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Ozet

Bu caligmada, fenomen bir viriilens faktorii olan biyofilmin, bakteriyel balik patojeni olan Staphylococcus warneri,
Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum bakterileri tarafindan tiretilmesi tiip,
mikroplak ve kongo red agar yontemleriyle arastirilmustir. Tiip yontemi ile biyofilm olusum dereceleri tiipiin i¢ ylizeyinde
olusan film tabakasinin kalimhigma gore sirayla F. psychrophilum’da (++), A. sobria’da (++), S. warneri’de (+), Y. ruckeri’de
(-), V. anguillarum’da (-) olarak tespit edilmigtir. Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda olusan biyofilm negatif
kontrolde 0,048, S. warneri’de 0,121, A. sobria’da 0,158, Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da 0,172, V. anguillarum’da
0,212 absorbans degeri tespit edilmistir. Mikroplak testinde biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, F. psychrophilum,
A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri olarak belirlenmistir. Kongo red agar testinde biyofilm (slime) olusturan bakterilerin koloni
morfolojisinin renk degistirmesine gore biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, A. sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y.
ruckeri olarak belirlenmigtir. Kongo red agarda kuru kristalize siyah koloni iireterek en giiglii biyofilm olusumu V.
anguillarum, A. sobria, S. warneri’de bulunmustur. Pembe renkli koloni iireten F. psychrophilum ve Y. ruckeri bakterileri ise
bu teste biyofilm olusumu goéstermemistir. Sonug olarak; biyofilm kaynakli enfeksiyonlar baliklar {izerinde dlimciil etki
gostermektedir. Bu etkilerin arastirilmasi ve durdurulmasi balik dliimlerinin azaltilmasinda onemlidir. Bakteriyel balik
patojenlerinden olan S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri’nin arastirmamizda oldukga gii¢lii
biyofilm olusturduklari farkli yontemlerle tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel balik patojenleri, biyofilm, tiip yontemi, mikroplak yontemi, kongo red agar yontemi
Determination of Biofilm Formation with Different in Vitro Methods in Some Bacterial Fish Pathogens
Abstract

bacterial fish pathogens Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum
and Vibrio anguillarum by tube, microplate and congo red agar methods.
The degree of biofilm formation by the tube method in order according to the thickness of the film formed on the inner
surface of the tube is in F. psychrophilum (++), in A. sobria (++), in S. warneri (+), in Y. ruckeri (-) was determined as (-) in
V. anguillarum. In the biofilm biofilm test with microplates, the biofilm was found to be 0.048 in the negative control, 0.121
in S. warneri, 0.158 in A. sobria, 0.071 in Y. ruckeri, 0.172 in F. psychrophilum and 0.212 absorbance in V. anguillarum.
Biofilm formation in microplate test was determined as V. anguillarum, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri.
In congo red agar test, biofilm formation was determined as V. anguillarum, A. sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y.
ruckeri according to color change of colony morphology of bacteria forming slime. The most powerful biofilm formation by
producing dry crystallized black colony in congo red agar was found in V. anguillarum, A. sobria, S. warneri. The pink
colony producing F. psychrophilum and Y. ruckeri bacteria did not show biofilm formation in this test. As a result; Biofilm
induced infections show a lethal effect on fish. Investigation and cessation of these effects is important in reducing fish
mortality. It was determined that cacterial fish pathogens S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri
create a very strong biofilm by using different methods.

Keywords: Bacterial fish pathogens, biofilm, tube method, microplate method, congo red agar method.
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GIRIS

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak belirli bir yapisal biitiinliik igerisinde toplu halde yasayan, iletisim
ve bilgi aktarimina izin veren, farkli gen transkripsiyonu ve biiyiime oranlarina bagli olarak farkl
fenotipik 0Ozellik gosterebilen (Donlan ve Costerton, 2002), birbirleriyle haberleserek varliklarinin
devami icin gerekli islevlerin yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir
mimari organizasyondur. Bakteriler ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi
polisakkarid, niikleik asit ve protein i¢eren ¢amur veya balgik benzeri bir matriks icerisinde gomiilii
olarak bulunurlar (Post vd., 2004). Biyofilm, kalinlig1 0,2 mikron istiinde ise bakteri icerebilecegi
belirtilmistir (Larson, 2011). Diinyadaki mikrobiyal kiitlenin %80 kadarinin biyofilm durumunda
bulundugu iddia edilmektedir (Davies, 2003; Richards ve Melveer, 2009). Mikrobiyal biyofilmlerin
balik sagligi iizerinde 6nemli etkileri vardir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ulusal saglik enstitiileri
enfeksiyonlarin %80’inden fazlasima biyofilmlerin neden oldugunu tahmin etmektedir (Donlan ve
Costerton, 2002). Bu iddialar gz oniine alindiginda savasmamiz gereken biyofilmlerin ne derece
Onem arz ettigi daha iyi anlagilmaktadir. S6z konusu biyofilmin kimyasal kompozisyonu Tablo 1’de
verilmistir.

Biyofilm kitlesi yerlestigi bolgeye gore degisir ve genellikle bakteri, mantar, alg ve protozoa ve
fajlar1 igeren birgok mikroorganizma tiiriinden olusur (Wu vd., 2015). ilk yapisma (adezyon)
oldugunda biyofilmin uzaklastirilmasi artik zordur (Bryers, 2008).

@ A‘
Sekil 1. Biyofilm olusumunun asamalar1 (Monroe, 2007; Rendueles ve Ghigo, 2012)

Biyofilm gelismesinin bes asamasi (Sekil 1); 1: Planktonik bakterilerin biyomateryal yiizeyine
yapismalari, 2: Hiicrelerin mikro koloniler olusturmasi, ekstraseliiler polimerik substantlar (EPS) yani
slimenin disar1 atilmasi ve baglanmanin geri dondiiriilemez hale gelmesi, 3: Biyofilm olugmasi,
olgunlasmasi, 4: Ug boyutlu biiyiime ve konak¢1 savunma mekanizmalarina ve antibiyotiklere karst
koruma saglayarak biyofilmin daha da olgunlasmasi, 5: Biyofilmin, kritik bir kiitleye ulagmasi, diger
yiizeylere kolonize olmaya hazir olmasi ve planktonik bakterilerin dagilmasi seklinde gelismektedir
(Monroe, 2007; Rendueles ve Ghigo, 2012).

Tablo 1. Biyofilmin kimyasal kompozisyonu (Jamal vd., 2015)

Bilesen (Component) Matriksteki yiizdesi
Mikrobiyal hiicre %2-5

DNA ve RNA <%1-2
Polisakkaritler %1-2

Proteinler < %1-2

Su %97
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Sekil 2. Biyofilmin 3 boyutlu goriiniimii (Cizim: Bryan Christie) (Ciftci, 2005)

Biyofilmlerle ilgili balik enfeksiyonlar1 arastirildiginda Listeria, Salmonella, Shigella, Vibrio,
Bacillus ve Aeromonas gibi bakteri tiirler biyofilm olusturmakta ve hastaliklara neden olmaktadirlar
(Mortensen, 2014). Biyofilmler bakterilerin birbirleri arasinda horizontal gen transferi yapmasi igin
elverigli ortamlardir. Horizontal gen transferi bakterilere, balik enfeksiyonlartyla miicadele de
antimikrobiyal direnci gibi adaptif mutasyonlar gelistirmeleri avantajim  saglamaktadir.
Enfeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrilan bakterilerin immiin sistemi agarak enfeksiyon olusturmaya
daha hazirdir (Jurcisek ve Bakaletz, 2007).

Bakteriyel patogenezle ilgili yapilan aragtirmalarin ¢ogu akut enfeksiyonlara odaklanmis ancak bu
hastaliklar, simdi biyofilm (Sekil 2) iginde yetisen bakterilerin neden oldugu yeni bir kategori olan
kronik enfeksiyonlarla desteklenmektedir. Kronik yaralar, fibrindz peritonitis enfeksiyonlar1 gibi
biyofilm enfeksiyonlari, diinyadaki milyonlarca baligi her yil etkilemekte ve bircok 6lim meydana
getirmektedir. Ozellikle kronik biyofilmin temeli enfeksiyonlarin énemli noktas: antibiyotiklere karsi
asir1 direng ve konake1 savunmalarindan kagmaktir (Bjarnsholt, 2013). S6z konusu tehlikeli biyofilm
su tdrilinleri yetistiriciliginde de balik pullari gibi baligin viicudunda ve yetistiricilik tesislerinde
kullanilan birgok materyalin yiizeyinde goriilmektedir. Etkili bir viriilens faktorii olan biyofilmin
yetistiricilik tesislerinden uzak tutulmasi bu nedenle olduk¢a 6nemlidir.

S. warneri’de, A. sobria’da, Y. ruckeri’de, F. psychrophilum’da ve V. anguillarum'da biyofilm
tiretimi agisindan arastirildiginda Stafilokoklarin biyofilm olusturmalarinda icaADBC gen lokusu
tarafindan kodlanan polisakkarit interselliiler adhesin (PIA) en onemli rolii Gstlendigi gosterilmistir
(Donlan ve Costerton, 2002; Arciola vd., 2015). S. warneri’de hasta baliklar arasinda kronik
enfeksiyonlarin patognomik oldugu biyofilmi olusturur (Molobela vd., 2010). Aeromonas’larda
biyofilm olusumunda polar flagellayla yiizme hareketinde ve baslangic tutunmasinda, lateral
flagellayla ise hiicrelerin kolonizasyonunda rol oynamaktadir (Kirov vd., 2003). Rahman vd., 2007°de
Aeromonas klonlariin gii¢lii biyofilm olusturdugunu gostermistir. C-di-GMP (cyclic di-GMP) birgok
bakteride biyofilm olusumunu diizenledigini bildirmistir. Yersinia bakteri tiirleri Quroum Sensing: QS
(Cevreyi Algilama) adi verilen bakteriyel iletisim mekanizmasinin diizenledigi 3-oxo-C8-HSL
molekiiliiyle biyofilm iretmektedir (Delshad vd., 2018). Y. ruckeri’de flagellar proteinin
salgilanmasiyla yapigkanligi artmakta ve biyofilm olusturabilmektedir (Coquet vd., 2002). F.
psychrophilum mutantlart yiiksek biyofilm gelistirir. Donlan, 2002; Hogfors-Ronnholm vd., 2015;
Levipan ve Avendafio-Herrera, 2017 yaptiklari caligmalarda F. psychrophilum‘un viriilens ve biyofilm
olusumu arasinda pozitif bir iliski oldugunu ifade etmislerdir (Levipan ve Avendano-Herrera, 2017).
V. anguillarum'da, transkripsiyonel diizenleyici, VanT’nin, biyofilm olusumunu diizenledigi
gosterilmistir. V. anguillarum-VanT mutant1 ve Sat-Vps73 DNA lokiisiinde polar mutasyon tastyan bir
mutantin, hatali biyofilmler {trettigini gostermistir (Croxatto vd., 2002). Vibrio’larin biyofilm
olusturmasinin 6zel genetik yapilarina (flagella, pili ve ekzopolisakkarit biyosentezi) ve diizenleyici
islemlere (iki diizenleyici bilesen, ¢evreyi algilama ve c-di-GMP molekiilleri) bagh oldugu
bilinmektedir (Yildiz ve Visick, 2009).
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Bu calismanin amaci; hasta baliklardan izole dilen S. warneri, A.sobria, Y. ruckeri, F.
psychrophilum, V. anguillarum balik patojenlerinin biyofilm viriilens giicii birbirinden farkli metotlar
olan tlip, mikroplak, kongo red agar yontemleriyle arastirilmasidir.

MATERYAL ve YONTEM

Bakteriyel Suslar (S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum Suslariin
Uretim ve Depolanmasi)

Arastirmada ISUBU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarindan temin
edilen S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suslar1 kullanilmustir. F.
psychrophilum 15°C’de, diger patojenler 25°C’de iiretilmistir. Suslar kullanilincaya kadar -80°C’de ve
%20 gliserin icerisinde muhafaza edilmistir. Depolanan bakteriler giinliik kullanim igin -80°C’den
almarak -20°C’de bekletildikten sonra F. psychrophilum Ordal Agar, diger patojenler TSA
besiyerlerine ekilmistir. Ekimleri yapilan S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum 25°C’de 24
saat siireyle inkiibe edilmistir. Ekimleri yapilan F. psychrophilum susu ise 15°C’de 72 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra giinliik kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de
saklanmustir.

Patojenlerin Biyofilm Testleri

Tilip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemi olmak iizere 3 farkli metotta
arastirilmstir.

Tiip Yontemi

Christensen vd. (1985) tarafindan bildirilen yonteme gore, test edilecek S. warneri, A. sobria, Y.
ruckeri, V. anguillarum suslarinin, agar’da tireyen saf kiiltiiriinden tek bir koloni alinarak, iginde 5 ml
% 0,25 glukoz igeren TSB besiyerine inokule edilerek 25°C’de, F. psychrophilum suslar1 ise 15°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiip icerikleri bosaltilmis, %1°lik safranin soliisyonu ile
oda 1sisinda 30 dakika bekletilmistir. Boya dokiilecek, tiipler steril PBS ile iki defa yikandi ve ters
cevrilerek kurutma kagidi lizerinde kurumaya birakilmistir. Ertesi giin tiipiin i¢ yiizeyinde renkli bir
film tabakasinin olusumu ve yogunluguna gore (+), (++), (+++) ve (-) olarak degerlendirilmistir. Tim
patojenler 3 paralel olarak galisilmigtir (Demir ve inang, 2015).

Mikroplak Yoéntemi

O’Toole ve Kolter (1998)’in tanimladigi metoda gore gergeklestirilmistir (Ye vd., 2008). Kisaca S.
warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum suslar1 Triptik Soy Broth (TSB)’da 25°C’de 16 saat, F.
psychrophilum 15°C, 72 saat tretilmistir. Kiiltiirlerin tiimiinden McFarland 0,5’e¢ gore standardize
edilen bakteri siispansiyonlar1 diiz tabanli 96 cukurlu mikroplaklara 100 pl olarak ¢ukurlara ilave
edilerek 25°C’de, F. psychrophilum ise 15°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben
cukurlar distile su ile yikanmig ve biyofilmle iligkili hiicre kalintilar1 %1°lik kristal viole ile 15 dk
siiresince boyanmustir. Boya fazlasi hafif akan ¢esme suyunda dikkatli bir sekil yikanmis ve
bakterilerin olusturdugu 96 c¢ukurlu plakalara tutunmus biyofilm fotograflanmistir. Biyofilm
olusumunu kantitatif olarak belirlemek i¢in mikroplaklara 2x200 pl %95 etanol saf su ile 4 ml ye
tamamlanarak ilave edilmistir. Plaklarin 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklar
Olgtilmiistiir (Ye vd., 2008). Her bakteri i¢in 24 sonucun OD degerleri ortalamalar1 alinmigtir. Test
sirasinda steril TSB negatif kontrol olarak g¢alisilip degerlendirilmistir.

Kongo Red Agar Yontemi

Freeman vd. (1989) tarafindan bildirilen metoda gore hazirlanmigtir. Kongo kirmizili besiyeri
litrede 50 gr sakkaroz, 37 gr BHI (Brain Heart Infusion) Agar ve 0,8 gr Kongo kirmizisi igerecek
sekilde hazirlanmustir. Suslar kongo kirmizili agara ekim yapildiktan sonra F. psychrophilum 15°C,
diger suslar 25°C°de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, kuru kristalize siyah koloniler
olusturan suglar biyofilm pozitif, kirrmzi veya pembe renkli koloni olusturan suslar ise biyofilm
negatif olarak degerlendirilmistir. Tiim patojenler 2 paralel olarak ¢alisilmistir (Demir ve inang, 2015).
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BULGULAR

Balik Patojenleri S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum’un Koloni
Morfolojileri

Aragtirmada 5 farkli balik patojeni kullamlmustir. F. psychrophilum iretilmesi ve
genglestirilmesinde Ordal Agar (OA) kullanilmistir. Bakteriler 15°C de 72 saat inkiibe edilmistir ve
OA’da sar1 turuncu renkte tremislerdir (Madetoja, 2002; Wiklund, 1994) (Sekil 3). S. warneri,
A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum patojenlerinin iiretilmesi ve genglestirilmesinde Triptik Soy Agar
(TSA) kullanilmastr. Bakteriler 25°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve TSA iizerinde krem renkli koloniler
olusturmuslardir. S. warneri (Sekil 4), A. sobria (Sekil 5), Y. ruckeri (Sekil 6), V. anguillarum (Sekil
7) bakterileri kullanilmigtir. (Bakterilerin koloni rengi onemlidir ¢iinkii kongo red agar testindeki
biyofilm tespitinde koloni rengi degisimi sonucu verecektir).

Sekil 3. F. psychrophilum OA ve OB’da koloni morfolojisi

Sekil 4. S. warneri koloni morfolojisi

Sekil 5. A. sobria koloni morfolojisi
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Sekil 7. V. anguillarum koloni morfolojisi

Biyofilm Testleri Bulgulari

Tilip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemi olmak ilizere 3 biyofilm tespit
yontemleriyle ilgili patojenlerin biyofilm viriilens giicii arastirilmistir.

Tiip Yontemi Bulgulan

Tiip yonteminde bakteri kiiltiirii dokiilerek safraninle boyanan tiiplerde besiyerinin bittigi hizada
safranin boyasiyla bakteri tutunmasindan kaynaklanan biyofilm ¢izgisi belirlenmistir. Tiip yonteminde
tiipiin i¢ ylizeyinde renkli bu film tabakasimnin olusumu ve yogunluguna gore (+), (++), (+++) ve (-)
olarak degerlendirme yapildiginda biyofilm S. warneri’de (+), A. sobria’da (++), Y. ruckeri’de (-), F.
psychrophilum’da (++), V. anguillarum’da (-) olarak tespit edilmistir (Sekil 8 ve Sekil 9). Tiip testinde
tiipiin i¢ ylizeyinde olusan film tabakasinin kalinligina goére sirayla F. psychrophilum, A. sobria, S.
warneri, Y. ruckeri, V. anguillarum olarak belirlenmistir. En giicli biyofilm olusumu F.
psychrophilum ve A. sobria’da goriilmiistiir.
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Sekil 8. Tiip yontemi ile F. psychrophilum (++), A. sobria (++), S. warneri (+) suglarinda film tabakas1
varligiyla biyofilm olusumu

Sekil 9. Tiip yonteminde S. warneri (+), A. sobria (++) ve F. psychrophilum (++), Y. ruckeri (-), V.
anguillarum (-) suglarinda biyofilm sonuglari

Mikroplak Yontemi Bulgular

Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda olusan biyofilm ELISA okuyucusunda 630
nm’de 6l¢iildii ve absorbans degeri negatif kontrolde 0,048, S. warneri’de 0,121, A. sobria’da 0,158,
Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da 0,172, V. anguillarum’da 0,212 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore ¢aligilan tiim bakteriyel balik patojenleri biyofilm olusturmaktadir (Sekil 10 ve Sekil
11). Mikroplak testinde absorbans degerlerine gore biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, F.
psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri olarak belirlenmistir. Mikroplak yonteminde en gii¢lii
biyofilm olugumu V. anguillarum’da bulunmustur.

Sekil 10. V. anguillarum’da biyofilm olusumu
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Sekil 11. S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri ve F. psychrophilum’da biyofilm olusumu
Kongo Red Agar Yontemi Bulgulari

Dogasi1 geregi krem renkte olan bakteriyel balik patojenleri bu biyofilm testiyle krem renkten farkli
renge doniismektedir (Sekil 12). Kolonin pembe renge doniismesi biyofilm olusturmadigini, siyah
renge doniismesi biyofilm olusturdugunu gostermektedir (Sekil 13). Koloni morfolojisi incelendiginde
koloni rengiyle biyofilm olusumunun tespit edildigi prensibe dayanan CRA testiyle A. sobria, S.
warneri ve V. anguillarum suslar1 kongo red agarda kuru kristalize siyah pigmentli koloni {ireterek
biyofilm (slime) tiretimi pozitif bulunmustur (Sekil 14). Y. ruckeri ve F. psychrophilum suslar1 pembe
pigmentli koloni ireterek biyofilm iiretimi negatif bulunmustur (Sekil 15). Kongo red agar testinde
biyofilm olusturan bakterilerin koloni morfolojisinin renk degistirmesine gore biyofilm olusumu
sirayla V. anguillarum, A.sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak belirlenmistir.
Kongo red agar testinde en giiclii biyofilm olusumu V. anguillarum, A.sobria, S. warneri’de
bulunmustur.

/

Sekil 13. CRA testinde pembe renk koloni morfolojisiyle negatif, siyah renk koloni morfolojisiyle pozitif
sonug¢
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Sekil 14. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturan
S. warneri, V. anguillarum ve A. sobria suslar

! T 1= N +
Sekil 15. Pembe pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturmayan
Y. ruckeri ve F. psychrophilum suslari

Tablo 2. Farkli metotlarda uygulanan biyofilm testine gore patojen bakterilerin biyofilm olusturma giileri

F. psychrophilum | A.sobria | S.warneri | Y.ruckeri | V.anguillarum

Tiip yontemi ++ + + i -
Mikroplak yontemi ++ ++ ++ + F++
Kongo red agar yontemi - +++ +++ - +++

Biyofilm olusturan bakterilerin en iyi hangi yontemle biyofilm olusturduklarinin belirlenmesi
amaciyla caligilan bakterilerin tiip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemleriyle
biyofilm olusturmalarinin karsilastirilmasi Tablo 2’de verilmistir.

TARISMA ve SONUC

Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyotiklere, planktonik formlarina gore 100-10000 kat
daha direngli olduklar1 bilinmektedir (Szczuka ve Kaznowski, 2014). Biyofilm kiiltiirli ve 6l¢iimii igin
birkag farkli yontem gelistirilmistir (Deighton vd., 2001; Arciola vd., 2002; Harraghy vd., 2006). Bu
yontemlerden; tiip testi (Mathur vd., 2006), mikroplak testi (Stepanovic, 2000), radiolabeling
mikroskopi (Deighton vd., 2001) ve kongo red agar testi (Arciola vd., 2002) gibi testler biyofilm tayini
icin kullanilmaktadir. Fakat mikroplak metodu biyofilm incelenmesi i¢in yapilan 6l¢iimlerde digerleri
arasinda en sik kullanilanidir (Stepanovic vd., 2007).

Sundell ve Wiklund (2011) F. psychrophilum’un biyofilm olusturduklarini kanitlamiglardir. F.
psychrophilum enfeksiyonunda patojen bakterileri barindiran direngli biyofilmleriyle ve tekrarlayan
enfeksiyonlarla daha karmasik hale gelebildigini bildirmislerdir. Bu arastirma da F. psychrophilum’un
biyofilm olusturdugu tiip testinde ve mikroplak testinde kanitlanmustir.

Hareketli Aeromonas tiirlerinde biyofilm olusumunun incelendigi ¢aligmada ve A. veronii biovar
sobria’da, A. hydrophila ve A. caviae’va gore daha yiiksek oranda biyofilm olusumu
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gozlemlemislerdir (Gavin vd., 2003). Calisgmamizda da ayni durum s6z konusu olup A. sobria’da
biyofilm olusumu tespit edilmistir.

Biyofilm olusumunun makroskobik saptanmasinda kongo red agar yontemi siklikla kullanilan,
gorsel sonuglara dayali bir yontem oldugunu ifade edilmistir (Aslan, 2015). Bu yontemin ilk olarak
Freeman vd., (1989) stafilokoklar iizerinde biyofilm iiretiminin arastirtlmasinda kullanildigini1 da ifade
etmistir. Arastirmamiz da Kongo red agar testinde balik patojenlerinin makroskobik incelemelerinde A.
sobria, S. warneri ve V. anguillarum suslarinin siyah pigment olusturmalariyla biyofilm olusturduklari
bulunmustur.

Ormanct (2010) yaptigi arastirmada mikroplak yontemiyle yapilan biyofilm ¢aligmasinda
Aeromonas’larin tiir bazinda tutunmalarina baktiginda, kuvvetli pozitif degerde en fazla tutunma
baligin deri, solungag¢ ve bagirsagindan izole edilen A. veronii biovar sobria’da oldugunu bildirmistir.
Biyofilm 6l¢iimii i¢in yaptig tiip testinde A. veronii biovar sobria %61,43 ile yiiksek kuvvetli pozitif
biyofilm olusumunda birinci sirada yer alidigini ifade etmislerdir. Biyofilm 6l¢iimii i¢in diger test olan
kongo red agar testi ile de tayin etmis ve sonucta A. veronii biovar sobria izolatlarinin %59,37
kuvvetli pozitif biyofilm olusturdugunu bildirmistir. Arastirmamizda da ayni durum goriilmiis ve
caligilan patojenler arasinda en giiglii sonucu kongo red agarda siyah koloni olusturarak A. sobria
vermistir. Tip testinde ise A. sobria’da (++) yorumuyla gii¢li biyofilm olusumu saptanmustir.

Jahid vd. (2013) A. hydrophila’nin ¢esitli glikoz konsantrasyonlarina yanit olarak biyofilm
olusturup olusturmadigini aragtirmiglardir. Bu calismada tiip yonteminde glikoz kullanilmigtir ve A.
sobria’da biyofilm olusumu (++) derecesiyle pozitif bulunmustur.

Musharrafieh vd. (2014) ¢alismalarinda V. anguillarum'un S. warneri varliginda veya yoklugunda
gokkusagi alabaligi pullari iizerinde biyofilmler olusturmasini incelemislerdir. Sonugta, S. warneri‘'nin
varliginda, V. anguillarum'un biyofilm olusturabildigini bildirmislerdir. Bununla birlikte S. warneri
patojenin V. anguillarum'un biiylimesi ve biyofilm olusturmasi igin bir katalizor gorevi gorerek
enfeksiyon basarisimt artirdigini bildirmiglerdir. S. warneri ve V. anguillarum suslarinin biyofilm
olusturmalari bu arastirmada da kanitlanmigtir.

Nurcan (2010) yaptig1 ¢alismada, V. anguillarum’un mikroplak yonteminde biyofilm olusturmasi
bu ¢alismay1 desteklemektedir.

Cernohorska ve Votava (2004), S. warneri, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, E. coli suslarinin biyofilm olusturduklarini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
da S. warneri’de ayni1 durum séz konusu olup biyofilm olusturdugu gortilmiistiir.

Yildiz ve Visick (2009) Vibrio tiirlerinden, cholerae, parahaemolyticus, vulnificus ve fischeri‘deki
biyofilm olusumunu karsilastirdiginda, biyofilm ile koloni morfolojisi arasinda bir korelasyon
oldugunu belirterek biyofilm iireten hiicrelerin koloni yapilarinin kivrimli ya da akiskan olabilecegini
bildirmislerdir. Biyofilmin matriks kimligini tespit etmek i¢in kolonideki degisimlere bakildiginmi rapor
ederek kongo red agar yonteminde koloninin renginin Onemini vurgulamistir. Bu calisma baz
alindiginda arastirmamizda da V. anguillarum kolonisinin renginin kongo red agar testinde siyah
olmasi bu bakterinin biyofilm olusturdugunu gostermistir.

Abdallah vd. (2009) V. alginolyticus ve V. parahaemolyticus suslarinin fenotipik slime tiretimi
kongo red agar testiyle arastirmiglardir. Sadece V. alginolyticus ATCC 17749 susu kongo red agarda
slime iireten siyah koloniler gelistirdigini rapor etmislerdir. Yapigsmanin ise V. alginolyticus suslarinda
V. parahaemolyticus suslarina gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmada da kongo red
agarda V. anguillarum’un siyah koloni olusturarak slime tirettigi tespit edilmistir.

Su trlinleri yetistiriciliginde biyofilmle miicadele de etkin koruma yontemlerinin gelistirilmesine
ihtiyac duyulmaktadir. Iletisim, tiim canlilarda oldugu gibi bakterilerde de c¢ok etkin bir olgudur.
Bakteriler salgiladiklari AHL molekiilleri aracihigiyla iletisim kurarak bakteri-bakteri anlagmasini
saglamaktadirlar. Bunun neticesinde de enfeksiyon olusturan viriilens faktorlerinin kritik gen
ekspresyonlarmi  gerceklestirmektedirler. Burada ki en onemli viriilens faktorii son zamanlarda
fenomen olan biyofilmdir. Iletisimin giiciiyle mikroorganizma viriilent olmakta, klinik biyofilm
olusturmayla balik {izerinde Oliiciil olmaktadir. Biyofilmin temeli olan QS’nin basarisiz bir sistem
haline getirilmesi bakteri i¢in ¢ok biiyiik bir kayip olacaktir. Bu esasla hastaligi daha da gii¢li hale
getiren zararli biyofilm giicliniin hi¢ var olmamasi su iiriinleri yetistiriciliginde hastaliktan korunmanin
alternatif bir metodu olarak onerilebilir.

Biyofilm enfeksiyon siirecinde bakteriye ciddi bir etkinlik kazandirmakta ve tedaviyi
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle bakteriye giic katan ve oldukga tehlikeli olan biyofilmlerin hasta balik
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enfeksiyonlarinda ilag¢ direncindeki roliinii aragtirmali ve biyofilm kontaminasyonuyla hasta balik
enfeksiyonu arasindaki baglanti tespit edilmelidir. Bu nedenle antibiyofilm yaklasimlar1 dikkat
¢ekmektedir.

Arastirmacilar biyofilmlerin Ol¢iimii i¢in daha giivenilir teknikler ve kontrol stratejilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmak {izere daha iyi model sistemleri gelistirdik¢e, daha etkili biyofilm
kontrol stratejilerinin ortaya c¢ikmasi beklenmektedir. Ayrica, biyofilmlerin antimikrobiyal ilag
direncindeki roli arastirildikga ve biyofilm kontaminasyonu ile hasta balik enfeksiyonu arasindaki
baglanti daha iyi kuruldukga, biyofilmlerin yetistiricilik sagligindaki énemi konusunda daha net bir
tablonun ortaya ¢ikacagina inanilmaktadir. Bakteriyel kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli bir viriilens
faktorii olan biyofilmi kongo red agar yontemiyle saptamanin pratik, giivenilir ve az maliyetli oldugu
tespit edilmistir. Biyofilm olusturan bazi suslarin, neden oldugu vakalarmin tedavisinde,
antibiyogramla birlikte kongo red agar yonteminin kombine kullanimi, direng gelisim mekanizmasini
engelleyebilecek olan bir adim gibi goziiktiigii baz1 arastirmalarda ifade edilmistir. Ornegin Freeman
vd. (1989)’a gore 6zel bir besiyeri olan kongo red agarda iireyen kolonilerin 6zelliklerine gore
biyofilm yetenegini belirlemeye g¢alisan yontemler bulunmaktadir. Bu durumun balik hastaliklar
enfeksiyonlar1 tedavi galigmalarinda da fayda saglayip saglamadigini tespit etmek igin yapilacak
caligmalara bu arastirmadaki kongo red agar verileri ilk adim olabilir.

Sonug olarak S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum bakterilerinde
biyofilmin varlig1 ¢calismamizda agik¢a ortaya konmustur. Bu bakteriyel biyofilm inat¢ilifinin bir
sonucu olarak, klinik iligkili biyofilm olusumunu 6nlemek sarttir ve komplike teknolojilere gereksinim
oldugu savunulmaktadir. S6z konusu biyofilm hastaliklarin alt yapisim  ciddi  anlamda
giiclendirmektedir. Bu calisma da bakteri diinyasindaki enfeksiyon giiciiniin azaltilmasi, bakterinin
kimliginin ve dogasinin ¢ok iyi taninmasi, bunun bir sonucu olarakta bakteriyel giiclerden belki de en
etkili olan biyofilm viriilens giicliniin 6niine gecilmesi hedeflenmektedir. Burada esas vurgulanan
amag bakterinin daha biyofilmi olusturmadan énce onu engellemektir. Biyofilm olusturamamis bakteri
enfeksiyon giicii agisindan zayif bakteridir dolayisiyla biyofilmin engellenmesinin balik hastaliklariyla
miicadelede etkin role sahip oldugu ve biiylik ¢igir acacagi goriisiindeyiz.

Tesekkiir: Calisma 5092-YL1-17 No’lu Proje ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan maddi olarak desteklenmis olan yiiksek lisans tezinden
Ozetlenmigtir.
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