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Salmonella ve Salmonella biyofilmi diinya genelinde oncelikle gida sektorii ve klinikde
gastrointestinal rahatsizliklara neden olmaktadir. Son yillarda antibiyotikler ve dezenfektanlar
patojenlere ve onlarin biyofilm yapilarina kars: etkili olamamaktadir. Bu nedenle bakteriyofaj terapisi
gibi yeni miicadele yontemleri ortaya konmaktadir.

Bu caligmada bakteriyofajlarin Salmonella spp. ve Salmonella biyofilmi iizerine etkisini
aragtirmak i¢in 191 adet Gida 6rnegi (24" tavuk eti, 63" balik eti, 22'si kirmiz1 et, 72'si yer fistig1 ve
10'u ¢esitli sebzeler), 37 adet gida isletmesinden alinan tiim malzeme ve ekipman yiizey ornekleri, 9
adet su Ornegi (seyhan nehri, seyhan golii, sulama kanali, kanalizasyon sulari ve siit isletmesi atik
sular1) ve klinik 6rnek olarak 43 safra tas1 ve 25 dis 6rnegi incelenmistir. Bakteriyofaj olarak ise bu
calismada 4 adet su 6rneginden izole edilen fajlar ve ve Hollanda'dan temin edilen Salmonellex™ faji
kullanilmistir. Sonug olarak 37 gida isletme yiizeyinin 12'sinde, 24 tavuk etinin 22'sinde, 22 kirmizi
etin 12'sinde, 9 su 6rneginin 3'iinde ve 25 dis 6rneginin 2'inde toplamda 51 Salmonella spp. izolati
elde edilmistir. Stipheli bu Salmonella spp. izolatlarin PCR ve API 20E test kiti ile dogrulanmalari
yapildiginda 48 izolatin Salmonella spp. oldugu belirlenmistir. Salmonella bakteriyofaji
izolasyonunda da analize alinan 8 su drneginin sadece 4'linden izolasyon gergeklestirilmistir. izole
edilen bu fajlar TEM ile hiicre morfolojisi ve PFGE yapilarak genom biiyiikliigii degerlendirilmistir.
PSCsl, PSDsl, PSSrl ve PSMcl olarak kodlanmig olan fajlarin Miyoviridae ailesine, PSCs2'nin ise
Siphoviridae ailesine ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica ticari olarak kullanilan Salmonellex™ faj
preparatinin igerigi incelendiginde Miyoviridae ailesinden iki farkli bakteriyofaj bulundurdugu
gozlenmistir. Analize alman orneklerden izole edilen segilmis 5 Salmonella spp.ve referans susa
mikroplakada,celik ylizeyde safra tasinda ve dis Orneklerinde biyofilm olusturulmugtur.
Mikroplaka'da olusturulmus olan Salmonella biyofilm iizerine izole edilen fajlarin ve Salmonellex™
fajinin azalma etkisi incelendiginde PSDs1 bakteriyofaji 10'' PFU/mL'lik bir titrede, % 65.6 olarak en
yiiksek etkiyi gostermistir. Safra taglar1 ve dis drnekleri ve ¢elik yiizeyinde olusturulan ayni suslara ait
biyofilmler iizerine ise arastirmada kullamilan 6 faj'in hepsinin yinel0'' PFU/mL'lik faj titresinde
etkili oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, Salmonella biyofilm, Salmonella bakteriyofajt
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Salmonella and Salmonella biofilms cause gastrointestinal disturbances in the food sector
and clinics worldwide. In recent years, antibiotics and disinfectants have not been effective against
pathogens and their biofilm structures. Therefore, new methods of struggle, such as bacteriophage
therapy, are introduced.

In this study, Salmonella spp. and 191 food samples to investigate the effect on Salmonella
biofilms (24 chicken meat, 63 fish meat, 22 red meat, 72 peanuts and 10 various vegetables), all food
taken from 37 food enterprises and equipment surface samples, 9 water samples (seyhan river, seyhan
lake, irrigation canal, sewage water and milk processing wastewater) and 43 gallstones and 25 dental
samples were examined as clinical samples. In this study, phages isolated from 4 water samples and
Salmonellex ™ phage obtained from Holland were used as bacteriophage. As a result, a total of 51
Salmonella spp isolates were obtained in 12 of the 37 food operating surfaces, 22 of the 24 chicken
meat, 12 of 22 red meat, 3 of 9 water samples and 2 of 25 tooth samples. When the suspected
Salmonella spp isolates were confirmed by PCR and API 20E assay, 48 isolates were identified as
Salmonella spp. Isolation from only 4 of the 8 water samples analyzed for Salmonella bacteriophage
isolation was performed. These isolated phages were evaluated by cell morphology and PFGE by
TEM. PSCsl, PSDs1, PSSr1 and PSMc1 were coded as Miyoviridae family, PSCs2 was determined
to belong to Siphoviridae family. In addition, the content of the commercially used Salmonellex ™
phage preparation revealed two different bacteriophages from the Miyoviridae family. In the
microplate, on the gallstone, on the steel surface and in the dental samples the biofilms were
generated from the reference strain, with the selected 5 Salmonella spp which were isolated from the
analyzed samples. When examined the effect of Salmonellex™ phage, and isolated phages on the
Salmonella biofilm in microplates,PSDs1 bacteriophage showed the highest effect at a titer of 10'!
PFU / mL,as 65.6%. In the phage titre of 10'! PFU / mL of all 6 phages used in the study were found
to effect the biofilms which were generated on gallstones, on dental samples, and on steel surface.

In this study, it was determined that other Salmonella bacteriophages, including the
commercial Salmonella phage preparation, limited effect, or had no effect on for all Salmonella
species and subspecies and that cocktails containing different Salmonella phages were required to be
diversified.

Keywords: Salmonella, Salmonella biofilm, Salmonella bacteriophage
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GENISLETILMIS OZET

Bakteriyofajlarin bazi gida isletmeleri ve klinik 6rneklerden izole edilen
Salmonella spp. ve Salmonella biyofilmi iizerine etkisinin ¢alisildigi bu ¢alismada;
Salmonella izolasyonu i¢in Adana'da tiiketime sunulan farkli bolgelerden 191 adet
Gida 6rnegi (24" tavuk eti, 63'i balik eti, 22'si kirmiz1 et, 72'si yer fistig1 ve 10'u
cesitli sebzeler), 37 adet gida isletmesi (isletmede bulunan tim malzeme ve
ekipman ylizeyleri), 9 adet su 6rnegi (seyhan nehri, seyhan golii, sulama kanali,
kanalizasyon sular1 ve siit isletmesi atik sular1) ve Cukurova Universitesi Balcali
Hastanesi genel cerrahi boliimii ve dis hekimligi boliimiinden temin edilen 68 adet
klinik 6rnegi (43" safra tas1 ve 25' dis orneklerinden) olmak iizere toplamda 296
ornek materyal olarak soguk zincir altinda laboratuvara getirilmis ve ayni giin
icinde analize alinmustir.

Analize alman gida ornekleri olarak, 24 tavuk eti 6rneginin 24'inde, 22
kirmiz1 et drneginin 22'sinde, gida isletmesi olarak yiizeylerden alman 37 drnegin
15'inde, su ornekleri olarak 9 6mnegin 3'iinde ve klinik 6rnekleri olarak 25 dis
orneginin 14'tinde Salmonella spp. siipheli koloniler bulundugu tespit edilmistir.
Salmonella spp. siipheli koloniler olarak degerlendirilen 78 izolatin byokimyasal
tanimlanmalarinda 51 izolatin Salmonella spp. oldugu gozlenmistir. Salmonella
spp. pozitif bulunan 6rneklerin hepsinin invA genini hedeflemekte olan 139 ve 141
primer g¢iftleri kullanarak Salmonella'nin sp. diizeyde dogrulanmasi amaciyla PCR
yapilmigtir ve biyokimyasal testler ile tanimlanan izolatlarin hepsinde pozitif
sonuglar elde edilmistir. Molekiiler tanimlamasinin devaminda pozitif ¢ikan 51
izolatin spesifik olarak Salmonella Typhimurium igin filC genini hedeflemekte
olan Fli 15 ve Typ04 primer ¢iftleri ve S. Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum
iginse sefA genini hedeflemekte olan A058 ve A0l primer ¢ifti kullanilarak tiir
diizeyinde tanimlamasi yapilmistir. Tir diizeyinde tanimlanan izolatlarin 1'i
Salmonella Typhimurium ve 1'inin de Salmonella Enteritidis oldugu tespit

edilmistir.
111



Caligmamizda kullanilan bakteriyofajlarin bir kismu (5 tanesi) izole edilmis
ve tanimlanmis faj 6rnekleridir. Bunun yani sira Salmonellex™ faj1 ticari olarak
Micreos Food Safety (Hollanda) firmasindan temin edilmistir. Salmonella
bakteriyofaj izolasyonu i¢in Adana’da bulunan Seyhan nehri, Seyhan baraj golii ve
kanalizasyon sulari olmak iizere 8 farkli yerden temin edilen su Ornekleri
alinmistir. Salmonella bakteriyofaj izolasyonunda alinan 8 farkli kaynagin 4'tinde 5
farkl tip bakteriyofaj (PSCsl, PSDs1, PSCs2, PSSrl ve PSMc1) izole edilmistir.
Tanimlanmasi yapilan bu fajlar PSCs1, PSDs1, PSCs2, PSSr1 ve PSMcl olarak
adlandirilmigtir.  Salmonella bakteriyofajlarinin  hiicre morfolojisini incelemek
amaciyla Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) kullanilmigtir. TEM
sonuglarina dayanarak bu fajlart siniflandirmak icin uluslararasi viriis taksonomisi
(ICTV) kilavuzlart kullanilmistir. PSCsl, PSDsl, PSSrl ve PSMcl olarak
adlandirilan 4 fajin kasilabilen kuyruklari ve icosahedral yapilari nedeniyle
Myoviridae familyasinin morfolojik 6zelliklerini tasidigi gézlemlenmistir. PSCs2
fajinin ise uzun kuyruklu ve icosahedral yapisinda oldugu gézlenmis ve bu nedenle
Siphoviridae familyasina ait bir faj oldugu tespit edilmistir. Ayrica ticari
bakteriyofaj olarak food safety firmasindan temin edilmis olan Salmonellex™
bakteriyofajinin TEM'de hiicre morfolojisi incelemesi yapilmistir ve bu
bakteriyofaj soliisyonunda Miyoviridae ailesinden olan iki tiir bakteriyofaja
rastlanmistir ve hiicre morfoloji agisindan iki bakteriyofajdan birisinin PSCs1 ve
digerinin PSMc1 bakteriyofajlarina benzedigi tespit edilmistir. TEM yardimiyla
morfolojik tanimlanmasi yapilan Salmonella bakteriyofajlarinin Pulsed Field Jel
Elektroforezi (PFGE) Yo6ntemi ile genom boyutlar1 belirlenmistir. Genom boyutlar1
PSCsl faji igin 298.25 kb, PSDs1 faj1 i¢in 294.12 kb, PSCs2 faj1 i¢in 114.48 kb,
PSSrlfaj1 i¢in 292.47 kb ve PSMcl1 faji igin 114.55 kb olarak belirlenmistir. izole
edilmis ve tanimlanmis olan bakteriyofajlarin ilk 6nce Salmonella vejetatif
hiicreleri tlizerine etkisine bakilmistir ve kirmizi etlerden izole edilmis olan
Salmonella spp.'ler hari¢ diger tiim Salmonella spp. tizerine tek tek etkili olduklar
tespit edilmistir.

Salmonella biyofilmleri iizerine faj etkisini incelemek amaciyla 96

kuyucuklu mikroplaka'da Salmonella biyofilmleri olusturulmus ve 6 bakteriyofajin
v



(PSCs1, PSDsl, PSCs2, PSSrl, PSMcl ve Salmonellex™) her birinin farkl
titrelerde (105, 10%, 107, 108, 10%, 10" ve 10" PFU/ml) bu olusturulan biyofilmler
lizerine etkisi 6. ve 24. saatte incelenmistir. Salmonella bakteriyofajlarinin
Salmonella biyofilmler tizerine azalma etkisi yiizde olarak hesaplanmistir.

Caligmada izole edilmis olan tiim bakteriyofajlar ve ticari olarak temin
edilen Salmonellex bakteriyofaji, tavuklardan izole edilmis olan Salmonella spp.
izolatt ile olusturulan biyofilm {izerine farkli titrelerde etkiler gdstermistir.
Biyofilm {izerine en vyiiksek etkiyi 10''" PFU/ml'lik titrede Salmonellex™
bakteriyofaj1 6. saatte (%45.7 azalma) ve PSDs1 bakteriyofaji 24. saatte (%65.6
azalma) gostermistir. PSSr1 bakteriyofaji ise biyofilm iizerine en az etkiyi 10’
PFU/ml'lik titrede 6. saatte (%10.1 azalma) ve PSCs2 bakteriyofaji 24. saatte
(%25.1 azalma) gostermistir.

Ticari olarak temin edilen bakteriyofaj dahil galigmada kullanilan tiim
fajlarin etkileri referans sus olarak temin edilen ATCC®13076™ kodlu Salmonella
spp. ile yapilan biyofilmi {izerine de arastirilmis ve bu biyofilm iizerine en yiiksek
etkinin 10" PFU/ml'lik titrede PSCs1 bakteriyofajmin %39.7 azalma ile 6. saatte
PSDsl bakteriyofajinin  %68.4 azalma ile 24. saatte oldugu goriilmiistir.
Salmonellex™ bakteriyofajimin olusturulan bu biyofilm iizerine 10° PFU/ml'lik
titrede 6. saatte %4.2 azalma ile ve 24. saatte %16.5 azalma ile en az etkili
bakteriyofaj oldugu tespit edilmistir.

Klinik 6rnek olarak alinan safra tasi ve dis Orneklerinde biyofilm
yapilarmin varligt SEM ile arastirilmigtir. Hem safra taglart hem de dis
orneklerinde biyofilmlerin varlig1 tespit edilmis fakat inceleme sonucunda bu
biyofilmlerin Salmonella biyofilmi olmadigi gézlemlenmistir. Bunun yani sira her
iki 6rnekte Salmonella vejetatif hiicreye de rastlanmamugtir.

Ayrica, Salmonellex™ faji ve diger izolasyonu yapilan ¢alismada
kullanilan tiim fajlarin kirmizi et 6rnekleri ve dograma tahtasi yiizeyinden izole
edilmis Salmonella Pullorum olarak tanimlanan izolatlara etkili olmadig1 da

gOrilmiistiir.



Sonug olarak; hem gida endiistrisinde hem de kliniklerde sorun yaratan ve
bircok antibiyotige direngli oldugu bilinen Salmonella spp.ve onlarin
olusturabildikleri biyofilmlerle biyolojik miicadelede Salmonella
bakteriyofajlarinin etkilerinin yiikksek oldugu goriilmiistiir. Fakat bu c¢alismada
ticari Salmonella faj preparati dahil diger Salmonella bakteriyofajlarinin tiim
Salmonella tiir ve alt tiirlerine etkilerinin olmadiginin tespit edilmesi farkli
Salmonella fajlarin1 igeren kokteyllerin gesitlendirilerek hazirlanmasinin gerekli

oldugunu gostermistir.
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1. GIRIS Behzad HESHMATI

1. GIRIS

Salmonella diinya genelinde gida kaynakli gastrointestinal enfeksiyona
neden olan insanlar ig¢in en 6nemli enfeksiyon nedenlerinden biridir (Wang ve ark,
2015;Lertworapreecha ve ark, 2013; Chen ve ark, 2013).

Salmonella ilk olarak Daniel Elmer Salmon tarafindan 1885'te
tanimlanmustir. Bu patojen ilk olarak domuzlardan izole edildigi i¢in domuz
koleras1 olarak diigiiniilmiis ve "Domuz-cholerabacillus” ad1 verilmistir. Bugiin ise
bu tiir Salmonella cholera-suis diye adlandirilmaktadir (Brands, 2006).

Salmonella cinsi Enterobacteriaceae familyasindaki Salmonelleae tiiriinde
yer alan gram negatif, fakiiltatif anaerob, spor yapmayan, Salmonella Pullorum ve
Salmonella Gallinarum hari¢ peritris flagellalar1 ile genellikle hareketli, ¢ubuk
sekilli (0.7-1.5x2.0-5.0 um) bakterilerdir (GOK, 2005; Corcoran, 2013).

Salmonella mezofilik bir bakteri olup tlireme sicaklik araligi 5-47°C
arasinda olmasina ragmen en iyi optimum iireme sicakhigi 35-37°C’dir. Sicaklik
limitlerinde pH, su aktivitesi, tuz konsantrasyonu, organizmanin bulundugu
ortamin besin bilesenleri gibi iireme tizerine etkili diger faktorlerle birlikte serotipe
bagli olarak farkliliklar gézlenebilir. Salmonella tiremesi i¢in optimum pH: 6.5-7.5
arasinda olup minimum pH: 4, maksimum pH: 9’dur. pH degerleri sicaklikta
oldugu gibi diger faktorlere ve serotipe bagli olarak degisiklik gdsterir. Salmonella
fakiiltatif aerob bir organizma (Salmonella oksijen olmayan ortamda lireyebilse
bile oksijen bulunan ortama goére daha yavas iireyebilmektedir) olmakla birlikte
tiremesinin -30 mV oksido-redoks potansiyel degerinin altinda inhibe oldugu
bilinmekte olup, D-glukoz ve diger karbonhidratlar1 (arabinoz, mannitol, mannoz,
ramnoz, sorbitol, trehaloz, dulsitol ve ksilitol) fermente ederek asit ve gaz
olusturmaktadir (S.Typhi, S. Gallinarum gaz olusturamazlar). Ayrica oksidaz
negatif, katalaz pozitif, sitratli besiyerinde iireyebilen, genel olarak hidrojen siilfiir

tireten, lisin ve ornitini dekarboksile edebilen ve {ireyi hidroliz edemeyen, malonat



1. GIRIS Behzad HESHMATI

kullanimi suglar arasinda degisiklik gosteren bir bakteridir (Karapinar ve Aktug
Gondil., 1998).

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (CDC),
Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ve bazi makalelere gore smiflandirmada Salmonella
cinsi altinda S. enterica ve S. bongori olmak tizere 2 tiir yer almaktadir. Salmonella
enterica‘nin Kauffmann-White siralamasina gore alt1 alt tiirii vardir: (S. enterica
subspecies enterica (I), S. enterica subsp. salamae (II), S. enterica subsp. arizonae
(IITa), S. enterica subsp. diarizonae (IIIb), S. enterica subsp. houtenae (IV), S.
enterica subsp. indica (VI). Salmonella'nin tiir ve altiir ile ilgili siralamasi Cizelge
1.1'de verilmistir (Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014; Castelijn, 2013; Nalbantsoy,
2008).

Kauffman-White siiflandirmasina bakildiginda O-polisakkarit (ayrica O
antijen veya Oside-zinciri), H-antijeni (flagella) ve Vi (kapsiiler antijenler)
olusturmakta olup Salmonella larin serotiplere gore gruplandirilmasini saglar
(Kurtboke, 2012).

Salmonella bakterilerinin alt tiirlerine bakildiginda igerisinde antijen
yoniinden farkli yaklagik 2659 serotip tamimlanmakta ve her yil bu sayi
artmaktadir. Bu serotipler antijen formiillerindeki farkliliklar temel anilarak ayirt
edebilmekte olup sadece biyokimyasal testler ile bu ayrnim yapilmaktadir
(Issenhuth-Jeanjean ve ark., 2014; Castelijn, 2013; Nalbantsoy, 2008).

Salmonella tiirleri arasindaki ayrim homolog antiserumlar vasitasiyla
olusan agliitinasyon reaksiyonlariyla antijenik olarak ayirt edilebilmektedir. Her bir
Salmonella tiiriiniin ~ sahip oldugu antijen kombinasyonlar1  Salmonella
serotiplerinin her biri i¢in o tiire Ozeldir. Bakteriyel hiicrelerin yiizeyindeki
antijenlerin farkliliklar1 iizerine yaygin c¢alismalar mevcuttur. Kaufmann-white
sisteminde Salmonella’larin gruplandirilmasi, birinci derecede tanisal (diagnostik)
Onemi olan antijenlere (somatik, O: kapsiiler, V: kamg1 veya flagellar, H) numara
ve harfler verilmek suretiyle yapilir ve 90’11 yillarin sonlarinda Salmonella

tirlerinin 2300 den fazla serotipinin tanimlanmis oldugu rapor edilmistir.
2
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Salmonella’lar ¢ogunlukla 2 genotipik (Faz 1, Faz 2) kamg¢1 yapisina sahiptir.
Salmonella tiirleri somatik O antijenik yapilarina gore A, B, C1, C2, C3, C4, DI,
D2,D3,El1,E2,E3,E4,F,G1,G2, H, L , K, L, M, N, O, P, Q,R, S, T, U, V, W,
Y, Z, 051, 052, 053, 054, 055, 056, 057, 058, 059, 060, 061, 062, 063, 064,
065, 066, 067 olmak iizere harfler ve rakamlarla gdsterilen 51 grupta
toplanmaktadir (Karapinar ve Aktug Goniil.,, 1998; Schatten ve Eisenstark, 2007;
Eng ve ark., 2015).

Cok sayida alt tiirii bulunan Salmonella’nin  baslica kontaminasyon
kaynaklarina bakildiginda vahsi ve evcil hayvanlarin (¢iftlik hayvanlari, kuslar,
kemirgenler) ve insanlarin bagirsak sistemleri oldugu goriiliir. Fakat zaman zaman
bagirsaklar disinda viicudun diger bolgelerinde de bulunabilmektedir. Salmonella
hayvanlarin diskisi ile dogada birgok yere yayilarak, su ve gidalarin kontamine
olmasina neden olup insanlarin kontamine olmus gidalar tiiketmesi sonucu
zehirlenme ve hastaliklar goriilmektedir. Salmonella tiirlerinin neden oldugu
gastroenteric ~ rahatsizlikara genel olarak Salomonellosis enfeksiyonlar
denilmektedir (Antunes ve ark., 2016). Yumurta, kiimes hayvanlari, et ve et
tiriinleri, siit ve siit tirlinleri Salmonellosis enfeksiyonlaria en yaygin neden olan
tiriinlerdir. Bunun yani sira hayvansal kaynakli olmayan hindistan cevizi, toz biber,
susam ve {irlinleri (tahin ve tahin helvasi), arpa, kakao tohumlar1 ve cikolata,
yanisira soya fasiilyesi sosu, elma suyu gibi bitkisel kaynakli gidalarda da
Salmonella enfeksiyonlarma rastlandigi bildirilmektedir (GOK, 2005). Cizelge

1.1'de Mevcut Salmonella siniflandirmasi verilmistir.
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Cizelge 1.1. Mevcut Salmonella siniflandirmasina genel bakis (Issenhuth-Jeanjean
ve ark., 2014;Achtman ve ark, 2012)
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Genel olarak Salmonella’larin neden oldugu hastaliklar Salmonellosis
olarak adlandirilmaktadir. Salmonellosis tiim diinyada yaygin olarak goriilen ve
milyonlarca kisiyi etkileyen, ayni zamanda belirgin diizeyde Sliimlere yol agan
onemli bir halk sagligi sorunudur (Castelijn., 2013).

Salomonellosis de  Salmonella’larin  degisik  serotiplerine  gore
konakgilarina yerlesme egilimine gore ii¢ sinifa ayrilmaktadir:

Birinci grup S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B, S. Paratyphi C'yi
icermekte olup sadece insanlarda enfeksiyon yapmaktadirlar. S. Typhi (tifoid ates)
ve S. Paratyphi (paratifoid ates) insanlarda enterik ates yapan serotiplerdir. Tifo ve
paratifonun klinigi genellikle ayn1 olmakla birlikte, paratifo tifodan daha hafif
seyretmektedir. Tifo degisik komplikasyonlarla seyreden agir, uzun bir hastaliktir.
Tifoid ates gecirenlerin %1.5’u, non-tifoid enfeksiyon gecirenlerin ise %1 ’inde 1
yili askin siireyle diski veya nadiren idrar ile bakteriler atilir ve tastyicilik 40-60
yas arasinda ve kadinlarda daha sik goriilmektedir.

S.Typhi ve S. Paratyphi enfeksiyonlarinin c¢ogunlukla hasta veya
asemptomatik kronik tastyicilarin digkisiyla kontamine olmus gida veya su
kaynakli oldugu bildirilmistir (Bayhan ve ark., 2014).

Salmonellosis enterik enfeksiyon olup iki farkli hastalik seklinde meydana
cikar. Tifo (enterik humma) ve paratifo hastaliklarina neden olan Salmonella Typhi
ve Salmonella Paratyphi grubunun konakgisi insan olup bu iki tiir yalnizca insanda
hastalik yapmaktadir. Tifo ve paratifo belirtileri klasik gida zehirlenmelerinden
farkli olup yaygin hastaliklar arasindadir. Bu tiirlerin insandan insana gegisi fekal
kontaminasyona maruz kalmis su, ¢ig siit vs. araciligi ile oral yoldan gerceklesip,
ince bagirsaga yerlesen hiicreler epitel dokudan gegerek lenf dokusuna yerlesir ve
kan sistemine gegerek (septisemi) viicudun degisik bolgelerine (karaciger, dalak,
safra kesesi, bobrek, kemik iligi, kalp, akciger ve gastrointestinal sistemdeki lenf
dokusu) yerlesir.Vucut 1s1s1 yavas yavas 40°C’ye yiikselir ve ozellikle gogiis ve

bedende pembe lekeler ve bas agris1 goriiliir.
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Ikinci grup ise insan disindaki 6zel konakgilara yerlesme egilimi gdsteren
serotipler olup kiimes hayvanlarinda S. Pollorum ve S. Gallinarum, sigirlarda S.
Dublin, atlarda S. Abortusequi, koyunlarda S. Abortusovis, domuzlarda S.
Choleraesuis'i igermektedir.

Uciincii grupta konakeis1 degiskenlik gosteren serotipler yer almaktadir.
Insanlarda ve diger hayvanlarda enfeksiyon yapan, gidalarda bulunan serotiplerdir.
Cogu Salmonella serotipi bu grup igerisinde bulunmaktadir. Bu serotipler konakta
belirtisiz tasiyiciliktan, sistemik enfeksiyonlara kadar degisen klinik tablolara yol
agmakla birlikte, en siklikla gastro enteritidis olusturmaktadirlar. Gida kaynakl
serotiplerin basinda S. Typhimurium (antimikrobiyel direnci en iist seviyededir) ve
S. Enteritidis gelmektedir.

Salmonella ile kontamine olmus gida tiikkedildiginde genellikle 12-36 saat
sonra bulanti, kusma, {irperme, bas ve karin agrisi ile birlikte ishal goriilen
semptomlar baglamaktadir. Inkiibasyon siiresi 5 saatten 5 giline kadar degisiklik
gostermektedir. Hastalik, 2 ile 5 giin arasinda siirmektedir (Karapmar ve Aktug
Géniil., 1998; GOK, 2005).

Gastrointestinal belirtiler hastaligin ge¢ doneminde kabizlik, kanli ishal,
kusma ve karmn agris1 da gozlemlenebilir. Birka¢ giin i¢inde bu hafif belirtiler
goriilse de kisiden kisiye degisiklik gostermektedir. Ozellikle geng, yasli, hamile ve
bagisiklik sistemi zayif kisilerde belirtiler daha siddetli olup, viicuttaki suyun
kaybedilmesiyle insan hayatin1 tehdit etmektedir (Castelijn, 2013). Tedavi
gormeyenlerde 6lim oranmi %10-15’tir. Baz1 kisiler tasiyici olabildigi gibi bazi
kisilerde daha hafif seyredebilir. Hastalik kontamineli su veya gidanin
tilketiminden 1-8 hafta sonra ortaya ¢ikar ve tanisi kan, diski ve idrarda patojen

tespiti yoluyla yapilir (Karapinar ve Aktug Goniil., 1998).
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1. Konakeiya giris
3. ishal

gastroenterit hastalig

2. Yayilma
(Seyrek. Typho atesi)

4 Gikis
safra kesesi, tagiyici durum

Sekil 1.1. .Insanda Salmonella infeksiyonunun patogenesisi (Nalbantsoy, 2008).

Diinyada yaklasik 94 milyon insanda tifoid olmayan Salmonellozis vakasi
goriildiigli tahmin edilmektedir (Castelijn, 2013).

Avrupa Birligi tarafindan 2010 yilinda toplam belirtilen Salmonellozis
vaka sayist 99.020 olup, aynmi y1l Hollanda’ da 2205 vaka rapor edilmistir. Ayrica
2010 yilinda, sadece AB’ de %30.5 (£1700 kisi) (Majowicz ve ark., 2010) ve
Amerika Birlesik Devletlerinde goriilen yaklasik 1.4 milyon Salmonellozis
vakasinin %95’ inin gidalardan kaynaklandigi bildirilmistir (Wang ve ark, 2015).

Yillar boyunca S. Typhimurium, Avrupa'da ve Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) insan kaynakli salmonellosis’in en 6enmeli nedeni olmustur.
Bununla birlikte, 1970-1980'lerde S. Enteritidis'in besin zincirine girmesinden bu
yana dominant serovarlarin énemli 6l¢iide yer degistirmis ve S. Enteritidis bir¢ok
Avrupa iilkesinde S. Typhimurium'dan daha sik anilir olmus ve enfeksiyonlari
bildirilmistir. Avrupa birligi biinyesinde bulunan Avrupa Gida Glivenligi
Otoritesinin (EFSA) 2011 yilinda yaymladigi rapora gore Salmonella'nin gida
kaynakli salginlarla ilgili en ¢ok tanman ajan oldugu belirtmistir (ESFA, 2012).



1. GIRIS Behzad HESHMATI

Belirli serovarlarin belirli gidalar ve hayvansal kaynaklarda baskin oldugu
goriilmiigtir. Bu nedenle bulasmaya neden olan serovarin tanimlanmasi, gida
kokenli kaynak salginlarini  belirlemede 6nemlidir. Ozellikle serovarlarin
bulundugu kaynaklarin spesifik olabilecegi de goriilmektedir. Ornegin S.
Gallinarum'un  kanatlilarda, S. Abortusovis'in koyunlarda, S. Abortusequi'nin
atlarda spesifikligi gibi (Corcoran, 2013).

Salmonellosis yiizyillar boyunca insan sagligi sorunu olmustur. 1880'de
Carl Eberth, ilk once kirletilmis bir dalagin patolojik incelemesiyle "tifo basili" ni
kesfetti. Bunu izole edip ¢ogaltmanin ardindan Salmonella enterica serovar Typhi
olarak anilan "Bacillus typhosus", Georg Gaffky tarafindan 1884'te izole edildi.
Salmonella enterica Typhi serovari diinya c¢apinda 200.000 'den fazla kisinin
Olimiiyle sonuclanan yilda tahminen 21 milyon enfeksiyona neden olmaktadir.
Insanda spesifik bir hastalik ve gelismekte olan iilkelerde onemli bir saglik
sorunudur (Gonzalez ve Gunn, 2013).

Typhi ve non-typhi Salmonella'nin ampisilin, trimetoprim / siilfamexazole
ve chloramphenicol'e karsi direnci 1970'ler ve 1990'lar arasinda ortaya ¢ikmustir.
Dayanikli tifo suslart en ¢ok Giliney Amerika, Hindistan kitasi ve Afrika'da
bulunmustur. Alternatif bir siprofloksasin Salmonella enfeksiyonlari, yani enterik
ates icin tercih edilen antibiyotik olmustur. Artan sayida Salmonella enterica
serotipleri  (Typhi ve non-typhi suslarinin) antibiyotik tedavisine ragmen
siprofloksasin'e duyarliligmin azaldigi gosterilmigtir. Buna ek olarak, nalidixik
asite direncli Salmonella'nin biiyiik bir g¢ogunlugunun siprofloksasine karst
duyarliligin da azaldig1 gézlemlenmistir (Somily ve ark, 2012).

Tifoidal salmonellosis’in %90-95'inde, kiimes hayvanlar1 ve diger et
iirinleri de dahil olmak iizere kirlenmis gida maddelerinin tliketilmesinden
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir. Bu nedenle, tasiyici olan canli hayvanlarin
asilanmasi, kesim sonrasi etdeki patojenin azalmasina neden olabilir.

Tavuklarda S. Enteritidis gibi yaygin olarak iligkili serovarlara karsi

asilama programinin hayata gegirilmesi ge¢miste basarili bir sekilde kanitlanmisgtir.
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Bununla birlikte, bir as1 programinin kullanimin da dezavantajlar vardir. Oncelikle
bazi hayvanlar saglikli tasiyicilar veya asemptomatik olabilirler, bu nedenle
agilama, siiriideki tiim hayvanlarda basarili olmak i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu,
sikca kullanilan genis capli veya yogun tarim uygulamalari nedeniyle g¢iftgilere
daha fazla maliyetler getirebilir. Ek olarak asilanan hayvanlar patojeni asidan
sonraki haftalarda atabilirler, dolayisiyla capraz bulagsma yoluyla besin zincirine
girme olasihigi hala vardir. Ustelik, Salmonella asis1 iiretimi serovara ozgii
niteliginden dolay1 pahalidir ve bu nedenle gelisme az sayida serovar ile
sinirlandirtlmistir (Corcoran, 2013).

Tifoid olmayan Salmonella’nin 2.600'den fazla serovari bulunmaktadir.
Bildirilen Salmonella vakalarin %90'mim 30 Salmonella serovar igerdigi rapor
edilmektedir. 2010 yilinda non typhoidal Salmonella tiirleri olan S. Typhimurium
ve S. Enteritidis, Irlanda'da rapor edilen Salmonellosis vakalarinin sirasiyla %45'ini
ve %22'sini olusturmustur (Anonimus, 2017). Tifo olmayan Salmonellosisin
belirtileri ishal, mide kramplari, bas agris1 ve mide bulantis1 olabilmektedir.
Bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda enfeksiyonlar dahil olmak {izere ciddi
septisemi, menenjit ve 6liime neden olmaktadir (Corcoran, 2013). Tifoid olmayan
Salmonella tiirleri insanlara; kabuklu deniz hayvanlari, kiimes hayvanlari, su
kaplumbagasi, iguana ve kertenkele gibi egzotik siirlingen hayvanlarla temasta
bulunulmasi; kontamine olmus su, yumurta, pastorize edilmemis siit ve siit
tiriinlerinin tiiketilmesi; kontamine olmus lahana, marul gibi iiriinlerin yeterince
yikanmadan tiiketilmesi yoluyla bulagabilmektedir (Bayhan ve ark., 2014).

Hayvanlarda asemptomatik Salmonella infeksiyonlar1 yaygin olup, evcil
hayvanlarin %1-3’lin {izerinde baz1 tiirlerde daha yiiksek bir prevalansla
Salmonella tastyicisi olduklart bilinmektedir. Siiriingenlerde tasiyici oranlarinin
%36-90 arasinda degistigi tahmin edilmektedir. Hayvanlarda ¢ok farkli serovarlar
goriilmektedir. Baz1 otoriteler siirlingenlerin gogunun veya tiimiiniin Salmonella
tagiyicist oldugunu kabul etmektedir. Yiiksek prevalans oranlari memeli ve

kuslarda da goriilmektedir. Kaliforniya’da hindilerden %41 oraninda,
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Massachusetts’te %50 oraninda tavuklardan Salmonella izole edilmistir. Yine
cesitli caligmalarda saglikli kopeklerden %1-16 oraninda, %1-18 oraninda saglikli
kedilerden ve %6 oraninda sigir etinden, atlardan ise %2-20 oraninda Salmonella
izole edilmistir (Nalbantsoy, 2008).

Salmonellosis insanlarda yaygin olarak goriillmekte olup Amerika Birlesik
Devletleri’'nde artan insidense sahip oldugu bilinmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki hastalik kontrol merkezi tarafindan yaklasik olarak yillik 30.000—
40.000 arasinda vaka rapor edilmektedir fakat, bildirilmeyenlerle bu saymin 1.4—4
milyon arasinda oldugu diisiiniilmektedir (Nalbantsoy, 2008).

Son yiizyilda diinyadaki tifo wvakalarinin azalmasi igme suyunun
aritimindaki artig, siit Uriinlerinin pastorize edilmesi ve besin zincirindeki diski
atiklartyla temastan kacginmak i¢in Onlemlerin alinmasiyla iliskilindirlmistir.
Gelismis {ilkelerde tifo hastaligi artik endemik degildir; ancak cogunlukla tifo
olmayan Salmonella olarak adlandirilan Salmonella enterica'nin diger serovarlar
ile enfeksiyon biiyiik bir halk sagligi sorunu olarak kalmaya devam etmektedir
(Corcoran, 2013).

Biyofilm: Biyofilmler kisaca yiizeylerde ve bazi materyallerde meydana
gelen kolonize olmus bir grup bakteri olarak tanmimlanmasina ragmen sadece
bakteri igermeyip ayrica matriks ig¢inde sikismis ekstraseliillerin tamami olarak
tanimlanir (Hood ve Zottola, 1995). Yani biyofilmler bir yiizey {lizerinde ve belli
bir sekli olmayan ekstraseliiler kapali bir matriks i¢inde biiyliyen mikrobiyal
hiicrelerin popiilasyonudur (Rodrigues ve ark, 2010). ilk olarak biyofilmler
17.yy’da Hollandali bir bilim insan1 Van Leeuwenhoek tarafindan dis plaginda
tespit edilmis ve "animacules" olarak tanimlanmistir. Bu kesif, 1978'de bir biyofilm
icerisindeki bakterilerin, bir yiizeye sikica baglanmalarimi ve planktonik
hiicrelerinin farkli sekilde davranmalarini saglayan bir matriks i¢inde biiytidiikleri
tespit edildiginde daha da arastirilmis ve karakterize edilmistir (Corcoran, 2013).

Biyofilmi irreversibl olarak bir substrata, ara yilize veya birbirlerine

tutunmus, kendi iirettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden (EPS) olusan bir
10
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matriks igerisinde gdomiilii, bliyime hizlar1 ve gen transkripsiyonlari agisindan
serbest dolasan tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar bulunan mikrobiyal hiicrelerden
olusan hareketsiz bir topluluk olarak tanimlamistir (Giin ve Ekinci,209). Biyofilm
kiitlesinin %97 gibi biiyik bir kismini su olusturur. Matriks ic¢indeki diger
bilesenler ise; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2
niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ancak bu oranlar mevcut organizmalarin
¢esidine, fizyolojik Ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akigkanin tipine,
genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir (Giaouris ve ark, 2012).

EPS matriksi Biyofilm i¢inde difiizyon smirlamasi ve / veya kimyasal
etkilesim yoluyla hiicre dis1 proteinler ve polisakkaritler kullanilarak
antimikrobiyallerin hedef mikroorganizmalara ulasmasini geciktirir veya oOnler
(Var ve Saglam, 2017) EPS matriksi bir bariyer gibi biyofilm
mikroorganizmalarini olumsuz kosullara kars1 koruyucu etkisini saglar. Bu 6zelligi
sayesinde EPS, hiicre dis1 protein ve polisakkaritlerle birlikte antimikrobiyal
maddelerin hedef mikroorganizmalarin etki etmesini veya kimyasal etkilesimine
girmesini veya niifuz etmesini engeller (Simdes ve ark, 2010). Olusan bu
biyofilmlerdeki EPS varligi mikroorganizmay1 planktonik hiicre hallerine gore
cevresel kosullarina (dezenfektan, sanitizerler vb.) daha direngli hale getirmekte
oldugu bilinmektedir (Tammakritsada ve Todhanakasem, 2012; Wong ve ark,
2010).

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler matriks biyofilm
hiicrelerinin yiizeylere tutunmasimi saglar. Bakteriyel tutunmada, proteinler gibi
organik molekiillerin ylizeye tutunmasinin Onemli bir rolii vardir. Yiizey
proteinleri, biyofilm matriksi i¢inde diizenli bir sekilde olusur. Bu proteinlerin
bazilar1, EPS varliginda biyofilm olusumunu tesvik edebilmektedir (Giin ve Ekinci,
2009).

Bir biyofilmin olusumu ve yapisi, tiirler, ylizeyler, mevcut besin maddeleri
ve diger ¢evresel kosullar dahil birgok degiskenden etkilenir. Biyofilm gelistirme

stireci tek bir hiicrenin bir yiizeye veya birbirine yapismasiyla baslatilir, bunu
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kiimelenmis hiicrelerin veya mikro kolonilerin olusturmasi izler. Mikro koloni,
hiicre dig1 polimerik maddeler (EPS) olarak adlandirilan protein agisindan zengin
maddelerin koruyucu bir tabakasi ile ¢evrilidir. Biyofilm biiyiidiik¢e biyofilm
matriksi, biyofilmin daha az maruz kalan bdlgelerinde besin saglamak igin bir
destek sistemi gorevi goren ve atiklarin yok edilmesini saglayan su kanallarim

gelistir

1. Mikroorganizmanin ylizeye tutunmasi: Yiizeye organik ve/veya inorganik
maddelerin yapismasini takiben mikroorganizmalar bu ylizeye geri
donisiir ozellikte tutunur. Bakterinin hareketi veya bakteri yiizeyi ile
tutunulan yiizey arasindaki elektrostatik veya fiziksel etkilesimler bu
evrede rol oynamaktadir.

2. Geri donilisiimsliz tutunma: Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre
zarindaki proteinlerin uyarimi1 sonucunda ekzopolisakkarid yapida
materyal sentezlemeye baglar ve bu da hiicrelerin birbirine ve yiizeye
tutunmasini saglar.

3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak biyofilmin en
kiiciik organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu
mikrokolonilerin iizerine ortamdaki planktonik bakteriler de yapisarak
kolonizasyon saglar.

4. Kopma: Biyofilmin iist kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda

biyofilm olusturur (Bayimndir Bilman, 2010).
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Sekil 1.2. Biyofilmin Yagam Dongiisii (Vlamakis ve ark., 2013).

Biyofilmler invivo (safra taglari, implantler, damar vb.) ve invitro (ekipman
yiizeyleri, borular vb.) ortamlarda olusabilmektedirler. Biyofilmlerin yogunlagsmasi
konak¢r savunmasini ve yiiksek konsantrasyonlarda antimikrobiyal ajanlari daha
uzun siirede bile tolere edebilmektedirler (Bjarnsholt ve ark., 2013).

Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel
kosullardaki degisimlerin ve ultraviyole 1s1ga maruz kalmanin doguracagi
zararlardan korur (Giin ve Ekinci, 2009). Biyofilm olusumu gida bozulmalari ve
patojen bakterilerin biyofilm formunda sanitasyon uygulamalarina kars1 kuvvetli
direng¢ gosterdikleri i¢in kontaminasyon kaynagi olmasindan dolay1 6zellikle gida
endiistrisinde 6nemlidir (Rodrigues ve ark, 2010).

Gida endiistrisi agisindan patojenler biiyiilk bir sorun olustururken,
patojenlerin biyofilm olusturmasi sadece gida proseslerinin yiizeyleri ve gevreleri
degil gidalarin ve islem sonrasi {irlinlerinin de kontamine olmasimna neden
olmaktadir (Brooks ve Flint, 2008). Gida hijyeni ve halk saglig1 agisindan biiyiik
risk olusturan gida patojenlerinin biyofilmleri, gida isletmelerinde kullanilan
sistemlerin zaman i¢inde agmmaya ugramasi, gida isletmelerinin 1slak yapida

olmasi, gida kalintilarinin ylizeylerde mikroskobik olarak bulunmasi ve gida
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mikroflorasina ham madde ve personel yoluyla isletmelerde olusumu kaginilmazdir
(Koluman ve Ozdemir, 2017). Bunun yaninda, biyofilmin yiizeylerde bulunmast ile
ekipman zarari, iiriin kontaminasyonu, enerji kayiplar1 ve medikal enfeksiyonlar
gibi sonuglar da gézlenebilmektedir (Trachoo, 2003).

Biyofilm olusumu agisindan en sik karsilasilan gida patojenleri arasinda
Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 ve Listeria
monocytogenes yer almaktadir (Cramer, 2012). Bu patojenler olusturduklari
biyofilm tabakasi igerisinde beslenerek dezenfektanlarin ve olumsuz dis faktorlerin
etkilerinden korunarak uzun siire yasamlarimi siirdiirebilmektedir. Boylece
patojenlarin saptanmasi ve kontrolii zor olmakla birlikte miicadele yontemlerinin
etkinligi de azalmaktadir (Ceylan, 2009).

Biyofilmi kontrol altina almak i¢in konvansiyonel yontem olarak
firgalama, 1sitma, sonikasyon, ultrason kullanimi, yiiksek basing, ozon, hipoklorit,
hipobromit, kloraminler, tribiitilin, bakir bilesikleri, antibiyotikler ve
dezenfektanlar gibi antimikrobik kimyasal maddelerden yararlanilmaktadir.
Bununla birlikte mekanik, kimyasal veya antimikrobiyal temizleme yOntemleri
genellikle etkisiz ve zararli yan etkilere neden olmaktadirlar. Ornegin mekanik
kuvvetler yiizeylere zarar vererek maddi kayiplara sebep olabilir. Ote yandan, bir
ylizeyde bulunan biyofilm yapisini yok etmek icin gereken yiiksek miktarda
antimikrobiyal, ¢evre agisindan istenmeyen, tibben pratik olmayan ve ciddi saglik
problemlerini ortaya ¢ikarmaktadir. Buna ek olarak, biyofilmler {izerine
antimikrobiyal ajanlarin tekrar tekrar kullanilmasi, biyofilm igerisindeki
bakterilere, antimikrobiyal ajanlara karsi artan bir direng gelistirmesine neden
olabilir (Abu Sayem, 2014).

Son yillarda biyofilmlerin mekanik ve kimyasal temizleme yontemlerinin
dezavantajlar1 ve antimikrobiyal ajanlara karst direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasi
faj tedavisine olan ilgiyi artirmistir. Faj uygulamasmin en Onemli avantaji,

konakg¢isina sentezlettirdigi enzimler yardimiyla ekzopolisakaritlerin yapisini
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degrade etmesi ve bir konake¢i hiicrenin igine niifiiz etmesidir (Knezevic ve
Petrovic, 2008).

Biyofilm 6nleme ve yok etme yontemlerinin bir standartta olmamasinin bir
sebebi de biyofilm yapisinda bulunan patojen mikroorganizma ¢esitlerinin
heterojen bir yapiya sahip olmasidir (Giin ve Ekinci, 2009). Sutherland (2001)
yaptig1 ¢alismada biyofilmlerin degiskenlik gosterdigini bundan dolay1 da higbir
biyofilmin digerine benzemedigini belirtmistir (Koluman ve Ozdemir, 2017).

Biyofilmin yapisi, saf kiiltiirler i¢in tiire, ¢oklu kiiltiirler i¢in substrata
Ozgiidiir ve heterojenik biyofilmlerde yap1 ¢ogunlukla diizensizdir (Giin ve Ekinci,
2009).

Buna gore biyofilm matriksindeki uzamsal iligki ona bagli olarak topluluk
icinde iyi calisabilmekte olup; Ornegin, biyofilm matriksi i¢ine gomiilii bir bakteri
hiicresi, daha az besleyici madde ve daha diisiik oksijen ortaminda hayatta
kalabilmektedir (Corcoran, 2013).

Salmonella Biyofilm: Son zamanlarda, Salmonella enterica gibi gida
kaynakli patojenler de dahil olmak {izere bakterilerin, dogal ortamlarinda genellikle
planktonik hiicrelerden daha ¢ok biyofilm olarak gelismekte olduklar
goriilmektedir (Giaouris ve ark, 2012).

Gida kaynakli bir patojen olan Salmonella enterica da, diger
Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri gibi dogal yasam dongiilerinde canli ve cansiz
yiizeylerde biyofilm olusturabilmektedir (Jonas ve ark, 2007).

Gida ile temas eden yiizeylerdeki biyofilm, gida isleme endiistrisi i¢in
biiylik bir endise kaynagidir ve son yillarda 6nemli ¢aligmalara konu olmustur.
Salmonella, cam, beton, paslanmaz ¢elik, silastone, granit, teflon, silikon ve ¢esitli
sentetik plastikler dahil olmak {izere gida isleme ortamlarinda bulunan bir¢ok
ylizeyde biyofilm olugturabilmektedir. Cok c¢esitli yiizeylerde gosterilmis olan bu
Biyofilmlerde; yiizey materyali ve mikrotopografisi biyofilm fenotipini, yapisin
ve yogunlugunu etkileyebilmektedir. Yiizey oOzellikleri, hidrofobiklik (ve nem

muhafaza etme kabiliyeti) ylizey piiriizliiliigii, catlaklar ve temizlenebilirlik gibi
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ozelliklerin biyofilm olusumunu destekleyebildigi ve biyofilm baglanmasinda
onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Chia ve ark. (2009) malzemenin yiizey yiikii
ile Salmonella'nin (S. Sofia, S. Typhimurium, S. Infantis ve S. Virchow) teflon,
paslanmaz c¢elik, cam, lastik ve poliiiretan gibi yiizeylere tutunmasindaki
farkliliklart epifloresans mikroskobu ile incelemistir. Ortega ve ark. (2010) aym
zamanda derin c¢atlaklar (muhtemelen agindirici kimyasal kullanimindan
kaynaklanan korozyondan sonra) bakteriyel sikismaya izin verdigi, kesme
kuvvetine ve stres kosullarmma karsi koruma saglayan bir nis saglayan yiizey
plriizliliigliniin bakteri baglantisina katkida bulunabilecegini belirtmistir. Korbrer
ve ark. (1997) dezenfektanlara karst koruma saglayan kontak ylizeylerindeki
catlaklarin varligin1 gostermislerdir. Yiizeyler lizerindeki bakteriyel baglanma
derecesi, bir yiizey iizerinde zamanla biyofilm olusumunu tetiklemektedir
(Corcoran, 2013).

Norveg'in Osla sehrinde bulunan yem ve balik unu fabrikasinda 2009
yilinda yapilan c¢alismada S. Agona, S. Montevideo ve S. Typhimurium'un
Jisletmedeki cesitli yiizeylerde bir biyofilm olusumunun &nemli oldugu
vurgulanmistir (Vestby ve ark., 2009). Yogun temizlie ragmen cevre iginde
Salmonella'nin  yasamini  siirdiirebildigi tespit edilmistir. Salmonella pozitif
orneklerin daha ¢ok filtreler, drenler, temas yiizeyleri ve gida iiriinlerinden alinan
ornekler oldugu goriilmiistiir (Corcoran, 2013).

Stocki ve ark. (2007) Kanada'min Alberta sehrinde bir yumurta
fabrikasindaki tasiyici bantlarda yaptiklar1 ¢alismada Salmonella kolonizasyonu ve
kalicilig1 incelenmistir. Bantlarin yapilmis oldugu malzemelere bakildiginda vinil
ve plastik ylizeylerde yikama ve dezenfeksiyondan sonra bile Salmonella biyofilmi
gozlendigi bildirilmistir (Corcoran, 2013).

Salmonella biyofilmlerinin dezenfektan maddelere daha direngli oldugu
bilinirken, olgun biyofilmlerin dezenfektanlara karst direng mekanizmasinin daha
az olduguda belirtilmektedir (Wong ve ark., 2010). Gida endiistrisinde biyofilmler,
ciddi sanitasyon problemlerine ve ayni zamanda gida bozulmalarindan dolay1
ekonomik kayiplara yol ac¢maktadir. Gida isletmelerinde yeterli diizeyde

temizlenmemis yiizeyler ortamda suyun varligi ile Salmonella gibi patojenik
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mikroorganizmalar igeren bakteriyel biyofilmlerin gelisimine katki saglamaktadir.
Bugiine kadar gida isleme ortamlarinda bulunan biyofilmlerde Salmonella
varligmin tespiti ile ilgili smirli sayida bilgi bulunmaktadir. Ancak laboratuvar
kosullarinda yapilan bircok ¢alisma, cesitli gida iceren ylizeylere (6rnegin
paslanmaz c¢elik, plastik ve beton gibi) Salmonella’ nin kolay bir sekilde
tutunabilicegini gostermistir (Prouty ve ark, 2002).

Son zamanlarda Salmonella biyofilmlerinin insanlarda pek ¢ok
enfeksiyona neden oldugu ve bu enfeksiyonlarin genellikle implant edilen
cihazlarla (kateterler, prostetikler ve temas edilen lensler) iliskilendirildigi
bildirilmektedir (Prouty ve ark, 2002).

Salmonella biyofilminin olusumunda farkli yiizeylerde ve farkli kosullar
altinda biyofilmlerin yapisal varyasyonlar1 dikkate alinarak yapisal bilesenlerin
(curli ve diger fimbria, BapA, kamgi, seliiloz, kolanik asit, anyonik O-antijen
kapsiil ve yag asitleri) Onemi tanimlanmistir. Birgok ¢alismada Salmonella
tirlerinin biyofilm olusumunun plastik, cam ve paslanmaz celik gibi abiyotik
yiizeylerde oldugu gozlenmistir. Bu olusumlara ayrica giftliklerde, kesimhanelerde,
gida isleme endiistrisinde, mutfaklarda, tuvaletlerde ve banyolarda rastlanmistir.
Aym zamanda Salmonella biyofilmleri bitki yiizeylerinde, hayvan epitel
hiicrelerinde, insanlarin safra taglarinda, akcigerde, intestinal ve vajinal mucus
tabakasinda, dis ya da medical implant ylizeylerde de goriilebilmektedir
(Sillankorva ve Azeredo, 2013).

Omegin; insanlarda tifoya neden olan Salmonella enterica serovar Typhi
bagirsak epitel tabakasini gegerek makrofajlar1 isgal eder. Makrofajlar bu
organizmay1 bakterilerin ¢ogaldigi diisiiniilen karacigere, pankreasa ve dalaga
tagirlar.

Karacigerden, aktif enfeksiyon (kolesistit) veya kronik enfeksiyon olarak
gelisebilen bakteriler safra kesesine gecis yapabilir. Tastyiciligi enfekte kisilerin
yaklasik % 3-5'inde goriiliir ve safra taslari gibi safra kesesi anormallikleriyle
siklikla iliskilendirilir. Bu enfeksiyon g¢ogunlukla asemptomatiktir ve konakg1
tizerinde ¢ok az veya hig¢ zararli etkisi olmadan uzun yillar siirebilir. Ayrica, safra

tasi olan Salmonella tasiyicilarinin safra kesesi kanseri gelisimi i¢in 8.47 kat daha
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fazla riske sahip oldugu kanitlandigi gibi, hepatobiliyer karsinom geligimi i¢in
kronik tastyici durumunun tek Onemli risk faktorii oldugu gosterilmistir. Safra
kesesi safranin depolandig1 ve tasindig1 yerdir, Safra karacigerde liretilir ve safra
tuzlari, kolesterol ve bilirubin gibi bir¢ok bilesenden olusur. Safra tuzlari, lipidlerin
bozunmasina ve dagilmasina yardimci olan deterjanlardir. Bu nedenle safra igin iyi
bir antimikrobiyal ajan olustururlar. Bununla birlikte, Salmonella, yiiksek
konsantrasyonda safra ve bireysel safra tuzlaria direnclidir (Prouty ve ark., 2002).

Safra tas1 olan Salmonella tasiyicilarinda antibiyotik tedavisi etkisiz
olabilir ve bu kisilerde safra kesesi enfeksiyonunun ortadan kaldirilmasi genellikle
cerrahi miidahale gerekebilir. Dolayisiyla, Salmonella'nin safra tasi ile kurabilecegi
mekanizmalari belirlemek ve muhtemelen en Oonemlisi safra tasi varliginda bunu
nasil yapacagini belirlemek onemlidir. Ciinkii Salmonella spp. safra kesesi ve safra
taglariin kronik enfeksiyonlari, tasiyict durumunun olusumunu etkileyen 6nemli
bir faktordiir (Prouty ve ark., 2002).
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Sekil 1.3. Salmonella’nin safra taglari tizerinde biyofilm olusturma mekanizmasi
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S. Typhi, safra kesesinde kolonilesir ve asemptomatik bir kronik
enfeksiyona neden olur. Bununla birlikte, bu asemptomatik tasiyicilar hastaligin
daha da yayilmasi i¢in bir hazne olusturmaktadir. S. Typhi'nin endemik oldugu
bolgelerde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, kronik olarak enfekte olmug
tagiyicilarin ¢ogunun da safra tagi tasidigini ve safra kesesi kanseri (GC) ilk
evrelerinde hastalig1 baslatan birincil faktor olarak gosterildigini ortaya koymustur.
Son zamanlarda S. Typhi'nin, DNA hasarina neden olan kanserojen potansiyele
sahip, zehirlenmis hiicrelerde hiicre dongiisii degisikliklerine ve DNA hasarinina
neden olan bir tifo toksini irettigi bilinmektedir (Di Domenico ve ark., 2017).

Biyofilmler olarak bilinen ylizeyle iliskili bakteri topluluklari, birgok
kronik enfeksiyonun patogenezinde rol oynar. Tibbi agidan bakildiginda, hem essel
hem de patojenik mikroorganizmalar, epitel veya endotel dokusu ile iliskili
biyofilm konsorsiyumu olusturur; akciger, barsak veya vajinal mukus tabakasina
gomiilii; dislere veya tibbi implant yiizeylerine tutunurlar. Agiz boslugunda
dislerde olusan biyofilmler dis ¢iliriimesine neden olan asitleri iiretir ve dis eti
sulkusunda (dis ylizeyi ile ¢evresindeki dis eti dokusu arasindaki dogal bosluk)
gelisen biyofilmler periodontitis (disi ¢evreleyen dokular) patogenezine
(hastaliklara) neden olabilmektedir. Viicudun diger organlarinda olusan
biyofilmler, kistik fibroz pnomonisi ve kateterle iligkili endokardit gibi cogu zaman
hayati tehdit eden enfeksiyonlara neden olur. Biyofilmlerin mikrobiyal
enfeksiyonlarin  %60'indan fazlasinda sorumlu olabilecegi varsayilmaktadir
(Kaplan, 2010; Sillankorva ve Azeredo, 2013).

Salmonella biyofilmlerinin farkli yiizeylerde olusma mekanizmalarina
bakildiginda yapisal farkliliklar gozlenmistir. Ornegin hayvan epitel hiicrelerinde
Type 1 fimbriae (fim), Plasmid encoded fimbriae (pef), Curli fimbriae (csg), Long
polar fimbriae (Ipf), Bovine colonization factor (bcf), Sth fimbriae (sth), Colanic
acid (wca genes ve wza, wzb ve wzc), Selilloz (bcsABZC-bcsEFG) yapisal
belirleyiciler belirlenmisken cam yiizeylerinde LPS, Type-three secretion apparatus

(TTSS), Flagella yapisal belirleyicileri tespit edilmistir (Steenackers ve ark, 2012).
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Cizelge 1.2'de Yiizeylerde Salmonella Biyofilm Olusumu I¢in Onemli Yapisal

Belirleyiciler verilmistir.

Cizelge 1.2. Yiizeylerde Salmonella Biyofilm Olusumu Igin Onemli Yapisal
Belirleyiciler (Steenackers, 2012)

Yiizey Yiizeylerde Salmonella biyofilm olusumu icin

onemli yapisal belirleyiciler

Agar plates (rdar morphotype) Curli (csgDEFG-csgBAC)
BapA (bapABCD)
Cellulose (bcsABZC-bcsEFG)
o-Ag-capsule (yihU-yshA and yih VW)
other capsular polysaccharide

LPS

Epitelial hiicreler Type 1 fimberiae (fim)
Plasmid encoded fimberiae (pef)

Curli fimberiae (csg)

Long polar fimberiae (Ipf)

Bovine colonization factor (bef)

Sth fimberiae (sth)

Colanic acid (wca genes and wza, wzb and wzc)

Cellulose (bcsABZC-bcs EFG)

Safra tasi Flagella
0-Ag-capsule (yihU-yshA and yihVW
Type I fimberiae (fim)

Cam Cellulose (bcs ABZC-bes EFG)
LPS
Type-three secretion apparatus (TTSS)
flagella

Yonca tohumlari Curli (csg genes)

Cellulose (bcs ABZC-bes EFG)
0-Ag-capsule (yihU-yshA and yihVW

Salmonella biyofilminin hiicre dis1 polimerik matriksinin olusumu
biiyiimesine bagl olarak degistirmekte olup, curli, EPS ve seliiloz gibi ince yapilar
icermektedir. Aragtirmacilar, biyofilm olusumunda yer alan bilesenleri, congo

kirmizisi (CR) agarda koloni morfolojik 6zelliklerini degerlendirerek tespit
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etmistir. Bu yOntem, test organizmalarinin Luria-Bertani Agar plakalarinda
gosterge boyalar1 (kahverengi kirmizi, coomassie parlak mavi ve calcofluor) ilave
edilerek incelenir. Gosterge boyalari, Salmonella biyofilm tiretiminde 6nemli rol
oynayan seliiloz ve curli fimbrialarin saptanmasini kolaylastirir (Corcoran, 2013).

Bakteriyofaj: Bakteriyofajlar’ in (veya fajlar) ilk gozlemi 1896 yilinda
Hankin tarafindan yapilsa bile Twort (1915) ve D 'Herelle (1917) tarafindan
bagimsiz olarak kesfedilmistir. Her ne kadar D'Herelle, fajlarin viriis olduguna
inanmasina ragmen bir¢ok bilim adami, bakterisidal etkisinin bir enzim sonucu
olduguna inaniyordu. Bordet ve Gratia gibi 6nde gelen mikrobiyologlar D
'Herelle'in viriis hipotezine siddetle kars1 ¢ikmislardir (Kiros, 2016).

Bakteriyofajlar bakterilerin dogal viriisleridir (Bao ve ark., 2011). Fajlar
her bakterinin bulundugu yerde mevcuttur ve konaker oldugu bakteri ile ortak bir
ekolojiyi paylasmaktadirlar (McLaughlin ve ark, 2006). Bakteriyofajlar, diger
viriislerde oldugu gibi konakgiya 6zgiillik s6z konusudur. Tiirlere 6zgiil fajlar
cogunluktadir, ancak aym tiir i¢indeki suslarin faj spektrumlarinda da farkliliklar
bulunmaktadir. Belli bir tiire ait sus o tiire 6zgiil birgok farkli bakteriyofaj
tarafindan enfekte edilebilir veya bir faj homolog konak¢isinin diginda o tiire ait
bir¢ok duyarli (heterolog konake1) susu da enfekte edebilir. Bazen bir bagka tiire ait
sus da faj tarafindan heterolog konakg¢1 olarak kullanilabilir. Ancak fajlarin farkli
tirlerden heterolog konakg1 kullanmalar1 daha ender goriiliir. Viriisii bulunmayan
bakteri yok gibidir (Tunail, 2009).

Viriis partikiillerinde iki temel madde niikleik asit (RNA veya DNA) ile
protein iiniteleri bulunmaktadir. Niikleik asidin protein bir kilif (Kapsit) ile
cevrelenmis haline niikleokapsit denir. Kapsitler, alt {initeler olan kapsomerlerden
olusmustur. Kapsomerler, virlis genomunda kodlu bir veya birka¢ proteinin ¢ok
sayidaki kopyasidir. Oldukga biiyiik olan kapside iligkin bilginin tek bir gende
veya birka¢ gende kodlanmasi anlamlidir, bu durum smirli uzunluga sahip viral
genomun ekonomik kullanildiginin gostergesidir. Virlis kapsitleri temel olarak

helikal simetri veya kiibik simetri (ikosahedral, polihedral) gosterirler. Bazilari
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sadece niikleokapsitten (¢iplak form) olustugu halde bazilar1 fosfolipit bir zarfla
sarilmigtir. Bakteriyofaj’lar, 24 ila 200 nanometre arasinda degisen ¢ok kiigiik bir
organizmadir. En biiyiik bakteriyofaj gruplarindan biri T4 bakteriyofajidir. 200
nanometre uzunlugunda ve 80 ile 100 nanometre (nm) genisligindedir. Niikleik
asitin biyiikligi farkli bakteriyofajlar arasinda degisir. Kiiciik DNA veya RNA
iplikcikleri, ¢ ila bes {iriin iiretmek i¢in yeterli genetik bilgi igerebilir. Daha biiyiik
iplikler 100'den fazla gen icin yeterli genetik bilgi icerebilmektedir (Anonimus
2018; Tunail, 2009)

Genellikle faj olarak adlandirilan bakteriyofajlar, duyarl bakterileri enfekte
edip ¢ogaltabilen viriisler olarak tanimlanir. Cevrede her yerde bulunurlar, son
tahminler biyosferdeki faj sayisina bakildiginda diinyada en fazla bulunan biyolojik
varliklar oldugu bildirilmektedir. Giintimiizde morfolojik 6zelliklerine ve niikleik
asit icerigine bagli olarak on yedi faj familyasi kabul edilmektedir. Bununla
birlikte, en sik rastlanan bakteriyofajlar, ¢ift iplik¢ikli DNA'i genomlara sahip
kuyruklu fajlar olup, bunlar, simdiye kadar, elektron miskroskobu kullanilarak
karakterize edilen fajlarin yaklasik %96'sin1 olusturur. Daha az karsilasilan
bakteriyofajlar, tek basina DNA veya RNA iceren genomlara sahip olabilir ve
cesitli morfolojik formlari, 6rnegin polihedral, flamentous ve pleomorfik fajlar
igerebilir (Lacroix, 2011).

Bilinen tiim bakteriyofajlarin ¢ogunlugu virion kapsidinin iginde ¢ift iplikli
bir DNA genomu sergilemektedir. Kuyruklu fajlar Caudovirales gurubuna aittir.
Kuyruklu fajlar ii¢ aileye ayrilabilir: Podoviridae ¢ok kisa kuyruklarla karakterize
edilir, Myoviridae daha uzun, diiz ve kasilma kuyruklar1 gosterir ve Siphoviridae
uzun ve esnek kuyruklariyla tanimlanabilmektedir (Lacroix, 2011). Sekil 1.4'te

kuyruklu faj aileleri verilmistir.
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Myoviridae Siphoviridae Podoviridae

= dsDNA

Connector

Adsorption
apparatus

Sekil 1.4. Kuyruklu faj aileleri (Kurtboke, 2012)

Elektron mikroskobu ve fajlar1 incelmek icin gelistirilen preparasyon
teknikleri faj partikiillerinin bilesenlerinin yapisin1 ayrintili olarak ortaya
koymustur. Fajin ana boliimleri bas (kapsit) ve kuyruk olarak tanimlanmigssa da,
kuyruksuz kiibik Simetri gdsteren kapsitler ve kapsitsiz helikal simetriye sahip
filament6z fajlar da bulunmaktadir. Kiibik bas yapisina sahip olan fajlar, kapsitte
icerdikleri oturma yiizeyi (hedron) sayisina gore oktahedral (8) , dodekahedral
(12) ve ikosahedral (20) Olarak adlandirilirlar. Polihedral bas yapist ¢ok sayida
oturma yiizeyi bulunan kapsit anlaminda kullanilir. Oktahedral kapsidi iki dortgen
piramidin taban tabana birlesmis formu olarak diisiinmek gerekir. ikosahedral
kapsit birbirine esit 20 birim eskenar {iggen oturma yiizeyine ve 12 tepeye sahiptir
(Tunail, 2009).

Bakteriyofajlar virion kuyrugu bulunan bir bakteriye baglanarak bakteriyel
hiicre duvarma niifuz etmekte, bunu takiben bakteriyofaj replikasyonu i¢cin DNA
materyallerini bakteri hiicre igine panetrasyonu gerceklestirmektedir (Higgins ve

ark., 2018).
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Faj-Konaka Tliskileri: Bakteriyofajlar 6zgiil konakgilarinda genellikle ii¢
tir enfeksiyona neden olurlar. Litik enfeksiyonda hiicrelerin kurtulmalart séz
konusu degildir, buna karsilik lizojenik enfeksiyon ve non-litik enfeksiyon hiicreye
yasama sansi tanir.

Litik enfeksiyon: Virulant fajlar (T2, T4, T7,9x174, MS2 ve daha birgok
faj) kendilerine duyarli konakgi bakterilere adsorbe olduktan sonra genetik
materyallerini hiicrelere enjekte ederler. Faj DNA veya RNA’si igeri girdikten
hemen sonra derhal konak¢i genomunu kontrol altina alir ve hiicrenin tiim
olanaklarimi kullanarak kendi replikasyonunu gerceklestirir. Belli bir siire sonunda
cok sayida olgun faj hiicre duvarimi pargalar (lizis) ve yeni faj soyu olarak ortama
gecer. Konake1 bakterinin lizizi ve olgun fajlarin disariya ¢ikmasi ile son bulan bu
yasam c¢emberi litik dongili olarak adlandirilir. Ortama salinan fajlar tekrar aktif
konakeilarina adsorbe olarak ikinci litik dongiiyii baslatirlar. Bu siire¢ ortamda
saglam konake1 bakteri kalmayincaya kadar tekrarlanir (Tunail, 2009).

Lizogenik (Latent) enfeksiyon: Bazi fajlarda konake1 bakteriye gecen faj
DNA’s1 hiicreye girince bakteri genomuna katilir. Bu birlesme siireci integrasyon
veya insersiyon olarak anilir. Birlesme {irlinii, konak¢1 genomunu ve faj DNA’sin1
iceren dairesel formlu DNA sarmalidir. Belli kosullar altinda integrasyona
yonelebilen boyle fajlara, litik enfeksiyon olusturmayan, 1limli fajlar anlaminda
temperent fajlar denir. Temperent fajin konak¢i genomuna katilmig formu profaj
adin1 alir. Profaj tasiyan bakterinin lizogen karakter kazandigi goriiliir ve bu olgu
lizogeni olarak adlandirilir. Lizogenin olusumu, faj DNA’sinda kodlu ve hiicre
icinde sentezlenen ¢esitli represor proteinlerin diizeyleriyle ilgilidir. Profajlar, bazi
0zel kosullarda mutajenik ajanlarin (UV, Mitosin C, sicaklik, basing vb.) etkisiyle
veya spontan olarak indiiklenirler ve bakteri genomundan ayrilirlar (eksisyon). Bu
ayrilis temperent fajin virulant faja donilisimii demektir. Mutajen ajanlardan
herhangi birinin etkisiyle hiicrede hasar meydana gelmesi, konakgi hiicrenin
yasaminit sirdiirdiigii kosullarin tehlikeye girdiginin isaretidir. Hiicredeki hasar

profajin indiiksiyonu ve faj litik genlerinin ekspresyonu ile sonuglanir. Hiicre
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yasaminin zora sokuldugu bu gii¢ kosullarda; faj varliginin devamliligi, litik iireme
dongiisii baglatilarak garanti altina alinmis olur (Tunail, 2009).

Nonlitik enfeksiyon: E. coli’ye 6zgiil M13 ve fd fajlar1 adsorbsiyonun
ardindan bakteriye panetre olduktan sonra replikasyonlarimi gerceklestirirler. Cok
sayida faj kopyasi bakterinin lizizine neden olmaksizin i¢ ve dis membranlari
gecerek dis ortama ¢ikar. Konak¢inin beslenmesinde ve ¢ogalmasinda bozulma
olmamakla beraber hem hiicre gelismesi hem de boliinme yavas seyreder. Nonlitik
enfeksiyon filament seklindeki filamentdz fajlarla sinirlidir (Tunail, 2009).
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Bakteriyofajlar, bakterilerin dogal antibiyotikleri ve ¢evrede yaklasik 1:10
oraninda bol miktarda bulunmaktadirlar. Fajlar konake1 hiicre igerisinde gogalma
yetenegine sahip olduklari igin bakteri iizerine faj uygulamalarinda bakterilerin
pargalanmasina ve sonunda bakterilerin Sliimiine neden olurlar (Wong ve ark,
2014; Xu ve ark, 2015). Bugiine kadar faj uygulamalarinin giivenli oldugu ve

insanlar i¢in toksik olmadigi bilinmektedir. Hatta hazir gidalarda biyosanitasyon
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ajanlar1 olarak kullanilan faj firlinlerinin bircogu ABD’de genellikle giivenilir
olarak kabul edilmektedir (Wong ve ark, 2014).

Bazi fajlar sadece belirli bir serovar grubunu enfekte eden ¢ok dar bir
konak araligi sergileyebilirken, digerleri belirli konak tiirlerinin tiim mevcut
suslarinin %95'ine bulagabilir. Temel olarak, farkli fajlar, alici hiicre yiizeyinde
cesitli molekiilleri reseptor baglanma proteinleri ile tanir. Gram-pozitif bakteriler
icin, hedefler teikoik ve lipoteik asitler, hiicre duvar ile iliskili proteinler veya
peptidoglikan olabilir. Gram-negatif bakterilerde ise lipopolisakkarid bilesenleri,
kapsiil antijenleri, pili ve flagella gibi hiicresel uzantilar veya porinler veya
tagiyicilar  gibi  ylizeyle iliskili proteinler faj reseptorleri tarafindan
taniabilmektedir (Lacroix, 2011).

Glintimiizde c¢ok gelismekte olan iilkeler icin Enterobacteriaceae
familyasinda bulunan bakterilerin antimikrobiyallere ve 6zellikle ilaca kars1 direng
gostermeleri biiyiik bir problem olmaya baslamistir. Insan sagliginda ve tarimsal
uygulamalarda gereksiz antibiyotik kullanimi nedeniyle antibiyotiklere karsi
diren¢li mikroorganizmalar ortaya ¢ikmistir. (Gonzalez-Escobedo ve Gunn, 2013).

Bakteriyofaj terapisinin 20. ylizyilin baslarinda ortaya ¢iktigi rapor
edilmistir. Mikrobiyal hastaliklarin tedavisinde Penicillin ve diger antibiyotiklerin
kolay kullanim1 ve olumlu etkilerinden dolay1 yarim yiizyil boyunca bakteriyofaj
tedavisine ¢ok az ilgi gosterilmistir (Xu ve ark., 2015). Bakteriyofaj terapisi, son
yillarda 6n plana ¢ikan bir yontemidir. Konaga 6zgii bakteriyofajlarin kullanimu,
zoonotik bakterileri kontrol etmek i¢in uygun maliyetli ve uygulanabilir bir
yaklasim olarak goriilmektedir. Fajlar antibiyotiklerle kiyaslandiginda birgok
avantaja sahiptirler. Genellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin neden oldugu
komensal bagirsak florasinin (dysbiosis) dengesizligini Onleyerek yalnizca
hedeflenen alt grupta ¢ogalirlar. Ayrica, hedeflenen bakteri mevcut oldugu siirece
cogalir ve dogal olarak kendilerini sinirlandirirlar. Bir ¢ok caligmada canli
hayvanlarda ve gida yilizeylerinde zoonotik patojenlere kars1 fajlar kullanilmustir.

Hem Campylobacter hem de Salmonella fajlar1 kanathi hayvan digki ve tavuk
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ciftligi ortamindan kolayca izole edilebildigi gibi terapétik olarak kullanildiginda
besin zincirine herhangi bir katkisi yoktur. Bakteriyofaja duyarsiz mutantlarin
(BIMs) ortaya ¢ikisi, uzun siire faj tedavisinin kisith kullanimina neden olmustur.
Bununla birlikte, antibiyotik gibi kemoterapotik ajanlardan farkli olarak fajlar
kendilerini konakgilarinin savunmalarma karst siirekli gelistirirler ve direncli
bakteriler genellikle duyarli olan bakterilere goére fajlara daha az uygun ve
Oldiiriicii etkisi daha az olur (Atterbury ve ark., 2007).

Bakteriyofajlarin antibiyotiklerden daha avantajli olduklar1
diisiiniilmektedir. Bakteriyofajlar sadece kendilerine 0zgii patojenleri hedef
almakta ve bu nedenle normal bagirsak mikrofloras: etkilenmemektedir. Ozellikle
bakteriyofajlar, konakg¢i bakteri i¢inde kendi kendini kopyalayarak bakteriyi
oldiirebilmektedir. Bakteriyofajlar, canli hayvanlarda zoonotik patojenlere karsi
kullanilmis ve bu durumda, bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde faj terapisinin
antibiyotikler kadar etkili olabilecegi gosterilmistir (Bao ve ark., 2011).

Hayvancilikta da yaygin olarak tedavi ve biiyiimeyi tegvik etmek amaciyla
antibiyotik kullanimi antibiyotiklerin hayvanlar ve onlardan da insanlara gegisi ile
zaman iginde mikroorganizmalarin antibiyotiklere direncinin artmasina neden
olmustur. Bakteriyofaj uygulamasi ile bakteriyel enfeksiyonlarin kontrolil
antibiyotik tedavisinden daha iistiin bulunmustur (Xu ve ark, 2015). Fajlar
(bakteriyel viriisler) antibiyotiklere karsi potansiyel ve giivenli bir alternatif olarak

degerlendirilmekte ve onerilmektedir (Augustine ve ark, 2013).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Cesitli Gida ve Klinik Orneklerden Salmonella spp. izolasyonu Uzerine
Yapilan Calismalar

Mcbride ve ark (1980) tavuk kesimhanelerinde kontaminasyona neden olan
en Onemli asamalardan birinin tanklardaki haglama islemi oldugunu belirtmis ve
haslama tanki girisinde tavuklarda %3-96, i¢ organlar ¢ikarildiktan sonra %0-69,
sogutma tanki ¢ikiginda %0-96 diizeylerinde Salmonella spp. tespit etmislerdir. Bu
sonuglara gore tavuklarin kesimhaneye gelmeden 6nce Salmonella’lar ile yiiksek
oranda kontamine olduklarini ve bu durumun kesimhanede de devam ettigini
belirtmislerdir.

Var ve Evliya (1995) Adana'da yaptiklar1 bir ¢alismada tavuk, bildircin ve
ordek yumurtalarinin kabugu, aki ve sarisinda Salmonella taramasi yapmiglar ve
tavuk ve Ordek yumurtalarinin sadece kabugunda bu mikroorganizmaya
rastlamiglardir. Bildircin yumurtasinda ise yumurta kabugunun yanisira sarisi ve
akinda da Salmonella izole etmislerdir.

Bekar ve ark. (1993) 1990-1993 yillar1 arasinda Ankara, Istanbul, Izmir ve
Adana bolgelerindeki "Tavuk Mezbahalarinin Salmonella Yoniinden Taranmasi",
caligmasi kapsaminda Etlik Hayvan Hastaliklar1 Arastirma Enstitiisii’nde 1704 adet
ornek calismiglardir. Calisma kapsaminda toplam 86 adet Salmonella susu izole
edilmis ve bunlarin da 55'inin Salmonella Enteritidis oldugu bildirilmistir.

Veldman ve ark (1995) yaptiklari ¢alismada, ¢ogu paketlenmis 646 kanath
ve gida tiriiniinde %12.7 oraninda Salmonella spp. izole etmislerdir.

Ergiin ve ark. (1997) 1993-1996 yillar arasinda kesim sartlari, teknik ve
hijyenik a¢idan birbirinden farkli, biri kamu, 3’i 6zel sektore ait 4 tavuk
mezbahasinda yaptiklar1 ¢alimada 465 6rnegi gida kaynakli patojenler yoniinden
incelemiglerdir. Bu orneklerde %5.16 oraninda Salmonella spp. tespit edildigini

bildirmislerdir.
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Guerra ve ark.’nin (2000) 1989-1998 yillar1 arasinda yaptiklari ¢alismada
Ispanyol Asturias eyaletinden izole edilen en sik nontifoidal serotipleri temsil eden
333 Salmonella susunun 15 antimikrobiyal madde i¢in direng profilleri
cikarilmistir ve 9 referans sus analiz edilmistir. Biitiin suslarin amikasin,
seftazidim, siprofloksasin ve imipeneme antibiyotiklerine duyarlilik gdsterdigi
belirlenmistir. En sik goriilen direng tipleri siilfadiazin, tetrasiklin, streptomisin,
spektinomisin, ampisilin ve kloramfenikol (%46'dan %22'ye) oldugunu tespit
etmislerdir.

Carl1 ve ark. (2001) broiler ve yumurtaci tip piliglerde yaptiklari ¢alismada
Salmonella Enteritidis, Salmonella Agona, Salmonella Thompson, Salmonella
Sarajane suglarini izole ettiklerini bildirmislerdir.

Aksakal (2003) Van Bolgesinde yaptigi c¢alismada tavuk diski
orneklerinden izole ettikleri 28 (%7) Salmonella susunun 10 (%35.71)unu
Salmonella Gallinarum, 10 (%35.71)’unu Salmonella Enteritidis, 6 (%21.43)’sim
Salmonella Corvallis, 1 (%3.57)’ini Salmonella Typhimurium ve 1 (%3.57)’ine de
Salmonella Agona olarak tanimlamigtir. Hindi digki 6rneklerinden ise 20 (%)5)
Salmonella susu izole ettiklerini, izole edilen suslarin 9 (%45) unun Salmonella
Enteritidis, 4 (%20)’tiniin Salmonella Augustenborg, 3 (%15)’iniin Salmonella
Anatum var. O15+, 2 (%10)’sinin Salmonella Gallinarum, 1 (%5)’inin Salmonella
Virchow, ve 1 (%5)’inin de Salmonella Cambridge oldugunu belirtmistir. Bildircin
digk1 Orneklerinde sadece bir adet (%0.05) Salmonella Gallinarum susu izole
edildigini devekusu diskilarindan ise Salmonella izole edilemedigini belirtmistir.

Uyanik ve Yazgi (2009) yaptiklar1 arastirmada, Mayis 2004-Eyliil 2007
tarihleri arasinda Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuarina gonderilen
kan ve diski 6rneklerinden izole edilen 35 Salmonella susunun serotiplendirilmesi
ve c¢esitli antibiyotiklere duyarhiliklarinin belirlenmesi kousunda g¢alismiglaridr.
Izole edilen 35 susun Salmonella antiserumlar1 (Denka Seiken, Japonya) ile
tiplendirilmesi yapilmistir. Bu suslarin trimetoprim-siilfametoksazol, ofloksasin,

ampisilin, kloramfenikol, seftriakson ve nalidiksik aside karsi duyarliliklar1 disk
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diffiizyon yontemiyle degerlendirilmistir. Uzun zamandir salmonellozis
tedavisinde kullanilan kloramfenikol, trimetoprim-siilfametoksazol ve kinolon
grubu antibiyotiklerin tedavi segenekleri arasindaki yerini korudugunu
belirtmislerdir.

Lertworapreecha ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada Giiney Tayland’daki
domuz etlerinden, tavuklardan ve sebzelerden izole edilen Salmonella enterica’nin
antimikrobiyal direngliligini arastirmuslardir. Salmonella’nin yayginligini domuz
icin %82, tavuk i¢in %67.5 ve taze sebzeler icin %46 olarak belirtmisler, sebze ve
domuzlardan elde edilen Salmonella’nin en yiiksek direngliligi tetrasikline
gosterdigini, tavuk etinden elde edilen izolatin en yiiskek direngliligi ise
streptomisine gosterdigini bildirmislerdir. 31 domuz ve 32 tavuk 6rneginden elde
edilen izolatin MDR (Multidrug resistant) yani birden ¢ok ilaca diren¢li suslar
oldugunu ancak sadece sebzelerden izole edilen 7 izolatin 2 veya daha fazla
antimikrobiyal ilaca diren¢li oldugunu belirtmislerdir.

Ahmed ve Shimamoto (2014) Misir’daki et ve siit iiriinlerinde yaptiklar
calismada Salmonella enterica, Escherichia coli O157:H7 ve Shigella spp.
izolasyonu yapmislar ve molekiiler karekterizasyonu ortaya koymuslardir. 800’1 et
ve 800’1 siit iiriinii olmak iizere 1600 gida iriini kiiltiirel ve PCR yontemi ile
aragtirmig. 69’unda S.enterica, 54’tinde E.coli O157:H7 ve 27’sinde Shigella spp.
bulundugunu belirtmislerdir. S.enterica ve Shigella spp.’nin et {riinlerinde
E.coli’nin ise siit iirtinlerinde daha ¢ok bulundugu bildirilmistir.

Kaushik ve ark., (2014) Hindistan Patna’daki yerel marketlerden toplanan
tavuk etleri ve inek siitlerinde Salmonella varligini arastirmislar, 228 tavuk eti ve
142 siit iirlinii olmak tizere 370 6rnekten 65’inde (tavuk eti igin 54/228, inek siitii
igcin 11/142) Salmonella pozitif olarak bulunmustur. Tavuk etlerinden elde edilen
izolatlarin serotiplemesi yapildiginda %6.1°1 S. Typhimurium, %2.6’s1 S. Newport,
%1.7°si S. Gallinarum ve %0.4’1 S. Enteridis, S. Infantis ve S. Worthington oldugu
belirtilmistir. Inek siitiinden elde edilen izolatlarin %2.1'nin ise S. Galinarium,

%1.4"liniin S. Newport oldugunu bildirmislerdir.
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Bayhan ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada hastalarin diski,
kan ve idrar kiiltiirinde iireyen Salmonela tiirlerinin serotip dagilimi ve antibiyotik
direng durumu degerlendirilrmistir. Salmonella suslar1 akut gastroenteritin neden
oldugu dehidratasyon diginda hastaneye yatig ve intravendz antibiyotik tedavisi
gerektiren degisik klinik tablolara neden olmaktadir. Salmonella serotip dagilimi ve
antibiyotik direnci izleminin siirdiiriilmesinin, Salmonella suslarinin neden oldugu
ciddi  enfeksiyonlarin  tedavisinin  planlanmasinda  yararli  olabilecegi
vurgulanmistir.

Tarabees ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada 100 adet ¢ig tavuk eti
orneginde Salmonella spp. izolasyonu yapmuslar. Izole ettikleri Salmonella
izolatlarii biyokimyasal ve serolojik testler ile tanimlamiglar. Ayrica, izole edilmis
serovarlar, enfeksiyonda rol oynadigindan siiphelenilen viriilans genlerinin
varligmin tespiti i¢in multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak
incelediklerinde S. Enteritidis iki 6rnekte (% 2) izole edilirken, S. Typhimurium ii¢

ornek (% 3) tavuk etinden izole edildigini bildirmislerdir.

2.2. Cesitli Gida ve Klinik Orneklerden izole Edilen Salmonella Biyofilmi ile
flgili Yapilan Cahsmalar

Joseph ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada gida isletmelerindeki
farkl yiizeylerde (paslanmaz celik, plastik vb.) Salmonella’nin biyofilm olusturma
yetenegi ve iodofor ve hipoklorit gibi sanitizerlere olan direncinin planktonik
hiicrelerle karsilastirmasi yapilmustir. Salmonella biyofilm yapisinda bulunan
hiicrelerin planktonik hiicrelerle karsilagtirildiginda sanitizerlere daha direngli
oldugu bildirilmistir.

Prouty ve ark. (2002) Salmonelle spp.’nin safra tasi ylizeyi ile etkilesimini
ve biofilm olusturma yetenegini arastirmislardir. Arastirmalar1 sonucunda
Salmonella'nin 14 giin iginde ekzopolisakkarit tabakasi olusturarak safra tasi

ylizeyine yapistig1 ve biyofilm yapisi olusturdugunu tespit etmislerdir.
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Stepanovic ve ark. (2004) 122 Salmonella spp. ve 48 Listeria
monocytogenes susunun plastik yiizeylerinde biofilm olusturma kabiliyetini
aragtirmiglardir.  Aragtirmalarinin ~ sonucunda biitiin ~ Salmonella spp. ve
L.monocytogenes suslarinin  uygun ortamda biyofilm olusturdugunu ancak
Salmonella spp.’nin L.monocytogenes suslarina goére daha ¢ok biyofilm
olusturdugunu belirtmiglerdir. Salmonella’nin  zayif besi ortamlarda ve
L.monocytogenes suslarinin ise zengin besi ortamlarda daha fazla biyofilm
olusturdugunu bildirmislerdir.

Janssens ve ark. (2008) kirmizi alglerin sentezlemis oldugu bromlu
furanonlarm S. enterica serovar Typhimurium biyofilmi olusumuna karst
aktivitelerini test etmislerdir. Farkli konsantrasyonlarda, furanonun Salmonella
biyofilm olusumunu inhibe ettigini bildirmislerdir.

Wong ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 3 giinliik bir biyofilm ve
planktonik Salmonellamin farkli maruz kalma siirelerinde dezenfektanlara
duyarliligim1 kargilagtirmislar ve 3 giinliik Salmonella biyofilmlerinin, planktonik
Salmonella'ya kiyasla, benzalkonyum kloriir, klorheksidin glukonat, sitrik asit,
kuaterner amonyum bilesikleri, sodyum hipoklorit (SH) ve etanol
dezenfektanlarina kars1 daha az duyarli oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica diisiik
SH konsantrasyonlarinin, yiiksek konsantrasyonlarda SH ile karsilastirildiginda, 3
giinliik bir biyofilm kargisinda daha etkili oldugunu gosterdigini bildirmislerdir.

Klug ve ark. (2011) dis ve implantlardan kazima ydntemiyle biyofilm
izolasyonu yaptiklar1 ve confocal laser scanning mikroskop altinda inceledikleri
caligmada agiz yoluyla giren gesitli biyofilmleri tespit etmislerdir.

Abdallah ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada, insan ve tavuklardan izole
ettikleri Salmonella serotiplerinin hidrofobik polistiren, polivinilklorid (PVC) ve
cam yiizeylerinde biyofilm olusturmalarini degerlendirmistir. Kantitatif biyofilm
analizleri farkli Salmonella serotiplerinin %54.54 oraninda gii¢lii bir biyofilm
iretimi ile polistiren {izerinde biyofilm olusturmanin miimkiin olabilecegini

gostermisglerdir. Sonug olarak Salmonella serotiplerinin, hidrofobik ve hidrofilik
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endiistriyel yiizeylerde biyofilm olusturabildigini ve bu ylizeylerde Salmonella
biyofilm olusumunun gida giivenligi agisindan sakincali bulundugunu ve halk
sagligi riskini artirdigini bildirmislerdir.

Nunez ve ark. (2014) biyofilm gelismesinde Onemli bir sinyal olan
(p)ppGpp'min bloke edilmesiyle c¢alisan giiclii bir anti-biyofilm 1018 peptidi
tanimlamiglardir. Peptit tedavisinin biyofilm olusumunu tamamen oOnledigi ve
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae dahil olmak iizere hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriyel
patojenlerin temsili suslarinda olgun biyofilmlerin giderilmesine yol acgtigini
bildirmislerdir.  Metisiline  direngli ~ Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium ve Burkholderia kenocepacia iizerine peptitin diisiik seviyelerinin
biyofilm yayilmasina yol agtig1 gozlenirken daha yiliksek dozlarin biyofilm
icerisinde bulunan hiicrelerin 6limiini tetikledigini tespit etmislerdir.

Isoken (2015) taze lahana ve 1spanaktan toplam 82 Salmonella spp. izole
etmis ve bu Salmonella spp. izolatlarinin birgok antibiyotige karst direng
gosterdigini tespit etmis ve bu izolatlarin ayni zamanda biyofilm olusturma

yeteneginin bulundugunu bildirmistir.

2.3. Cesitli Fajlarin Konakgilar1 Uzerine Etkilerinin Arastirildigy Calismalar

Goode ve ark. (2003) Salmonella enterica’nin Enteritidis alt tiirii ve
Campylobacter jejuni ile kontamine edilmis tavuk derisinde yaptiklari ¢aligmada
Salmonella enterica’nin P22, HTint ve Campylobacter jejuninin 29C
bakteriyofajlarmin  inokiile edilen mikroorganizmalar iizerine  etkisini
gozlemisglerdir. Antibakteriyel faj aktivitesini 4 °C’de saptamislar ve hedef
hiicrelerin %95’ inin 61diigiinii belirlemislerdir.

Flynn ve ark. (2004), Tokyo Enstitiisii’'nden temin ettikleri litik pp01 faj1
ile biiylikbas hayvan ciftliginden izole ettikleri e11/2 ve e4/1c olmak iizere 3
bakteriyofaj ile olusturduklari faj kokteylini kullanarak etlerde E. coli O157:H7
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kontaminasyonunu azaltmak icin yaptiklar1 ¢alismada, bu kokteylin 9 Ornegin
7’sinde etkili oldugunu bulmuslardir.

Higgins ve ark. (2005), yaptiklar bir ¢calismada, belediye atik sularindan
Salmonella enteritidis PT 13A varhiginda PHL4 faji izole etmislerdir. Tavuk
karkaslarinin yikama sularina ve tavuk karkaslarma 10°, 10', 10* ve 10’ kob/ml
konsantrasyonlarinda S. enteritidis inokiilasyonunu takiben, ytkama sularmna 10° ve
10" pob/ml, tavuk karkaslarma 10% 10%, 10* ve 10" pob/ml konsantrasyonunda
PHL4 faj1 ilave etmislerdir. Tavuk yikama sular1 ve tavuk haglama sular ile
gerceklestirilen uygulamalarda 10%, 10* ve 10° pob/ml konsantrasyonlari herhangi
bir azalma saglamazken 10° ve 10'° pob/ml konsantrasyonlarmm Salmonella
miktarinda azalma sagladigini gozlemislerdir.

Mclaughlin ve ark. (2006) Misisipi'de atik sulardan ve domuz
giibrelerinden Salmonella bakteriyofajlar1 izole etmislerdir ve cift agar tabakasi
(DAL) plak yontemi ile test ettikten sonra bakteriyofajlar1 Salmonella Enteritidis
ve Typhimurium suglari, Citrobacter, Escherichia, Proteus, Providencia ve
Serratia izolatlarmma etkilerini incelemisler ve Salmonella Enteritidis ve
Typhimurium suslarinda plak olusumu gozlemisler ve bakteriyofajmm Salmonella
suslarina etki ettiklerini belirtmislerdir.

Atterbury ve ark. (2007) 2004-2005 yillar1 arasinda tavuk ¢iftikleri,
kesimhane ve atik sulardan 232 Salmonella bakteriyofaji izole etmisler ve en fazla
konake1 araliginda olan 3 bakteriyofajin tavuk etinde bulunan ¢ ¢esit Salmonella
tiuriiniin:  Salmonella enterica serotipleri: S. Enteritidis, S. Hadar ve S.
Typhimurium kolonizasyonunu azaltmak igin etkisine bakmuslar. Ilk faj 24 saat
i¢cinde S. Enteritidis kolonizasyonu lizerinde >4.2 log;o kob ile hepsinden daha fazla
etkisini gosterirken ikinci faj 24 saat i¢inde sadece S. Typhimurium kolonizasyonu
iizerinde >2.19 log;o kob azalma gergeklestirmis ve iiclincii faj ise S. Enteritidis
kolonizasyonu iizerine 2.52 log)y kob etki, S.Typhimurium kolonizasyonu iizerine
3.48 log;y kob etkili ve sadece S. Hadar iizerinde etkisiz oldugunu tespit

etmislerdir.
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Kocharunchitt ve ark. (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada izole ettikleri iki
Salmonella bakteriyofajinin (SSP5 ve SSP6) yonca tohumlarina asilanmis olan
Salmonella Oranienburg fiizerindeki etkisine baktiklarinda 3 saat sonra asilanan
Salmonella Oranienburg iizerinde 1 logl0 kob g ' azalma gosterdigini tespit
etmisler. Ancak 3 saatten fazla muamele edilen Salmonella’larin biiytimesi
iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip olmadigini bildirmiglerdir. Ayrica fajlarin
kalict olarak direngli olan Salmonella gelisiminin, tohumda veya in vitro
miicadelede belirgin olmadigini ve spesifik olmayan bir fajin biyolojik kontrol i¢in
kullanimin1 zorlagtirabilecegini bildirmislerdir.

Heringa ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada Salmonella suslarina 6zgii
bakteriyofajlarin1  kanalizasyon atiklarindan izole ve karakterize etmigler.
Salmonella enterica serotip Typhimurium ile asilanmug siitlerde bes tiir
bakteriyofaj karisimi uygulamiglar ve 4 saat igerisinde Salmonellanin 2-log
azalmasina neden oldugunu bildirmislerdir.

Bao ve ark. (2011) tavuk isletmelerinin su atiklarindan g¢ift tabakali agar
yontemiyle izole ettikleri iki farkli Salmonella Pullorum’un spesifik
bakteriyofajlarin1 sirasiyla PSPu-95 ve PSPu-4-116 13'iin Salmonella Pullorum
klinik 6rnekleri iizerinde antimikrobiyal etkisine bakmislardir. PSPu-95 fajinin
Salmonella Pullorum izolatinin 17'sinde (% 85) litik etkiye sahip oldugu ve PSPu-
4-116, 14 izolat iizerinde bir litik etki (% 70) gosterdikleri bildirilmistir.

Hungaro ve ark. (2013)’nin tavuk derisinde S. enteritidis sayisini
azaltmada bakteriyofajlar1 ve klasik kimyasal ajanlar1 kullandiklar ¢aligmalarinda,
tavuk digkilarindan 5 adet faj izole edilmis, tanimlanmig ve biyosanitizer olarak
secilmistir. Bu bakteriyofajlarin Podoviridae familyasina ait olduklar tespit
edilmistir. S. enteritidis ile kontamine edilen tavuk derisi 6rnekleri (1x10°
kob/cm?), faj kokteyli ve biyokimyasal ajanlarla muamele edilmis, her iki durumda
ortalama 1 log kob/cm” azalma oldugu belirtilmistir.

Augustine ve ark. (2013) tarafindan yapilan calismada tavuk sindirim

sistemi Salmonella faj izolasyonu i¢in kaynak olarak kullanilmis ve izole ettikleri
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®SP-1 fajim1 galismalarinda kullanmak iizere se¢misler ve transmission elektron
(TEM) mikroskobunda goriintiileyerek Podoviridae ailesine ait oldugunu
bildirmiglerdir. Sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu gibi farkli fiziksel ve kimyasal
kosullarda, se¢gmis olduklart ®SP-1 fajinin {iretimi ve bu fajin yasayabilirliginin
kosullarin1 optimize etmek igin analiz etmislerdir. 40°C sicaklik, 8 pH degeri ve
0,25 M NaCl varliginin faj adsorpsiyonu ig¢in optimum kosullar oldugunu ve 50
°C'de 3 dakikaya kadar Salmonella ®SP-1 fajimmin canli kalabildigini
bildirilmislerdir.

Wong ve ark. (2014) tavuklarda Salmonella enterica, S. Typhimurium
serovarinin biyolojik kontrolii i¢in kullanilan ve litik bir bakteriyofaj olan ®stl
fajin1 tavuk diskisindan basarili bir sekilde izole etmislerdir.

Kumar ve ark. (2017) Salmonella'ya 6zgii bakteriyofajlari domuz ve kiimes
hayvanlarinin farkli 6rneklerinden izole etmislerdir, Bu ¢alismada, kisitlama enzim
analizi ve transmisyon elektron mikroskobu yardimiyla 5 farkli bakteriyofajdan
PSP 4, PSP 5 ve PSP 7 olarak adlandirilan fajlarin Siphoviridae ailesine ve PSP 1/
PSP 6 olarak adlandirilan fajlarin Podoviridae ailesine ait olduklarini tespit
etmisler ve tamimlanan tiim faj genomlarinin yaklasik 42 kbp uzunlugunda
oldugunu bildirmislerdir.

Gong ve Jiang (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada ¢elik tizerinde Salmonella
hiicreleri ve  biyofilmlerinin  azaltilmasi ig¢in  bakteriyofaj etkinligini
degerlendirmislerdir. Bakteriyofaj ile muamelenin etkinligi (10*-10° PFU / mL)
baslangigta 96 kuyucuklu mikroplakada olusturulmus olan gii¢li Salmonella
biyofilmlerine kars1 degerlendirilmistir. Ardindan, laboratuvar kosullarinda
paslanmaz c¢elik ylizeylere yapisan Salmonella'y1 azaltmak icin bakteriyofaj ile
muamele (10° PFU / mL) 7 giin boyunca uygulanmustir. Bakteriyofaj muamelesi ile
96-kuyucuklu mikroplakada biyofilm olusumunun inhibisyonu ve Onceden
olusturulmug biyofilmin azaltilmasi, sirasiyla % 90 ve % 66 olarak bulunmustur.

Arastirmacilar bakteriyofajlarin hem laboratuvar hem de sera kosullarinda sert
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ylizeylerde bulunan Salmonella vejetatif hiicresi ve olusan biyofilmlerinin
azaltilmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir.

Duc ve ark. (2018) yaptiklari bir ¢alismada tavuk derisinden Myoviridae
and Siphoviridae ailesinde yer alan 18 litik faj izole edip bunlarin 5 tanesinini
kokteyl seklinde S. Enteritidis ve S. Typhimurium ile kontamine edilmis ¢ig tavuk
gogiisi tizerinde 8° C ve 25° C ‘da muamele etmisler. Sirasiyla 8° C ‘da agilanan
Salmonella bakterisinde 1.41 ve 1.86 log kob/par¢a azalma ve 25° C ‘da sirasiyla
3.06 ve 2.21 log kob/parca azalma gosterdigini bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada Salmonella suslarina 6zgii umut
verici bir faj adayi taramislar ve siit, sosis ve marul gibi bazi yiyeceklerde
Salmonella'nin azaltmasmi arastirmuglardir. Bir atiksu aritma tesisinden, nehrin
yakinindaki bir kanalizasyondan, bir goliin yakinindaki ¢iftlik hendeklerinden ve
kiimes hayvani ¢iftliginden toplam 58 Salmonella faji izole etmisler. Bunlarin
arasinda, LPST10, LPST18 ve LPST23 olarak adlandirilan fajlarin Salmonella
Typhimurium ATCC 14028'i yok etmede oldukca etkili oldugunu bildirmislerdir.
Ozellikle, faj LPST10, tiim test edilen Salmonella Typhimurium ve Salmonella

Enteritidis suslarina giiclii bir sekilde etki ettigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada Salmonella izolasyon i¢in Adana ilinde satigsa sunulan farkli
bolgelerden 191 adet gida 6rnegi (but, kanat ve gégiis olmak iizere 24 tavuk 6rnegi,
kas, deri ve bagirsak olmak {izere 63'i balik 6rnegi, kus basi ve dana kiymasi
olmak tizere 22 kirmizi et rnegi, 72'si yer fistigi ve 10'u ¢esitli sebze olarak marul
ve maydonoz), 37 adet gida isletmesinden Ornekler (isletmede bulunan tiim
malzeme ve ekipman yiizeyleri), 9 adet su 6rngi (Seyhan nehri, Seyhan baraj golii,
sulama kanali, kanalizasyon sulari ve siit isletmesi atik sular1) ve Cukurova
Universitesi Balcali Hastanesi genel cerrahi boliimii ve dis hekimligi béliimiinden
68 adet klinik ornegi (431 safra tast ve 25'1 dis plagi), toplamda 296 ornek
materyal olarak kullanilmistir.

Salmonella bakteriyofaj izolasyonu i¢in Adana’da bulunan Seyhan nehri,
Seyhan baraj golii ve kanalizasyon sular1 olmak {izere 8 farkli yerden temin edilen
su ornekleri alinmistir. izole edilen bakteriyofajlar tanimlanmis ve arastirmada faj
ornekleri olarak kullanilmistir. Bunun yam sira Salmonellex™ faji ticari olarak
Micreos Food Safety (Hollanda) firmas ile imzalanan protokoliin ardindan temin
edilmistir. C.U. Balcal1 hastanesi genel cerrahi bdliimiinden alinan safra taslar1 ve
dis hekimligi polikliniginden alinan dis drnekleri Salmonella biyofilm izolasyonu
icin kullanilmastir.

Arastirmamizda kullanilmak iizere temin edilen klinik ornekler igin etik
raporu da alinmistir.

Referans sus olarak Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis
(ATCC® 13076™) temin edilmistir.

3.1.1. Besiyerleri
Kullanilan tiim kat1 ve sivi besiyerleri piyasadaki firmalarda temin edilmis

ve uygulamadan hemen once hazirlanmis ve taze olarak kullanilmigtir.
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3.1.1.1. Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228.0500)

Tamponlanmig Peptonlu Su, ISO tarafindan Onerilen metotta 6n
zenginlestirme amaciyla kullanilmistir. Besiyerinden 5.73 g alinarak 225 ml
distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika

sterilize edilmistir (Merk, 2000).

3.1.1.2. Rappaport-Vassiliadis Salmonella broth (Merck 1.07666.0500)
Rappaport-Vassiliadis Salmonella broth, Salmonella'ya 6zgii segici sivi
besiyeridir. Salmonellanin 43°C’da gelismesini saglamak i¢in bu besiyeri
kullanilmaktadir.
Dehidre besiyeri, 42.5 g/L olacak sekilde damitik suya ilave edilmistir ve
eriyince 10 ml olarak uygun tiiplere dagitilmistir, 115 °C’da 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve koyu mavi renktedir. 25°C’da

PH's1 5.240.2 olarak ayarlanmistir (Merk, 2000).

3.1.1.3. Selenite Cystine Enrichment broth (Merck 1.07717.0500)

Selenite Cystine Enrichment broth, Salmonella'ya 6zgii segici sivi besiyeri
olup enterik koliform bakteri ve enterokoklarin gelismesini inkiibasyonunun ilk 6-
12 saatinde baskilarken, Salmonella, Proteus, ve Pseudomonas" etkilememektedir.

Dehidrate besiyeri, 23 g/L olacak sekilde oda sicakligindaki damitik suya
ilave edilip karistirilmistir ve eriyince 9 ml uygun tiiplere dagitilmistir. Besiyerini
erimesi ve sterilizasyonu i¢in kisa siire 60°C’da tutulmustur. Hazirlanmig besiyeri
berrak olup sarimsi renktedir, 25°C’da PH's1 7.0+0.2 olarak ayarlanmistir (Merk,
2000).

3.1.1.4. Hektoen Enteric agar (Merck 1.10230.0500)
Hektoen Enteric agar, Salmonella'ya ozgii segici kati besiyeridir.

Besiyerinden 75 g/L olacak sekilde oda sicakhigindaki damitik suya ilave edilip
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topaklanma olmayincaya kadar karistirilmistir. Sonra agar eriyinceye kadar
kaynar su banyosunda tutulmustur. Sterilizasyon, kaynar su banyosunda
besiyeri eritilirken yapilmistir. Besiyeri 42-43° C'ye soguduktan sonra steril
petri kutularina yaklagik 13-15 ml olarak dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve koyu yesil renktedir, 25°C’da PH's1 7.7+0.2 olarak ayarlanmigtir
(Merk, 2000).

3.1.1.5. Xylose Lysine Deoxycholate agar (Merck 1.05290.0500)

Xylose Lysine Deoxycholate agar, Salmonella'ya 6zgii secici kati
besiyeridir. Besiyerinden 55 g/L olacak sekilde oda sicakligindaki damitik suya
ilave edilip topaklanma olmayincaya kadar karistirilmistir. Sonra agar eriyinceye
kadar kaynar su banyosunda tutulmustur. Sterilizasyon, kaynar su
banyosunda besiyeri eritilirken yapilmistir. Besiyeri 42-43° C'ye soguduktan
sonra steril petri kutularina yaklasik 13-15 ml olarak dokiilmiistiir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve koyu yesil renktedir, 25°C’da PH's1 7.4+0.2
olarak ayarlanmistir (Merk, 2000).

3.1.1.6. Tryptic Soy Agar (TSA)

In vitro (canli hiicre diginda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde
genel kat1 besiyeri olarak kullanilir. Bu ¢alismada, faj titresi hesabinda (base) agar
olarak tercih edilmistir. Tryptic Soy Agar, 15 g Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459)
ve 7.5 g agar (Merck 1.01613) karistirilmasi ile 500 ml olarak hazirlanmustir.

Bilesenler damitik su i¢inde c¢alkalanarak eritilmis ve otoklavda 121° C'de
15 dakika sterilize edilip, steril petri kutularina yaklasik 13-15 ml olacak sekilde
dokiilmiistiir (Merk, 2000).
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3.1.1.7. Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915.0500)

Dehidrate besiyeri, 65 g/L. olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak
(kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karigtirilarak ya da
mikrodalga firin kullanilarak) tam olarak ¢oziindiiriilmiistiir. Coziinmiis besiyeri
standart 16x160 mm tiiplere 7'ser ml olarak dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilmistir. Otoklav ¢ikisinda hemen tiipler 1-1.5 cm yiiksekliginde olacak
sekilde yatirilmig (tiiplin dibinde 2-2.5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinliginda
olacak sekilde) besiyerinin katilagsmasi beklenmistir. Hazirlanmig besiyeri berrak

kirmizi renkli olup 25°C'da PH's1 7.4+0.2 olarak ayarlanmistir (Merk, 2000).

3.1.1.8. Lysine Iron Agar (1.11640.0500)

Dehidrate besiyeri, 32 g/L. olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak
kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak ya da
mikrodalga firin kullanilarak tam olarak eritilmis ve standart 16x160 mm tiiplere
7'ser ml olarak dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav
cikisindan hemen sonra tiipler 1-1.5 cm yiiksekliginde olacak sekilde (tiipiin
dibinde 2-2.5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinligi olacak sekilde) besiyerinin
katilasmas1 beklenmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak mor renkli olup 25°C'da

PH's1 6.7+0.2 olarak ayarlanmistir (Merk, 2000).

3.1.1.9. Simmons Citrate Agar

Dehidrate besiyeri, 25.5 g/L olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak
kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak ya da
mikrodalga firin kullanilarak tam olarak eritilmis ve standart 16x160 mm tiiplere
7'ser ml olarak dagitilip, 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklav
cikisindan sonra tiipler diiz olacak sekilde tutulmus ve besiyerinin katilagsmasi
beklenmistir. Hazirlanmig besiyeri berrak mor renkli olup 25°C'da PH's1 6.6+0.2
olarak ayarlanmigtir (Merk, 2000).
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3.1.1.10. SIM Medium (Merck 1.05470.0500)

Dehidrate besiyeri, 30 g/L. olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak
kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karigtirilarak tam olarak
eritilmis ve standart tiiplere 5'ser ml olarak dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilmistir. Otoklav ¢ikisindan sonra tiipler dik konumda yerlestirilerek
besiyerinin  katilagsmasi beklenmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak renkli olup

25°C'da PH's1 7.2+0.2 olarak ayarlanmistir (Merk, 2000).

3.1.1.11. Ure broth (Merck 1.08483.0500)

Dehidrate besiyeri, 38.5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde topaklanma
olmayincaya kadar karigtirllmistir. Besiyeri, standart tliplere 5'ser ml olarak
dagitilip, tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmis besiyeri
berrak renkli olup 25°C'da PH's1 6.8+0.2 olarak ayarlanmigtir (Merk, 2000).

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

I¢erik g/L
Tripton 10g
Maya ekstrakti 5¢
Sodyum klorid 10g
Agar I5¢g

Yukarida verilen igerik distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanmis ve
sterilizasyondan 6nce pH 7.0 = 0.2‘ye ayarlanmistir. Luria Bertani Broth cam
tiiplere dagitildiktan, Luria Bertani Broth ise agar ilave edilerek hazirlanan agar
otoklavda 121 °C / 15 dakika sterilize edilmistir. LB agar 55 °C ‘ye kadar

sogutulduktan sonra petrilere dokiilmiistiir.
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3.1.1.13. Tuzsuz (NaCl’siz) Luria Bertani (LB) Broth ve Agar

Igerik g/L
Tripton (Neogen MCO005) 10 g
Maya ekstrakti (Neogen MC001) 5g
Agar (Biolife) 15¢g

Yukarida verilen icerik distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanmis ve
sterilizasyondan 6nce pH 7.0 £ 0.2°ye ayarlanmistir. Luria Bertani Broth besiyeri
cam tliplere dagitildiktan ve yine erlen icerisinde Luria Bertani broth'a agar
ekleyerek elde edilen Luria Bertani agar otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize
edilmistir. Kat1 besiyerleri 55 °C‘ye kadar sogutulduktan sonra petrilere

dokilmiistiir.

3.1.2. Cozelti ve Solusyonlar
3.1.2.1. PBS (Fosfat Salin Tamponu)

PBS (Fosfat Salin Tamponu) g/L
NaCl 8g
KCl 0,2¢g
Na2HPO4 1,44 ¢
KH2PO4 0,24 ¢

Yukarida verilen igerik distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanarak 121 °C‘de

15 dk sterilizasyon islemi yapilmugtir.
3.1.2.2. SF (Serum Fizyolojik)

8.5g NaCl 1000 ml distile su icinde ¢oziindiiriilip 121 °C‘de 15 dk

sterilizasyon iglemi yapilmustir.
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3.1.2.3. Alkol/Aseton Cozeltisi
Alkol/Aseton ¢ozeltisinin hazirlanmasinda temiz bir meziir kullanarak 30
ml aseton iizerine 70 ml saf etanol ekleyerek 100 ml'ye tamamlanmigtir. Daha

sonra ¢0zelti kapakli sige igerisine konularak kullaniimistir.

3.1.2.4. %0.8 Agaroz jel
%0.8 Agaroz jel hazirlanmasinda 0.8 g agaroz jel tartilmis ve tizerine 100
ml TAE tampon eklenip eritme islemi mikrodalga’da ¢oziilme gergeklesene kadar

ara ara karistirilarak ¢oziilmiistiir.

3.1.2.5. %10’luk SDS cozeltisi
%10’luk SDS ¢ozeltisi hazirlanmasida 10 g SDS tartilmistir ve iizerine

100 ml saf su eklenip ¢oziilene kadar karigtirilmistir.

3.1.2.6. Tris (1M)
Tris (1M) hazirlanmasi i¢in 121g Tris Base 800 ml distile suda eritilip,
yaklagik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH: 7.6’ya ayarlanarak karisim 1000

ml’ye tamamlanmistir. 121 °C’de 15 dk steril edilmistrir.

3.1.2.7. Tris-EDTA

Tris-EDTA g/L
Tris 121g
EDTA 037¢g

Tris-EDTA hazirlanmar igin yukarida verilen igerik distile su ile 1000
ml‘ye tamamlanmustir. Sterilizasyondan once pH 7.0£0.02 ayarlanmugtir. 121

°C’de 15 dk steril edilmistrir.
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3.1.2.8. %2.5 Glutaraldehide (%25’ten)
%2.5 glutaraldehide hazirlanmasinda %25 olarak satin alinan

glutaraldehide'ten 20 ml alinmigtir ve 180 ml PBS ile 200 ml'ye tamamlanmustir.

3.1.2.9. %1’lik Uranyl acetate

%1'lik uranyl acetate hazirlanmasi i¢in 0.1 g toz halinde satin alinan uranyl
acetate tartilip distile su ile 10 ml‘ye tamamlanmistir. pH 3.5+0.02 ayarlanmustir.
Daha sonra 0.22 por biiyiikliigiinde filtreden gecirilip kullanmak i¢in hazir hale

gelmistir. (Filtrat oda sicakliginda uzun siire karanlik ortamda saklanabilmektedir).

3.1.2.10. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

TBE Stok Solusyonu 10X

Tris Base 121.1¢g
Borik Asit 61.83 ¢
EDTA 584¢g

10X'lik TBE buffer stok solusyonu hazirlanmasinda yukarida verilen igerik
distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dk otoklav da steril

edilmistir. Ph 8.0 ayarlanarak buzdolabinda saklanmustir.

TBE Kullanma Solusyonu 0.5X
10X TBE 50 ml
dH20 950 mL

0.5X TBE kullanim solusyonu hazirlanmasinda stok solusyondan (10X) 50

ml alinip 950 ml saf su ile karistirilarak solusyon hazirlanmistir.
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3.1.2.11. Gel Loading Buffer (6X)

Gel Loading Buffer 6X
Bromfenol Mavisi 25 mg
Siikroz 4¢g
H20 10 ml

6X gel loading buffer yukarida verilen igerik karistirilarak hazirlanmigtir.

3.1.3. PCR
1.1.1.1 Kullanilan Cihazlar
PCR islemi 96 o6rnek kapasiteli Veriti Applied Biosystems (PCR) 9700

termal dongiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

1.1.1.2 Primerler
Biyokimyasal identifikasyon sonucu Salmonella genusuna ait oldugu
dogrulanan suslarin PCR ile tanimlanmasinda kullanilan primerler Tablo 9’da

belirtilmistir.

Cizelge 3.1. PCR isleminde kullanilan primerler

Primer Hedef uzunluk Primer sequence (5—» 3') Amplifikasyon
gen iriinii (bp)

139 (1) invA 26 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
141 (1) invA 22 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC s
Flil5(2) fliC 22 CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT
Typ04 (2) fliC 16 ACTGGTAAAGATGGCT 620
A058 (3)  sefA 21 GATACTGCTGAACGTAGAAGG
A0l (3) sefA 24 GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC 488

Salmonella sp. aranmasi (1), S. Typhimurium tanimlamasi (2), ya S. Enteritidis, S.
Gallinarum ve S. Pullorum (3) i¢in kullanilmaistir.
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1.1.1.3 Elektroforez
Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiileme

islemi Cleaver (nano PAC-300P) marka goriintiileme cihazinda gergeklestirilmistir.

1.1.1.4 Agarose Jel Hazirlanisi

%]1.5 agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1.5 g agaroz (Sigma) tartilip temiz bir
erlen igerisine aktarilmistir. Daha sonra Agaroz iizerine 100 ml TBE (0.5X) buffer
eklenerek karigtirllmistir ve 700 watt mikrodalga firinda yaklagik 3-5 dk kaynatilan
karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutulmustur. Hazirlanmis olan agaroz jel donmadan

dikkatli bir sekilde kullanilmistir.

1.1.1.5 Marker

Salmonella tanimlamasi i¢in marker olarak 100 bp’lik DNA ladder
(Thermo) kullanilmistir.

Bakteriyofaj tanimlamasi i¢in 0.1-200 kb ve 48.5-1,018 kb araliginda olan
iki ayr1 lambda ladder (Biolabs) PFG (pulsed field jel elektroforezi) isleminde

kullanilmastr.

1.1.1.6 Ethidium Bromid
Elektroforez isleminden sonra goriintiileme igin jelin boyanmasinda
kullanilmig olan %1°lik Ethidium Bromid (Sigma) 500 ml 0.5X TBE ile

hazirlanmstir.

3.2. Yontem
3.2.1. Salmonella'min Klasik Yéntem Ile izolasyonu ve Tanimlanmasi
3.2.1.1. Gida Orneklerinden, Gida isletme Yiizeylerinden, Safra Taslarindan
ve Dis Orneklerinden Salmonella izolasyonu
Calisilan gida ornekleri 25 g olarak tartilip parcalanip 6n zenginlestirme

amactyla 225 ml tamponlanmis peptonlu su (Merck) igeren erlenlere koyulmustur.
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Yiizeyden alman oOrneklerde ise steril ekiivyon c¢ubuklart yiizeylerle temas
ettrildikten sonra igerisinde 5 mL tamponlanmis peptonlu su bulunan tiiplere
yerlestirilmistir. Laboratuvar ortaminda en az on defa ekiivyon ucundaki pamuk
tamponlanmis peptonlu suya batirilmistur. On  zenginlestirme asamasinin
devaminda hem gida hem de yiizey 6rneklerinden Salmonella spp. izolasyonunda
ISO 6579 yontemi kullanilmis ve klasik izolasyon ii¢ asamada gergeklestirilmistir.
Tamponlanmis peptonlu su icerisinde homojen bir sekilde karistirilmis olan
ornekler 37 °C 'da 1620 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 0,1
ml alinarak 10 ml Rappaport Vassiliadis Soy broth (RVS) (Merck) igeren tiiplere
konulup 42 °C'de 7 saat inkiibasyona birakilmistir. Ayni kiiltirden 1 ml daha
almarak 9 ml Selenite—Cystine Medium (Merck) iceren tiiplere aktarilarak 37 °C'de
7 saat inkiibasyona birakilmistir (Piknova ve ark., 2002). Inkiibasyonun akabinde
iki ayr1 sivi besiyerinden Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar (Merck) ve
Hektoen Enteric Agar besiyerine siirme ekim yapilarak 37 °C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. XLD agar besiyerinde gelisen merkezi siyah koloniler veya tamamen
siyah koloniler ve Hektoen Enteric Agar (Merck) besiyerinde gelisen merkezi siyah
koloniler veya yesil ila mavimsi-yesil koloniler Salmonella siipheli olarak kabul
edilmistir. Daha sonra dogrulama amaciyla saf halde izole edilen siipheli
kolonilerin biyokimyasal testleri gerceklestirilmistir (GOK, 2005; Anonimous,
2002; Piknova ve ark., 2002).

3.2.1.2. izole Edilen Salmonella’ larin Tanimlamas:
3.2.1.2.(1). Biyokimyasal Tanimlama
3.2.1.2.(1).a. Gram Boyama

Stipeli koloni 6ze yardimiyla alinip temiz bir lam iizerine yayildiktan sonra
bek alevi iizerinde 3 kez fiksasyon yapilmistir. Bir ka¢ damla Kristal Violet
damlatilip 1 dakika boyunca bekletilmistir ve sonra saf su ile yikanmustir. Ikinci
asamada bir ka¢ damla lugol ¢ozeltisi damlatilip 1 dakika beklenip saf su ile

yikanmugtir. Ugiincii asamada 15 saniye boyunca %96’lik Etil Alkolde bekletilip
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saf su ile yikanmistir. Son agama olarak 15 saniye boyunca Sulu Fuksin Cozeltisi
damlatilip saf su ile yikandiktan sonra kurutulup, immersiyon yagiyla 100 liik
objektif altinda incelenmistir. Gram (-) ve g¢ubuk hiicreler degerlendirmeye

almmustir (Tammakritsada ve Todhanakasem, 2012).

3.2.1.2.(1).b. Hareket Testi

Stipheli kolonilere yumusak agar besiyeri igeren dik konumda duran tiipler
icinde hareketlilik testi uygulanmistir. igne uglu 6ze yardimu ile siipheli koloniden
alinip 5 ml SIM medium besiyerine ekim yapilmistir. 18-24 saat siire ile 37 °C’de
inkiibasyona birakilmis besiyerleri, inkiibasyonun sonunda degerlendirmeye
almmustir. Inokiilasyon hattinin yanlarma dogru yayilmis, semsiye goriiniimlii

bulaniklik bakterinin hareketliliginin pozitif oldugunu gostermistir (Merk, 2000 ).

3.2.1.2.(1).c. indol Testi

Hareket testi sonrasinda SIM medium besiyerinde gelismis olan bakterinin
indol testini uygulamak amaciyla 1 ml KOVACS' (Merck) indol ¢ozeltisi eklenip,
karigtinnlmigtir ve tiip kendi haline birakilmistir. En ge¢ 1-2 dakika iginde tiipiin
tizerinde visne curigii renkli halka olusmast pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Merk, 2000 ).

3.2.1.2.(1).d. Sitrat Testi

Stiipeli koloniden 6ze yardimiyla alinip Simon sitrat agar besiyeri ylizeyine
ekim yapilmistir. Besiyeri bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Pozitif sonugta besiyeri yesil renkten mavi renge doniismiistiir. Salmonella Sitrat
negatif oldugundan Sitrat (-) sonuglar degerlendirmeye alinmistir (Tammakritsada

ve Todhanakasem, 2012).
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3.2.1.2.(1).e. Ure Testi

Bir 6ze dolusu koloni alinip Urea Broth besiyerine inokiile edilmistir. 37
°C’de 48 saate kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiip rengi kontrol
edilmistir. Kirmizi renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu ise testin negatif
oldugunu gostermistir. Salmonella Ure negatif oldugundan Ure (-) sonuglar

degerlendirmeye alinmistir (Merk, 2000 ).

3.2.1.2.(1).f. Triple Sugar Iron Agar (TSI) Testi

Igne 6ze yardimiyla siipheli koloniden alinip 6nce besiyerinin dip kismina
kadar saplanip ve sonra besiyerinin yiizey kismina siirme yontemiyle ekim yapilip
37 °C’de 24 saate kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda dip kisimda
besiyerinin renginin sartya doniismesi, orta kisimda siyah renk olusumu H,S pozitif
ve yiizey kisimda besiyeri renginin kirmizi doniismesi Salmonella pozitif olarak

degerlendirilmistir (Merk, 2000 ).

3.2.1.2.(1).g. Lysin Iron Agar Testi

Yatik agar olarak tiiplerde hazirlanmig Lysin Iron Agarin sadece yiizeyine
siirme yontemiyle ekim yapilip 37 °C’de 24 saate kadar inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda besiyerinin dip kisminda menekse rengi, yiizey kisminda
menekse rengi ve orta kisimda siyah rengin olugsmasi (H2S pozitif) Salmonella
pzitif olarak degerlendrilmistir (Merk, 2000 ).

3.2.1.2. (2). API 20E Testi

Calismamizda izole edilen Salmonella spp. stipheli suslar API 20E
(BioMérieux, Fransa) hizli test kitleri kullanilarak incelenmislerdir. Salmonella
spp. siipheli suslar TSA besiyerine ekildikten sonra 37°C sicaklikta 18-24 saatlik
inkiibasyona birakildilar. Aktif hale gelen kiiltiirler 6ze yardimi ile alinarak
%0,85’lik fizyolojik tuzlu su icinde homojenize edilmislerdir. Her bir kuyucuga

agilama yapildiktan sonra API 20 E hizli test kiti ile tanimlama igin test kartlari
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tekrar 37°C sicaklikta 24 saatlik inkiibasyona birakilmigtir. Sonuglar
https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp sitesinde yer alan yazilima gore
degerlendirilmistir. Izolatlarm gosterdigi enzim aktivitelerine gore her bir
kuyucuktaki renk degisimi gozlenerek olusan rengin koyuluguna goére 0-5 arasinda

arasinda degerlendirme yapilmistir (Biomerieux, 2002).

3.2.1.2.(3). Molekiiler Tanimlama
3.2.1.2.(3).a. Kaynatma Yéntemi ile Kolonilerden DNA izolasyonu
Biyokimyasal testlerle dogrulanan Salmonella spp. izolatlari, XLD agarda
iiremis olan kolonilerden bir 6ze yardimiyla alinip Triptic Soy broth'a ekim
yapilmistir ve 24 saat siireyle 37 °© C'de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresi tamamlandiktan sonra 1.5 ml siv1 kiiltiirden ependorf tiipe alinip 5 dakika
boyunca 10,000 rpm'de santrifiij edilmistir. Supernatant kisim atilmistir ve pelet
olarak adlandirilan ¢okelti kisim iki kez steril saf su ile yikandiktan sonra 200 pl
steril saf su ilave edilerek ¢okeltilerin (pelet) homojenize edilmesi igin vorteks
yardimiyla karigtirilmigtir ve 100°C'de 10 dakika boyunca su banyosunda
kaynatilmigtir. Kaynatma isleminin ardindan vortekslenen tiipler 12,000 rpm 'de 5
dakika santrifiij edilmigtir. DNA'y1 i¢eren siipernatant baska bir tlipe aktarilip -20 °
C'de saklanmigtir. Ekstre edilen DNA'nin miktar1 ve safligi bir NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak ayarlanmigtir (Anejo-Okopi ve ark., 2016).

3.2.1.2.(3).b. DNA izolatlarinin amplifikasyonu

PCR'da kullanmak amaciyla 2 pl DNA izolati, 2.5 mM MgCl, 10 mM Tris-
HCI, PH: 8.0, 5 mM KCI, her bir nukleotit'ten 0.2 mM, her pimer'den 0.8 pmol/ml
ve 1 U Taq DNA polimeraz'dan olusan toplam 25 ml bir master miks karisimi
hazirlanmigtir. Her DNA 0Ornegi i¢in ayri ayr1 primer kullanilmistir.
Amplifikasyonlar, Oliveira ve ark. tarafindan modifiye edilmis yontem ile Applied
Biosystems Veriti Thermal Cycler PCR kullanarak yapilmistir. Ik denatiirasyon 5

dakika boyunca 94 °C'de, ardindan 1 saniye boyunca 94 °C'de 35 devir
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denatiirasyon, 1 saniye boyunca 55 °C'de sertlestirme ve 21 dakika boyunca 72
°C'de son bir uzatma yapilmigtir. Son olarak da 72 °C'de 7 dakika uzatmaya
birakilmistir. Amplifikasyon iiriinlerinin elektroforezlerinde (Cleaver; nano PAC-
300P) molekiiler agirlik markorii olarak 100 bp'lik bir ladder'den 4 pl ve her
numune karigimindan 6 ul her bir kuyucuga yiliklenmistir ve %1.2'lik agarose jel
icin elektroforez cihazinda TBE tamponu kullanilarak 40 Voltaj'da 1 saat
yiiriitiilmiistiir. Islem tamamlandiktan sonra 5 mg/ml etidyum bromiir ile 15 dakika
boyunca boyanmistir ve fragmanlar UV 15181 kullanilarak gorsellestirilmistir

(Oliveira ve ark., 2002).

3.2.2. Salmonella Biyofilm izolasyonu ve Tanimlanmasi
3.2.2.1. Safra Taslar1 ve Dis Orneklerinden Salmonella Biyofilm izolasyonu
Cukurova Universitesi genel cerrahi boliimiinden safra taslari ve dis
hekimliginden temin edilmis olan dis 6rneklerinin Salmonella biyofilm yapisini
Scaning Elektron Mikroskobu (SEM) yardimiyla goriintilemek i¢in fiksasyon
islemi yapilmistir. Safra taglar1 PBS ile yikanip %2.5 glutaraldehide iceren PBS’de
2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra preparat ¢ikarilip sirasiyla (25%,
50%, 75%, ve 100%) etanolda kurutulup {izerine altin-palladium tozu eklenmistir.
Fiksasyonu yapilan safra taslar1 SEM mikroskobunda incelenmis ve fotograflari

cekilmistir (Yele ve ark., 2012).

3.2.2.2. Salmonella spp.'lere Biyofilm Olusturulmasi
3.2.2.2.(1). Milroplaka Metodu ile Salmonella spp.'lerin Biyofilm
Olusturulmasi

Gida ve Klinik orneklerinden izole edilmis Salmonella spp. izolatlari
Lauryl Bertani Agar (LB) ve Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD)'la stirme
ekim yapilmis olup 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. LB agar iizerinde
iireyen belirgin bir koloni secilerek, 10 ml tuzsuz LB broth i¢ginde seyreltilmistir.

Tuzsuz LB broth iginde seyreltilmis olan Salmonella spp. McFarland yardimiyla
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0.5 degerinde ayarlanmigtir. LB broth’da bulunan Salmonella spp.’nin 30
mikrolitresi, 96 kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyucugunda bulunan 100 pl LB
w/o NaCl {izerine transfer edilmistir. Mikroplakalar 37°C’da 7 giin boyunca inkiibe
edilmistir. 7 giin icerisinde her 48 saatte bir steril kabin igerisinde oda sicakliginda
dinlenmeye birakilmistir. Daha sonra f{izerine steril ¢ok uglu pipet yardimiyla
mikroplaka kuyucuklarina 130 pl steril taze tuzsuz LB broth eklenmistir. 37°C’da 7
giin inkiibasyondan sonra mikroplakalar bosaltilip, nazikge steril distile su ile
yikanmigtir. Kuyucuklarda olusan biyofilm 130 pl 1% crystal viole ile boyanmustir.
Mikroplakalar boya giderilene kadar 3 kere steril distile su ile yikanmistir. 100 pl
etanol ve 30 pl aseton (70:30 v/v) soliisyonlar1 kuyucuklarin igerisinde Kristal
viyole boyasi ile karistirilmis ve petriler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra optik yogunluk mikroplaka okuyucu cihazinda (Thermo Scientific)
0OD590 ol¢iiliip degerlendirilmistir (Corcoran, 2013).

3.2.2.2.(2). Safra Taslar1 ve Dis Ornekleri Uzerinde Salmonella spp.'lere
Biyofilm Olusturulmasi

Cukurova Universitesi genel cerrahi boliimiinden temin edilen safra taslari
ve dis hekimliginden temin edilmis olan dis 6rnekleri lizerinde Salmonella spp.’nin
biyofilm olusturma isleminde; steril cam petri igine yerlestirilmis temiz bir lam
tizerine koyulan Safra taglar1 ve dis 6rnekleri, klinik ve gida 6rneklerinden izole
edilen Salmonella spp. suslari ile asilanmistir. Daha sonra safra taglari i¢in % 30
OX safra i¢eren Lauryl Bertani (LB) broth ve disler i¢in tuzsuz LB broth besiyeri
kullanilmig ve kullanan drnekler 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Her 24 saatte
bir safra taglar1 ve digler 1x fosfat buffer salin (PBS) ile iki kez yikanmistir ve
kullanilan LB broth besi ortamlar1 degistirilmistir. Her besiyeri degisiminde
refakat¢i mikroorganizmalart baskilamak amaciyla yeni LB broth’a 50 pg/ml
ampicillin, 25 pg/ml chloramphenicol, 10 pg/ml tetracycline ve 45 pg/ml

kanamycin antibiyotikleri ilave edilmis ve gece boyunca 37 °C’de calkalanarak
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inkiibe edilmigtir. Biyofilmlerin gelisme donemleri 4 ile 18 giin arasinda

degismekte oldugundan isleme 18 giin devam edilmistir (Prouty ve ark., 2002).

3.2.2.2.(3). Salmonella biyofilmlerin tammlanmasi
3.2.2.2.(1).a. Scaning Elektron Mikroskobuyla (SEM) Biyofilmlerin
Tanimlanmasi

Safra tas1 ve dis Ornekleri fiksasyon amaciyla PBS ile yikanip %2.5
glutaraldehide iceren PBS’de 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
preparat ¢ikarilip sirastyla (25%, 50%, 75%, ve 100%) etanolda kurutulup tizerine
altin-palladium tozu kaplamak i¢in kaplama cihazina (Q150R Plus) koyulmustur.
Fiksasyonu yapilan safra taslarn SEM mikroskobunda (Quanta FEG 650)
incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir (Yele ve ark., 2012; Uchida ve ark., 2014;
Qin ve ark., 2014; Wong ve ark., 2010; Gonzalez-Escobedo ve Gunn, 2013).

Sekil 3.1. A: kaplama cihazt (Q150R Plus). B: Scaning Elektron Mikroskobu
(SEM) (Quanta FEG 650).
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3.2.3. Salmonella Bakteriyofaj izolasyonu ve Tanimlanmasi
3.2.3.1. Salmonella Bakteriyofaj izolasyonu

Salmonella bakteriyofaj izolasyonu ig¢in Adana’da bulunan Seyhan nehri,
Seyhan baraj golii, sulama kanali ve kanalizasyon sulari olmak tizere 8 farkli
yerden su Ornekleri alinmigtir. Alinan su 6rnekleri en kisa zamanda laboratuvara
getirilmistir. Getirilen 6rneklerden 25 ml su 6rnegi analize alinmig ve 4°Cde, 15
dakika boyunca 15,285x g devirde santrifiijj (Beckman Coulter; Made in USA)
edilmis ve tistte kalan kisim 0,22 um por biiyiikliiglindeki filtreden (Millex®- GP;
Filter Unit) gecirilmistir. Filtratin 5 ml’si, 5 ml TSB (Tryptic Soy Broth) ve 0,1 ml
Salmonella spp. (daha 6nce gida ve su orneklerinden izole edilmis) ornegi ile
karistinnlmigtir. Bu karigim bir gece boyunca 37°C’de calkalamali inkiibator
icerisinde homojenize bir sekilde inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyondan sonra
bakteri 4°C’de, 10 dakika boyunca 15.285x g devirde santrifiijlenerek parcalanan
bakterilerin  ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Ustte kalan kistm 0.22 pm  por
biiylikliiglindeki filtreden tekrar gecirilmistir. Filtreden gecen bakteriyofaj
aktivitesi Salmonella’nin bulundugu TSA (Tryptic Soy Agar) tizerine 10 pul olacak
seklinde damlatilarak test edilmistir. Petriler 37°C de 18 saathik inkiibasyon
sonunda plak olusumu i¢in kontrol edilmistir. Lizis pozitif plaklar izole edilip ¢ift

tabakal1 agar metodu ile saflastirilmigtir (Bao ve ark., 2011).

3.2.3.2. Cift Tabaka Agar Metodu file Salmonella Bakteriyofaj Titresinin
Hesaplanmasi

Besiyeri tlizerinde yaygin bir sekilde tabaka olusturan bakteri igerisinde
plak iireten bir fajin, konakgisini lize edebilme yetenegi yani faj titresi genellikle
klasik plak olusturma denemesi olan ¢ift tabaka agar teknigi kullanilarak
Olgiilmektedir.

Calisma sirasinda kullanilacak olan Salmonella spp. suslarinin 10 ml TSB
(Tryptic Soy Broth) iginde 37 °C’de 18 saat siire inkiibasyona birakilarak

McFarland 0.5 hiicre konsantrasyonuna ulagincaya kadar yeniden iiremeleri
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saglanmistir. Istenen konsantrasyona ulasmak icin NaCl c¢ozeltisi ile seri
diliisyonlar1 hazirlanmugtir.

Bu ¢alismada Salmonella bakteriyofajmm 10°, 10°, 107, 10% 10° ve 10"
pob/ml olmak iizere 6 farkli konsantrasyonun etkisini incelemek amaciyla % 0.85
NaCl soliisyonu ile seri diliisyonlar1 hazirlanmistir.

Cift tabaka agar tekniginde yumusak agar ve base agar kullanilmis olup alt
agar olarak TSA, iist agar i¢in % 0.75 agar iceren TSB ile hazirlanmis yumusak
agar kullanilmistir. Otoklav sonrast donmamasi i¢in yumusak agar, 45 °C’ye ayarlt
su banyosunda kullanim 6ncesinde bekletilmistir.

3 ml hacimli yumusak agara 6nce 100 ul Salmonella spp. suslari ardindan
100 pl 10° - 10" araligindaki farkli konsantrasyonlara seri olarak seyreltilen
faj’dan 100 pl eklenerek vortekslenmis ve faj ile bakterinin karigmasi saglanmaistir.
Daha Onceden hazirlanan ve igerisinde TSA bulunan petriler iizerine yukarida
anlatildig1 sekilde yumusak agar karisimi dokiilmiis ve agarlarin katilagmalar i¢in
petriler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan petriler 37 °C’de 18-24
saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan fajin tek tek diistiigii noktalarda bakterinin lize
olmas1 sonucu olusan ¢iplak gozle goriilebilir smirlar1 belli, yuvarlak plaklar
(seffaf/berrak zonlar) sayilarak sayim sonucu PFU/ml olarak belirtilmistir

(McLaughlin ve ark., 2006).

3.2.3.3. izolasyonu Yapilan Salmonella Bakteriyofajinin Saflastirmasi

Faj varlig1 saptanan faj siispansiyonlarindan bakteriyofaji saflagtirmak igin
3.2.3.2'de anlatildig1 sekilde c¢ift tabakali agar metodu kullanilmis ve tek plak
diisiiriilmiistiir. Faj siispansiyonlarinin 10°’ya % 0.85 NaCl soliisyonu kullanilarak
1:10 diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra, her bir diliisyondan 0.2°ser ml alinmis ve
igerisinde 0.2°’ser ml 4 saatlik konakgi bakteri bulunan steril eppendorf tiiplere
almmustir. Adsorpsiyon i¢in oda sicakliginda 10 dk beklendikten sonra, faj-bakteri

karisimi 3 ml yumusak agar (TSB+ % 0.75 agar-agar- 45 °C’de bekletilmis) i¢ine
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katilip hafifce karistirilmigtir. Daha sonra bu karisim onceden petri kaplarinda
hazirlanmis TSA (Tryptic Soy Agar) iizerine dokiiliip homojen bir dagilim
saglandiktan sonra 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda olusan faj plaklariin tek tek diistigii bir bolgeden tek bir faj plagi steril
enjektdr ucuyla kesilip, 5 ml TSB (Tryptic Soy Broth) icine alinmistir ve
vortekslenerek fajlarin TSB igine ge¢mesi saglanmistir. 4 saatlik konake1 kiiltiirden
tekrar 0.1 ml almarak bu tip igine pipetlenmis ve adsorpsiyonun
gergeklesmesinden sonra 5 ml daha TSB eklenmistir. 37° C’de 18 saat
inkiibasyonun ardindan hiicre artiklarini uzaklastirmak i¢in 5000 rpm’lik santrifiij
islemi 10 dk siire ile uygulanmistir. Elde edilen siipernatant, 0.45 pm porlu
filtrelerden gegirilip %10 kloroform eklenerek saf faj filtrat1 elde edilmis ve diger
analizler i¢in kullanilmistir (Acar, 2007).

3.2.3.4. Saflagtirilmis Salmonella Bakteriyofajinin Tamimlanmasi
3.2.3.4.(1). Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Ile Bakteriyofajlarin
Tanimlanmasi

Salmonella bakteriyofajinin hiicre morfolojisinin incelenmesinde, negatif
boyama yontemi kullanilmigtir. Bu amagla Grid yiizeyi siyah bir zemin olusturmak
i¢in karbon ile kaplanmustir. incelenecek bakteriyofaj yapisinin daha belirgin
goriintiilenmesi icin de % 1 uranil asetat kullanilarak Transmisyon Elektron
Mikroskobunda (TEM)(JEOL; JEM-1400) Bar: 50-100 nm’de goériintiilenmistir
(Augustine ve ark., 2013).

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) igin bakteriyofaj preparatinin

hazirlanmasi Sekil 3.1.'de verilmistir.
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/ Yiiksek titrede Salmonella bakteriyofaj \

Karbon gride emdirilir (50 saniye)
J  Hassas bir gekilde kurutma kagidiyla
fazla suyu cekilir
ddH,O0 ile yikanir (30 saniye)
J  Hassas bir sekilde kurutma kagidiyla
fazla suyu ¢ekilir
%1 Uranyl acetat boyasi gride emdirilir (50 saniye)
U Hassas bir sekilde kurutma kagidiyla
fazla suyu ¢ekilir
ddH,O ile yikamir (30 saniye)
U Hassas bir sekilde kurutma kagidiyla
fazla suyu ¢ekilir

Hazirlanan karbon grid preparati 80 kv TEM kullanarak 180,000 X biiyiitme
giiciinde incelenerek faj goriintiilemesi yapihr.

Sekil 3.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) i¢in bakteriyofaj preparatinin
hazirlanmasi.

3.2.3.4.(2). Faj genom biiyiikliigiiniin belirlenmesi

Fajlarin genom boyutlar, pulsed field jel elektroforezi (PFGE) ile
Olgiilmiigtiir. Saflagtirllmis faj DNA pluglann (1:1), %1.4 (w /v) erimis PFGE
dereceli agaroz ile karistirilarak yapilmistir. Faj DNA'sin1 ¢ikarmak i¢in DNA
pluglart proteinaz K (0.1 mg mL-1) ve lizis tamponu ile muamele edilmistir. Daha
sonra yapilacak analizler i¢in 4 °C'de 0.5 x Tris EDTA'da (TE) depolanmustir. izole
edilen faj DNA'sinin safligin1 saglamak icin PFGE ile test edilmistir. Tiim pluglar
goriintiileme sistemi kullanilarak PFGE jel {izerinde 18 saat boyunca 4.5 volt/cm
kullanarak 5 ila 120 saniye 15°C'te yiiriitiilmiistiir. Islem tamamlandiktan sonra 5
mg/ml etidyum bromiir ile 15 dakika boyunca boyanmistir ve fragmanlar UV 15181

kullanilarak gorsellestirilmistir (Akhtar ve ark., 2014).
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3.2.4.1. Salmonella Vejetatif Hiicreleri Uzerine Bakteriyofajlarin Etkisi
Bakteriyofaj filtrati, Tryptone Soy Agar (TSA)'a 0.1 ml ekilen vejetatif

Salmonella spp.’ler tizerine 10 pl miktarinda nokta seklinde damlatilmis ve petriler

37°C de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda bakteriyofajlarin lizis

etkisi ¢iplak gdzle kontrol edilmistir (Tunail, 2009; Knezevic ve Petrovic, 2008).

3.2.4.2. Salmonella Biyofilmi Uzerine Bakteriyofajlarin Etkisi
3.2.4.2.(1). Mikroplakada Gelistirilen Salmonella Biyofilm Uzerine Salmonella
Bakteriyofajlarinin Etkisi

Mikroplakalarda olusturulan Salmonella biyofilmi iizerine bakteriyofajlarin
etkileri incelenmistir. Bu amagla bir Salmonella bakterisi, en fazla ii¢ giinliik bir
agar yiizeyinden tek bir koloni olarak alinip Tryptic Soy Broth (TSB)’da 37°C' de,
120 rpm' de, 18 saat siireyle aktiflestirilmistir. Aktiflestirilmis Salmonella bakterisi
1/100 oraninda TSB ile sulandirilmistir ve 96 kuyucuklu steril diiz tabanh
mikroplakanin iki sirasina 0.2 ml konularak, 37 °C’de 24 saat aerobik olarak
inkiibe edilmistir. Siire sonunda mikroplaklar OD590’ da okutulup daha sonra
bakteriyofajla muamele edilmistir. Biyofilmin azalma etkisini gérmek igin
Salmonella bakteriyofaji 6. saatte ve 24. saatte bir Salmonella biyofilm ile
muamele edilmistir. ilk olarak, kuyucuklardaki planktonik bakteriler yeni bir
mikroplakaya aktarilmis ve OD590'da absorbans degeri dl¢lilmiistiir. Kuyucuklar
daha sonra fosfat tamponlu salin (PBS) ile iki kez yikanip hem numune direng testi
hem de total kuyucuga tutunmus biyomasin miktarin belirlenmesinin yapilmasi
amaciyla % 1 kristal viyole ile boyanmigtir. Biyofilmin OD590 degerinde kantitatif
Olclimiiniin yapilabilmesi i¢in, kuyucuktaki kristal viyolenin ¢dziilmesi amaciyla
susuz etanol kullanilmistir. Her bir 6 ve 24 saatte, iistte kalan sivi kisimdaki faj
titresinin belirlenmesinde ¢ift tabaka agar yontemi kullanilmistir. Bu ¢alisma {i¢
tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Her 24 saatte bir kuyucuktaki besiyeri
(TSB)nin yaris1 kadar taze TSB eklenerek isleme devam edilmistir. Bu islem

yapilirken biyofilme zarar verilmemesine dikkat edilmistir. Ayni zamanda
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bakteriyofaj etkisinin sinirlandirilmasi i¢in yapilan kisitlama iglemi igin biyofilm
yikanma asamasi da dikkatle yapilmigtir.

Salmonella bakteriyofajinin  Salmonella biyofilm tizerinde etkisinin
gosterilmesi analiz 96 kuyucuklu mikroplaka iizerinde iki ayri giinde ve en az 2
tekrar olacak sekilde yapilmistir. Sonuglarin ortalamasi alinmustir ve Salmonella
bakteriyofajin Salmonella biyofilm iizerine etkisinin ytlizdesi her faj seyreltisi i¢in
asagida yazilan formiile gore hesaplanmistir;

Biofilm Azalma Etkisi% = (OD Kontrol — OD islem gormiis) ~ OD Kontrol x 100
(Hosseinidoust ve ark., 2013; Gong ve Jiang, 2017)

3.2.42.(2). Safra Tasi ve Dis Plaklarn Uzerinde Salmonella Biyofilm
Gelistirilmesi ve Salmonella Bakteriyofajlarinin Olusturulan Biyofilmler
Uzerine Etkisi

Cukurova Universitesi genel cerrahi boliimiinden temin edilen safra taslari
ve dis hekimligi polikliginden temin edilmis olan dis orneklerine 3.2.2.2(2)'de
anlatildig1 sekilde biyofilm yaptirilmis ve sonrasinda safra taglart ve dis ornekleri
yiizeyinde yaptirilmis olan Salmonella biyofilm {izerinde inhibisyon etkisine
bakmak tizere 100ul bakteriyofaj eklenmistir. Her bir Salmonella bakteriyofji ile
muamele edilmis olan safra taglar1 ve dis Ornekleri 6 ve 24 saat olmak {izere
37°C'de, 120 rpm'de inkiibasyona birakilmistir. Safra taslar1 ve dis 6rnekleri 6 ve
24 saat inkiibasyon sonunda fiksasyon amaciyla PBS ile yikanip %2.5
glutaraldehide iceren PBS’de 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
preparat ¢ikarilip sirastyla 25%, 50%, 75%, ve 100% etanolda kurutulup kaplama
cihazinda (Q150R Plus) iizerine altin-palladium tozu eklenmistir. Fiksasyonu
yapilan safra taglar1 SEM mikroskobunda (Quanta FEG 650) incelenmis ve
fotograflart ¢ekilmistir (Prouty ve ark., 2002; Yele ve ark., 2012; Uchida ve ark.,
2014; Qin ve ark., 2014; Wong ve ark., 2010; Gonzalez-Escobedo ve Gunn, 2013).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Salmonella'nin Klasik Yontem ile izolasyonu ve Tanimlanmas:

Arastirma kapsaminda 2 tekerriirlii olarak calisilan toplam 296 adet gida
isletmesi (isletmede bulunan tiim malzeme ve ekipman yiizeyleri), gida (tavuk,
balik, kirmiz1 et, yer fistig1 ve sebzelerden), su (Seyhan nehri, gol, kanalizasyon
sular1 ve siit isletmesi atik sular1) ve klinik (safra tasi ve dis plaklari) 6rnekleri

kullanilmigtir. Ornekler Salmonella tiirlerinin varlig1 agisindan incelenmistir.

4.1.1. Gida, Klinik ve Su Orneklerinde Salmonella izolasyonu
4.1.1.1. Siipheli Salmonella spp.'lerin Koloni Morfolojileri

Calismada, iki farkli segici kati besiyeri olarak Xylose Lysine
Deoxycholate agar (XLD) ve Hektoen Enteric Agar (HE) kullanilmistir. XLD agar
besiyerinde 2-4 mm ¢apinda, tipik siyah merkezli ve seffaf zonlu koloniler ve HE
agar besiyerinde mavi-yesil ve tipik siyah merkezli koloniler Salmonella spp.
olarak degerlendirmeye alimmustir. Sekil 4.1’de  XLD Agar’da goriilen siipheli
Salmonella spp.kolonileri verilmistir.

Sekil 4.1. XLD Agar’da siipheli Salmonella spp. kolonilerinin goriintiisii
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Bu aragtirmada incelenen 296 ornekten izole edilen siipheli Salmonella

spp. varligi 6rnek dagilimina gore Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerden izole edilen siipheli Salmonella spp. izolatlarmin
orneklere ve alinan yerlere gore dagilimi

Ornek Adi Ornek Sayisi Salmonella spp.
Gida igletmesi 37 + (12/37)
Beyaz et 24 +(22/24)
Gida Kirmizi et 22 +(12/22)
Balik 63 -
Yer fistig1 72 -
Sebzeler 10 -
Gol, Kanal
Atik su 9 +(3/9)
atik Sular
Klinik Safra tas1 43 -
Dis plagi 25 +(2/25)
Toplam 296 (51/296)

+: Pozitif, -: Negatif

Calisilan 6rneklerden gida isletme yiizeyleri, tavuk eti (gogiis, kanat, but ve
tim tavuk) ve kirmizi et (kiyma ve kusbasi) olmak {izere 78 Ornekte siipheli
Salmonella spp. varligi goriilmistiir. Ayrica, bazi su ve dis 6rneklerinde de siipheli
Salmonella spp. kolonileri goriilmiisken, safra tasi, balik, yer fistig1 ve sebzelerde

Salmonella spp. varligina rastlanmamustir.
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Kaushik ve ark (2014) yaptiklar1 ¢caligmada 228 tavuk eti ve 142 pazar siitii
orneginden Salmonella izolasyonu yapmiglar ve toplam 370 Ornekten
biyokimyasal reaksiyonlara dayanarak Salmonella, tavuk etinde % 23.7 (54/228)
ve siit orneklerinde % 7.7 (11/142) pozitif olarak bulunmustur (Kaushik ve ark.,
2014).

Heinitz ve Johnson (1998) balik ve su {iriinlerinden olusan toplam 156
ornegin sadece 5' (%3.2) inde Salmonella spp. tespit ettiklerini bildirmislerdir
(Hemitz ve Johnson, 2016).

4.1.1.2. Gida, Klinik ve Su Orneklerinden izole Edilen Siipheli Salmonella
spp.’lerin Hiicre Morfolojileri

Koloni goriintiileri beklenen o6zelliklere sahip olan siipheli Salmonella
spp.’lere hiicre morfolojilerinin arastirilmasi igin Gram boyama yapilmistir ve
yapilan gram boyama sonuglarina bakarak ¢ubuk seklinde ve gram negatif hiicre
morfolojisine sahip Salmonella spp.'lerin izole edildigi yerler ve 6rnek kodlart

Cizelge 4.2.”de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Gida, Klinik ve Su Orneklerinden izole edilen ve gram boyama sonucu
stipheli Salmonella spp. olarak belirlenen 6rnekler ve izolasyon

kaynaklar1
*GB: Gida Beyaz et Ornegi, G: Gogiis, K: Kanat, B: But, TT: Tiim tavuk, Ki: Kiyma, Ku: Kuzusbas1, i: Isletme,
Izolasyon Ornek Izolasyon Ornek Izolasyon Ornek
kaynaklar1 kodu kaynaklar kodu kaynaklar kodu
"GBK1 "GKKi3 “Glyii2s
"GBK2 "GKKi4 £ “Glyii26
*GBK3 "GKKi5 g “Glyii27
"GBK4 "GKKi6 = “Glyi28
*GBK5 "GKKi7 2 *Glyii29
"GBK6 "GKKi8 % “Glyii33
"GBK7 "GKKi9 o “Glyii34
*GBKS "GKKil0 = “Glyiss
"GBBI "GKKill “Glyii37
= "GBB2 = "GKKil2 “KDH3
: *GBB3 2 *GKKul “KDH4
% "GBB4 § "GKKu2 “KDH5
= "GBBS5 "GKKu3 “KDH6
) "GBB6 "GKKu4 “KDH9
2 "GBB7 "GKKu5 B "KDHI0
"GBBS8 "GKKu6 % “KDH11
"GBBY "GKKu7 S TKDHI2
*GBBI10 "GKKu8 £ “KDH14
"GBTTI "GKKu9 “KDHI19
"GBTT2 *GKKul0 “KDH20
"GBTT3 “Glyiil KDH22
"GBTT4 “Glyi2 “KDH24
"GBG1 . “Giyiil1 “KDH25
“GBG2 G;?i?z?ylleet:e “Glyils "'Sekl
Kirmuz Et *GKKil *G¥y1"116 Su Ornekleri ***Sc.kZ
GKKi2 Glyii23 Sd.k

yii: Yiizey “K: Klinik Oenegi, D: Dis, H: Hasta, ™S Su Ornegi, c.k: Cemalpasa Kanalizasyon, d.k: Dilberler
sekisi Kanalizasyon

Cizelge 4.2'de goriildiigii gibi, koloni morfolojisi incelemesi sonucu 78
stipheli Salmonella spp.lere uygulanmis gram boyama sonucunda supheli

Salmonella spp. olarak 78 izolatin tamaminin Salmonella spp. oldugu gériilmiistiir.
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4.1.1.3. Gida, Klinik ve Su Orneklerinden izole Edilen Siipheli Salmonella
spp.’lerin Biyokimyasal Olarak Tanimlanmalari

Koloni morfolojisi ve hiicre morfolojisi incelemeler sonucunda tespit
edilen 78 siipheli Salmonella spp. izolatinin dogrulanmasi amaciyla izolatlara
hareketlilik, indol, H,S, sitrat, D-Glukoz gaz iiretimi, D-Glukoz asit iiretimi, laktoz
ve flre testleri uygulanmis ve stipheli Salmonella spp. izolatlarin 51'inin

dogrulamasi yapilmistir. (Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3. Sipheli Salmonella izolatlarina uygulanmis bazi biyokimyasal
tanimlama testleri

Ornek Biyokimyasal Testler
No.  Harcketllik indol H,S Sitrat D Ciukoz D-Glukoz ', ior  Ure
(Gas) (Asit)

‘GBKI1 + - + + + + - -
‘GBK2 + - + + + + - -
‘GBK3 + - + + + + - -
‘GBK4 + - + + + + - -
‘GBK5 + - + + + + - -
‘GBK6 + - + + + + 3 -
“GBK7 + - + + + + - -
‘GBKS + - + + + + - -
‘GBBI + - + + + + - -
‘GBB2 + - + + + + - -
‘GBB3 + - + + + + - -
“GBB4 + - + + + + - -
‘GBBS + - + + + + - -
"GBB6 + - + + + + - -
"GBB7 + - + + + + - -
"GBBS + - + + + + - -
‘GBTT1 + - + + + + - -
‘GBTT2 + - + + + + - -
‘GBTT3 + - + + + + - -
‘GBTT4 + - + + + + - -
‘GBGl1 + - + + + + - -
‘GBG2 + - + + + + - -
"GKKi3 + - + + + + - -
"GKKi4 + - + + + + - -

[o)}
=
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Cizelge 4.3. Siipheli Salmonella izolatlarina uygulanmis bazi biyokimyasal
tanimlama testleri (devami)

"GKKi7 + - + + + + - -
"GKKi8 + - + + + + - -
“GKKill + - + + + + - -
“GKKil2 + - + + + + - -
‘GKKul + - + + + + - -
"GKKu2 + - + + + + - -
"GKKu5 + - + + + + - -
"GKKu6 + - + + + + - -
"GKKu9 + - + + + + - -
"GKKul0 + - + + + + - -
“Glyiil + - " + + + - -
"Glyii2 . - + + + + - -
"Glyiil6 - - + + + + } )
“Glyii25 + - + + + + - -
“Glyii26 + - +* + + + - -
“Glyii27 < - + + + + - -
“Glyii28 + £ + 4 T + ; )
“Glyii29 + - + + + + - -
"Glyii33 + - + + + + = -
"Glyii34 + - + + + + ; )
"Glyii3s + - + + + + - -
“Glyii37 + - + + + + - -
“KDH4 + - + + + + - -
“KDHS5 + - + + + + - -
ekl + - + + + + - -
"Se.k2 + - + + + + - -
""Sd.k + - + + + + - -

*GB: Gida Beyaz ei*Omegi, G: Gogiis, K: Kanat, B: But, TT: Tiim tavuk, Ki: Kiyma, Ku: Kuzusbagt, I:
Isleyme, yii: Yiizey K: Klinil Oenegi, D: Dis, H: Hasta, ~S: Su Ornegi, c.k: Cemalpasa Kanalizasyon, d.k:
Dilberler Kanalizasyon, + : Pozitif, - : Negatif

Cizelge 4.3’te goruldugi gibi cizelge 4.2'de incelenen 78 adet siipheli
izolatin 51'inde hareketlilik pozitif, indol negatif, H,S pozitif, sitrat pozitif, D-
Glukoz gaz iiretimi pozitif, D-Glukoz asit iiretimi pozitif, laktoz negatif ve {iire
negatif olduklar1 gériilmiis ve bunlarin sonucunda bu 51 izolatin Salmonella spp.
dogrulanmistir. Dogrulamasi yapilan 51 Salmonella spp. izolatinin 22’sinin beyaz
et (8'1 kanat, 8'1 but, 4'ii tiim tavuk ve 2'si gégiis), 12'sinin kirmizi et (6's1 kiyma ve
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6's1 kus basi), 12'si gida isletmesi ekipman yiizeyleri, 2'si dis ve 3'di su 6rneginden
izole edildigi tespit edilmistir.

Ormneklerden Salmonella spp. izolasyonunda 2 farkli selektif kati
besiyerinde koloni morfolojisi Salmonella spp. gibi goriinen fakat biyokimyasal
test sonucunda Salmonella spp olarak dogrulanmamis 27 izolatin refakatgi
mikroorganizmalar oldugu gériilmiis ve bunlardan 4'G Shigella, 3'i Klebsiella, 6's1

Proteus, 4'i E.coli, 8'i Citrobacter ve 2'si Ps. aeruginosa olarak tanimlanmuigtir.

4.1.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Salmonella spp.'lerin Tiir
Bazinda Tanimlanmasi

Arastirmamizda klasik PCR ydntemleri ile identifikasyonlar1 yapilan 51 (%
17.22) Salmonella spp. izolatinin PCR ¢aligmalarinda invA'ya 6zgii 139 (1) ve 141
(1) primer g¢iftleri kullanilarak Salmonella spp.'lerin molekiiler tanimlanmasi
yapilmistir. DNA ekstraksiyon islemleri Anejo-Okopi ve ark. (2016) tarafindan

bildirilen protokole gore yapilmistir.

4.1.1.4.(1). Salmonella spp.'lerin invA Genini Hedeflemekte Olan 139 (1) ve
141 (1) Primer Cifti Kullanilarak Tamimlanmasi

Yapilan testler sonucunda invA'ya 6zgii primer ¢ifti kullanilarak izolatlarin
sp. diizeyinde PCR'"1 yapilarak dogrulanmistir ve 284 bp biiyiikliigiinde molekiiler

agirlikli bant goriintiileri Sekil 4.2.'de verilmistir.
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Sekil 4.2. invA'ya ozgii 139 (1) ve 141 (1) primer ¢ifti kullanilarak yapilan
Salmonella spp.'nin pozitif drneklere ait jel goriintiisii. M:100 bp DNA
ladder, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14: Salmonella spp. pozitif
ornekler. N.C : Negatif Kontrol, P.C : Pozitif Kontrol.

Sekil 4.2.'de gorildiigi gibi invA'ya 06zgii primer ¢ifti kullanilarak
tanimlanan 51 izolatin tamami Salmonella spp. olarak tespit edildikten sonra aym
izolatlarin alt tiirlerinin saptanmasi i¢in ayrica Salmonella Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum i¢in iki ayr1 primer ¢ifti kullanilmstir.
Calismada Salmonella Typhimurium ig¢in filC genine 6zgii Fli 15 (2) ve Typ04 (2)
primer ¢ifti ve S. Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum iginse sefA genine 6zgii

A058 (3) ve A01 (3) primer ¢ifti kullanilmustir.

4.1.1.4.2). filC genine o6zgii Fli 15(2) ve Typ04(2) Primer cifti kullanilarak
Salmonella Typhimurium'un Tamimlanmasi

Yapilan testler sonucunda filC'ye 6zgii Fli 15 (2) ve Typ04 (2) primer g¢ifti
kullanilarak izolatlarin PCR" yapilmis ve S.Typhimurium varligr dogrulanmustir.

Biiyiikliigii 620 bp olan molekiiler agirlikli bant goriintiileri Sekil 4.3."te verilmistir.
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Sekil 4.3. filC' genine 6zgii Fli 15 (2) ve Typ04 (2) primer ¢ifti kullanilarak
Salmonella Typhimurium'un pozitif 6rneklere ait jel gortintiisii. M:100
bp DNA ladder, 6: Salmonella Typhimurium pzitif 6rnekler, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14 ve 15 Salmonella Typhimurium negatif 6rnekler. N.C :
Negatif Kontrol, P.C : Pozitif Kontrol.

4.1.1.4.(3). sefA genine 6zgii A058(3) ve A01(3) Primer Cifti Kullanilarak S.
Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum 'un Tanimlanmasi

Yapilan testler sonucunda sefA genine 6zgii primer ¢ifti kullanilarak 51
izolatin PCR" yapilmig ve sefA geni igeren ve 488 bp molekiiler agirlikli bant
goriintiisii elde edilen S. Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum olarak sadece 1
ornek pozitif bulunmustur. Biiyiikliigi 488 bp molekiiler agirlikli bant goriintiisii

Sekil 4.4."te verilmistir.
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Sekil 4.4. sefA'ya 6zgii A058(3) ve A01(3) primer gifti kullanilarak S. Enteritidis,
S. Gallinarum ve S. Pullorum'un pozitif 6rnege ait jel goriintiisii. M:100
bp DNA ladder, 4: S. Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum pozitif 6rnek,
1,2,3, 56,7,8,9, 10, 11, 12, 13 ve 14: negatif ornekler. N.C : Negatif
Kontrol, P.C : Pozitif Kontrol.

Sekil 4.4'de goriildigii gibi sefA'ya 6zgii A058(3) ve A01(3) primer cifti
kullanilarak S. Enteritidis, S. Gallinarum ve S. Pullorum'un pozitif olarak 1 6rnek
dogrulanmis ama serovar olarak tanimlamasi yapilamamigtir. Bu tamimlama daha
once uygulanan biyokimyasal test ve hareketlilik sonuglar1 degerlendirilerek
devam ettirildiginde; gaz olusturan ve hareketli olarak tespit edilen bu bir izolatin
S. Enteritidis oldugu goriilmiistiir.

Oliveirve ark. (2002), kiimeslerden topladiklar1 6rneklerde Salmonella spp.
varligmi arastirdiklari ¢aligmada yontem olarak klasik yontem ile PCR-RV
yontemini karsilagtirmiglardir. PCR yonteminde invA geni ile Salmonella spp.
tanimlanirken yine kiimes hayvanlarinda siklikla karsilasilan, S. Enteritidis (SE), S.
Gallinarum (SG), S. Pullorum (SP) i¢in sefA genini ve S. Typhimurium (ST)'un
tanmimlamasinda filC genini hedef alan primerler kullanarak arastirmalarini
yapmiglardir. PCR-RV yo6nteminin genel Salmonella ve Salmonella Typhimurium

tanimlanmasinda kesin sonu¢ verdigini fakat S. Enteritidis, S. Gallinarum ve S.
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Pullorum'un PCR pozitif 6rneklerine serovar tanimlamasi gerektiginde standart
klasik metodla devam edilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Malorny ve ark. (2003) uluslararast proje kapsaminda yaptiklar1 bir
caligmada bes ana gida patojeni tespiti i¢in 43 Salmonella susu ve 47 diger patojen
guruplarinda Salmonella tiirlerine 6zgii dort primer setini degerlendirmisler ve en
secici primer seti olarak invA genini hedef alan 139-141 primer ¢ift oldugunu tespit
etmislerdir.

Anejo-Okopsi ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢calismada Nijerya'da bulunan
18 tavuk isletmesinden 80 6rnek toplayarak Salmonella izolasyonu ve
tanimlamasini yapmuglar ve genel Salmonella tanimlamasi igin PCR metodu ile
invA gen spesifik primerlerini bagariyla kullanmiglardir. kullandiklari metodun
verimli oldugu ve Salmonella spp.'nin tespiti i¢in tanimlamalarda alternatif bir

yontem olarak daha hizli olabilecegini belirtmislerdir.

4.1.1.5. Gida, Klinik ve Su Orneklerinden izole Edilen Siipheli Salmonella
spp.’lerin API 20E Test Kiti fle Tanimlanmasi

Aragtirmamizda klasik PCR yontemleri ile identifikasyonlar1 yapilan 51
adet Salmonella spp. pozitif izolatinin tamaminin tiir diizeyinde tanimlanmast igin
API 20E test kiti ve API web tamimlama yazilimi (Biomeriux, France)
kullanilmgtir.

PCR yontemi ile tanimlanan Salmonella spp. siipheli izolatlara API 20 E
test kiti kullanilarak tiir diizeyinde yapilan inceleme sonuglari Cizelge 4.4.’de

verilmistir.
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Cizelge 4.4. PCR yontemi ile tanimlanan siipheli Salmonella spp. izolatlarmim API
20E test kiti ile dogrulanmast

Ornek
No

PCR

API Test

Ornek
No

invA gen

API Test

“GBK1

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKill

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBK2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKil2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBK3

Salmonella spp.

Proteus mirabilis

"GKKul

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBK4

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKu2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBK5

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKu5

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBK6

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKu6

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBK7

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKu9

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBKS

Salmonella spp.

Salmonella enterica

B

GKKul0

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBB1

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“Glyiil

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBB2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"Glyii2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBB3

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"Glyiil6

Salmonella spp.

Salmonella spp.

“GBB4

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“Glyii25

Salmonella spp.

Salmonella spp.

"GBB5

Salmonella spp.

Salmonella spp.

"Glyii26

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBB6

Salmonella spp.

Salmonella spp.

"Glyii27

Salmonella spp.

Salmonella enterica

*GBB7

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"Glyii28

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBBS

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"Glyii29

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“GBTT1

Salmonella spp.

Salmonella enterica

ssp. arizonae

"Glyii33

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBTT2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"Glyii34

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBTT3

Salmonella spp.

Salmonella spp.

"Glyii35

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GBTT4

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"Glyii37

Salmonella spp.

Salmonella spp.

‘GBG1

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“KDH4

Salmonella spp.

Proteus mirabilis

“GBG2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

“KDH5

Salmonella spp.

Proteus mirabilis

"GKKi3

Salmonella spp.

Salmonella ser

Pullorum

s

Sc.k1

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKi4

Salmonella spp.

Salmonella ser

Pullorum

s

Sc.k2

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKi7

Salmonella spp.

Salmonella spp.

""Sd.k

Salmonella spp.

Salmonella enterica

"GKKi8

Salmonella spp.

Salmonella spp.

ATCC®
13076™

Salmonella spp.

Salmonella enterica
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Cizelge 4.4 incelendiginde bu 51 izolatin 3'liniin Proteus mirabilis oldugu
tespit edilmistir.Geriye kalan 48 Salmonella izolatinin tamami tir bazinda
tanimlanamamigken 39 6rnegin Salmonella enterica oldugu ve alt tiir olarak beyaz
etlerden izole edilen Salmonella spp.'nin Salmonella enterica ssp. serovar Arizonae
ve kirmizi etlerden izole edilen iki izolatin Salmonella serovar Pullorum olarak
tanimlandig1 goriilmiistiir.

PCR yontemi ile invA genini hedefleyen ¢ift primer kullanilarak yapilan
tanimlamada 51 izolatin tamaminin 284 bp uzunlugunda bantlara sahip ve
Salmonella spp. pozitif oldugu goriilirken, API 20E test kiti kullanilarak yapilan
tanimlamada bu izolatlardan 3'iiniin dogrulanmadigi ve Proteus mirabilis oldugu
tespit edilmistir.

Molekiiler ve API test sonuglarmi karsilagtirdigimizda, API test kitinin
Salmonella spp. i¢in tanimlama oraninin daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Ayrica,
referans sus olarak temin edilen Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis (ATCC® 13076™) susu da API 20E test kitinde dogrulanmustir.

invA genini hedefleyen ¢ift primer kullanularak yapilan PCR yo6nteminde
secici besiyerinde iireyen diger refakatgr gram negatif bakterilerin yani Salmonella
negatif olarak tanimladigimiz izolatlarn da Salmonella spp. gibi 284 bp
uzunlugunda bantlar verdigi goriilmiistiir. Bu da invA PCR yonteminin klasik
biyokimyasal testler yapilarak dogrulanmasi gerektigini gostermistir.

Nucera ve ark. (2005) yaptiklart bir ¢alismada invA PCR ve API 20E test
kitini karsilastirmak amaciyla 3 farkli domuz ciftliginden izole ettikleri 310
Salmonella izolatin1 test ettiklerinde invA PCR yonteminin API 20E test kitine gore
daha iyi bir yontem oldugunu bildirmisler fakat yine ayni arastirmacilarin (Nucera
ve ark.2006) domuz ciftliklerinden izole ettikleri Salmonella entericanin
tanimlamasinda API 20E ve PCR kullanarak invA genini degerlendirdiklerinde,
API 20E'nin diger testlere gore % 99.9 olasilik diizeyinde oldugunu bildirmisler ve
her iki testin de 16S rRNA siralamasina kiyaslandiginda % 100 duyarliliga ve % 96

Ozgillige sahip olduklarini belirtmislerdir.
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4.2. Salmonella Bakteriyofaj izolasyonu ve Tanimlanmasi
4.2.1. Salmonella Bakteriyofaj izolasyonu

Salmonella bakteriyofaj izolasyonu i¢in Adana’da bulunan Seyhan nehri,
Seyhan baraj golii, sulama kanali ve kanalizasyon sulari olmak tizere 8 farkli
yerden su ornekleri alinmistir. Alinan &rnekler C.U. Biyoteknoloji merkezinde
bulunan yiiksek devir santrifiij kullanilarak faj izolasyonu yapilmustir. izolasyon
islemi yapilan Salmonella bakteriyofajlarin dogrulanmasi yapilmak iizere
damlatma teknigi uygulanmistir. Bu teknikte Salmonellanmin Tryptic Soy Agar
iizerinde yayma ekim yontemi ile ekimi yapilmistir. Daha sonra izolasyonu yapilan
fajlar Tryptic Soy Agar besiyerinde bulunan Salmonella'nin {izerine damlatilmistir.
Islem sonucunda Seyhan nehri, sulama kanali ve 2 farkli bélgeden temin edilen
kanalizasyon sularinda lizis pozitif plaklar elde edilmistir. yapilan islemler Sekil

4.5'te verilmistir.

‘ = rf.,'

Sekil 4.. A: Kanalzasyon sularindan, : yiliksek devirde santrifiij yapilarak, C:
Salmonella bakteriyofaj izolasyonu.

Sekil 4.5 (A)'da goriildiigii gibi atik ve kanalizasyon sulardan alinan
numuneler santrifiij kullanarak (Sekil 4.5 (B)) Salmonella bakteriyofaj izolasyonu
yapilmistir ve Sekil 4.5 (C)'de izole edilmis olan Salmonella bakteriyofajlarin
Salmonella vejetatif hiicreler tizerine etkisi tespit edilmistir.

Augustine ve ark. (2013) yaptiklar: bir caligmada Salmonella bakteriyofaj

izolasyonunda tavuklarin bagirsak icerigini kaynak olarak kullanmislar.
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Huang ve ark. (2018) yapttiklar1 bir ¢alismada Atiksu aritma tesislerinden,
nehr kenarindaki atik sulardan, go6l kenarindaki ciftlikte atiklari ve kiimes
hayvanlarindan olusan toplam 58 Salmonella faj1 izole edilmislerdir.

Duc ve ark. (2018) yaptiklar1 bir calismada ¢ig tavuk derisi ve
tagliklarindan 18 litik faj izole etmisler.

4.2.2. izolasyonu Yapilan Salmonella Bakteriyofajinin Saflagtirmasi

Faj varlig1 saptanan faj siispansiyonlarindan bakteriyofaj1 saflagtirmak igin
cift tabakali agar metodu kullanilmis ve tek plak diistiriilmiistiir. Saflastirilmig olan
Salmonella faj plaklarinin ¢ift tabakali agar tizerinde plak goriintiisii ve boyutlar
Sekil 4.6.'da verilmistir.

Sekil 4.6. Saﬂastlrllmls olan Salmonella faj plaklarinin ¢ift tabaka agar tizerinde
gorlintlisii. A: kiigiik, B: orta ve C: Biiyiik boyutlu plaklar

Salmonella bakteriyofaj izolasyonu i¢in 8 farkli kaynaktan alinan atik su
orneklerinin sadece 4'iinde Salmonella bakteriyofajina rastlanmistir. izole edilen bu
fajlar Sekil 4.6.'da goriildiigi gibi cift tabaka agar tizerinde ii¢ farkli boyutta (kiiciik
plak, orta plak ve biiylik plak) olduklar1 tespit edilmistir. Koloni morfolojisi olarak
tanimlanan Salmonella bakteriyofajlarinin  hiicre morfolojisinin tanimlanmasi

amaci ile Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) i¢in hazirlanmistir.
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Acar (2007) yaptig1 bir c¢aligmada izole ettigi 26 S.thermophilus faji
saflagtirmasinda ¢ift tabaka agar kullanarak agar iizerinde olusan faj plaklarini
steril enjektor yardimiyla keserek saf plaklar elde etmistir.

Bao ve ark. (2011) yaptiklar1 bir c¢alismada tavuk atik sularindan
zenginlestirme protokolii ve ¢ift tabaka agar yontemi kullanarak Salmonella
Pullorum'a 6zgii iki bakteriyofaj (SPu-95 ve SPu-116) izole etmisledir.

Yine, Bao ve ark. (2015) yaptiklar1 bir ¢aligmada tavuk isletmelerinin
kanalizasyon atiklarindan alinan 6rneklerden vB SenM-PA13076 (PA13076) ve
vB SenM-PC2184 (PC2184) isimli iki litik bakteriyofaj izole etmisler ve
Salmonella Enteritidis (SE) ATCCI13076 ve Salmonella Enteritidis (SE)
CVCC2184 suslan ile muamele ettiklerinde bu fajlarin her iki sus i¢in etkili

oldugunu tespit etmislerdir.

4.2.3. Cift Tabaka Agar Metodu Ile Salmonella Bakteriyofaj Titresinin
Hesaplanmasi

Izole edilmis ve saflastirilmis olan Salmonella bakteriyofajlarmin kendi
konakgist olan Salmonella'y: lize edebilme yetenegi yani faj titresini hesaplamak
icin klasik plak olusturma denemesi olan ¢ift tabaka agar teknigi kullanilarak
yapilmustir.

Inkiibasyonu yapilan fajlarmn tek tek diistiigii noktalarda Salmonella'nin lize
edilmesi sonucu olusan ¢iplak gozle goriilebilir sinirlart belli, yuvarlak plaklar
(seffaf/berrak zonlar) sayilarak sayim sonucu PFU/ml olarak belirtilmistir. Plak
boyutlart belirlenen bakteriyofaj izolatlarinin adi, faj, konak susu, arastirma yeri ve
kimlik numarast olarak kodlanmistir ve Plak sayim sonucu Cizelge 4.5 'te

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Salmonella bakteriyofajlarinin izole edildigi kaynaklar ve faj plak
sayim sonuglari.

Ornek Plak sayim pfu/ml

1 P S Cs 3.1x10° (kiigiik)
2 P S Cs 1x10°* (orta)

3 P S Ds 1.3x107 (biiyiik)
4 p S S| -

5 p S S -

6 p S S| -

7 P S Sr 3x10' (kiigiik)

8 P S Mec 2x10° (kiigiik)

P: faj. S: Salmonella. Cs: Cemalpasa kanalizasyon (s). Ds: Dilberler kanalizasyon (s). Sl:
Seyhan g6l (1). Sr: Seyhan nehir(r). Mc: mavi bulvar sulama kanali (¢)

Saflastirilmis olan bes farkli Salmonella bakteriyofajinin (PSCsl, PSDsl,
PSCs2, PSSrl1 ve PSMcl) Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile
goriintiilemesi i¢in karbon kapli grid kullanilarak preparati hazirlanip Tip fakiiltesi
Histoloji bolumiinde bulunan TEM mikroskobunda incelenmis ve fotograflari
¢ekilmistir.

Izole edilmis ve plak olusumlari tanimlanmus 5 farkli tip bakteriyofajin
(PSCsl1, PSDsl, PSCs2, PSSrl ve PSMc1) goriintiileri sekil 4.7, sekil 4.8, sekil 4.9,
sekil 4.10 ve sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.7. PSCs1 bakteriyofajimin hiicre morfolojisi.

S0 ney
o

Sekil 4.8. PSDs1 bakteriyofajmn hiicre mrfolopsl.
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Sekil 4.9. PSCs2 bakteriyofajinin hiicre morfolojisi.

50 nm
—

Sekil 4.10. PSSr1 bakteriyofajinin hiicre morfolojisi.
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100 nox
—

Sekil 4.11. PSMc1 bakteriyofajinin hiicre morfolojisi.

Morfolojik olarak tanimlanan TEM mikroskobu yardimiyla gorsellestirilip
karakterize edilen fajlar PSCsl, PSDsl, PSCs2, PSSrl ve PSMcl olarak
adlandirilmis ve elektron mikroskobu sonuglarina dayanarak izole fajlan
siniflandirmak i¢in uluslararasi viriis taksonomisi (ICTV) kilavuzlari kullanilmistir.
PSCsl, PSDs1, PSSrl ve PSMcl1 olarak adlandirilan 3 fajin kasilabilen kuyruklari
ve icosahedral yapilari nedeniyle Myoviridae familyasinin morfolojik 6zelliklerini
tagidig1 gozlemlenmistir. PSCs2 fajinin ise uzun kuyruklu ve icosahedral
yapisindan dolay1 Siphoviridae familyasina ait bir faj oldugu gortilmiistiir.

Goriintiilenen bes farkli Salmonella bakteriyofajin hiicre morfolojileri ve
cift tabaka agarda olusturdugu plak boyutlar1 Cizelge 4.6’te ve Sekil 4.6'da

verilmistir.
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Cizelge 4.6. Izole edilen bes Salmonella bakteriyofajinin morfolojik ve yapisal

ozellikleri.

Bakteriyofaj Morfoloji Familya Plak boyutu

Kaosid Kuyruk

¢api, nm uzunlugu, nm
PSCsl 90+5 100+5 Myoviridae Biiyiik
PSDs1 80+5 90+5 Myoviridae Otra
PSCs2 45+5 11045 Siphoviridae Kiigik
PSSrl 80+5 11045 Myoviridae Otra
PSMcl 40+5 10045 Myoviridae Otra

nm: Nano metre

Ayrica ticari bakteriyofaj olarak Food Safety firmasindan temin edilmis
olan Salmonellex™ bakteriyofajinin TEM'de hiicre morfolojisi incelemesi

yapilmistir ve bu bakteriyofajin goriintiisii sekil 4.12'de verilmistir.

Sekil 4.12. Salmonellex™ bakteriyofajinin hiicre morfolojisi
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Sekil 4.12'de gosterildigi gibi temin edilmis olan Salmonellex™
bakteriyofaj soliisyonunda Miyoviridae ailesinden olan iki tiir bakteriyofaja
rastlanmigtir ve hiicre morfoloji agisindan iki bakteriyofajdan birisinin PSCs1 ve
digerinin PSMc1 bakteriyofajlarina benzedigi tespit edilmistir.

Bao ve ark. (2011) tavuk atik sularindan izole ettikleri 2 bakteriyofajin
(SPu-95 ve SPu-116) Transmission electron microskobu (TEM) incelemesi
sonucunda SPu-95 bakteriyofajlarinin Siphoviridae ve SPu-116 bakteriyofajinin
Miyoviridae ailesine ait oldugunu tespit etmislerdir.

Augustine ve ark. (2013) tavuk bagirsak igeriginden izole ettikleri ®SP-1
bakteriyofajinin TEM kullanarak hiicre morfolojisini incelediklerinde Podoviridae
ailesine ait oldugunu tespit etmislerdir.

Yine, Bao ve ark. (2015) tavuk isletmelerinin kanalizasyon atiklarindan
aliman orneklerden izole ettikleri vB_SenM-PA13076 (PA13076) ve vB_SenM-
PC2184 (PC2184) isimli iki litik bakteriyofajin1 Transmisyon Elektron Mikroskobu
ile hiicre morfoloji incelemesi sonucunda vB SenM-PA13076 (PA13076) ve
vB_SenM-PC2184 (PC2184)nin Myoviridae familyasina ait oldugunu
gostermislerdir.

Huang ve ark. (2018) Atiksu aritma tesislerinden, nehir kenarindaki atik
sulardan, g6l kenarindaki ¢iftlik atiklari ve kiimes hayvanlarindan izole ettikleri 58
Salmonella fajinin tanimlamasinda Transmisyon Elektron Mikroskobunda hiicre
morfolojisi agisindan incelediklerinde faj LPST10'un Siphoviridae familyasina ait
oldugunu, sirasiyla 83.26 nm, kuyruk uzunlugu ve genisligi yaklagsik 144.89 nm ve
10.9 nm ve ikosahedral bagliga sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Duc ve ark. (2018) ¢ig tavuk derisi ve tasliklarindan 18 litik faj izole
etmisler ve bu 18 litik fajdan sadece 5'ini tanimlamislar ve bunlarin da, Myoviridae

ve Siphoviridae familyalarina ait oldugunu bildirmislerdir.
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4.2.4. izole Edilen Salmonella Bakteriyofajimin Pulsed Field Jel Elektroforezi
(PFGE) ile Molekiiler Tanimlanmasi

Morfolojik olarak tanimlanan ve ¢alismamizda kullanilan Salmonella
bakteriyofajlarmin (PSCs1, PSDs1, PSCs2, PSSrl, PSMcl1 ve ticari Salmonellex™ )
Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) Yontemi kullanarak genom boyutlar
belirlenmistir. Yapilan bu yontemde iki ayr1 boyut araligini iceren (0.1-200 kb ve
48.5-1,018 kb DNA) ladder (Biolabs) kullanilmigtir. Analiz sonuglar1 GelCompar

II programinda degerlendirilmistir ve bant goriintiisii Sekil 4.13'te verilmistir.

Sekil 4.13. pulsed-field gel electrophorezi (PFGE) kullanarak bakteriyofaj genom
biiyiikliigliniin goriintiisii. m: DNA ladder (0.1-200 kb aralik), M: DNA
ladder (48.5-1,018 kb aralik), 1: PSCs1, 2: PSDsl, 3: PSCs2, 4: PSSrl, 5:
PSMcl, 6: Salmonellex™ .

Sekil 4.13'te goriildiigi gibi PSCsl, PSDs1, PSCs2, PSSr1 ve PSMcl

bakteriyofajlarinin PFGE kullanarak bakteriyofaj genom biiyiikligi 98.25 kb
85



4. BULGULAR VE TARTISMA Behzad HESHMATI

(PSCsl), 294.12 kb (PSDs1), 114.48 kb (PSCs2), 292.47 kb (PSSrl) ve 114.55 kb
(PSMcl) olarak tespit edilmisgtir. Ayrica dogrulamak amaciyla kullanilan
Salmonellex™ bakteriyofajinin da igerisinde bulunan Miyoviridae ailesine ait olan
fajlarin genom uzunluklari 81.54 kb ve 221.69 kb olarak belirlenmistir.

Bao ve ark. (2011) izole ettikleri ve TEM'de hiicre morfolojisini
tanimladiklart SPu-95 ve SPu-116 bakteriyofajlarinin her ikisinin de, HindIII veya
EcoRI restriksiyon enzimleri ile ¢ift iplikli bir DNA'ya sahip oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica bu bakteriyofajlarin genomlarinin elektroforez yontemi ile
yapilan calisma sonucunda 58.3 kbp (PSPu-95) ve 45.2 kbp (PSPu-4-116)
boyutlarinda oldugunu tespit etmislerdir.

Augustine ve ark. (2013) izole ettikleri @SP-1 bakteriyofajinin genom
biiyilikliiglinlin belirlenmesi i¢in pulsed-field gel electrophorezi (PFGE) kullanarak
bu bakteriyofajin genom biiyiikliigliniin 86 kb olarak tahmin etmislerdir.

Huang ve ark. (2018) izole ettikleri LPST10 fajinin genom biiuiikliigiiniin
belirlenmesi i¢in EcoRI and EcoRYV olarak iki restriksiyon enzimi kullandiklarinda

LPST10 fajinin genom uzunlugunun 47.66 kb oldugunu tahmin etmislerdir.

4.3. Dis ve Safra Taslarindan Biyofilm izolasyonu

Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi genel cerrahi bdliimiinden temin
edilen safra taglar1 ve dis hekimligi polikliniginden temin edilen dis 6rnekleri hig
bir isleme tabi tutulmadan sogiik zincir saglanarak direkt fiksasyon islemleri igin
laboratuvara getirilmistir. Fiksasyonu yapilan o6rnekler ftizerinde Salmonella
biyofilmi Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvari Scannig Electron
Mikroskobunda (SEM) goriintiilenmistir. Safra tasi 6rnegi ve Dis 6rnegi ylizeyinde
tespit edilen biyofilm yapis1 goriintiileri sirastyla Sekil 4.14 ve 4.15'te verilmistir.
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Sekil 4.14 ve 4.15'te goriintiilenmis olan biyofilm yapisi safra tasi ve dis
ornekleri yiizeyinde SEM kullanarak Spum boyutunda fotograflart cekilmistir.
Goriintiilenmis olan safra tasi ve dis ornekleri yiizeyinde cubuk seklinde olan
Salmonella biyofilmine rastlanmamistir. Ancak her iki Ornek yiizeyinde'de

kiimelenmis kok ve basil seklinde bakteriler tespit edilmistir.
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4.4. Gida ve klinik Orneklerden izole Edilen Salmonella spp.’lerin Biyofilm
Olusturma Yetenekleri
4.4.1. Mikroplaka Metodu ile Salmonella spp.’lerin Biyofilm Olusturulmasi
Mikroplaka yonteminde caligilan 6rnekler i¢inde Salmonella izolasyonu
yapilabilmis 51 ornekten (gida isletme yiizeyi, beyaz et, kirmizi et, su ve dis
ornekleri) elde edilen Salmonella spp. izolatindan sadece 10 Ornege ait izolata
Salmonella biyofilmi yaptirilmistir.  Calisilan 10 6rnege ait  Salmonella
spp.izolatinin hepsinin biyofilm yapma yetenegine sahip oldugu gézlenmistir. Sekil
4.16'da galisilan bu 10 6rnekten 5'ine ait Salmonella spp. izolatlarinin biyofilm

olugumlar1 gosterilmistir.

__ 18
£ 16
&

1,4
N =
Q1.2 =@=S5c.k1
Q_ 7
g 1 KDH4
= .
-g 0,8 GKKi4
]
S 0,6 GBB5S
g 0,4 —@=Giyii25
% 0,2 —@—ATCC 13076
“w 0

0.glin 2.gun 4.gln 7.8un

Salmonella biyofilm olusumu

Sekil 4.16. Mikroplaka tizerinde Salmonella biyofilm olusturmasi. Giyii: (gida
isletme yiizeyi), GBB: (gida beyaz et), GKKi: gida kirmizi et), KDH4: klini
hasta dis ve Sc.kl: (su 6rnegi) ATCC 13076: Salmonella enterica referans
sus.

Secilmis olan 5 Ornege ait Salmonella izolatinin ve referans sus olarak
temin edilen ATCC® 13076™'nin Salmonella biyofilm olusumlarina ait 2, 4 ve 7.
giinde OD 590 nm'de absorbans degerleri okunmustur. Sekil 4.16'da gorildigi

gibi biyofilm olusumunun 7. giine dogru daha yogunlastig1 gézlenmistir.
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Optik yogunlugu 6lgiilen Salmonella biyofilminin %1'lik kristal viyole ile

boyanarak gosterilmis biyofilm yogunlugu Sekil 4.17'de gdsterilmistir.

Sekil 4.17. 96 kuyucuklu mikroplaka tizerinde yaptirtlan Salmonella biyoﬁl

4.4.2. Safra taglar1 ve Dis Ornekleri iizerinde Salmonella spp.’lere biyofilm
olusturulmasi

Calismamizda kullanilan safra taslar1 ve dis orneklerinde Salmonella
biyofilmi izole edilemediginden alinan 6rneklere Salmonella asilanmis ve 18 giin
boyunca Salmonella biyofilmi yaptirilmigtir. Ornekler 18 giinii tamamladiktan
sonra besi ortam iizaklastirilip fiksasyonlar1 yapilmistir.

Fiksasyonu yapilan safra taslar1 (Sekil 4.18) ve dis Ornekleri tizerinde
(Sekil 4.19) biyofilm olusumu Cukurova Merkez Laboratuvarin’da bulunan SEM
mikroskobunda incelenmis ve fotograflari ¢ekilmistir. Salmonella biyofilm
yaptirma iglemi sirasinda safra tasi ve dis orneklerinin koyuldugu lamin {izerinde
de Salmonella biyofilm goriintiisii tespit edilmis ve Sekil 4.20’de de bu goriintii

verilmistir.
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Safra taslar1 (Sekil 4.18), dis ornekleri (Sekil 4.19) ve onlar1 tasiyan lam
yiizeyinde (Sekil 4.20) kiimelenmis Salmonella hiicrelerine rastlanmistir. Yiizeye
tutunan Salmonella hiicrelerinin yapilar1 biyofilm yapisi olarak degerlendirilmistir.

Aslinda safra taglar1 yiizeyinde biyofilm yapabilen Salmonella enterica'nin
hareketli olmasi dolayisiyla safra tasim1 tasiyan cam yiizeyinde de biyofilm
olusturdugu goriilmiistiir. Literatiirlerde safra taginda biyofilm yapmak i¢in
organizmanin hareketli olmasi gozetilmezken cam yiizeylerde biyofilm
olusmasinda hareketliligin arandigindan bahsedilmektedir (Prouty ve Gunn, 2003).
Bu nedenle bizim g¢alismamizda safra tagimi tasiyan cam ylizeyinde biyofilme

rastlanmasi1 organizmamizin hareketliliginden kaynaklanmustir.

4.5. Salmonella Vejetatif Hiicreleri ve Salmonella Biyofilmi Uzerine
Bakteriyofajlarin Etkisi
4.5.1. Salmonella Vejetatif Hiicreleri Uzerine Bakteriyofajlarin Etkisi

Izole edilmis ve tanimlanmis 6 farkli bakteriyofaj (PSCs1, PSDsl1, PSCs2,
PSSr1, PSMcl ve ticari olarak temin edilen Salmonellex™) filtrati, Tryptone Soy
Agar (TSA)'a 0.1 ml ekilen vejetatif Salmonella spp. (Cizelge 4.7)’ler tizerine 10 pl
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miktarinda nokta seklinde damlatilmig ve petriler 37°C de 18 saat inkiibasyona

birakilmigtir. Siire sonunda bakteriyofajlarin lizis etkisi kontrol edilmistir. (Cizelge

4.7)

Cizelge 4.7. PSCs1, PSDs1, PSCs2, PSSrl, PSMc1 ve ticari olarak temin edilen
Salmonellex™ bakteriyofajlarinin farkli kaynaklardan izole edilen
baz1 Salmonella spp. ler iizerine lizis etkisi.

Salmonella bakteriyofajlarin Salmonella vejetatif hiicreleri

Salmonella iizerine lizis etkisi
Spp-
kaynaklar — pgcgr | pspst | PSCs2 | PSSr1 | PSMel | Salmonellex™
GBTT1 e - . . . .
GBTT2 T e . . . +++
GBTT3 - H ++ . T +F
GBTT4 - - . . . .
GKKi3 +++ S -+ - - -
GKKi4 H ++ ++ - - -
GKKi7 - ++ - - L -
GKKi8 - ++ - - - -
GBK5 H H . . . -
GBK6 +++ +++ . . . H
GBB5 +++ +++ . . — +++
GBB6 H H . . . H
GBB7 +++ . . . . H
GBBS +++ +++ . . — +++
GBG1 H H . . . H
GBG2 +++ . . . . H
Giyiil6 - - - . - -
Glyii25 bt bt e+ - - -
Glyii37 +++ . . . . H
Sc.kl e H . . . +++
Sc.k2 H H . . . H
Sd.k - . . . . .
ATCC® 13076™ +H ++ . ++ ++ +

Fajlarm lizis etkisi + + + (¢ok yogun etki), + + (yogun etki), + (az etki) ve — (etki yok)
olarak verilmistir. S.E: Salmonella Enteritidis, S.T: Salmonella Typhimurium, ATCC®

13076™ : Salmonella enterica referans sus.
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Cizelge 4.7'de goriildiigii gibi beyaz etlerden (tiim tavuk ve but) ve su
orneklerinden izole edilen Salmonella spp. vejetatif hucrelerine 6 bakteriyofajin
timiinlin yogun bir sekilde etki ettigi gortiilmistiir. 4 kirmizi et 6rneginin 2’sinden
(GKKi3 ve GKKi4 kodlu 6rnek) izole edilen Salmonella spp. izolatlar1 tizerine
PSSr1, PSMc1 ve Salmonellex™ bakteriyofajinin ve diger iki 6rnege de (GKKi7
ve GKKi8 kodlu ornek) PSCsl, PSSrl, PSMcl ve Salmonellex™
bakteriyofajlarmin  etkisinin  olmadigi  tespit edilmistir. Gida isletme
yiizeylerinin Giyiil6 kodlu 6rneginden izole edilen Salmonella spp. izolatina
sadece PSDs1 ve PSSrl bakteriyofajmin, Glyii25 kodlu érnege de sadece PSCsl,
PSDs1 ve PSCs2 fajinin ve Glyii37 kodlu &rnege ise tiim fajlarin cok yogun etkisi
oldugu goriilmiistiir. Ayrica ticari Salmonellex™ bakteriyofajinin etkisinin referans
sus olarak temin edilen Salmonella enterica ssp. enterica serovar Enteritidis
(ATCC 13076™) iizerine az oldugu gozlenirken, aksine calismamizda izole
edilmis olan (PSCsl, PSDsl1, PSCs2, PSSr1 ve PSMcl) 5 bakteriyofajin  yogun
etki gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 4.21'de Salmonella bakteriyofajlarinin (PSCsl, PSDsl, PSCs2,
PSSrl, PSMcl ve Salmonellex™) GKKi3 kodlu Salmonella spp. vejetatif hiicresi
iizerine lizis etkisinin damlatma teknigi ile elde edilen ¢ok yogun (+++), az yogun

(+) ve etkisiz (-) oldugunu gdsteren faj plaklarinin goriintiileri verilmistir.

Etki siz(-)

i
Sekil 4.21. GKKi3 kodlu Salmonella spp. vejetatif hiicresi tizerine bakteriyofajlarin
lizis etkisinin damlatma teknigi ile gosterilmesi
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Bao ve ark. (2011) yaptiklar1 bir ¢aligmada izole ettikleri ve tanimladiklar
SPu-95 ve SPu-116 Salmonella bakteriyofajlarinin konakg¢i hiicrelerine ilgisi 20
bakteri susu ile nokta testleri yapilarak belirlemisler ve her iki bakteriyofajin genis
bir konakgr ilgilerinin oldugunu tespit etmislerdir. Siphoviridae ailesine ait PSPu-
95, 20 bakteriyofaj izolatin 17'sinde (% 85) litik bir etkiye sahip oldugunu ve
Miyoviridae ailesinden olan PSPu-4-116 bakteriyofajijin 14 izolatta (% 70) litik bir
etki yarattifini ve enterotoksijenik iizerinde net bir plak iireten tek bakteri
oldugunu belirtmiglerdir. Bu 2 bakteriyofajin kanatli hayvan endiistrisindeki
bakterilerilerin kontrol etmesi ve en etkili bakteriyofajin benimsenmesi igin bir
temel olusturulmasinda yardimci olabilecegini bildirmislerdir.

Yine, Bao ve ark. (2015) izole ettikleri ve tanimladiklart PC2184,
PA13076 isimli iki fajin Salmonella cinsi iginde genis konukcu araligi
sergiledikleri ve PC2184 bakteriyofajimin sivi kiiltiirdeki litik yeteneklerinin
PA13076'dan daha iyi oldugunu gbzlemlemislerdir. PA13076 ve PC2184 fajlarinin
311 Salmonella izolatina litik etkileri incelendiginde, PA13076 fajinin 222 izolata
(% 71.4) ve PC2184 fajmmin ise 298 izolata (% 95.8) etki gosterdiklerini
bildirmislerdir.

Nouraldin ve ark. (2016) hastane atiklarindan izole ettikleri 6
Pseudomonas aeruginosa'ya 6zgii litik fajin izole ettikleri 50 P. Aeruginosa
suslariin 15'inde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2018) atik sulardan ve kiimes hayvanlarinda izole ettikleri
LPST10, LPST18 ve LPST23 fajlarinin Salmonella Typhimurium ATCC 14028'yi
enfekte ettigini, 6zellikle faj LPST10'nin, test edilen tiim Salmonella Typhimurium
ve Salmonella Enteritidis suslar1 {izerinde daha fazla verimli oldugunu

gozlemlemislerdir.
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4.5.2. Salmonella Biyofilmi Uzerine Bakteriyofajlarin Etkisi
4.5.2.1. Mikroplakada Gelistirilen Salmonella Biyofilm Uzerine Salmonella
Bakteriyofajlarinin Etkisi

Mikroplaka yontemiyle olusturulan Salmonella biyofilmi iizerine
bakteriyofajlarin  etkileri incelenmesi i¢in Salmonella bakteriyofajlarinin
Salmonella biyofilmleri iizerinde etkisi 96 kuyucuklu mikroplaka tizerinde iki ayri
giinde ve en az 2 tekrar yapilmistir. Sonuglarin ortalamasi alinmistir ve Salmonella
bakteriyofajin Salmonella biyofilm iizerine etkisinin yiizdesi her faj seyreltisi i¢in
hesaplanmistir. Sekil 4.22ve 4.27'ye kadar olan tiim sekillerde  her bir
bakteriyofajin mikroplaka tizerinde Salmonella biyofilmi iizerine etkisi
gosterilmistir. Log5, log6, log7, log8, log9, logl0 ve logll bakteriyofaj
uygulamasinda kullanilan faj yogunluguna, sirastyla 10°, 10, 107, 10%, 10°, 10" ve
10" PFU/m titresine isaret etmektedir.

PSCs1

m6h
I I I m24h

5 log 6 log 7 log 8 log 9 log 10log 11log

= N w B w D ~
o o o o o o o

Onceden olusturulmus Salmonella
biyofilmdeki azalmalar (%)
o

Faj yogunlugu

Sekil 4.22. PSCsl bakteriyofajinin mikroplaka {izerinde Salmonella biyofilmine
etkisi.
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PSCsl bakteriyofajinin Salmonella biyofilm {izerine azalma etkisi yiizde
olarak hesaplanmigtir ve Sekil 4.22'de gdsterilmigtir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisina PSCsl
bakteriyofajinin log5: %10.2, log6: %19.3, log7: %23.6, log8: %24.9, log9: %28.1,
log10: %33.9 ve logl1: %41.8 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.

24. saatinde PSCsl bakteriyofajinin log5: %38.6, log6: %44.9, log7:
%49.1, log8: %52.4, log9: %53.8, logl0: %58.3 ve logll: %60.8 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

PSCs1 bakteriyofaj1 en yiiksek etkiyi 6. saatte %41.8 ve 24. saatte %60.8
olarak 10'"' PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %10.2 ve 24. saatte %38.6
olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.

PSDs1

m6h
I I I H24h

5 log 6 log 7 log 8 log 9 log 10log 11log

Onceden olusturulmus Salmonella
biyofilmdeki azalmalar (%)
= N w By (9] (o)) ~
o o o o o o o

o

Faj yogunlugu

Sekil 4.23. PSDsl bakteriyofajinin mikroplaka tizerinde Salmonella biyofilmine
etkisi.

PSDs1 bakteriyofajinin Salmonella biyofilm iizerine azalma etkisi yiizde

olarak hesaplanmigtir ve Sekil 4.23'de gdsterilmistir.
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6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSDsl
bakteriyofajinin log5: %13.3, log6: %15.8, log7: %17, log8: %19.7, 1log9: %22.6,
log10: %25.7 ve logl1: %28.7 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.

24. saatinde PSDsl bakteriyofajinin log5: %40.2, log6: %52.7, log7:
%55.3, log8: %58, log9: %60.9, logl0: %63.8 ve logll: %65.6 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

PSDsl1 bakteriyofaji en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %28.7 ve 24.
saatte %65.6 olarak 10'' PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %13.3 ve 24.
saatte %40.2 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.

PSCs2

m6h
I I I I H 24h

5 log 6 log 7 log 8 log 9 log 10log 11log

Onceden olusturulmus Salmonella
biyofilmdeki azalmalar (%)
= N w Ey (O] (o))
o o o o o o

o

Faj yogunlugu

Sekil 4.24. PSCs2 bakteriyofajinin mikroplaka iizerinde Salmonella biyofilmine
etkisi.
PSCs2 bakteriyofajinin Salmonella biyofilm {izerine azalma etkisi yiizde
olarak hesaplanmistir ve Sekil 4.24'de gosterilmistir.
6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSCs2
bakteriyofajinin log5: %12, log6: %14.9, log7: %16.5, log8: %20.1, log9: %22 .4,

log10: %27.5 ve logl1: %34.6 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.
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24, saatinde PSCs2 bakteriyofajinin log5: %25.1, log6: %35.4, log7: %42,
log8: %45.9, 10g9: %49, logl0: %52.4 ve logll: %57.7 azalma etkisi gosterdigi
gOriilmiigtir.

PSCs2 bakteriyofaji en yiiksek en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %34.6
ve 24. saatte %57.7 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %12 ve
24. saatte %25.1 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.

PSSrl

m 6h
I I I m24h

5log 6 log 7 log 8 log 9 log 10log 11log

w [e2)
o o

B
o

biyofilmdeki azalmalar (%)
e o &

Onceden olusturulmus Salmonella
o

Faj yogunlugu

Sekil 4.25. PSSrl bakteriyofajinin mikroplaka iizerinde Salmonella biyofilmine
etkisi.

PSSrl1 bakteriyofajinin Salmonella biyofilm {izerine azalma etkisi yiizde
olarak hesaplanmigtir ve Sekil 4.25'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSSrl
bakteriyofajinin log5: %10.1, log6: %12.4, log7: %17.6, log8: %21.5, log9: %26.3,
log10: %29.3 ve logl1: %32.8 azalma etkisi oldugu goriilmiigtiir.

24. saatinde PSSrl bakteriyofajinin log5: %32.9, log6: %33.3, log7:
%36.9, log8: %40.7, log9: %56, logl0: %57.8 ve logll: %60.7 azalma etkisi
gosterdigi goriilmistiir.
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PSSrl1 bakteriyofaj1 en yiiksek en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %32.8
ve 24. saatte %60.7 olarak 10'' PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %10.1 ve
24. saatte %32.9 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.

PSMcl

m6h
I I I I m24h

5log 6 log 7 log 8 log 9 log 10log 11log

w (o))
o o
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o
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o S

Faj yogunlugu

Sekil 4.26. PSMc1 bakteriyofajinin mikroplaka tizerinde Salmonella biyofilmine
etkisi.

PSMcl bakteriyofajinin Salmonella biyofilm {izerine azalma etkisi yiizde
olarak hesaplanmigtir ve Sekil 4.26'de gosterilmigtir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSMcl
bakteriyofajinin log5: %13.4, log6: %16.9, log7: %21.2, log8: %25, 1log9: %29.5,
log10: %31.6 ve logl1: %32.4 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.

24. saatinde PSMcl bakteriyofajinin log5: %35.3, logb: %41.1, log7:
%42.3, log8: %46, log9: %48.6, logl0: %49.4 ve logll: %53.3 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

PSMc1 bakteriyofaj1 en yiiksek en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %32.4
ve 24. saatte %53.3 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %13.4 ve

24. saatte %35.3 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gdsterdigi goriilmiistiir.
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Salmonellex

W 6h
I I I I m 24h

5 log 6 log 7 log 8 log 9 log 10log 11log
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biyofilmdeki azalmalar (%)
o &

Faj yogunlugu

Sekil 4.27. Salmonellex™ bakteriyofajinin mikroplaka {izerinde Salmonella
biyofilmine etkisi.

Salmonellex bakteriyofajinin Salmonella biyofilm {izerine azalma etkisi
yiizde olarak hesaplanmistir ve Sekil 4.27'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda
Salmonellex bakteriyofajinin log5: %19.6, log6: %23.2, log7: %25.3, log8: %29.8,
log9: %37.3, log10: %41.7 ve logl1: %45.7 azalma etkisi gdsterdigi belirlenmistir.

24. saatinde Salmonellex bakteriyofajinin log5: %35.3, log6: %38.8, log7:
%43.3, log8: %51.8, log9: %56.4, logl0: %60.1 ve logll: %63.6 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

Salmonellex bakteriyofaji en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %45.7 ve 24.
saatte %63.6 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %19.6 ve 24.
saatte %35.3 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.

Tavuklardan izole edilmis olan 5 Salmonella spp. izolatunin
mikroplakalarda olusturulmus olan Salmonella biyofilmlerinin azaltilmasi igin, 6
bakteriyofajin (PSCs1, PSDs1, PSCs2, PSSrl, PSMcl ve Salmonellex™) her biri

farkli titrelerde (10°, 10° 107, 10% 10°, 10" ve 10" PFU/ml) kuyucuklara
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uygulanmigtir ve 6. ve 24. saatte azalma etkileri incelenmistir. Salmonella
bakteriyofajlarinin Salmonella biyofilmler iizerine azalma etkisi yilizde olarak
hesaplanmigtir ve Sekil 4.22'den 4.27'ya kadar olan sekillerde gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda, PSCsl:
%10.2 ila %41.8, PSDsl: %13.3 ila %28.7, PSCs2: %12.0 ila %34.6, PSSrl:
%10.1 ila %32.8, PSMcl: %13.4 ila %32.4 ve Salmonellex™: %19.6 ila %45.7
azalma etkisi gdstermistir.

24. saatinde PSCs1: %38.6 ila %60.8, PSDs1: %40.2 ila %65.6, PSCs2:
%25.1 ila %57.7, PSSrl: %32.9 ila %60.7, PSMcl: %35.3 ila %53.3 ve
Salmonellex™: %35.3 ila %63.6 azalma etkisi gostermistir.

Calismada izole edilmis olan tiim bakteriyofajlar ve ticari olarak temin
edilen Salmonellex bakteriyofaji, tavuklardan izole edilmis olan Salmonella spp.
izolat1 ile olusturulan biyofilm iizerine farkli titrelerde etkiler gostermistir.
Biyofilm iizerine en yiiksek etkiyi 10" PFU/ml'lik titrede Salmonellex™
bakteriyofaji 6. saatte %45.7 olarak ve PSDsl bakteriyofaji 24. saatte %65.6
oraninda gostermistir. PSSrl bakteriyofaj1 ise biyofilm iizerine en az etkiyi 10
PFU/ml'lik titrede 6. saatte (%10.1 azalma) ve PSCs2 bakteriyofaji 24. saatte
(%25.1 azalma) gostermistir.

Ayrica dogrulama amaciyla ticari olarak temin edilen ATCC® 13076™
Salmonella enterica susunun biyofilmi iizerine PSCsl, PSDsl, PSCs2, PSSrl,
PSMcl ve Salmonellex™ bakteriyofajlarinin etkisi incelenmistir. Sonuglarin
ortalamast alimmistir ve Salmonella bakteriyofajin ATCC® 13076™ biyofilm
tizerine etkisinin yiizdesi her faj seyreltisi i¢in hesaplanmistir. Sekil 4.28 ve 4.33
'yve kadar olan tiim sekillerde her bir bakteriyofajin mikroplaka iizerinde ATCC®
13076™ biyofilmi iizerine etkisi gdsterilmistir. Log5, log6, log7, log8, log9, log10
ve logl1 bakteriyofaj uygulamasinda kullanilan faj yogunluguna, sirasiyla 10°, 10°,

107, 10%,10%, 10" ve 10" PFU/ml titresine isaret etmektedir.
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Sekil 4.28. PSCsl bakteriyofajimin mikroplaka iizerinde ATCC®13076™
biyofilmine etkisi.

PSCsl bakteriyofajinin referans sus olarak kullanilan Salmonella
ATCC®13076™ biyofilm iizerine azalma etkisi ylizde olarak hesaplanmistir ve
Sekil 4.28'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSCsl
bakteriyofajinin log5: %12.2, log6: %18.8, log7: %24.9, log8: %28.8, log9: %30.1,
log10: %35.8 ve logl1: %39.7 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.

24. saatinde PSCsl bakteriyofajinin log5: %36.5, log6: %43.8, log7:
%49.1, log8: %54.4, log9: %57.7, logl0: %60.3 ve logll: %62.7 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

PSCs1 bakteriyofaji en yliksek azalma etkisini 6. saatte %39.7 ve 24. saatte
%62.7 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %12.2 ve 24. saatte
%36.5 oraninda 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.29. PSDsl bakteriyofajinin mikroplaka iizerinde ATCC®13076™
biyofilmine etkisi.

PSDsl bakteriyofajinin referans sus olarak kullanilan Salmonella
ATCC®13076™ biyofilm iizerine azalma etkisi yilizde olarak hesaplanmistir ve
Sekil 4.29'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSDsl
bakteriyofajinin log5: %11.4, log6: %13.6, log7: %16.2, log8: %20.2, log9: %22.3,
log10: %28.7 ve logl1: %32.6 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.

24. saatinde PSDsl bakteriyofajinin log5: %39.2, log6: %50.2, log7:
9%53.6, log8: %54.2, log9: %58.9, logl0: %61.2 ve logll: %68.4 azalma etkisi
gosterdigi goriilmistiir.

PSDsl bakteriyofaj1 en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %32.6 ve 24. saatte
%68.4 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %11.4 ve 24. saatte

%39.2 oraninda 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.30. PSCs2 bakteriyofajimin mikroplaka iizerinde ATCC®13076™
biyofilmine etkisi.

PSCs2 bakteriyofajinin  referans sus olarak kullanilan Salmonella
ATCC®13076™ biyofilm iizerine azalma etkisi ylizde olarak hesaplanmistir ve
Sekil 4.30'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSCs2
bakteriyofajinin log5: %14.8, log6: %16.3, log7: %19.5, log8: %20.1, log9: %23.6,
log10: %27.5 ve logl1: %37.3 azalma etkisi gosterdigi belirlenmistir.

24. saatinde PSCs2 bakteriyofajinin log5: %28.3, log6: %34.2, log7:
%41.2, log8: %46.7, log9: %50.8, logl0: %56.9 ve logll: %60.2 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

PSCs2 bakteriyofaji en yliksek azalma etkisini 6. saatte %37.3 ve 24. saatte
%60.2 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %14.8 ve 24. saatte
%28.3 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.31. PSSrl bakteriyofajimin mikroplaka iizerinde ATCC®13076™
biyofilmine etkisi.

PSSrl  bakteriyofajinin referans sus olarak kullanilan Salmonella
ATCC®13076™ biyofilm lizerine azalma etkisi yiizde olarak hesaplanmistir ve
Sekil 4.31'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSSrl
bakteriyofajinin log5: %14.6, log6: %15.2, log7: %19.4, log8: %20.5, log9: %23.3,
log10: %28.7 ve logl1: %30.7 azalma etkisi gosterildigi belirlenmistir.

24, saatinde PSSrl bakteriyofajinin log5: %29.7, log6: %34.6, log7:
%35.8, log8: %39.9, log9: %45.8, logl0: %51.2 ve logll: %56.7 azalma etkisi
gosterdigi goriilmistiir.

PSSr1 bakteriyofaji en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %30.7 ve 24. saatte
%356.7 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %14.6 ve 24. saatte
%29.7 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.32. PSMcl bakteriyofajinin mikroplaka tizerinde ATCC®13076™
biyofilmine etkisi.

PSMcl bakteriyofajinin referans sus olarak kullanilan Salmonella
ATCC®13076™ biyofilm lizerine azalma etkisi yiizde olarak hesaplanmistir ve
Sekil 4.32'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda PSMcl
bakteriyofajinin log5: %15.5, log6: 9%18.2, log7: %23.4, log8: %25.4, log9: %27.2,
log10: %33.2 ve logl1: %35.1 azalma etkisi gosterildigi belirlenmistir.

24, saatinde PSMcl bakteriyofajinin log5: %39.8, log6: %42.8, log7:
%43.2, log8: %44.5, log9: %48.9, logl0: %50.5 ve logll: %54.9 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

PSMcl1 bakteriyofaji en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %35.1 ve 24.
saatte %54.9 olarak 10" PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %15.5 ve 24.
saatte %39.8 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.33. Salmonellex™ bakteriyofajinin mikroplaka iizerinde ATCC®13076™
biyofilmine etkisi.

Salmonellex bakteriyofajinin referans sus olarak kullanilan Salmonella
ATCC®13076™ biyofilm iizerine azalma etkisi ylizde olarak hesaplanmistir ve
Sekil 4.33'de gosterilmistir.

6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella biyofilm yapisinda
Salmonellex bakteriyofajinin log5: %4.2, log6: %4.4, log7: %5, log8: %7.5, log9:
%8.5, 1og10: %12.4 ve logl1: %15.6 azalma etkisi gosterildigi belirlenmistir.

24, saatinde Salmonellex bakteriyofajinin log5: %16.5, log6: %18.3, log7:
%21.6, log8: %22.1, log9: %26.1, logl0: %25.9 ve logll: %28.7 azalma etkisi
gosterdigi goriilmiistiir.

Salmonellex bakteriyofaj1 en yiiksek azalma etkisini 6. saatte %15.6 ve 24.
saatte %28.7 olarak 10'' PFU/ml'lik titrede ve en az etkiyi 6. saatte %4.2 ve 24.
saatte %16.5 olarak 10° PFU/ml'lik titrede gosterdigi goriilmiistiir.
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6. saat sonuglarina bakildiginda, Salmonella ATCC®13076™ biyofilm
yapisinda, PSCs1: %12.27 ila %39.72, PSDs1: %11.44 ila %32.61, PSCs2: %14.85
ila %37.31, PSSrl: %14.65 ila 9%30.76, PSMcl: %15.54 ila %35.18 ve
Salmonellex™: %4.2 ila %15.6 azalma etkisi gdstermistir.

24. saatinde PSCsl: %36.5 ila %62.7, PSDs1: %39.2 ila %68.4, PSCs2:
%28.3 ila %60.2, PSSrl: %29.7 ila %56.7, PSMcl: %39.8 ila %54.9 ve
Salmonellex™: %16.5 ila %28.7 azalma etkisi gdstermistir.

Calismada izole edilmis olan tiim bakteriyofajlar ve ticari olarak temin
edilen Salmonellex bakteriyofaji, ATCC®13076™ kodlu Salmonella biyofilmi
iizerine farkl1 titrelerde etkiler gostermistir. Biyofilm iizerine en yiiksek etkiyi 10"
PFU/ml'lik titrede PSCsl bakteriyofaji 6. saatte (%39.7 azalma); PSDsl
bakteriyofaji 24. saatte (%68.4 azalma) gostermistir. Salmonellex™ bakteriyofaji
ise biyofilm iizerine en az etkili olan bakteriyofaj olup 10’ PFU/ml'lik titrede 6.
saatte %4.2 azalma ve 24. saatte %16.5 azalma gdstermistir.

Chao ve Jiang (2017) isletmelerden izole ettikleri 6 Salmonella
bakteriyofajmm 10*-10° PFU/ml seyreltileri seklinde 96 kuyucuklu mikroplakada
olusma asamasinda olan ve onceden olusturduklar1 Salmonella biyofilm tizerine
azalma etkisine bakmiglar ve Salmonella biyofilm olusma asamasinda %90 azalma
goriiliirken 6nceden olusan biyofilmlerde ise %66 azalma tespit etmisledir.

Temin edilen ve referans sus olarak kullanilan ATCC®13076™
(Salmonella enterika ssp. enterica serovar Enteritidis)'ye mikroplaka iizerinde
biyofilm olusturulmusgtur. Calismalarimizda izole edip tanimlamis oldugumuz
PSDs1 bakteriyofajinin 10" PFU/mL'lik titrede bu biyofilm iizerine 24. saatte en
yiiksek %68.4 oraninda azalma etkisi gozlemlenirken ticari olarak temin edilmis
olan Salmonellex™ bakteriyofajinin 24. Saatte 10'' PFU/mL'lik titrede en yiiksek
%28.7 oraninda azalma etkisi gdsterdigi tespit edilmistir. Bu da ticari olarak temin
edilen bakteriofajin her susa ve onun olusturdugu biyofilme etkisinin ayni
olamayacagini gostermistir. Bu nedenle ticari olarak satilan faj preparatlarinin

farkli kokteyller seklinde hazirlanarak suslar baz alinarak daha genis viriilans
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etkileri olacak sekilde uygulamaya koyulmasmin daha dogru olabilecegi

diistintilmiistiir.

4.5.2.2. Safra Tasi, Dis Ornekleri, Paslanmaz Celik ve LB Agar Uzerinde
Salmonella Biyofilm Gelistirilmesi ve Salmonella Bakteriyofajlarimin
Olusturulan Biyofilmler Uzerine Etkisi

Safra tas1 ve dig Ornekleri yiizeyinde olusturulmus olan Salmonella
biyofilmleri lizerine izole edilmis olan 5 Salmonella bakteriyofajin (PSCs1, PSDsl,
PSCs2, PSSr1 ve PSMcl) ve ticari olarak temin edilmis olan Salmonellex™
bakteriyofajlarinin etkisi 24 saat uygulanmak iizere C.U Gida Miihendisligi
mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilmistir. Fiksasyonu yapilan preparatlar C.U
merkez laboratuvarinda bulunan Scanning Electron Mikroskobunda (SEM)

incelenmistir ve goriintiileri Sekil 4.34 - Sekil 4.45 'te verilmistir.
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Sekil 4.34. (A) Safra tas1 ylizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) bu biyofilm
iizerine PSCsl1 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi.

Sekil 4.34 A'da goriildiigli gibi safra tas1 yilizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olugsmustur, PSCsl bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.34) bakteriyofajin sekil 4.34 A'da
goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu goriilmiistiir. (Sekil 4.34 B)
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Sekil 4.35. (A) Dis ornekleri yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) bu
biyofilm tizerine PSCs1 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.35A'da goriildiigi gibi dis 6rnekleri ylizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olusmustur, PSCsl bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.35) bakteriyofajin sekil 4.35 A'da
goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu goriilmiistiir. (Sekil 4.35 B)
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Sekil 4.36. (A) Safra tas1 yiizeyinde olusan Salmonella biyﬁlmi. B) bu biyofilm
iizerine PSDs1 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.36 A 'da goriildiigi gibi safra tas1 ylizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olugsmustur, PSDsl bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.36) bakteriyofajin sekil 4.36 A 'da
goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu goriilmiistiir. (Sekil 4.36 B)
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Sekil 4.37. (A) Dis 6rnekleri yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) bu
biyofilm tizerine PSDs1 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.37 A'da goriildiigii gibi dis 6rnekleri yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olusmustur, PSDs1 bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflari alindiginda (Sekil 4.37) bakteriyofajin sekil 4.37 A'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gortilmiistiir. (Sekil 4.37 B)
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s1 yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) bu biyofilm
iizerine PSCs2 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.38. (A) Safra ta

Sekil 4.38 A 'da goriildiigli gibi safra tasi yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olusmustur, PSCs2 bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.38) bakteriyofajin sekil 4.38 A 'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.38 B)
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Sekil 4.39. (A) Dis omekleri yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) bu
biyofilm tizerine PSCs2 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.39 A 'da goriildiigii gibi dis drnekleri yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olusmustur, PSCs2 bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.39) bakteriyofajin sekil 4.39 A 'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.39 B)
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Sekil 4.40. (A) Safra tasi yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) bu biyofilm
iizerine PSSr1 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.40 A 'da goriildigl gibi safra tasi yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olugsmustur, PSSrl bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.40) bakteriyofajin sekil 4.40 A 'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.40 B)
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Sekil 4.41. (A) Dis ornekleri yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi (B) iizerine
PSSrl bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.41 A 'da gorildiigii gibi dis drnekleri yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olugsmustur, PSSrl bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.41) bakteriyofajin sekil 4.41 A'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.41 B)
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Sekil 4.42. (A) Safra tas1 yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi (B) bu biyofilmin
iizerine PSMcl bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

UKL

Sekil 4.42 A 'da goriildiigl gibi safra tasi yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olugmustur, PSMc1 bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.42) bakteriyofajin sekil 4.42 A'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.42 B)
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Sekil 4.43. (A) Dis ornekleri yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. (B) iizerine
PSMc1 bakteriyofajinin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.43 A'da goriildiigii gibi dis 6rnekleri yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olugmustur, PSMc1 bakteriyofaji ile muamele edilen bu
biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.43) bakteriyofajin sekil 4.43 A 'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.43 B)
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Sekil 4.44. (A) Safra tagi yiizeyinde olusan Salmonella biyofilmi. Bu biyofilm
iizerine Salmonellex™ bakteriyofajimin 24. Saatte etkisi

Sekil 4.44 A'da goriildiigii gibi safra tasi1 yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olusmustur, Salmonellex™ bakteriyofaji ile muamele edilen
bu biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.44) bakteriyofajin sekil 4.44 A'da

goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.44 B)
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Sekil 4.45. (A) Dis ornekleri yilizeyinde olusan Salmonella bioﬁlmi. (B)bu
biyofilm iizerine Salmonellex™ bakteriyofajinin 24. Saatte (B) etkisi

Sekil 4.45 A 'da goriildiigii gibi dis drnekleri yiizeyinde yogun bir sekilde
Salmonella biyofilmi olusmustur, Salmonellex™ bakteriyofaji ile muamele edilen
bu biyofilmin fotograflar1 alindiginda (Sekil 4.45) bakteriyofajin sekil 4.45 A)'da
goriintiilenen biyofilm iizerine etkisinin oldugu gorilmiistiir. (Sekil 4.45 B)

Caligmanin devaminda paslanmaz ¢elik ylizeyinde hem tavuk etinden izole

edilen GBTT]1 kodlu Salmonella susuna ve hem referans sus olarak temin edilmis
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olan ATCC®13076™ (Salmonella enterika ssp. enterica serovar Enteritidis)'ye
biyofilm yaptirilmistir. Celik ylizeyinde olugsmus olan Salmonella biyofilmler
tizerine, PSDs1 bakteriyofaji uygulanmistir ve SEM'de paslanmaz ¢elik ylizeyinde
olusan Salmonella biyofilm {izerine PSDs1 bakteriyofajin etkisi incelenmistir ve
goriintiiler Sekil 4.46 ve Sekil 4.47 'da verilmistir.

Celik ve LB agar yiizeylerinde ¢alisma asamasinda proje biitcesinin kisith
ve analiz masraflarmin  yiiksek olmast izolatlarin  hepsinin ¢aligilmasini
engellemigtir. Bu nedenle sadece tek bir (GBTT1) Ornekten izole edilmis ve

Salmonella enterica olarak tanimlanmus izolatla ¢alisma yiiriitilmiistiir.
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Sekil 4.46. (A) Paslanmaz c¢elik yiizeyinde olusan GBTT1 kodlu Salmonella
biyofilmi. (B) bu biyofilm {iizerine izole edilmis olan PSDsl
bakeriyofajin etkisi.

GBTTI kodlu Salmonella susunun paslanmaz ¢elik yiizeyinde ¢ok yogun
olarak biyofilm olusturdugu Sekil 4.46. (A)'da goriilmektedir. Bu olusan biyofilm
PSDsl bakteriyofaji ile muamele edildiginde Sekil 4.46 (B)'de goriilecegi gibi

etkisinin ger¢eklesmis oldugu ve biyofilme rastlanmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.47. (A) Paslanmaz c¢elik yiizeyinde olusan ATCC®13076™ kodlu
Salmonella biyofilmi. (B) bu biyofilm iizerine izole edilmis olan

PSDs1 bakeriyofajin etkisi.
ATCC®13076™ kodlu Salmonella susunun paslanmaz c¢elik yiizeyinde
¢ok yogun olarak biyofilm olusturdugu Sekil 4.47. (A)'da goriilmektedir. Bu olusan
biyofilm PSDs1 bakteriyofaji ile muamele edildiginde Sekil 4.47 (B)'de goriilecegi

gibi etkisinin ger¢eklesmis oldugu ve biyofilme rastlanmadigi tespit edilmistir.
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Gong ve Jiang (2017) sert yiizeylerde Salmonella biyofilmlerin
azaltilmasinda isletmelerden izole ettikleri 6 Salmonella bakteriyofajin etkisini
degerlendirmislerdir. Arastirmada ¢elik yiizeylerinde 7. giinde olusturmus olduklari
Salmonella biyofilmi iizerine Salmonella bakteriyofajlar1 10° pfu/ml olarak bir giin
boyunca uygulanmigtir. Celik yilizeylerde en yogun biyofilm olusturan 10
Salmonella izolati ve S. Typhimurium 8243 susu segilerek ¢elik yiizeye ilk 6 saatte
tutunma ve olusan yogunluga bakteriyofajin etkisine bakmiglar ve tutunma
yogunlugunun sonug olarak sirastyla 0.53 (% 71) ve 0.84 (% 86) log CFU /cm’
oldugunu goézlemislerdir.

Calismamizda ayrica Salmonella biyofilm yapisint ve PSCsl, PSDsl,
PSCs2, PSSrl1 ve PSMcl bakteriyofajlarinin etkisini goriintiilemek amaciyla Luria
Bertani (LB) agar yiizeyinde de GBTT1 kodlu 6rnegin izolatindan Salmonella
biyofilmi yaptirilmistir ve bu biyofilmler {izerine bakteriyofajlarin etkisine
bakilmistir. Fiksasyonu yapilan preparatlar SEM'de incelenmis ve goriintiileri Sekil

4.48 'de verilmistir.
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Sekil 4.48. (A) LB aga ﬁzeyinde olusan Saonlla biyofilmi. (B) bu biyofilm
iizerine bakeriyofajlarin (PSCsl, PSDs1, PSCs2, PSSrl ve PSMcl)
etkisi.

GBTT2 kodlu Salmonella susunun LB agar yiizeyinde ¢ok yogun olarak
biyofilm olusturdugu Sekil 4.48. (A)'da goriilmektedir. Bu olusan biyofilm PSCsl1,
PSDs1, PSCs2, PSSrl ve PSMcl bakteriyofaj1 ile muamele edildiginde Sekil 4.48
(B)'de goriilecegi gibi etkisinin gergeklesmis oldugu ve biyofilm yapisindaki
Salmonella bakterilerinin yapisinin bozuldugu ve hiicre duvarinda deliklerin

olustugu ve bakterilerin ¢oktiigii gozlenmistir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak; bu ¢aligmada analize alinan gida 6rnekleri olarak, 24 tavuk
eti Orneginin 24'nde, 22 kirmizi et 6rneginin 22'sinde, gida isletmesi olarak
yiizeylerden alinan 37 Grnegin 15'inde, su Ornekleri olarak 9 6rnegin 3'linde ve
klinik 6rnekleri olarak 25 dis 6rneginin 14'tiinde Salmonella spp. stipheli koloniler
bulundugu tespit edilmistir.

Salmonella spp. siipheli koloniler olarak degerlendirilen 78 6rnekten elde
edilen izolatlarin biyokimyasal tanimlanmalarinda 51 6rnekten elde edilen izolatin
Salmonella spp. oldugu gozlenmistir. Salmonella spp. pozitif bulunan &rneklerin
hepsinin  iNVA genini hedeflemekte olan 139 ve 141 primer ciftleri kullanarak
Salmonella'nin spp. diizeyde dogrulanmasi amaciyla PCR yapilmistir ve
biyokimyasal testler ile tanimlanan izolatlarin hepsinde pozitif sonuglar elde
edilmistir.

Bu calisma kapsaminda 5 farkli Salmonella bakteriyofaji izole edilmis ve
morfolojik tanimlamalart TEM ve PFGE yardimiyla gergeklestirilmistir. Aym
zamanda ticari olarak Micreos Food Safety (Hollanda) firmasindan temin edilen
Salmonellex™ fajinin da tanimlamasi yapilmis ve iki farkli bakteriyofaj igerdigi
tarafimizdan belirlenmistir.

Caligmada kullanilan bakteriyofajlarin tamaminin API ile tanimlamalar
yapilmis olan Salmonella enterica, ve PCR ile tamimlanmig Salmonella
Typhimurium ve Salmonella Enteritidis iizerine lizis etkisi gorilmiistiir. Referans
sus olarak temin edilen Salmonella enterica ssp. enterica serovar Enteritidis
(ATCC 13076™) {izerine ticari Salmonellex™ bakteriyofajinin etkisinin az oldugu
gozlenmistir.

Salmonella biyofilmleri iizerine faj etkisini incelemek amaciyla 96
kuyucuklu mikroplaka'da Salmonella biyofilmleri olusturulmus ve ¢alismada izole
edilmis olan tim bakteriyofajlar (PSCs1, PSDsl, PSCs2, PSSrl ve PSMcl) ve

ticari olarak temin edilen Salmonellex bakteriyofaji, segilen 5 Salmonella spp.
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izolat1 ve referans sus olarak temin edilen ATCC®13076™ kodlu Salmonella spp.
ile yapilan biyofilmler tizerine etkileri arastirilmigs ve 5 Salmonella spp. izolatin
biyofilmi iizerine en yiiksek etkinin 10" PFU/ml'lik titrede PSDs1 bakteriyofajinin
24. saatte (%65.6 azalma) ile gdsterdigi tespit edilmistir. Referans sus olarak temin
edilen ATCC®13076™ kodlu Salmonella spp.'ye yaptirilmig biyofilm {izerine en
yiiksek etkinin 10" PFU/ml'lik titrede PSDs1 bakteriyofajinin %68.4 azalma ile 24.
saatte oldugu goriilmiistiir.

Ayrica, klinik 6rnek olarak alinan safra tast ve dis ornekleri yiizeyinde
calisilmakta olan 5 Salmonella spp. izolat1 ve paslanmaz ¢elik yiizeylerinde sadece
tek bir (GBTT1) 6rnekten izole edilmis olan Salmonella spp. izolat1 ve referans sus
olarak temin edilen ATCC®13076™ kodlu Salmonella spp. ile yapilan biyofilmler
tizerine 6 bakteriyofajin etkisi arastirnlmistir ve bu bakteriyofajlarin tiim
yiizeylerde olusturulmus Salmonella biyofilmin azalmasinda etkili oldugu
gbzlenmistir.

Sonug olarak; hem gida endiistrisinde hem de kliniklerde sorun yaratan ve
bircok antibiyotige direngli oldugu bilinen Salmonella spp.ve onlarin
olusturabildikleri biyofilmlerle biyolojik miicadelede Salmonella
bakteriyofajlarinin etkilerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fakat bu caligmada
ticari Salmonella faj preparati dahil diger Salmonella bakteriyofajlarmin tiim
Salmonella tiir ve alt tiirlerine etkilerinin olmadiginin tespit edilmesi farkli
Salmonella fajlarin1 igeren kokteyllerin gesitlendirilerek hazirlanmasinin gerekli

oldugunu gostermistir.
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