
konstrasyonun artirilmast biyofilm olusumunun inhibisyonu ile sonuclanmistir. % 0,2

oranindan sonra, biyofilm miktarlar1 ciddi derecede diisiis gostermektedir (Sekil 4.21).
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Kontrol %0.1 %0.2 %0.3 %0.4 %0.5 %0.6
m12.saat| 0,416 0,826 0,506 0,053 0,074 0,075 0,076
m24.saat| 0,600 0,837 0,549 0,049 0,097 0,105 0,104
36.saat| 1,145 1,706 0,809 0,039 0,074 0,105 0,096
48.saat| 0,892 1,543 1,636 0,102 0,090 0,109 0,094
m60.saat| 0,774 1,168 1,721 0,043 0,064 0,085 0,101
m72.saat]| 0,630 1,255 1,285 0,120 0,088 0,092 0,088

Konsantrasyon
B 12.saat M 24.saat 36. saat 48.saat MW 60.saat M 72.saat

Sekil 4.21 Asetik asit (% 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) ile yiiriitiilen
matematiksel model dogrulama testi sonuglari

4.9.8 Matematiksel modeller

Yapilan ikinci biyofilm denemelerinden elde edilen veriler, ilk deneylerin verileriyle
parallelikler gostermis ve tekrarlanan biyofilm deneylerinden elde edilen veriler,

gelistirilen matematiksel modellere uyumlu bulunmustur (Sekil 4.22-4.28).

P Kontrol P % 0,1 P % 0,2 P % 0,3

Sekil 4.22 Salmonella biyofilminin glukozun farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi
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P Kontrol P % 0,1 P % 0,2 P % 0,3

. Zaman Zaman
O

r % 0,5

Zaman Zaman
6

Sekil 4.23 Salmonella biyofilminin fukozun farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

r Kontrol P % 0,1 P %02 P % 0,3

Zaman

Zaman . . . . . . Zaman | . . . Zaman
6

Sekil 4.24 Salmonella biyofilminin ramnozun farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

P Kontrol P % 0,1 P % 0,2 P % 0,3

Sekil 4.25 Salmonella biyofilminin sitrik asitin farkli konsantrasyonlart (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi
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Sekil 4.26 Salmonella biyofilminin suksinik asitin farkli konsantrasyonlart (% 0,1- %
0,6) altindaki yoriingesi

P Kontrol P % 0,1 P % 0,2 Id % 0,3

‘Zaman
o

Sekil 4.27 Salmonella biyofilminin malik asitin farkli konsantrasyonlari (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi

P Kontrol P % 0,1 P % 0,2 P % 0,3
20 20
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Sekil 4.28 Salmonella biyofilminin asetik asitin farkli konsantrasyonlar1 (% 0,1- % 0,6)
altindaki yoriingesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Gida patojeni olan Salmonella ve bu patojenin olusturdugu biyofilm yapilari, direngli
yapilar olmalarindan dolay1 toplum sagliginda ve gida endiistrisi gibi bir¢ok alanda tehdit
olusturmaktadir. Bundan dolay1r biyofilm yapilari, diinya capinda endiseye neden
olmaktadir. Biyofilm yapilarinin olusturdugu tehditleri ortadan kaldirmak i¢in bu yapilari
detayli bir sekilde anlamak Onem arz etmektedir. S6z konusu tez g¢alismasinda,
Salmonella biyofilmlerinin metabolik aktivitelerini agiklayabilmek i¢in bu yapilarin 7
farkli karbon kaynagina ve bu karbon kaynaklarinin ¢esitli konsantrasyonlarina verdikleri
tepki arastirilmistir. Glukoz, fukoz, ramnoz gibi sekerlerin ve TCA (trikarboksilik asit)
veya diger bir adiyla Krebs dongiisiinde bulunan sitrik asit, suksinik asit, malik asit ve
asetik asit gibi metabolitlerin, artan konstanstrasyonlarina bagli olarak Salmonella
biyofilmlerinin zamana bagh degisiklikleri tespit edilmistir (Krebs, 1954). Yapilan
deneyler sonucunda, biyofilmin zamana bagl yoriingesi, Hutchinson-Wright denklemi

(Wright 1946, Hutchinson 1948) baz alinarak matematiksel olarak modellenmistir.

Literatiirde, Salmonella biyofilmlerinin metabolik aktivitesi ve ortamdaki besin
kaynaklarina verdigi tepki hakkinda birtakim ¢aligmalar bulunsa da (Kenyon vd. 2005,
Bowden vd. 1997, Kalai Chelvam vd. 2015, Paytubi vd. 2017, Roy vd. 2021), bu
caligmalar Salmonella biyofilminin  regiilasyonu ve karbon kaynaklari arasindaki
iligkinin yapisina dair detayli bilgi vermemekte ve dolayisiyla Salmonella biyofilmlerinin
metabolik aktivitesini ve dinamiklerini agiklamada yetersiz kalmaktadir. Bu durum
Salmonella biyofilmlerinin eradikasyonu i¢in kullanilmas1 gereken yontemlerin

planlanmasini zorlastirmaktadir.

Bu caligmada, istatistiksel analizler, ¢alismada test edilen her degiskenin (zaman,
kimyasal muamele, kimyasal muamelenin yogunlugu) biyofilm yogunlugu iizerinde etkili
oldugunu gosterse de; Hutchinson-Wright denkleminin, yani gecikmeli lojistik
diferansiyel denklemin (Wright 1946, Hutchinson 1948), S. Typhimurium biyofilmlerinin
zaman igerisindeki davramigimi agiklayabildigi, 7 farkli karbon kaynaginin 7 farkli
konsantrasyonu i¢in de gozlemlenmistir. Bu denklem, diger matematiksel modelleme

yontemlerine, drnegin kismi diferansiyel denklemlere gore, hem matematiksel ¢oziim
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kolayliklart hem de az degiskenle uzun bir siireci agiklayabilmesi yoniiyle avantaj
tasimaktadir. Ancak, farkli karbon kaynaklarinin farkli konsantrasyonlar1 i¢in kurulan
modellerde parametreler farkli bir sekilde tahmin edilmistir. Bu durumun, incelenen
siirecteki rastgeleliklerden (¢evre kosullarindaki degiskenlik gibi) ve karbon

kaynaklarimin 6zgiin niteliklerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Literatiirdeki verilere gore glukozun artan konsantrasyonlarinda Salmonella biyofilm
miktarinda azalma meydana geldigi veya biyofilm olusumunun inhibe edildigi; glukozun
ortamda diisiik bir oranda bulunmasinin ise biyofilm olusumunu tetikledigi belirlenmistir
(Ngwai 2006, Roy vd. 2021). Ortamda besin kaynaklarinin kisitli olmasi durumunda,
diger bir deyisle herhangi bir stres kosulu altinda planktonik yapilarin biyofilm yapiya
gecme egiliminde olduklari bilinmektedir (De la Fuente- Nufiez vd. 2013, Flemming vd.
2016, Cadena vd. 2019). Bu ¢alismada glukoz ile yapilan biyofilm denemelerinden elde
edilen sonuglara gore (Sekil 4.1), glukoz konsantrasyonunun artiginin biyofilm
miktarinda daha diisiik konsantrasyonlara kiyasla azalmaya sebep oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Buna ek olarak, bazi durumlarda biyofilm miktarinin azaldiktan sonra tekrar
artisa gectigi gozlenmektedir. Bu da ortamdaki karbon kaynagmin bir siire sonra
tilkenmesi halinde, yani bu yapilar i¢in herhangi bir stres durumu olustugunda,
bakterilerin biyofilm olusturma egiliminin arttigi goriislinii desteklemektedir. Bu tez
calismasinda elde edilen wveriler, bahsi gecen acilardan literatiirle paralellik
gostermektedir. Literatiirde her ne kadar, farkli glukoz konsantrasyonlarinin Salmonella
biyofilmi lizerindeki etkileri hakkinda ¢aligmalar bulunsa da (Ngwai 2006, Roy vd. 2021),
cesitli karbon kaynaklarinin varliginda ve bunlarin farkli konsantrasyonlarinda biyofilm
miktarinin zamana bagli degisimine yer verilmemistir. Bu tez calismasinda besin kaynagi
konsantrasyonu ile biyofilm miktar1 arasinda lineer bir iliski olmadig1 ancak, lineer
olmayan modelleme yaklasimlarinin bu iliskiyi modelleyebildigi ortaya konulmustur.
Bahsi gegen bu iligki lineer bir iliski olmadigi i¢in, dogrusal regresyon yaklasimlarinin
biyofilm eradikasyonu planlamasi i¢in kullanilmasi zorlasmakta ve dolayisiyla

Hutchinson-Wright denkleminin kullanilabilirligi 6n plana ¢ikmaktadir.

Tez c¢alismasinda yiiriitillen denemeler sonucunda, karbon kaynaginin ortamdaki

miktarinin ~ Salmonella  biyofilmi iizerindeki en Dbelirleyici etkisini gosteren
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metabolitlerden birisi asetik asit olarak tanimlanmustir (Sekil 4.7). Literatiirde daha 6nce
yapilan ¢caligsmalarda, asetik asitin anti mikrobiyal etkileri arastirilmis ve asetik asitin cogu
patojenik bakterinin planktonik ve biyofilm formlarinin tiremesini 6nledigi sonucuna
vartlmistir (Halstead vd. 2015). Sekil 4.7° de gorildiigi gibi, ortamdaki asetik asit
konsantrasyonu % 0,3’ e ¢ikarildiginda biyofilm miktar1 neredeyse sifira diismiistiir. Bu
sonuglar, literatiirdeki ¢aligmalarda belirlendigi gibi, asetik asitin gii¢lii antimikrobiyal
etkilere sahip oldugu kanisini1 desteklemektedir. Bu veriler 1s181nda, biyofilm yapilari ile
miicadelede asetik asitin eradikasyon yontemi olarak kullanilabilirligi, ileride yapilacak

olan ¢aligmalarda ele alinmali ve detayl1 bir sekilde incelenmelidir.

Bu caligmada biyofilmin zaman ydriingesini agiklayabildigi kesfedilen Hutchinson-
Wright denklemi, diger lojistik biiylime modelleriyle tasima kapasitesi ve 6nceki birim
sayisina olan baglilik gibi yonlerden ayni olup, incelenen popiilasyonun (bu g¢aligma
0zelinde biyofilm yogunlugunun) cevresel etkenlerdeki degisimlere gecikmeli olarak
tepki vermesi durumunu da modele dahil eder. Dolayisiyla bu denklem, modellenen
birimin ¢evresinde gerceklesen bir olaya verilen tepkinin yansimalarinin zaman icerisinde
ortaya ¢iktig1 durumlarda kullanilmaktadir. Diger bir deyisle, bu denklem, incelenen
sistemdeki geribildirim (feedback) siireglerinin varligini agiklamaktadir. Cesitli kimyasal
muameleler altinda bu diferansiyel denklemin agiklayiciliginin bu kadar yiiksek olmast,
bu kimyasal etkiler dahilinde biyofilmde olasi geribildirim siireglerinin oldugunu

gostermektedir.

Bu caligmada aciklanan matematiksel model nihayetinde veri iireten siireglerin, yani
biyofilm olusumu ve dagilmasinin, yiiksek oranda otoregresif ve periyodik oldugunu
gostermektedir. Yani, biyofilmin zaman i¢indeki yoriingesi, kullanilan ajanlardan ziyade
cogunlukla mevcut biyofilm miktar tarafindan belirlenmektedir. Bu sonug, farkli karbon
kaynaklar1 i¢in gelistirilen tim modellerin ayn1 zamansal yoriinge yapisini kullanmasiyla
dogrulanmaktadir. Karbon kaynaklarindaki ve miktarlarindaki degisiklikler modelin
parametre degerlerini degistirmekte, ancak daha Once belirtildigi gibi zamansal
yorlingenin topolojisini degistirmemektedir. Biyofilm dagilmasi (biyofilm miktarindaki
azalma), karbon kaynaklar1 ve karbon kaynagi yogunluklarindan etkilenen belirli bir

stireden sonra 6l¢iim siiresi iizerinde geciktirici bir etkiye sahiptir. Sonug olarak, biyofilm
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olusumu ve dagilma siireglerinin yalnizca zamanin bir fonksiyonu olarak modellenmesi
herhangi bir bilgi kaybina yol agmamustir. Verotta ve arkadaslarma (2017) gore,
gelecekteki g¢alismalarda, bu ¢alismada yapildigi gibi, ¢esitli modeller olusturularak ve
modellere uydurulan parametrelerin dagilimi incelenerek model parametreleri gevresel
faktorlerin (bu calismada karbon kaynaklar1 ve karbon kaynagi yogunluklart ile temsil
edildigi gibi) bir fonksiyonu olarak modellenebilir.

Yapilan bu tez ¢alismasi, Salmonella biyofilmleri ve metabolizmasinin temellerinin
anlasilmas1 ve biyofilm davranisinin deterministik olarak tahmin edilebilmesi yoniinde
bir adim niteligi tasimaktadir. Fakat, Salmonella metabolizmasinin daha detayli bir
sekilde agiklanabilmesi ve anlasilabilmesi i¢in bu konunun genetik yoniiyle de ele
alinmasi 6nem arz etmektedir. Caligmada bahsi gegen glikoliz ve trikarboksilik asit
dongiisii gibi metabolik yolaklarda gorev alan enzimlerin ve bunlar kodlayan genlerin
gorevlerinin belirlenmesi, biyofilm yapilar1 hakkinda daha genis bir bilgiye sahip
olunmasina ve bu yapilarla miicadele edilmesine olanak saglayacaktir. Buna ek olarak,
Salmonella’nin konak hiicre igerisindeki metabolik davranisinin arastirilmasi da konak
hiicrenin enfeksiyona karsi irettigi bagisiklik yaniti Salmonella metabolizmasinin

regiilasyonunu 6nemli derecede etkiledigi i¢cin 6nem teskil etmektedir.
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