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ETIiK BEYANI

Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii tez yazim
kurallarina uygun olarak ve bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yol ve
yardima bagvurmaksizin hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi, tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik
ve ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu, tez ¢alismasinda yararlandigim
eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak gésterdigimi, kullanilan verilerde ve
ortaya c¢ikan sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde sundugum
calismanin 6zgiin oldugunu, tezimle ilgili yaptiZim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara katlanacagimi
bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarimi1 kabullendigimi
beyan ederim.
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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BALIK PATOJENI Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Aeromonas
hydrophila SUSLARININ BIYOFILM OLUS}‘URMA YETENEKLERININ
ELEKTRON MIKROSKOBI TEKNIGI ILE INCELENMESI

Burcu KARAOGLU

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Bu ¢alismada, balik patojeni S. warneri, A. sobria, A. hydrophila suslarinin biyofilm
olusturma yetenekleri elektron mikroskobi ile incelenmistir. Hasta baliklardan izole
edilen S. warneri, A.sobria, A. hydrophila suslarinin biyofilm varligi elektron
mikroskobi ile gézlenmistir. Biyofilm {ireten suslarin cam, ahsap, ¢elik ve fiberglas
tizerindeki biyofilm olusumlari SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ile de tespit
edilmistir. Ayrica suslarin biyofilm olusum ve zamana bagl olarak gostermis oldugu
gelisimleri 24. saatte ki inkiibasyon periyodunda incelenmistir. Adezyon testinde
plaklarda olusan bir saatlik tutunma incelendiginde tiim patojen bakterilerin adezyon
olusturdugu bulunmustur. Adezyon giicii A. hydrophila’da diger patojenlere nispeten
¢ok daha gii¢lii oldugu saptanmustir.

Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde tiim bakteriyel balik patojenleri biyofilm
olusturdugu goriilmistiir. Mikroplak yonteminde en gliglii biyofilm olusumu A.
hydrophila’da bulunmustur. A. sobria, S. warneri ve A. hydrophila suslar1 Congo Red
Agarda kuru kristalize siyah koloni {ireterek biyofilm (slime) tiiretimi pozitif
bulunmustur.

Sonu¢ olarak; S. warneri, A.sobria, A. hydrophila nin degisik materyallerin
yiizeylerinde biyofilm olusturmasi SEM elektron mikroskobu ilede tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, S. warneri, A.sobria, A. hydrophila, Elektron
mikroskop, Farkl yiizeyler
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF BIOFILM FORMATION ABILITIES OF FISH
PATHOGEN Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria AND Aeromonas
hydrophila STRAINS BY ELECTRON MICROSCOPY TECHNIQUE

Burcu KARAOGLU

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

In this study, the biofilm formation ability of Staphylococcus warneri, Aeromonas
sobria, A. hydrophila strains of fish pathogen was investigated by electron
microscopy. The presence of Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Aeromonas
hydrophila strains isolated and identified from sick fish were observed by biofilm
formation by electron microscopy. Biofilm formation of biofilm producing strains on
glass, wood, steel and fiberglass was also determined by SEM. Biofilm formation and
development of the strains were also examined during the incubation period at 24 hour.
In the adhesion test, one-hour adhesion of the plagues was examined and it was found
that all pathogenic bacteria caused adhesion. Adhesion strength was found to be much
stronger in A. hydrophila than other pathogens.

It were showed biofilm in microplates method from all the bacterial fish pathogens.
The most powerful biofilm formation in the microplate method was found in A.
hydrophila. A. sobria, S. warneri and A. hydrophila strains were found to be positive
for biofilm production by producing dry crystallized black colony on Congo Red Agar.

As a result; S. warneri, A. sobria, A. hydrophila 's biofilm on the surfaces of different
materials were detected by SEM electron microscopy.

Key Words: Biofilm, Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Aeromonas
hydrophila, Electron microscope, Different surfaces

2020, 40 pages



TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim sirasinda bilimsel katkilariyla bana destek olan, insani ve
ahlaki degerleri ile de idol edindigim, bilgilerine, 6ngoriisiine, yerinde tespitlerine,
deneyimlerine, degerli goriislerine her zaman saygi duydugum, deneyimlerinden
yararlanirken gosterdigi hosgorii ve 6zveriden dolay1 Saygideger Danisman Hocam
Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY a sonsuz tesekkiir ve hiirmetlerimi takdim ederim.

Tez arastirma ¢aligmalarim sirasinda ve grenimim siiresince bilgi ve goriisleri ile beni
aydimnlatan, bana yol gostererek destek olan tiim Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi’nin degerli 6gretim iiyelerine ve idari
personeline ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatim ve egitimimin boyunca beni yalniz birakmayan her tiirlii destegi ile yanimda
olan bu tezi yazmam ve yiiksek lisansimi bitirmem igin hi¢ vazgegmeden tizerimden
baskisini eksik etmeyen attifim her adimimda yanimda olup benimle berabar
cabalayan benim daha gii¢lii ve Ozgiivenli bir insan olmama vesile olan kendi
ayaklarim tizerinde durmami her daim destekleyen degerli annem Sabriye
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hiirmetlerimi takdim ederim.
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1. GIRIS

Biyofilmler, mikroorganizmalarin canli ya da cansiz yiizeylere tutunarak, kendi
uirettikleri polimerik madde igerisinde korunakli bir sekilde kalabilmesini saglayan
yapilardir. Bu yapilar mikroorganizmalar i¢in bir nevi kalkan gorevi gormektedir.
Biyofilm yapisi igerisindeki mikroorganizmalar, konak hiicre cevabi, antimikrobiyal
tedavi ve olumsuz ¢evre kosullar1 gibi etkilerden korunabilmektedir (Costerton vd.,
1999).

Biyofilm; canli dokular, endiistriyel ya da igme suyu borular1 ya da suda ya da suyun
yakininda yasayan sistemlerde yer alabilirler. Bakteriler bir ylizeye yapisip ve biyofilm
olusturduktan sonra o yilizeyden kuru durulama ile uzaklastirilamazlar. Daha etkin
yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Uygun dezenfektan uygulamasi ve temizlik

planlamasi yapilmas1 gerekmektedir.

Iletisim, tiim canlilarda oldugu gibi bakterilerde de ¢ok etkindir. Burada ki en énemli
viriilens faktorii son zamanlarda tizerinde calismalarin arttirildigi ve incelendigi
biyofilmdir. Iletisimin giiciiyle mikroorganizma yok olmakta, Klinik biyofilm
olusturmayla balik {izerinde Oliimciil olmaktadir. Balik patojenlerinin biyofilm
olusturmasini tespit etmek ve buna neden olan olabilecek mekanizmay1 anlamak, bu
patojenlerle miicadele de basarili olmak i¢in Onemlidir. Bu nedenle balik
yetistiriciliginde biyofilmle miicadele de hastaliklar olugsmadan etkin koruma

yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyofilm olusumu, enfeksiyonlarin en Onemli kaynaklarindandir. Yetistiricilik
sistemlerinde balik havuzlari, kafesleri, tanklari, su borulart1 ve kullanilan tiim
sistemlere inkiibatorlerin yiizeylerine disaridan ya da ¢evresel faktorler nedeniyle
patojenik mikroorganizmalarin yapigmasi ve bunun sonucunda yiizeyde biyofilm

olusturmasi balik sagligina tehdit olusturmaktadir.

Insan saglig1 agisindan énemli ve tiiketilmesi tavsiye edilen yararli bir besin maddesi
olan baliklar, yetistiricilik ortaminda gevresel faktorlerinde etkisiyle patojenlere maruz
kalmaktadir. Bu patojenlerin olusturdugu hastaliklarin tedavisinden ziyade

patojenlerin bu yiizeylere yapismasimin Onlenmesi Onemlidir. Bu nedenlede

1



hastaliklar1 olusturan patojenlerin hastalik olusturma mekanizmalarinda énemli bir rol
oynayan biyofilm olusumunun arastirilmasi son zamanlarda dikkat ¢eken caligsmalar

arasindadir.

S. warneri, A. sobria, A. hydrophila i¢cinde bulundugu sartlar1 degerlendirmeyi bilen
ve uyum saglayabilen 6nemli balik patojeni bakterileri arasinda yer almaktadirlar. Bu
calisma ile S. warneri, A. sobria, A. hydrophila patojenlerinin biyofilm olusumu ilk
defa elektron mikroskobu ile incelenecektir. Bu galismalar biyofilm olusumu igin veri
olusturmasi ve ornek teskil etmesi agisinda 6zgiin bir deger tasimaktadir. Ayrica bu
patojenlerde farkli zamanlarda biyofilm olusumu tespit edilerek, patojenin enfeksiyon
olusturmasini engellemede 6nlemler almada yardimer olmasi agisindan yapilan ilk

calismalar1 olusturmaktadir.

Balik yetistiriciliginde kullanilan yetistiricilik materyallerin balik patojenlerinin
adezyon ve biyofilm olusturma yetenekleri ¢esitli yiizeyler kullanilarak tespit edilecek

ve boylece malzemelerde risk analizi yapilmis olacaktir.

Bu tez calismasinin hedefi hasta baliklardan izole edilen S. warneri, A. sobria, A.
hydrophila suslarinin biyofilm varliginin tespit edilip elektron mikroskobu ile
aragtirmak ve bu suglarmin ¢esitli ylizeyler {zerindeki adezyon ve biyofilm
yeteneklerini incelemektir. Bu amagcla S. warneri, A. sobria, A. hydrophila suslarinin
biyofilm tespitleri mikroplak metodu ile belirlenmistir. Biyofilm iireten suglarin cam,
ahsap, ¢elik ve fiberglas yiizeylerdeki tutunma ve biyofilm olusumlart da SEM ile
tespit edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Balik Patojenleri

2.1.1. Staphylococcus warneri

S. warneri baligin cilt altinda lokalize olan, nadiren insanlarda enfeksiyon olusturan
oportunist bir balik patojenidir (Gil vd., 2000). S. warneri katalaz pozitif, oksidaz-
negatif ve koagiilaz negatiftir. Insanlarda ve hayvanlarda cilt florasinin bir parcasi
olarak bulunan ortak bir komensal organizmadir. Diger koagiilaz negatif
stafilokoklarda oldugu gibi, bagisiklik sistemi bozulmus hastalarda zaman zaman

enfeksiyona neden olur.

S. warneri, bir matriste korunan kompleks polisakkaritlerden olusan biyofilmi
olusturur. Bu biyofilmler antimikrobiyal ajanlarin girisine kars1 fiziksel bir bariyer
olusturur ve elde edilen hasta baliklar arasinda kronik enfeksiyonlara neden oldugu

distiniilmektedir.

Croxatto vd. (2007) ve Musharrafieh vd. (2014)’de S. warneri'nin biyofilm olusumuna
etkisini aragtirmiglardir. S. warneri varliginda veya yoklugunda gokkusag: alabalig
pullart tizerinde biyofilmler olusturmasini incelemislerdir. Sonugta, S. warneri'nin
varliginda, biyofilmler olusturabildigini bildirmislerdir. Calismalarinda komensal S.
warneri patojenin biiyiimesi ve biyofilm olusturmast i¢in bir katalizor gorevi gorerek

enfeksiyon basarisini artirdigini bildirmislerdir.

2.1.2. Aeromonas sobria

Aeromonas tiirleri, gida, igme suyu, kanalizasyon, ¢evresel su ve insan klinik 6rnekleri
gibi bir¢ok kaynaktan izole edilebilen Gram negatif, fakiiltatif anaerobik bakterilerdir.
Bazi fenotipler d-glikozu asit ve gazda fermente ederler ve hiicre dist hemolizin
gosterirler (Shiina vd., 2004).

A. sobria’da biyofilm olusumu ele alindiginda; Rahman vd. (2007)’de kalici

Aeromonas klonlarinin tiim izolatlarinin giiglii biyofilm olusum yetenegi sergiledigini
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gostermistir. C-di-GMP birgok bakteride biyofilm olusumunu diizenler. Suda yasayan
yabani otlara (duckweed) ve serbest yasayan hayvan (amoeba) ylizeylerine yapismay1
ve biyofilm olusumunu diizenlemistir. Sularda genel olarak bulunan hareketli
Aeromonas tiirleri (A. hydrophila, A. sobria) baliklarda veya soguk kanli hayvanlarda
septisemik, c¢esitli hayvan tiirlerinde ve insanlarda enterik, septisemik veya lokal

enfeksiyonlar olustururlar.

2.1.3. Aeromonas hydrophila

Diinyada genis dagilim gosteren A. hydrophila Gram-negatif bir bakteridir ve ayni
zamanda deniz ve tatll su balik hastaliklarina neden olan bir patojendir. Hareketli
Aeromonas tiirleri genellikle firsat¢1 patojen ya da sekonder patojen olarak kabul
edilmesine ragmen, A. hydrophila primer patojen olarak goriilmistiir (Timur ve Timur,
2003; Bastardo vd., 2012; Gong vd., 2015).

Aeromonas enfeksiyonlar1 genellikle c¢evre kosullarindaki koétiilesmesi  gibi
durumlarda ortaya ¢ikan bir enfeksiyondur. Bir¢ok kiiltiir ve dogadaki tatlisu baliklari
A. hydrophila’nin neden oldugu enfeksiyona duyarlhidir (Timur ve Timur, 2003;
Bastardo vd., 2012). A. hydrophila, Aeromonas tiirleri arasinda en taninmig tiirtidiir.
Sucul yerlerde bulunan gubuk sekilli, sporsuz, oksidaz pozitif, glukoz fermentasyon
ve fakiiltatif anaerobiktir (Hazen vd., 1978). A. hydrophila gii¢lii bir bakteri oldugu
icin 6ldiirmek ya da yok etmek zordur (Mathewson ve Dupont, 1992).

A. hydrophila yapisi nedeniyle bir¢ok organizma i¢in ¢ok toksiktir. Bu nedenle balik
veya insan viicuduna niifuz ettiginde, kan yoluyla ilk mevcut organa bulagir. Hem

insan hem balik saglig1 ac¢isindan istenmeyen bir durum meydana gelir.

A. hydrophila, multifaktoriyel viriilensine bagli olarak, homeotermik ve
poikilothermik olan birgok konakta hastaliklara neden olur. Bu viriilens
belirleyicilerinin ¢ogunun tiretimi, yiiksek hiicre yogunlugu ile iligkilidir; bu durum,
cogunlugu algilama ile diizenlenebilir bir fenomendir. Cevreyi algilama sistemi, ¢esitli
patojen bakterilerde oldugu gibi A. hydrophila’da da gesitli viriilens faktorlerinin
ekspresyonunu diizenler (Chu vd., 2011).



2.2. Biyofilm

Biyofilm, bir yiizeye yapisip, belirli yapisal biitiinliik igerisinde toplu olarak yasayan,
iletisim ya da bilgi aktarimina izin veren, degisik gen transkripsiyonu, biiylime
neticesine bagl olarak farkli fenotipik Ozellik gosterebilen karmasik bir
organizasyondur (Donlan ve Costerton, 2002). Biyofilmin kimyasal kompozisyonu
Cizelge 2.1’de verilmistir (Jamal vd., 2015).

Cizelge 2.1. Biyofilmin kimyasal kompozisyonu

Bilesen % Icerik
Mikrobiyal hiicre %2-5
DNA ve RNA < %1-2
Polisakkaritler %1-2
Proteinler < %1-2
Su %97

Biyofilm morfolojisi, ¢esitli parametrelerle incelenmistir: (i) biyofilmin bulundugu alt
tabakaya normal yonde substrattan maksimum uzaklig1 tanimlayan ortalama kalinlik,
boylece biyofilm igerisindeki tiim gozenekleri ve bosluklari hari¢ tutmak (ii)
piirtizliiliik, kalinlik dagilimindan hesaplanan ve biyofilmin heterojenligini tanimlayan
bir miktar (ii1) alt katman kapsami, biyofilmin kapladig yiizey alani yiizdesi (iv) besin
maddelerine maruz kalan biyofilm alaninin fraksiyonunu yansitan yiizey-hacim orani
ve (V) biyofilmin toplam biyokiitlenin bir kestirimini saglayan biyofilmin biyo hacmi

veya toplam hacmi olarak ifade edilmistir (Chang vd., 2015).

Biyofilm olusumu;

Bakteri hiicreleri dogada kendiliginden bulunabildikleri gibi canli ya da cansiz bir
ylizeye yapistiktan sonra ¢ogalarak mikroorganizma topluluklari olustururlar
(Costerton, 1999). Bu topluluklar tek bir mikroorganizma tiiriinden olusabilir ya da

farkl1 tiirde mikroorganizmalari igerebilir.



1) Tutunma: Planktonik yapida mikroorganizmanin yilizeye geri doniisimlii olarak
baglandig1 biyofilm olusumunun ilk asamasidir. Bakteri, flagella hareketi sonucu kisa

zamanda yiizeye tutunur (Lejeune, 2003).

2) Geri Doniisiimsiiz Baglanma: Yiizeye tutunmus bakterinin hiicre membranindaki
proteinlerinin uyarimi gergeklesir ve bakteri hiicreleri arasinda iletisim mekanizmalari
devreye girer. Bakteri hiicresi, ekstraseliiler polimerik maddeler sentezlemeye baslar

(Lindsay, 2006).

3) Kolonizasyon ve Mikrokoloni Olusumu: Yiizeye tutunmus bakteri hiicreleri
boliinlip ¢ogalarak mikrokoloniler olusturur (Costerton, 1999). Farkli tiirden
mikroorganizma topluluklarini iceren mikrokoloniler arasindaki kanallarla suyun ve
besin maddelerinin tasinmasini saglamaktadir. Yeni olusan mikrokolonilerle bakteri
popiilasyonu gittik¢e artar. Bu asama ayn1 zamanda biyofilm fenotipinin meydana
gelmeye basladigi evre olup, mikroorganizmanin gii¢lii bir yap1 kazanmasiyla

sonuglanabilmektedir (Omar ve Donabedian, 2017).

4) Kopma: Biyofilm olusumu ve olgunlagmasi sonrasinda biyofilmde yer alan bakteri
hiicrelerinde genetik diizenlemeler sonucunda flageller sentezlenir. Hareketlenen
bakteri hiicresi biyofilmin iist tabakasindan koparak ayrilir. Kopan planktonik hiicreler
yeni odaklara go¢ eder ve goc ettikleri yerlere yerleserek orada tutunma saglarlar.
Buda biyofilmin yayilmasina ve bazen yerel enfeksiyonlarin sistemik hale gegisine

neden olabilmektedir (Marcinkiewicz ve Vlassova, 2013).

2.3. Adezyon

Adezyon farkl tiirdeki molekiillerin birbirini ¢gekmesi, bir maddenin baska tiirde canli
ya da cansiz bir maddeye yapigmasi olarak tanimlanabilir. Kisaca yapisma da

denilebilir.

Gerke vd. (2008)’de yaptiklar1 bir ¢alismada Staphylocossus epidermis bakterisinin
hiicre i¢i polisakkarit iirettigini bu sekilde yiizeye tutunup mikrokoloni olusturup olgun
biyofilm olusturdugunu saptamiglardir. Cai  vd. (2013), Flavobacterium

columnare’nin; biyofilm iireterek hareketsiz ylizeylere baglanmay1 ve kolonilesmeyi

6



gerceklestirdigi bildirmistir. He vd. (2012), E. tarda'da biyofilm olusumu igin fliC'nin
gerekli oldugunu belirtmislerdir. Xu vd. (2013) 'de E. tarda’nin fliC12, fliA and flhDC
flagella filament yapisinin bakterilerin hareketliliginde, biyofilm olusumunda,
adezyon ve patojenitede etkili rol oynadigim bildirmislerdir. Sundell ve Wiklund,
(2011)’de F. psychrophilum biyofilm hiicrelerinin, oksitetrasikline ve Flumekuin' in
en diigiik inhibisyon konsantrasyonlarina maruz birakildiginda bu maddelere karsi
hizli bir sekilde direng gelistirebilecegini belirtmislerdir. Yildiz ve Visick, (2009)’da
kongo kirmizi plakalarinda yetistirilen V. parahaemolyticus'un biyofilm matriks
tiretimi ile koloni morfolojisi arasindaki korelasyon varligr gosterilmistir. O’Toole ve
Kolter, (1998)’de Pseudomonas fluorescens WCS365 susunda biyofilmi

calismislardir.

2.4. Farkh Yiizeylerde Biyofilm Olusumu

Biyofilmler, yaygin olarak kati-bagli yapilar olarak degerlendirilmesine karsin,
prensipte hava-sivi, sivi-sivi, kati-sivi veya hava-kati ara yiizleri de dahil olmak tizere

herhangi bir arayiiz ile iliskilendirilebilir (Chang vd., 2015).

Adezyon ve biyofilm paslanmaz celik, gida ylizeyi, cam, kaucguk, ahsap ve
polipropilen (protez cihazlari, kateterler, implant, yapay organlar gibi) yiizeylere
belirli kosullar i¢inde yapisir ve ylizey ile etkilesime girerek hiicresel biliylimeyi

baglatir.

Altug vd. (2007), deniz ortaminda kullanilan materyallerden olan ahsap, paslanmaz
celik, cam gibi yiizeylerde olusan bakteriyel biyofilm tabakasinda bulunan bakteri
diizeylerini arastirmislardir. Lynch vd. (2002)’de A. hydrophila AH-1N biyofilmleri
paslanmaz celik akis modeli ile biiyltiilmiis, bliylime hizlar1 ve gelisim 6zellikleri
incelenmistir. Ik 8 saat boyunca tutunduklarini belirlemistir. Boari vd. (2009)’da A.
hydrophila ve Staphylococcus aureus tarafindan paslanmaz ¢elik {izerinde biyofilm
olusumunun siit ve farkhi kiltir kosullar1 kullanilarak belirlemislerdir. Ryu ve
Beuchat, (2005)’de E. coli O157: H7 suslarinda paslanmaz ¢elik kupalarda biyofilm

olusumunu saptamiglardir.



2.5. Bahik Hastaliklar1 Enfeksiyonlarinda Biyofilm

Yasuda vd. (1994)’de, biyofilm igerisinde gelisen E. coli hiicrelerinin fagositoza
direngteki artisin, biyofilm bakterilerinin polimorfoniikleer 16kositlerdeki oksijen ile
oldiriilemeyen, direngli tiirler ortaya c¢iktig1 hipotezini One siirmiglerdir.
Enfeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrilan bakterilerin immiin sistemi asarak

enfeksiyon olusturmaya daha uygun oldugunu ifade etmislerdir.
Shiau ve Wu, (1998)’de, Staphylococcus epidermidis tarafindan iiretilen ekstraselliiler
slime faktoriiniin makrofaj fagositik aktivitesine engel oldugunu saptamistir (Ataol,

2011).

2.6. Bakteriyel Balik Patojenlerinde Adezyon ve Biyofilm Olusumu

Bakteriyel balik patojenleri ile ilgili biyofilm, adezyon ve EPS olusumu ile ilgili ¢ok

sayida ¢alisma mevcut olup Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Bakteriyel balik patojenleri ile ilgili biyofilm, adezyon ve EPS olusumu

Bakteri Biyofilm | Adezyon EPS | Referans

Aeromonas hydrophila + Jahid_vd., 2013
Tenacibaculum maritimum + Romero vd., 2010
Flavobacterium columnare + Caivd., 2013

Vibrio cholerae + Tischler ve Camilli, 2004
Flavobacterium psychrophilum + + Hogfors-Ronnholm vd., 2015
Yersinia ruckeri + Coquet vd., 2002
Aeromonas hydrophila + Lynch vd., 2002

Vibrio alginolyticus + + Snoussi vd., 2008

Vibrio cholerae + Yildiz ve Visick, 2009
Vibrio parahaemolyticus + Yildiz ve Visick, 2009
Vibrio fischeri + Yildiz ve Visick, 2009
Vibrio vulnificus + Yildiz ve Visick, 2009
Vibrio alginolyticus + + Badreddine vd., 2013
Aeromonas hidrophyla + + Millezi vd., 2013
Edwardsiella tarda + He vd., 2012
Edwardsiella tarda + + Xu vd., 2013
Mycobacterium marinum + Bardouniotis vd., 2003
Mycobacterium marinum + + Alavi vd., 2007

Vibrio alginolyticus + + Abdallah vd., 2009



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jahid%20IK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23433371

Cizelge 2.2. Bakteriyel balik patojenleri ile ilgili biyofilm, adezyon ve EPS olusumu

(Devam)
Staphylococcus aureus + Boari vd., 2009
Aeromonas hydrophila + Boari vd., 2009
Aeromonas hydrophila + + Sebastido vd., 2013
Flavobacterium columnare + + Sebastido vd., 2013
Vibrio parahaemolyticus + + Abdallah vd., 2009

Bakteriyel balik patojenlerinde biyofilm c¢alismalart mevcut olup séz konusu

calismalardan alinmis resimler Sekil 2.1, Sekil 2.2, Sekil 2.3, Sekil 2.4’de verilmistir.

H1 nm
Sekil 2.1. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) E. tarda ve flegella goriintiisii (He
vd., 2012)

Sekil 2.2. (A, B) Kokkoid hiicrelerin biyofilmi ve (C) spiral bacterinin biyofilm”i
(Perras vd., 2014)



Sékil 2.3. (A, B) Hiicre uzantilar1 araciligiyla tiirer aras1 kontak (C) Kalin bir EPS
katmanina gomiili tek bir kok (Perras vd., 2014)

(a) (b)
Sekil 2.4. (A) Yiizey tizerinde rastgele yer alan bakteri (B) Ekstraseliiler polimerik
substantlarla bir bakterinin digerlerine tutunmasi (C) Mikrograniiller
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Suslar

Yapmis oldugumuz arastirmada ISUBU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklar1 Laboratuvarindan temin edilen bakteriyel balik patojenlerinden S.
warneri, A. sobria, A. hydrophila suslar1 kullanilmistir. Suslar kullanilincaya kadar -
80°C’de ve %20 gliserin igerisinde muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen bakteriler
kullanim igin -80°C’den alinarak 25°C’de bekletildikten sonra patojenler TSA
besiyerine ekilmistir ve gerektiginde kullanilmak {izere maksimum 7 giin siireyle
+4°C’de saklanmigtir. Ekimleri yapilan S. warneri, A. sobria, A. hydrophila 25°C’de

24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

3.2. Patojenlerin Biyofilm Testi

3.2.1. Mikrowell yontemi

O’Toole ve Kolter (1998)’de tanimladigi yonteme gore S. warneri, A. sobria, A.
hydrophila suslar1 Luria-Bertani brothta (LB) 25°C’de 24 saat siireyle iiretilmistir.
Bakteri kiiltiirii 1/100” oraninda steril PBS de sulandirilmis olup. Sulandirilmis olan
her bakteri kiiltiiri i¢in mikroplak tizerinde toplam 24 ¢ukura 100’er pl ilave edilmis
olup 30°C’de 24 saat inkiibe edilmesi saglanmistir. Inkiibasyon saglandiktan sonra
cukurlar distile su ile yikanmis ve biyofilmle iliskili hiicre kalintilar1 %1°lik kristal
viole ile 15 dk siireyle boyanmistir. Boya fazlasi hafif akan su altinda dikkatli bir sekil
yikanmig ve bakterilerin mikroplaklara tutunmus oldugu biyofilm yapisi
goriintiilenmistir. Biyofilm olusumunu kantitatif olarak belirlemek igin plaklara 2x200
ul %95 etanol saf su ile 4 ml” ye tamamlanarak ilave edilmistir. Plaklarin 490 nm’de
ELISA okuyucusunda (BioTek) optik yogunluklar1 lgiilmiistiir (Ye vd., 2008). Her
bakteri i¢in 24 saatin sonucunda OD degerleri ortalamalar1 alinmistir. Calismada
Luria-Bertani broth negatif kontrol, Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu ise pozitif

kontrol olarak kullanilmistir.
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3.2.2. Kongo red yontemi

Freeman vd. (1989)’da tarafindan bildirilen yonteme goére hazirlanmistir. Kongo
kirmizis1 konsantre solusyon olarak hazirlanip, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Kongo kirmizili besiyeri, 55°C’ye kadar sogutulmus, steril edilen kongo red
ilave edilip giizelce karistirildiktan sonra steril petrilere dokiilmiistiir. Bakteri suslari,
Kongo kirmizist agar (CRA)’a ekildikten sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon neticesinde, kristalize siyah koloniler olusturan suslar biyofilm pozitif,
kirmizi veya pembe renkli koloni olusturan suslar ise biyofilm negatif olarak

degerlendirilmistir (Demir ve inang, 2015).

3.3. Orneklerin Farkl Yiizeyler Uzerinde Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin

Taramali Elektron Mikroskobik Yontemle Hazirlanmasi

Yapilan ¢alismada kullanilan yiizeyler 6zellikle su iirlinleri yetistiriciliginde en ¢ok
tercih edilen yiizeylerle ¢alisilmaya karar verilmis olup bunlar; fiberglas, paslanmaz
celik, cam ve ahsap yiizeyler olarak calisilmasina karar verilmistir. Bu amagla 1 cm?
kesilen farkli yiizeyler calisma baslamadan oOncesinde 10 dakika %70 etanol ile
temizlenmistir. Daha sonra steril distile su ile yikanmis 2 saat 60°C’de kurutulup
sonrasinda 1stya dayanikli cam kaplar igine yerlestirilmis, otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilize edilmistir (Iset, 2016).

Tiim deneyler i¢in bakteriler 16-18 saat siire ile 25°C’de triptik soy broth (TSB) i¢inde
iiretilmis ve optik yogunluklar1 108 bakteri/mL olarak ayarlanmistir. Homojenizasyon
sonrasi i¢inde farkli yiizey parcalari yerlestirilen 24 kuyulu doku kiiltiir plaklarina, her
kuyuya 2 mL olacak sekilde esit dagitilmistir. Doku kiiltiir plaklar1 25°C’deki
inkiibatore yerlestirilmis 24 saat sonra plaklardan ¢ikarilarak 10 mL steril distile su ile

ti¢ kere yikandiktan sonra taramali elektron mikroskobunda incelenmistir.

Bu amacla 6rnekler %2.5’luk glutaraldehit (0.1 M fosfat tamponu ile hazirlanmis, pH
7.4) iginde 24 saat 4°C fikzasyon edilerek, daha sonrasinda 0.1 M PBS ile iki kez
yikandiktan sonra %1’lik Osmium tetroxide, OsOs iginde 1 saat daha fikzasyona
alinmis ve sonra distile su ile yikanmistir. Ornekler absoliit alkolle 30 dk muamele

edilmis ve havada kurutulmustur. Aliminyum stablar tizerine alinarak Siileyman
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Demirel Universitesi Miikemmeliyet Merkezi biinyesinde bulunan SEM mikroskobu

ile incelemeye alinmistir.

3.4. Balik Patojenlerinin Ahsap, Metal, Fiberglas, Celik Uzerinde Biyofilm

Olusturmasi

Christensen vd. (1985)’de tarafindan bildirilen yo6nteme goére, suslarin saf
kiiltiirlerinden tek bir koloni alinarak, i¢cinde 5 ml 9%0.25 glukoz iceren TSB besiyerine
inokiile edilmis, daha sonra ahsap, metal, fiberglas, plastik parcalarida her tiipe ayri
ayr1 olacak sekilde steril edildikten sonra konularak 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiipler bosaltilmis, %1°lik safranin soliisyonu ile oda 1s1sinda 30
dakika bekletilmistir. Boya dokiilerek, tiipler steril PBS ile iki defa yikanarak ters
cevrilerek kurutma kagiti ilizerinde kurumaya birakilmistir. Ertesi giin tlipin i¢
yiizeyinde renkli bir film tabakasinin olusumu ve yogunluguna gore degerlendirilmesi

yapilmustir. (Demir ve Inang, 2015).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Balik Patojenleri Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, A. hydrophila

suslartmin Koloni Morfolojileri

Arastirmada 1 adet S. warneri, A. sobria ve A. hydrophila susu kullanilmistir. Bu
suslarin tiretilmesi ve genglestirilmesinde Tryptic Soy Agar (TSA) kullanilmigstr. S.
warneri (Sekil 4.1), A. sobria (Sekil 4.2), A. hydrophila (Sekil 4.3) bakterilerinin TSA

besiyerinde krem renkli ve yuvarlak koloniler olusturdugu goriilmiistiir.

Sekil 4.1. Staphylococcus warneri koloni morfolojisi

Sekil 4.2. Aeromonas sobria koloni morfolojisi
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Sekil 4.3. Aeromonas hydrophila koloni morfolojisi

4.2. Biyofilm Testi Sonugclar
4.2.1. Mikroplak yontemi sonuclari

Mikroplaklarda yapilan biyofilm testinde, plaklarda olusan tutunma 630 nm’de ELISA
okuyucusunda sirastyla negatif kontrol i¢in 0.048 nm, S. Warneri 0.121 nm, A. sobria
0.158 nm ve A. hydrophila i¢in 0.172 nm olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
caligilan tim bakteriyel balik patojenleri biyofilm olusturmaktadir. Mikroplak
yonteminde en giiglii biyofilm olusumu A. hydrophila da bulunmustur. S. warneri’de,
A. sobria’da, A. Hydrophila’nin biyofilm olusumu Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, A. hydrophila biyoflim
olusumu

Sekil 4.5. Calisilan patojen bakterilerde 2. saat sonucunda biyofilm olusumu
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Sekil 4.7. Calisilan patojen bakterilerde 24. ve 48. saat sonucunda biyofilm olusumu

4.2.2. Congo red agar yontemi sonuclari

Calismada kullanilan patojen bakteriler krem renkte iken Kongo red agar yontemiyle
yapilan biyofilm testinde koloni rengi farkli renge dontismiistiir (Sekil 4.8). Kolonin
siyah renge doniismesi biyofilm olusturdugunu, pembe renge doniismesi ise biyofilm
olusturmadigin1 gostermistir (Sekil 4.8). Koloni rengiyle biyofilm olusumunun tespit
edilmesi prensibe dayanan bu yontemde (CRA testi) A.sobria, S. warneri ve A.
hydrophila suslart kongo red agarda kuru kristalize siyah koloni iireterek biyofilm

tiretimi pozitif bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Calisilan patojen bakterilerde biyofilm olusumu ve siyah koloni

4.3. Bahk Patojenlerinin Ahsap, Celik, Fiberglas, Cam Uzerinde Biyofilm

Olusturmasi Sonuclari

Bakteriyel balik patojenlerinin farkli materyallerdeki biyofilm olusturmasi gozle
analiz edildiginde; boya yogunlugu baz alindiginda en giiclii A. hydrophila ‘da tespit
edilirken bu susu sirasiyla A. sobria ve S. warneri suslari takip etmistir. A. hydrophila
tiim materyallere 6zellikle de celik ve cama giiclii yapigsma gdstermistir. A. sobria’nin
cama yapistig1 ancak fiberglas ve ¢elige daha az tutundugu tespit edilmistir. Sonucta
patojenlerin tamaminin yetistiricilik tesislerinde bircok alanda kullanilan bu

materyallere tutunduklar1 kanitlanmstir.

Y - wernery

Carm i
Sekil 4.9. S. warneri’nin cam, fiberglas, celik, ahsap gibi farkli materyallerde biyofim
olusturmasi

18



= ‘eon/ra/

@- wq’.ﬂw'

Sekil 4.10. Celige en giiclii tutunmayla S. warneri’de biyofilm olusumu

/I o 6/21

Sekil 4.11. A. sobria’nin cam, fiberglas, ¢elik, ahsap gibi farkli materyallerde biyofilm
olusturmasi

4.4. Balik Patojenlerinin Ahsap, Celik, Fiberglas, Cam Uzerinde Biyofilm
Olusumunun Elektron Mikroskop Bulgular:

S. warneri’nin ahsap, ¢elik, cam, fiberglas, plastik materyali tizerinde ki biyofilm
olusumu SEM mikroskobunda incelendiginde; ahsap, c¢elik ve plastik yiizeyde
biyofilm olusumu goézlemlenirken cam ve fiberglas yiizeyde biyofilm olusumu

yaptigimiz ¢alisma sonucundan tespit edilmemistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14,
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Sekil 4.15, Sekil 4.16). Celik ve plastik yilizeyde biyofilm S. warneri bakterileri

sayilarinin ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.13. S. warneri’nin ¢elik yiizeyde biyofilm olugumlarinin SEM gériintiileri
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Sekil 4.16. S. warneri’nin plastik yiizeyde biyofilm olusumu SEM goriintiileri
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A. hydrophila celik, ahsap, cam, fiberglas, plastik materyalleri yiizeyinde ki biyofim
olusumu SEM mikroskobunda incelendiginde; cam, ahsap, fiberglas ve plastik
yiizeyde biyofilm olusumu tespit edilirken celik yiizeyde biyofilm olusumu tespit
edilmemistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Sekil 4.17. A. hydrophila h zoﬁlm oumlarlnln SEM goriintiileri
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Sekil 4.20. A. hydrophila fiberglas yiizeyde biyofilm olusumlarinin SEM goriintiileri

um
) YETER

Sekil 4.21. A. hydrophila plastik yiizeyde biyofilm olugumlarinin SEM goriintiileri

A. sobria celik, ahsap, cam, fiberglas, plastik yiizeyinde ki biyofim olusumu SEM
mikroskobunda incelendiginde; cam, ahsap, fiberglas ve plastik yiizeyde biyofilm
olusumu tespit edilirken, ¢elik yiizeyde biyofilm olusumu tespit edilmemistir (Sekil
4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26).
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SEM goriintiileri
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Sekil 4.24. .sobria pastik

Sekil 4.25. A. sobria cam yiizeyd
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Sekil 4.26. A. sobria fib

Farkli yiizeylerde SEM ile biyofilm olusumunun tespiti Cizelge 2.3’de verilmistir.
Cizelge 2.3’te goriilecegi gibi A. hydrophila ve A. sobria patojen bakterilerinin her
ikisin de ahsap, cam, fiberglas ve plastik ylizeyde biyofilm olusumu gozlenirken, ¢elik
yiizeyde biyofilm olusumu gozlenmemistir. S. warneri de ise ahsap, ¢elik, plastik

yiizeylerde biyofilm olusumu gozlenirken cam ve fiberglas yiizeylerde biyofilm

olusumu gdzlenmemistir.

et HV ot | mag
LFD | 15.00 kv | 3.0 | 20 0O

erglas ylizeyde biyofilm olusumlarinin SEM goriintiileri

SDU_YETEM

Cizelge 4.1. Farkli yiizeylerde SEM mikroskobu ile biyofilm olusumu

Ahsap Cam Celik Fiberglas Plastik
A. hydrophila + + - + +
A. sobria + + - + +
S. warneri + - + - +
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5. SONUC VE ONERILER

Mikroorganizmlarin yiizeylere tutunarak biyofilm olusturma yetenekleri, su tiriinleri
yetistiriciligi tizerinde 6nemli etkilere neden olmaktadir. Eger mikroorganizmalar gida
temas yiizeylerinden tamamen uzaklastirilmaz ise biyofilm olusturabilir ve
biyotransfer 6zelliklerinde de artis gozlenebilir. Biyofilm olusum ve gelisimi spesifik
bakteri susu, materyal yilizey Ozellikleri ve c¢esitli ¢evresel etkenlerden
etkilenebilmektedir. (Srey vd., 2013).

Gavin vd., 2003’de hareketli Aeromonas tiirlerinde biyofilm olusumunu incelemis ve
A. veronii biovar sobria’da A. hydrophila gore daha yiiksek oranda biyofilm olusumu
tespit etmislerdir. Yapilan bu arastirmada mikroplak yonteminde en gii¢lii biyofilm
olusumu A. hydrophila’da tespit edilmistir. A. sobria ve A. hydrophila suslar1t Kongo
Red Agarda kuru kristalize siyah koloni tireterek biyofilm tiretimi pozitif bulunmustur.
SEM de yapilan incelemelerde her iki patojeninde ahsap, cam, plastik ve fiberglasta

biyofilm olustururken ¢elik iizerinde biyofilm olusumu gézlenmemistir.

Hareketli Aeromonas tiirleri ile yapilan biyofilm arastirmada Congo Red Agar testi ve
mikroplak yontemiyle yapilan biyofilm olusumu kuvvetli pozitif tespit edilmistir
(Ormanci, 2010; Jahid vd., 2013). Bu ¢alismada da iki Aeromonas tiiriinde Congo Red
Agar testi, mikroplak yontemi ve SEM incelemelerinde biyofilm olusumu tespit

edilmistir.

Biyofilm olusumunun tespitinde kullanilan giivenilir metotlardan biriside Congo red
agar yontemidir (Freeman vd., 1989; Aslan, 2015). Arastirmamiz da congo red agar
testinde balik patojenlerinin A. hydrophila, A. sobria ve S. warneri suslarinin siyah

pigment olusturmalariyla biyofilm olusturduklari gozlenmistir.

Musharrafieh vd., 2014’de, S. warneri'nin varliginda, V. anguillarum'un biyofilm
olusturabildigini bildirmislerdir. Bununla birlikte S. warneri patojenin V.
anguillarum'un biiyiimesi ve biyofilm olusturmasi i¢in olumlu etki yaparak enfeksiyon
basarisini fazlalastirdigini bildirmislerdir. Cernohorska ve Votava (2004)te yaptiklar:
calismada S. warneri nin biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Bu susun biyofilm

olusturdugu arastirmamizda da tespit edilmistir.
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Lee vd., 2003°de akuatik organizmalar, tekne, kaya, alg, aglarin diigim kisimlarinda
olusan biyofilmlerden S. warneri izole ettiklerini agiklamislardir. Bu ¢alismada oldugu
gibi S. warneri’nin biyofilm olusumu bir¢ok ¢alismada rapor edilmesiyle

desteklenmistir.

Biyofilm olusumunda bakteri bir yiizeye tutunur, farkli yiizeylerde bakteri
adezyonunun arkasindaki mekanizmalar1 aragtirmak enfeksiyonlar1 onlemek icin

onem arz eder (Klemm vd., 2010).

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalarinda yiizey yapilarinin karakteristigi etkili
olmaktadir (Williams ve Fletcher, 1996). Veenstra vd., 1996’da “slime” olarakta
adlandirilan  biyofilm bakterilerin  birgok yiizeye tutunmasmi sagladiginm
bildirmislerdir. Lynch vd., (2002)’de A. hydrophila AH-1N biyofilmleri paslanmaz
celik akis modeli ile biyiitmiisler, biiyime hizlart ve gelisim o6zelliklerini
incelemislerdir. Bakterinin ilk 8 saat boyunca tutunduklarini belirlemislerdir. Alinan
numuneler bakterilerin paslanmaz gelik yiizeyine genel olarak tutunabildiklerini ve
biyofilm olusumu gostermislerdir. 24 saat sonra, yiizey boyunca rastgele olusturulmus
mikrokoloniler goriilmiis ve derinligin arttigi goézlemlemislerdir. Celik yiizeyinin
tizerinde yiiksekligi 5 ila 14 mm arasinda degisen ylizeye dagilmis halde olan olgun
biyofilmlerin karakteristigi olan daha biiyiik biyofilm yapilar1 48 saat sonra
gozlediklerini bildirmislerdir. Arastirmamiz da A. hydrophila ve A. sobria nin gelige
yapisarak biyofilm olusturdugu tespit edilirken SEM incelemelerinde bu iki patojenin
celikte biyofilm olusturmadiklar1 gézlenmistir. Cai ve Arias, (2017) yayin baliklarinda
enfeksiyona neden olan bakteriyel patojenlerin ylizeye adezyonunu ve kolonize
olusturmalarinda kalsiyumun roliinii incelemislerdir. F. columnare, A. hydrophila,
Edwardsiella ictaluri, E. tarda ve E. piscicida patojenlerinin polistiren plaklara
yapisarak biyofilm olusturmasini arastirmiglardir. Kalisyumun F. columnare ve A.
hydrophila’da biyofilm olusumunu olduk¢a arttirdigi bildirilmistir. Test edilen
Edwardsiella tiirlerinde ise biyofilm olusumunu diisiik olarak belirlenmis ve
kalsiyumun herhangi bir etkisinin olmadigin1 rapor edilmistir. Caligmalarinda
substratlarda biyofilm olusumunu dogrulamak i¢in taramali elektron mikroskobunu
(SEM) kullanmiglardir. F. columnare’nin PVC yiizeyde ve aglarda biyofilm
olusturdugunu saptamiglardir. Bambuda F. columnare’nin adezyon olusturmadigini ve

hiicre gelisimini engelledigini bildirmislerdir. A. hydrophila ve E. ictaluri suslarinin
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test edilen tim materyallerde biyofilm olusturdugunu belirlemisler ve substratlar
arasinda onemli farkliliklar oldugunu bulmuslardir. E. ictaluri susunun mikrotiter
polistiren plakalari tizerinde biyofilm olusturmadigini gordiikleri halde, test edilen tiim
materyallerde kolonilesme ve ¢ogalma kabiliyetine sahip oldugunu ifade etmislerdir.
Sonuglarima gore, bakteriyel patojenlerinin balik ¢iftliklerindeki materyallerde
yiizeyleri kolonize olma potansiyeline sahip oldugunu ve biyofilm patojen rezervuari
olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu tez kapsaminda da bakteriyel balik
patojenlerinin yetistiricilikte olduk¢a fazla kullanilan ahsap, gelik, fiberglas, cam ve
plastik gibi yiizeylerde kolonilesmesinin olduk¢a fazla oldugu ve biyofilm

olusumunun ¢ok giiclii kendini gosterdigi belirlenmistir.

Vidal vd., 2020°de yaptiklari aragtirmada salmonid ciftliklerinde ciddi bir tehdide yol
acan Flavobacterium psychrophilum 'un paslanmaz c¢elik, polistiren, poliiiretan ve
polikarbonat {izerinde biyofilm olusturma kapasitesini tarama elektron mikroskobu ve
konfokal lazer tarama mikroskopisi, epifloresans ve qPCR yoOntemlerini
kullanmuislardir. F. psychrophilum paslanmaz ¢elik, polistiren ve polikarbonat
tizerinde 72 saatlik bir inkiibasyon siiresinden sonra ¢ok katmanli kisa basil
kiimelerinden olusan biyofilmler olusturdugu bildirilmistir. Bununla birlikte,
paslanmaz celik lizerinde olusturulan biyofilmler, diger yiizeylerden daha yiiksek
hiicre yogunlugu sergilemistir. F. psychrophilum'un kontroliinii daha verimli
yonetmek i¢in uygun biyofilm olusumlarinin dikkate alinmasi ve yonetilmesi gerektigi

bildirilmistir.

Altug vd. (2007), deniz ortaminda kullanilan materyallerden olan ahsap, galvaniz, sag,
paslanmaz celik, pamuk halat, cam ve aliiminyum materyalleri iizerinde olusan
bakteriyel biyofilm tabakasinda bulunan bakteri diizeylerini aragtirmiglardir. Bunun
sonucu olarak da laboratuar ortaminda kurulan cam diizenek igini deniz suyu ile
doldurulmus ve igerisine esit boyutlarda farkli materyaller yerlestirilmistir. Deniz
suyunda baslangigtaki bakteri diizeyini membran filtrasyon metoduyla tespit etmisler
ve 48 saat arayla olglimleri siirdiirmiislerdir. 12. giiniin sonunda biyofilm tabakasini
gozlemlemislerdir. Denemeler 29 giin boyunca 48 saatte bir tekrarlanarak bakterilerin
tutunma oranlarini karsilagtirmiglardir. En yiiksek bakteri yogunlugu pamuk halatta
gozlenirken bunu ahsap, aliiminyum, sa¢, cam, paslanmaz gelik ve galvanizin takip

ettigini belirtmislerdir. Kullanilan yiizeylerde tespit edilen bakteri diizeyinin deniz
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suyundakinden yiliksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuglar arastirma

sonuglarimizla benzerdir.

Biyofilm enfeksiyon olusum siirecinde bakteriye ciddi bir gli¢ kazandirmaktadir.
Biyofilm olusturan bakteriler ylizeye kuvvetli bir sekilde baglanir ve antimikrobiyal
tedaviye yliksek derecede direng gosterirler. Bu nedenle bakteriye giic katan ve
oldukga tehlikeli olan biyofilmlerin hasta balik enfeksiyonlarinda antimikrobiyal ilag
direncindeki roliinii arastirmali ve biyofilm kontaminasyonuyla hasta balik
enfeksiyonu arasindaki baglant1 tespit edilmelidir. Bu nedenle antibiyofilm

yaklasimlar1 hastaliklardan korunmada dikkat cekmektedir.

Balik patojenlerinin gii¢lii biyofilm olusturdugu ahsap, metal, fiberglas, cam ve plastik
tizerinde goriilmiistiir. Yetistiricilik iinitelerinde ¢okca kullanilan bu materyalde bu
denli giliglii biyofilm olusumunun varligi balik saglhigi tizerinde ciddi bir tehdit
unsurudur. Costerton vd., 1999°da belirttigi gibi birgok ¢alismada biyofilm olusturma
kabiliyetinde olan bakterilerin antibiyotiklere karsi daha direngli olduklari
bildirilmektedir.

Characklis vd. (1990), yiizey puriizliligi arttikca mikrobiyal yiikiin arttigini
gostermiglerdir. Howell ve Behrends (2006), mikrobiyal tutunma ile yiizey
plirtizliligli arasindaki pozitif iligkiyi rapor etmislerdir. Bunun nedenini yiizey
geriliminin azalmasi ve piiriizlii ylizeylerde ylizey alaninin daha fazla olmasiyla
aciklamiglardir. Bizim calismamizda da fiberglas ve ahsap gibi piiriizlii ylizeyler diger
yiizeylerden daha yiiksek oranda biyofilm gostermislerdir. Bulgularimiza gore
calisgilan her yiizey SEM ile farkli derecelerde piiriizliiliik icermis ve yapmis
oldugumuz calisma sonucunda siralamasi ahsap > fiberglas > plastik >¢gelik > cam
olarak belirlenmistir. Ozellikle ahsap biiyiik porlar1 ve derin yariklar1 ile en piiriizlii
ylizey olarak gozlenmistir. Fiberglasin ise daha kiigilik por ve catlaklara sahip oldugu
tarafimizca goriilmiistiir. Celik yiizeylerde bir¢ok egik ve uzun ¢izgili daha dar yariklar
goriilmiistiir. Plastik ve cam yiizeyler piiriizsiiz olmasi nedeniye yarik izlenmemistir.
Ancak calismamizda kullanilan ylizey tiplerinin biyofilm olusumuna elverisliligi
dikkate alindiginda siralama ahsap > plastik > cam> fiberglas > celik olarak
siralanmaktadir. Yani, ahsap ¢alismamizdaki en piiriizlii ylizey olmasi nedeniyle en

ylksek biyofilm olusumuna sahip ylizey olarak gbzlenmistir. Bu nedenle su triinleri
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yetistiricilik ve isleme tesisilerinde en uygun ylizeyin ¢elik ylizey oldugu yapilan
arastirma sonucunda da bir kez daha netlik kazanmistir. Balik ¢iftliklerinde tekrarlayan
epizootikler kaginilmazdir. Yetistiricilik tesislerinde ayni bakteriyel patojenin neden
oldugu salginlarin tekrar goriilmesi bakteri i¢in kalici veya gegici sigmak olan

biyofilmlerden kaynaklanmaktadir.

Baz1 patojenlerin dezenfeksiyon islemlerine ragmen ortadan kaldirilmasi zordur. Bu
calisma ile bakteriyel balik patojenlerinin su lriinleri yetistiriciliginde yaygin olarak
kullanilan malzemeler iizerinde biyofilm olusumu saptanmistir. Sonuglarimiz, bazi
balik patojeni bakteri suslar1 kullanilsa bile, invitro laboratuvar kosullarinda
bakterilerdeki adezyon ve biyofilm olusumu gozlenmistir. Balik giftliklerinde
biyogiivenlik uygulamalart igin sadece su degil, ayn1 zamanda yiizeylerde

dezenfektanlarin kullanilmasi onem arzetmektedir.

Sonug olarak S. warneri, A.sobria, A. hydrophila patojenlerinin farkli yiizeyler
tizerine adezyonu ve biyofilm olusturmasi ¢ok gesitli etkenlere bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Bu bakteriler tarafindan biyofilm olusumu yiizey ¢esidi, bakterinin
adezyon siiresi gibi pek ¢ok faktorden etkilenmektedir. Arastirmada kullandigimiz
patojenlerin cesitli ylizeylerde biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Bunun igin
yetistiricilik  sistemlerinde giinlik havuz temizliklerinin yapilmasi ve su
sirkiilayonlarina da dikkat edilmelidir. Yapilacak temizlik islemleri isleme tesislerinde
(isleme fabrikalar1) giinde en az iki kez, yetistircilikte ise yavru havuzlarinda her havuz
degisiminde, biiyiitme havuzlarinda ise haftada bir olacak sekilde uygulanmalidir.
Ayrica su {irlinleri alaninda kullanilan yiizeyler siirekli kullanim nedeniyle zaman
icerisinde asinma gibi sebeplerle asinmaya sebep olacagindan biyofilm olusumuna
zemin hazirlayabilirler. Bu nedenle kullanilan yiizeylerin belirli araliklarla (aginma
gozlendigi zaman ya da belirlenen periyotlarda mesela 6 ayda 1 kere) yenilenmesi ya
da degistirilmesi biyofilm ile miicadelede biiylik 6nem tagimaktadir. Celik yiizeylerin

kullanim1 biyofilm olusumunu engellemek i¢in daha uygun olabilir.

Arastirmamizda patojenlerin yetistiricilik ortamlarinda kullanilan materyallere
tutunarak biyofilm olusturduklari tespit edilmistir. Bu sebeple balik yetistiriciliginde
biyofilmle miicadele de etkin koruma yoOntemlerinin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir. Bakterilerdeki en 6nemli viriilens faktorlerinden birisi olan biyofilmin,
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su iriinleri yetistiriciliginde 6zellikle hastaliktan korunmada biyofilm olusumunun

onlenmesi i¢in gerekli tedbirlerin alinmas1 6nem arzetmektedir.
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