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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 
 

Bazı Bakteriyel Balık Patojenlerinde Biyofilm Oluşumuna Farklı 
Maddelerin In Vitro Etkisinin Tespiti 

 
Fethi FİLİK 

 
Isparta Uygulamalı Bilimler Üniversitesi 

Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 
Su Ürünleri Yetiştiriciliği 

 
Danışman: Prof. Dr. Ayşegül KUBİLAY 

 

Bu çalışmada, bakteriyel balık patojenlerinden Staphylococcus warneri, 
Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio 
anguillarum’da adezyon oluşumu ve biyofilm oluşumu incelenmiştir. Ayrıca bu 
suşlar ile lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağıyla biyofilm inhibisyon 
testleri ve ahşap, metal, fiberglas, cam gibi farklı materyallerde biyofilm 
oluşumları araştırılmıştır.   

Adezyon testinde plaklarda oluşan bir saatlik tutunma incelendiğinde negatif 
kontrolde 0,036 iken V. anguillarum’da 0,044, A. sobria’da 0,056, S. warneri’de 
0,040, Y. ruckeri’de 0,050, F. psychrophilum’da 0,059 absorbans değerleriyle 
adezyon oluşturduğu bulunmuştur. Adezyon gücü F. psychrophilum’da diğer 
patojenlere oranla çok daha güçlü olduğu saptanmıştır. Adezyon testinde 
absorbans değerlerine göre yüzeye yapışma gücü sırayla F. psychrophilum, 
A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum, S. warneri olarak belirlenmiştir. 

Biyofilm tespiti için kullanılan tüp yönteminde F. psychrophilum’da (++), 
A. sobria’da (++), S. warneri’de (+), Y. ruckeri’de (-), V. anguillarum’da (-) olarak 
tespit edilmiştir. Tüp testinde tüpün iç yüzeyinde oluşan film tabakasının 
kalınlığına göre sırayla F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri, V. 
anguillarum olarak belirlenmiştir. En güçlü biyofilm oluşumu F. psychrophilum 
ve A. sobria’da görülmüştür. Mikroplaklarla yapılan biyofilm testinde plaklarda 
oluşan 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 değeri tespit edilmiştir. Mikroplak testinde biyofilm oluşumu sırayla 
V. anguillarum, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri olarak 
belirlenmiştir. Mikroplak yönteminde en güçlü biyofilm oluşumu V. 
anguillarum’da bulunmuştur. 

Kongo red agar testinde biyofilm (slime) oluşturan bakterilerin koloni 
morfolojisinin renk değiştirmesine göre biyofilm oluşumu sırayla V. 
anguillarum, A. sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak 
belirlenmiştir. Kongo red agarda kuru kristalize siyah koloni üreterek en güçlü 
biyofilm oluşumu V. anguillarum, A. sobria, S. warneri’de bulunmuştur. Pembe 
renkli koloni üreten F. psychrophilum ve Y. ruckeri bakterileri ise bu teste 
biyofilm oluşumu göstermemiştir. 
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Mikroplak testindeki biyofilm oluşumu pozitif kontrol olarak 
değerlendirildiğinde lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı maddelerinin 
in vitro antibiyofilm etkisi araştırıldığında bu maddelerin çok etkili bir biyofilm 
inhibisiyon maddesi olduğu tespit edilmiştir. 

Ahşap, metal, fiberglas, cam gibi malzemlerde biyofilm oluşumu ile yapılan 
testlerde patojenlerin tamamının yetiştiricilik tesislerinde birçok alanda 
kullanılan bu materyallerde biyofilm oluşturduğu kanıtlanmıştır. Genel olarak 
cam, fiberglas, çelik ve ahşap yüzeylerde biyofilm oluşum gücü sırayla S. 
warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak 
belirlenmiştir. 

Sonuç olarak; S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. 
ruckeri’nin farklı materyallerin yüzeylerinde biyofilm oluşturdukları ve lizozim, 
malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı maddelerinin antibiyofilm maddesi 
oldukları tespit edilmiştir.  

 

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, 
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum, 
adezyon, biyofilm, biyofilm inhibisyonu, farklı yüzeyler 
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ABSTRACT 

M. Sc. Thesis 
 

Determination of In Vitro Effect of Different Substances to Biofilm 
Formation in Some Bacterial Fish Pathogens 

 

Fethi FİLİK 
 

Isparta University of Applied Sciences  
Graduate Education Institute 
Department of Aquaculture 

 
Supervisor: Prof. Dr. Ayşegül KUBİLAY 

In this study, adhesion formation and biofilm formation in bacterial fish 
pathogens Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, 
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum were investigated. In 
addition to these strains, biofilm formation was investigated with lysozyme, 
malic acid, garlic oil, thyme oil on biofilm inhibition tests and different materials 
such as wood, metal, fiberglass and glass. 

In the adhesion test, when the one-hour attachment was 0.036 in the negative 
control, 0.044 in the V. anguillarum, 0.056 in the A. sobria, 0.040 in the S. 
warneri, 0.050 in the Y. ruckeri, and 0.059 in the F. psychrophilum formed the 
adhesion with the absorbance values. Adhesion strength F. psychrophilum was 
found to be much stronger than other pathogens. Adhesion test according to the 
absorbance values on the surface strength of the adhesion F. psychrophilum, A. 
sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum, S. warneri was determined, respectively. 

In the tube method used for biofilm formation detection as F. psychrophilum 
(++), A. sobria (++), S. warneri (+), Y. ruckeri (-), V. anguillarum (-). In the tube 
test, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri, V. anguillarum were 
determined according to the thickness of the film layer formed on the inner 
surface of the tube. The most potent biofilm formation was observed in F. 
psychrophilum and A. sobria. In biofilm test with microplates, the biofilm 
absorbance values were determined as 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 in V. anguillarum. Biofilm formation in the microplate test was 
determined as V. anguillarum, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri, 
respectively. The most powerful biofilm formation in microplate method was 
found in V. anguillarum. 

The biofilm formation in Congo red agar test was determined as V. anguillarum, 
A. sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri according to the color change of 
colony morphology of bacteria produced biofilm. The most powerful biofilm 
(slime) formation was found in V. anguillarum, A. sobria, S. warneri by producing 
dry crystalline black colony in Congo red agar. The pink colony-producing F. 
psychrophilum and Y. ruckeri bacteria did not show biofilm formation in this 
test. 



vi 
 

When the biofilm formation in microplate test was evaluated as positive control, 
it was determined that lysozyme, malic acid, garlic oil, thyme oil were a very 
effective biofilm inhibition agents when the in vitro antibiofilm effect of these 
substances were investigated. 

In the tests conducted with biofilm formation in materials such as wood, metal, 
fiberglass, glass of all the pathogens have been proven to form biofilm in these 
materials which are used in many areas in aquaculture facilities. Generally, the 
biofilm formation power on glass, fiberglass, metal and wood surfaces was 
determined as S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri 
respectively. 

As a result; S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri's 
biofilms formation on the surface of different materials and lysozyme, malic 
acid, garlic oil, oregano oil substances were found to be the agent of antibiofilm. 

 

Keywords: Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, 
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum, adhesion, 
biofilm, biofilm inhibition, different surfaces 
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1. GİRİŞ 

Biyofilm, bakteri hücrelerin birbirine ve bulundukları yüzeye yapıştıkları bir 

mikroorganizma kümesi olup EPS, DNA, proteinler ve polisakkaritlerden oluşan 

polimerik bir yapıdır. Biyofilm, kalınlığı 0,2 mikron üstünde ise bakteri 

içerebileceği belirtilmiştir (Larson, 2011). Dünyadaki mikrobiyal kütlenin %80 

kadarının biyofilm durumunda bulunduğu iddia edilmektedir (Davies, 2003; 

Richards ve Melveer, 2009). Mikrobiyal biyofilmlerin balık sağlığı üzerinde 

önemli etkileri vardır. Amerika Birleşik Devletleri’ndeki ulusal sağlık enstitüleri, 

enfeksiyonların %80’inden fazlasına biyofilmlerin neden olduğunu tahmin 

etmektedir (Donlan ve Costerton, 2002). Bu iddialar göz önüne alındığında 

savaşmamız gereken biyofilmlerin ne derece önem arz ettiği daha iyi 

anlaşılmaktadır. 

Biyofilm kitlesi yerleştiği bölgeye göre değişir ve genellikle bakteri, mantar, alg 

ve protozoa ve fajları içeren birçok mikroorganizma türünden oluşur (Wu vd., 

2015). İlk yapışma (adezyon) olduğunda biyofilmin uzaklaştırılması artık 

zordur (Bryers, 2008). 

Biyofilm oluşumu mikroorganizmaların yaşam alanları içindeki bir yüzeye 

teması ile başlar ve salgıladıkları çeşitli ekstrasellüler biyopolimerler sayesinde 

metal, plastik, medikal implant, hücre dokusu gibi çok farklı yüzeylere 

bağlanabilirler. Birçok konuda biyofilm oluşumunun verdiği hasarların maliyeti 

milyar dolarları bulmaktadır. Biyofilm sistemlerinin birçok negatif etkisi vardır. 

Mikroorganizmaları yok etmek için kullanılan antibiyotikler biyofilm üzerinde 

yeterli etkinliğe sahip değildir. Bir çalışmada, antimikrobik etkinliği bilinen 

gümüş iyonları ile kateter manşetleri kaplanmış, fakat gümüş iyonlarının 

zamanla ortama difüze olması, kaplamanın antimikrobik etkinliğini 

kaybetmesine neden olmuştur. Kaplama malzemesi olarak antibiyotiklerin 

kullanılması ise mikroorganizmaların kullanılan antibiyotiğe karşı direnç 

kazanmasına ve uygulamanın etkinliğini kaybetmesine neden olmaktadır. 

Biyofilmi engellemek için geliştirilen yaklaşımlardan bir tanesi enzimlerin 

kullanılmasıdır. Enzimlerin çevreye zarar vermemesi biyofilmle mücadele de 

önemli bir üstünlüktür. Lizozim ve polietilen glikolün kovalent olarak yüzeye 



2 
 

bağlandıklarında yüzeyin antibakteriyel ve antiadhezif özellikler gösterdiği 

tespit edilmiştir (Sert, 2014). 

Patojenik bakterilerin neden olduğu akut enfeksiyonlar, kapsamlı olarak 

incelenmelidir. Bu enfeksiyonlar önceki dönemlerde ve günümüzde milyonlarca 

balığı öldürmüştür, ancak modern aşıların, antibiyotiklerin ve enfeksiyon 

kontrol önlemlerinin geliştirilmesi ile etkili bir biçimde mücadele edilmektedir. 

Ancak enfeksiyonla mücadelede alternatif tedavi ve kontrol yaklaşımlarının 

geliştirilmesi önemli bir beklentidir. Bakteriyel patogenezle ilgili yapılan 

araştırmaların çoğu akut enfeksiyonlara odaklanmış ancak bu hastalıklar, şimdi 

biyofilm içinde yetişen bakterilerin neden olduğu yeni bir kategori olan kronik 

enfeksiyonlarla desteklenmektedir. Kronik yaralar, fibrinöz peritonitis 

enfeksiyonları gibi biyofilm enfeksiyonları, dünyadaki milyonlarca balığı her yıl 

etkilemekte ve birçok ölüm meydana getirmektedir. Genel olarak, bakteriler 

büyüme ve çoğalma sırasında iki yaşam şekline sahiptir. Tek bir formda, 

bakteriler tekli bağımsız hücreler olarak (planktonik) bulunurken, diğer formda 

bakteriler katı agregalar halinde yapışık olarak bulunurlar. İkinci form 

genellikle biyofilm büyüme fenotipi olarak adlandırılır. Bununla birlikte, 

bakterilerin konakçısı içerisinde bir biyofilm oluşturmayı başarabildikleri 

durumlarda, enfeksiyon genellikle tedavi edilemez olarak ortaya çıkar ve kronik 

bir duruma gelebilir. Kronik biyofilmin temeli enfeksiyonların önemli noktası 

antibiyotiklere karşı aşırı direnç ve konakçı savunmalarından kaçmaktır. 

Bakteriler her iki yaşam ortamında da benzer bir yaşam biçimine (biyofilm) 

sahiptir, ancak hayatta kalma ve üstünlük mücadelesi farklıdır (Bjarnsholt, 

2013). 

Mikrobiyal biyofilmler, biyofilmde yaşayan hücreler için koruyucu ortamlar 

sağlayan mikrobiyal hücrelerin kendiliğinden örgütlenmiş kompleksleri olup, 

meydan okumalara verimli bir şekilde cevap vermelerini sağlar. Biyofilm 

hücrelerinin artmış direnci ve değiştirilmiş metabolizması, biyofilmleri, 

farmasötiklerin ve biyoyakıtların üretimi de dahil olmak üzere kimyasal üretim 

süreçlerinde potansiyel olarak çok fayda sağlar (Schuster ve Marks, 2014). 

Biyofilm; canlı dokular, medikal implantlar, endüstriyel veya içme suyu 

sistemlerinin boruları veya doğal akuatik sistemlerde yer alabilir. Bakteriler bir 
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yüzeye yapıştıktan ve biyofilm oluşturduktan sonra o yüzeyden hafif durulama 

ile uzaklaştırılamazlar. Biyofilm matrikslerinin içerisinde hücresel olmayan 

mineral kristalleri, korozyon partikülleri, kil veya çamur parçaları ya da kan 

bileşenleri bulunabilir (Donlan, 2002). 

Bu güçlü biyofilmler stveart antimikrobiyal tedaviyle elimine edilemezler, bu 

nedenle biyofilmlerin eliminasyonuna yönelik pek çok çalışma yürütülmektedir. 

Yeni tedavi yöntemleri biyofilmlerin hayat döngüsünde belirli aşamaların 

engellenmesine yöneliktir (Suh vd., 2010). Biyofilm oluşumunu engelleme 

yöntemleri biyofilm oluşabilecek yüzeylerin probiyotik kolonizasyonu ile 

korunması, biyofilm oluşumu için gereken tutunmayı ve sonrası oluşan genetik 

transkripsiyonu engellemek, mikroorganizmaların antimikrobiyallerle 

karşılaşmasını engelleyen koruyucu ekstrapolimer matriksin mekanik veya 

kimyasal yıkımı ve temizlenmesidir (Stephens, 2002). Biyofilm yapısının büyük 

kısmını oluşturan ekstraselüler matriks, biyofilmdeki mikroorganizmaların; 

antikorlar, fagositoz, antibiyotik penetrasyonu ve kompleman bağlanmasından 

korunmasını sağlar. Ayrıca bakterilerin besin ve oksijen ihtiyacını da azaltır. 

Biyofilmler immün sisteme ve antimikrobiyal ajanlara karşı öylesine 

dirençlidirler ki in vitro kültür çalışması sonucu uygulanan doğru antibiyotiker 

bile, in vivo matriks içinde yaşayan mikroorganizmaları etkileyememektedirler 

(Davies, 2003). Antibiyotik tedavisi biyofilmin periferindeki metabolik olarak 

aktif mikroorganizmaları etkileyebilir fakat biyofilmin daha derin 

kısımlarındaki baskın haldekiler etkilenmez ve antibiyotik baskısı kalktığında 

biyofilmin tekrar büyümesini sağlarlar. Bu yüzden biyofilmler, konak 

dolaşımına girerek sistemik hastalığa yol açabilen bakteriler için bir kaynaktır. 

Antibiyotik tedavisi ile dolaşımdaki bakteriler elimine edilebilir fakat hastalığın 

yeniden orataya çıkmasına neden olan biyofilmlere karşı etkili 

olunamamaktadır (Donlan ve Costerton, 2002; Suh vd., 2010; Davies, 2003; 

Richards ve Melveer, 2009; Şahin ve Midilli, 2013).  

Söz konusu tehlikeli biyofilm su ürünleri yetiştiriciliğinde de balık pulları gibi 

balığın vücudunda ve yetiştiricilik tesislerinde kullanılan birçok materyalin 

yüzeyinde görülmektedir. Etkili bir virülens faktörü olan biyofilmin yetiştiricilik 

tesislerinden uzak tutulması bu nedenle oldukça önemlidir. 
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Bu çalışmanın amacı; balıklardan izole dilen Staphylococcus warneri, 

Aeromonas sobria, Yersinina ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio 

anguillarum balık patojenlerinin adezyonu (ilk tutunma) ve biyofilm virülens 

gücü tüp, mikroplak, congo red agar yöntemleriyle araştırılmış, bu patojenlerin 

ahşap, metal, fiberglas, cam gibi farklı yüzeylerde biyofilm oluşumu 

incelenmiştir. Ayrıca biyofilm oluşumuna kekik yağı, sarımsak yağı, malik asit ve 

lizozim etkileri araştırılmıştır. 



5 
 

2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Biyofilm 

Biyofilm, bir yüzeye yapışarak, belirli bir yapısal bütünlük içerisinde toplu halde 

yaşayan, iletişim ve bilgi aktarımına izin veren, farklı gen transkripsiyonu ve 

büyüme oranlarına bağlı olarak farklı fenotipik özellik gösterebilen (Donlan ve 

Costerton, 2002), birbirleriyle haberleşerek varlıklarının devamı için gerekli 

işlevlerin yerine getirilmesini sağlayan bakterilerin oluşturduğu karmaşık bir 

organizasyondur. Bakteriler ekstraselüler polimerik maddeler olarak da bilinen 

ve bir dizi polisakkarid, nükleik asit ve protein içeren çamur veya balçık benzeri 

bir matriks içerisinde gömülü olarak bulunurlar (Post vd., 2004). Bardouniotis 

vd. (2003) Mycobacterium fortuitum ve Mycobacterium marinum'un biyofilm 

büyümesini incelemişlerdir. Yaptıkları testle planktonik formdaki bakterilerle 

ve biyofilm içerisindeki bakterilerin biyositlere duyarlılığını 

karşılaştırmışlardır. Testin sonucunda biyofilm içerisindeki bakterilerin daha 

dirençli olduğunu görmüşlerdir.  

 

Şekil 2.1. Biyofilm oluşumunun aşamaları (Monroe, 2007; Rendueles ve Ghigo, 

2012) 

Antibiofilm molekülleri, biyofilm oluşum sürecinin çeşitli aşamalarında etkindir. 

Biyofilm oluşumu genellikle bakterilerin abiotik veya biyotik bir yüzeye 

yapıştığı yüzey basamakları ve pili, fimbrianın ve ekso polisakkaritlerin 



6 
 

üretilmesi yoluyla çok basamaklı bir süreç olarak tanımlanır. İlk eklemeden 

sonra, üç boyutlu gelişme, farklı türlerin zaten etkileşime girdiği mikro koloni 

yapılarıyla başlar. Bir sonraki adım olan biyofilm olgunlaşması, olgun 

biyofilmlerin üç boyutlu yapısını ve bağlanmayı sağlayan matris üretimine 

bağımlıdır (Flemming ve Wingender, 2010a). Her bir basamağı temsil eden 

taramalı elektron mikroskobu görüntüleri gösterilmektedir. Biyofilm 

oluşumunun son adımı, bakterilerin, diğer yüzeyleri kolonileştirmek için 

planktonik yaşam biçimine kavuştuğu hücre ayrılması veya dağılmasıdır. 

Mikrobiyal müdahaleler, biyofilm oluşumunu inhibe edebilir veya 

gelişmelerinin farklı aşamalarında farklı mekanizmalar ve stratejiler vasıtasıyla 

biyofilm dağılımını artırabilir (Rendueles ve Ghigo, 2012). 

Biyofilm gelişmesinin beş aşaması (Şekil 2.1); 1: Planktonik bakterilerin 

biyomateryal yüzeyine yapışmaları, 2: Hücrelerin toplanıp mikro koloniler 

oluşturması, ekstraselüler polimerik substantlar (EPS) yani slimenin dışarı 

atılması ve bağlanmanın geri döndürülemez hale gelmesi, 3: Biyofilm oluşması, 

olgunlaşması ve hücrelerin çok katmanlı kümeler oluşturması, 4: Üç boyutlu 

büyüme ve konakçı savunma mekanizmalarına ve antibiyotiklere karşı koruma 

sağlayarak biyofilmin daha da olgunlaşması, 5: Biyofilmin, kritik bir kütleye 

ulaşması ve diğer yüzeylere kolonize olmaya hazır olması, planktonik 

bakterilerin dağılması şeklinde gelişmektedir (Monroe, 2007; Rendueles ve 

Ghigo, 2012). 

Biyofilm oluşumunda yüzeye ilk tutunmada bakteri yüzey ile tam olarak temas 

etmemekte, ancak aralarında elektrostatik güçler, hidrofobik etkileşimler ve 

Van der Walls güçleri gibi uzun mesafeli etkileşimler meydana gelmektedir. 

Elektrostatik etkileşimler daha çok itici güçlerdir, çünkü bakteriler ve katı 

yüzeyler negatif yüklüdür. Adezyonda hidrofobik etkileşimlerin rolü büyüktür. 

Devamında yüzeyle kısa mesafeli etkileşimler olan dipol-dipol etkileşimi, 

hidrofobik etkileşimler, iyon-dipol etkileşimi, iyonik ve kovalent bağlar ve 

hidrojen etkileşimleri oluşmaktadır. Bakteri flagella, pili gibi organelleriyle 

yüzeylere dönüşümsüz olarak bağlanırlar. Yüzeye tutunan bakteri, membrana 

bağlı proteinlerden Extraselüler Polimerik Substant (EPS) üretir. Bağlanmayı 

yüzey kolonizasyonu takip eder. Tutunan bakteri ilk koloniyi oluşturur. Her 
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koloniyi bir sonraki koloni takip edecektir. Mikrokoloniler büyüdükçe 

biyofilmin mimarisi de gelişir (Gün ve Ekinci, 2009). Bu mimari de tam hidrat ve 

canlı biyofilm volümlerinin %15 hücre, % 85 matriks materyali tarafından 

oluşturulduğu ve hücrelerin matrikslerinin çevrelediği farklı yüksekliklerdeki 

'kuleler' veya 'mantarlar' içerisinde bulundukları bildirilmiştir (Donlan ve 

Costerton, 2002; Çiftçi, 2005). Aynı zamanda biyofilmler, matriksleri içerisinde 

yaşamlarını sürdüren hücrelere esansiyel besinlerin ve oksijenin taşınmasına 

imkan tanıyan 'su kanallarına' sahip, çok tabakalı heterojen yapıdadırlar 

(Bothwell vd., 2003). Bakteri planktonik olarak son evrede biyofilmden 

kopararak ayrılır ve artık yeni yüzeyler için tehdit arz etmektedir. Artan akış 

kuvveti, iç enzimatik bozulma, EPS ya da yüzeye bağlayan proteinlerin açığa 

çıkması gibi hücre içinde görülen işlemler biyofilm hücrelerinin ayrılmasında 

önemli rol üstlenir (Akan ve Kınık, 2014).  

Mikrobiyal biyofilmler konak savunma faktörlerine ve antimikrobiyal ajanlara 

dirençlidirler (Baillie ve Douglas, 1998). Biyofilmler polinükleer lökositlerin 

kemotaksisinin inhibisyonu ile opsonizasyon ve fagositoz üzerinde olumsuz 

etkinlik göstermektedirler (Potera, 1999; Jansen vd., 1989). İlk kez 1982’de 

Christensen tarafından Staphylococcus epidermidis için tanımlanan slime faktörü 

protein, hekzoaminler, nötral şekerler ve fosforlu bileşikler gibi birçok 

maddenin oluşturduğu karışık bir yapıdır (Cengiz vd.,2006). Bu faktör %40 

karbonhidrat ve %27 protein içeren glikokaliks yapısında, hücre dışı bir 

maddedir. Slime faktörü mikroorganizmaların konak hücreye ve yapay 

yüzeylere adezyonundan sorumludur. Bu yüzeylerde fibrin ve fibronektin 

faktörü ile bir biyofilm tabakası oluşmakta ve bu biyofilmden oluşan 

mikroorganizma çoğu kez sepsise yol açmaktadır (Orhon vd., 1998; Karaca vd., 

2001).  Biyofilm ‘’slime’’ olarak ta adlandırılmaktadır (Veenstra vd., 1996). 

Bir mikrobik biyofilm kendi kendini organize edebilir (autopoiesis), çevresel 

düzensizliklere dirençlidir (homeostasis), birlikte olduklarında izole 

olduklarından daha etkilidir (sinerji), çevresel değişikliklere karşı tek tekil bir 

bireyden ziyade birlikte karşılık verir (communality) (Caldwell vd., 1997; 

Şimşek ve Bulut, 2012). Biyofilm tabakası içerisinde yaşayan bakterilerin 

hayatta kalma şansları daha fazladır. Biyofilmin dış tabakaları hasarı absorbe 
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ederken, iç tabakalarda stres yanıtının başlaması için zaman kazanılmış olur 

(Costerton vd., 1999). 

Biyofilm morfolojisi, çeşitli parametrelerle incelenmiştir: (i) biyofilmin 

bulunduğu alt tabakaya normal yönde substrattan maksimum uzaklığı 

tanımlayan ortalama kalınlık, böylece biyofilm içerisindeki tüm gözenekleri ve 

boşlukları hariç tutmak (ii) pürüzlülük, kalınlık dağılımından hesaplanan ve 

biyofilmin heterojenliğini tanımlayan bir miktar (iii) alt katman kapsamı, 

biyofilmin kapladığı yüzey alanı yüzdesi (iv) besin maddelerine maruz kalan 

biyofilm alanının fraksiyonunu yansıtan yüzey-hacim oranı ve (v) biyofilmin 

toplam biyokütlenin bir kestirimini sağlayan biyofilmin biyo hacmi veya toplam 

hacmi olarak ifade edilmiştir (Heydorn vd., 2000; Chang vd., 2015). Söz konusu 

biyofilm (Şekil 2.2) oluşumu bakteriyel patojenitede ve ısrarcı infeksiyonlarda 

önemli rol oynar (Costerton vd., 1999; Middleton vd., 2002). Güçlü bir virülens 

olan biyofilmin kimyasal kompozisyonu verilmiştir (Çizelge 2.1.). 
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Çizelge 2.1. Biyofilmin kimyasal kompozisyonu (Jamal vd., 2015) 

Bileşen (Component) 
Matriksteki yüzdesi  

(Percentage of matrix) 

Mikrobiyal hücre %2-5 

DNA ve RNA < %1-2 

Polisakkaritler %1-2 

Proteinler < %1-2 

Su %97 

Biyofilmin planktonik bakteriden üstünlükleri dört madde altında toplanmıştır. 

Bunlar sırasıyla (Donlan, 2002): 

 EPS çevreden besin maddelerini (C-N-PO4 gibi) konsantre ederek 

bakterilerin kullanımına sunar. 

 Biyofilm oluşumunda bulunan bakteriler antimikrobiyel maddeler, yüzey 

gerilimi değiştiren ajanlar, sıcaklık, konakçıya ait fagositler, konakçı oksijen 

radikalleri, proteazlar gibi çeşitli koşullara ve maddelere karşı dirençlilik 

geliştirirler. Bu direnç, gelişimin durdurulup canlılığın korunmasından, 

genetik düzenleme ile yukarı ya da aşağıya doğru düzenleme ile 

modifikasyona kadar değişen reaksiyonlar halinde gözlemlenir. 

 Tabakalı dizilim sonucu yüzeyde bulunan çeşitli bakteriler mekanik kalkan 

etkilerinin yanı sıra; katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitörleri 

salgılayarak antimikrobiyellere karşı iç yüzeyde bulunan bakterileri 

korurlar. 

 Biyofilm parçaları koparak yeni yüzeylere yayılır. Planktonik bir hücrenin 

tutunmasından daha kolay bir tutunma gerçekleştirirler. 
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Şekil 2.2. Biyofilmin 3 boyutlu görünümü (Çizim: Bryan Christie) (Çiftçi, 2005) 

2.2. Adezyon 

İlk birkaç saniye yani dokunma anı, başarılı enfeksiyonlar için genellikle 

kritiktir. Balık vücudu ve dokuları, bilindiği gibi bakterilerin yaşaması için çekici 

bir ortam olup bakterinin bu bölgede biyofilm oluşturarak yaşaması için primer 

bir motivasyon oluşturmaktadır. Bakterinin vücudun herhangi bir bölgesinde 

sabit kalabilmesini saglamak için bir takım stratejileri vardır. Bakteri yüzey 

proteinleri, konakçının fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi 

ekstraselüller matriks proteinlerine yapısırlar. Bu adhesin ve matriks 

proteinleri konakçı ile bakterinin adheransında anahtar rol oynarlar (Patti vd., 

1994). Adherans sonrası bu bölgeye yerleşen bakteriler bir yandan belli bir 

populasyona ulaşmak için çoğalırken diğer yandan da biyofilm oluşturma 

özelliğine göre biyofilm yapımına başlarlar. İlginçtir ki biyofilm bakterinin 

adheransını arttırırken, biyofilm olusumunun başlaması ile birlikte bakteri 

adhezyon ve motilite faktörlerinin ekspresyonunda da bir baskılama olmaktadır 

(Gilmore vd., 2003; Güvensen ve Ekmekçioğlu, 2016). 
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Şekil 2.3. Bakterilerin bir yüzey üzerinde olduklarını algılamaları (Anonim, 

2018)  

Bakteri adezyonu primer ve sekonder adezyon olmak üzere iki aşamadan 

oluşmaktadır (Öztürk vd., 2008): 

2.2.1. Primer adezyon  

Birçok fizikokimyasal değişkenin rol oynadığı bu bağlanma geri dönüşümlü ve 

gevşek bir bağlanmadır. Bakteri ve uygun inert yüzeyler arasında oluşmaktadır. 

Adezyonun oluşması için öncelikle bakteri, inert yüzeye yeteri kadar 

yakınlaşabilmelidir (<1nm). Bundan sonra adezyonun oluşumu her iki yüzeyin 

çekim ve itme gücüne bağlı olarak gelişmektedir. Burada elektrostatik, 

hidrofobik ilişki, van der Waals gücü, ısı ve hidrodinamik güç önemlidir. 

Bakterilerin hemen tümü ve inert yüzeyler negatif şarja sahip olup birbirleri için 

aslında itme gücü oluşturmaktadır. Primer aderansta en önemli faktörün 

bakteri ve yüzeyler arası hidrofobik ilişki olduğu bilinmektedir (Öztürk vd., 

2008).  

2.2.2. Sekonder adezyon  

Bakteri yüzeyindeki pili, fimbria veya fibriller gibi ligandların ökaryot 

hücrelerdeki spesifik ligandlara bağlanması ile oluşan özgül ve geri dönüşümsüz 

bağlanmadır (Şekil 2.3). Biyofilmin maturasyonu, bakterinin yüzeye geri 

dönüşümsüz olarak yapışmasından sonra başlamaktadır. Biyofilm geliştikçe 
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bakterinin aderans ve motilite faktörlerinin salınımında da baskılanma 

olmaktadır. Birçok türde, biyofilm anyonik yapıda olup esansiyel mineraller ve 

besinlerin etraftan yakalanarak yoğunlaştırılmasını sağlayan bir sistem 

oluşturmaktadır. Esasta, biyofilm 3 boyutlu çekim gücü oluşturup bulunduğu 

bakteriyi çevreleyerek bakterinin aderansını ve korunmasını sağlamaktadır 

(Öztürk vd., 2008).  

Tek bir bakteri türü veya birden fazla bakteri türü içeren yüzeye bağlı 

mikroorganizma popülasyonlarına biyofilm denir. O’Toole ve Kolter (1998) 

Pseudomonas fluorescens WCS365 suşunda biyofilmi çalışmışlardır. P. 

fluorescens’in, bir dizi besin maddesi üzerinde ve abiyotik bir yüzey üzerinde 

biyofilm oluşturduğunu bildirmişlerdir. Biyofilm oluşumunun erken başlaması 

için protein sentezinin gerekli olduğunu belirten O’Toole ve Kolter, bir veya 

daha fazla ekstrasitoplazmik proteinin abiyotik yüzey ile etkileşimde rol 

oynadığını ve ortamın ozmolaritesinin, bakterinin biyofilm oluşturabilme 

kabiliyetini etkilediğini de bildirmişlerdir. 

2.3. Ekstraselüler Polimerik Substant (EPS)’in Genel Özellikleri 

Ekstraselüler Polimerik Substant (EPS) (Şekil 2.4) formları hücre duvarı ile 

birleşmiş olabilen kapsüler veya büyük miktarlarda hücre duvarı dışında 

biriken ve kültür ortamına yayılan bağımsız salgılar olarak üretilen yapılardır. 

Bakteriyel EPS’ler genellikle immunojeniktirler. In vitro çalışmalarda EPS’lerin 

varlığı katı besi ortamlarında mukoid koloni, sıvı besi ortamlarında ise oldukça 

viskoz bir görünüm ile tespit edilmektedir. Bakterinin dış yüzeyini kaplayan EPS 

kapsül veya slim formda olabilir. Kapsüler EPS bakteri hücre yüzeyindeki 

fosfolipid veya lipid-A moleküllerine kovalent bağ ile bağlanmaktadır. EPS’yi 

oluşturan homopolisakkaridlerin çoğunluğu nötr olmasına rağmen bir çok 

bakteriyel EPS negatif yük taşır ve yüksek kütleye sahiptir. Ayrıca 

polisakkaridler hidrofilik özellik taşımakla birlikte çoğu polimerler lipofilik, 

hidrofilik ve biyofilm yapısında olabilen hetorojenlerdir. EPS’deki yapısal ve 

düzenleyici genlerin üretimi kromozomal veya plasmid DNA kodlu olabilir. 

EPS’ler bakterinin olumsuz çevre şartlarından korunmasını ve çeşitli yüzeylere 

tutunmasını sağlamaktadır. Polisakkaritler, üretici suşlar tarafından katabolize 
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edilemediklerinden enerji kaynağı değildirler, buna karşılık mikroorganizmayı 

veya ortamı kurumaya karşı korur, zararlı veya düşman bir ortamdan 

uzaklaştırırlar (Moriello vd., 2003, Ophir ve Gutnick, 1994). EPS’nin bakteriyi 

koruma özelliği ayrıca antibiyotiklere karşıda fiziksel bir koruyuculuk şeklinde 

de ortaya çıkmaktadır. Patojenlerinin ürettikleri EPS’lerin virülens faktörleri 

oldukları da bilinmektedir. Sonuç olarak yüksek moleküler yapıya sahip EPS 

bakterinin kararlılığını ortaya koymaktadır (Yılmaz ve Yuvalı Çelik, 2007). 

 

Şekil 2.4. Ekstraselüler polimerik substant (EPS) (Sutherlve, 2001) 

2.4. Biyofilmde Bakteriler Arası Haberleşme: “Quorum Sensing” 

Adezyon ve biyofilm oluşumunun, çevresel koşullara ve tek başına veya 

birbiriyle uyum içinde hareket eden birden çok bakterinin katılımını gerektiren 

karmaşık bir mekanizmadır (Willems ve Bonten, 2007). Bu denli karmaşık bir 

yapının oluşumu, hücreler arasında iletişimi gerekli kılmaktadır; bu iletişim, 

bakteriler tarafından, konsantrasyona bağımlı bir biçimde bakteriyel genlerin 

düzenlenmesinde değişikliğe yol açan küçük moleküllerin salınması ve 

bağlanması aracılığıyla gerçekleşir. Bu moleküller, DNA alışveriş sinyalleşmesi 

ve toksin yapımı gibi çeşitli işlevlere sahiptirler (Post vd., 2008). Biyofilm 

özelliklerinden bazıları; keratinositlere tutunma, çevreyi algılama genlerinin 

ekspresyonu ve In vitro biyofilm oluşturma sayılabilir (Wang vd., 2005). 
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Çevreyi Algılama Sistemi ‘’Quorum Sensing (QS)’’ hayatına devam etmek için 

bakteriye güç katan bir sistemdir (Chu vd., 2015). Bakterilerin kendi aralarında 

‘Ben buradayım’ mesajı veren bir iletişim mekanizması vardır. Bu mesajı da 

moleküller aracılığıyla gerçekleştirirler (Camara, 2007). Balıklarda hastalık 

yapabilmek için bakteriyel patojenler birbirlerine gönderdikleri bu sinyal 

molekülleri ile birbirlerini hissederek istedikleri çoğunluğa ulaştıklarını 

anladıkları anda virülens faktörlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarını 

tetikler ve konak üzerindeki etkisini gösterirler. QS; virülens, intrasellüler 

üreme ve biyofilm formasyonu ile ilişkili biyolojik öneme sahip bir fenomendir 

(Harraghy vd., 2007). 

Hatta çevreyi algılamanın kontrolündeki en etkili virülens faktörü olan biyofilm; 

cansız ya da canlı bir yüzeye tutunmuş birçok bakterinin salgıladıkları mukoz 

yapı içerisinde bir araya gelmesiyle oluşan,“mikroplar şehri” (Watnick ve Kolter, 

2000) olarak nitelenmiştir (Nurcan, 2010). 

2.5. Biyofilmlerle İlgili Balık Enfeksiyonları 

Listeria, Salmonella, Shigella, Vibrio, Bacillus ve Aeromonas gibi biyofilm 

oluşturan patojenik türler akuatik ortamlarda hastalıklara neden olmaktadırlar 

(Mortensen, 2014). 

Biyofilmler bakterilerin birbirleri arasında horizontal gen transferi yapması için 

elverişli ortamlardır. Horizontal gen transferi bakterilere, balık 

enfeksiyonlarıyla mücadele de antimikrobiyal direnci gibi adaptif mutasyonlar 

geliştirmeleri avantajını sağlamaktadır (Jurcisek ve Bakaletz, 2007). 

Voung vd., 2004’de, polisakkarit Inter Sellüler Adhesin’i (PIA) yıkıcı mutasyon 

geçirmiş bakterilerde, polimorfonükleer lökositlerle fagositoz ve öldürmeyi 

arttırdığını bildirm0işlerdir. Yasuda vd., 1994’de, biyofilm içerisinde gelişen 

E.coli hücrelerini fagositoza duyarlı biyofilm dışı bakteriler ile süspanse etmiş ve 

In vitro olarak polimorfonükleer lökositlerinin öldürücü aktivitesine karşı daha 

az duyarlı olduklarını saptamışlardır. Buna dayanarak fagositoza dirençteki 

artışın, biyofilm bakterilerinin polimorfonükleer lökositlerdeki oksijen ile 

öldürülemeyen, dirençli türler ortaya çıktığı hipotezini öne sürmüşlerdir. Buna 
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göre, enfeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrılan bakterilerin immün sistemi 

aşarak enfeksiyon oluşturmaya daha hazır olduğunu ifade etmişlerdir. 

Shiau ve Wu (1998) S. epidermidis tarafından üretilen ekstrasellüler slime 

faktörünün makrofaj fagositik aktivitesine engel olduğunu saptamıştır (Ataol, 

2011). 

2.6. Biyofilm İnhibisyonu 

Biyofilm bakterilerinin konvensiyonel yöntemlerle (antibiyotikler, biyositler, 

dezenfektalar, antimikrobiyal ajanlar gibi) öldürülmesi etkili olamamaktadır. 

Antimikrobiyal ajanların bakteri hücrelerini inaktive edebilmesi için, matriks 

içerisinde yayılması gerekmektedir. Biyofilm matriksini oluşturan ekstresellüler 

polimerik maddeler antimikrobiyal moleküllerin yayılım hızını yavaşlatmakta 

ve matriks ajanlarıyla ilişkisini kesmektedir (Patti vd., 1994). Antimikrobiyaller 

hem çevre üzerine tehlikelidir hemde klinik açıdan hasta balık üzerinde toksik 

etki de gösterilebilir. Antibiyotikler ise patojenik biyofilm enfeksiyonlarının 

inatçılıklarını arttırmaktadır. Biyofilmi tamamen yok etmenin klasik 

yöntemlerle mümkün olamayacağı bilinmektedir. Kontamine EPS ve biyofilm 

içerisindeki bakteriler genetik değişimlere de uğrayabilmektedirler. Bu nedenle 

biyofilmin engellenmesi şarttır. Biyofilme izin vermemek için biyositlerin 

biyodispersanlar, biyosürfaktanlar gibi çeşitli antibiyofilm maddeler 

uygulanabilir. Quorum Quenching (QQ) ile QS moleküllerinin üretiminin 

önlenmesi, parçalanması veya inhibisyonu, QS sinyalinin alınmasının önlenmesi 

stratejileri üzerinde çalışılmalıdır. Enzimatik yöntemlerle mücadele edilinebilir. 

Slime tabakanın yapışkanımsı jel özelliğinin giderilmesinde enzimlerin 

şelatlayıcı maddelerle kombinasyonu değerlendirilebilinir (Ceyhan, 2008).  

2.6.1. Biyofilm inhibisyonunda kullanılan bazı maddeler 

Günümüzde tüketicilerin sağlıklı ve doğal ürünlere olan ilgisinin artması nedeni 

ile yeni ve doğal antimikrobiyallere ihtiyaç giderek artmaktadır (Xu vd., 2014). 
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2.6.1.1. Lizozim 

Lizozim, Alexveer Fleming tarafından 1922 yılında keşfedilmiş ve yumurta akı 

albümininden elde edilmiş antimikrobiyal maddedir. Dünya Sağlık Örgütü ve 

Gıda ve Tarım Organizasyonu 1993 yılında, lizozimin toksik olmadığını 

bildirmiştir. Bunun yanında lizozim, Kanada ve Amerika Birleşik Devletleri’nde 

nisin gibi ‘GRAS’ (Generally Recognised as Safe) statüsünde yer almaktadır 

(Üstünkol, 2006). Lizozim spesifik bir antikor olarak balığın mukusunda doğal 

olarak da bulunmaktadır (Balta, 2016). 

2.6.1.2. Malik asit 

Malik asit ilk kez Carl Wilhelm Scheele tarafından 1785 yılında elma suyundan 

izole edimiştir (Carl Wilhelm Scheele, 1785). Malik asit, kayısı, böğürtlen, yaban 

mersini, kiraz, üzüm, mirabelles, şeftali, armut, erik ve ayva da dahil olmak 

üzere birçok meyvede ana asittir (Tabelle I of Fruchtsäuren, 2016). Yaşayan 

canlı hücrelerin mitokondrilerinde yer alan bir enerji döngüsü olan Krebs 

döngüsünün, önemli bir ara basamağıdır. Sahip olduğu eşsiz özellikleri 

sayesinde sağlığa çok sayıda faydaları vardır. Hoş ve kalıcı ekşimsi aromaya 

sahip olmak, yüksek çözünürlük, düşük erime noktası, düşük higroskopik 

özellikleri, metal iyonları ile şelat yeteneği, harmanlanabilir olması bu 

faydalardan bazılarıdır (Anonim, 2018). 

Organik asitler arasında malik asit (Şekil 2.5) birçok gıdada bulunan bir organik 

asittir. Malik asit uygulamasının Monocytogenes, Escherichia coli gibi birçok 

patojen üzerinde antimikrobiyal etkili olduğu bulunmuştur (Raybaudi-Massilia, 

2009). Yapılan çalışmalarda malik, sitrik, laktik ve tartarik asitlerin 

antibakteriyel etkileri olduğu belirlenmiştir (Eswaranveam vd., 2004; Lu vd., 

2011). 

Malik asit uygulaması %1 ve %2 konsantrasyonda 5 dakika süre ile tavuk etleri 

üzerinde Monocytogenes üzerinde denenmiş ve %2 malik asit uygulamasının 

inhibitör etki gösterdiği tespit edilmiştir (González-Fveos ve Herera, 2013). 
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Şekil 2.5. Malik asit (Anonim, 2018)  

2.6.1.3. Sarımsak yağı 

Sarımsak (Allium sativum L.) çok eski yıllardan beri halk hekimliğinde tedavide 

kullanılmaktadır. Sarımsakta bulunan en önemli kimyasal bileşikler sülfür 

(Allisin, Ajoen ve Diallylsülfür) bileşikleridir. Bunlardan allisin; antibakteriyel, 

antifungal, antiparazitik ve antikarsinojenik özelliği kanıtlanmış bir maddedir 

(Özçelik vd., 2007). 

Sarımsak Liliacae familyasından soğanlı bir kültür bitkisidir. Vatanı ön ve Güney 

Asya’dır. Üretim şekilleri ve genetik özelliklerindeki farklılıklar nedeni ile 

bitkinin kimyasal bileşiminde de farklılıklar oluşabilir. Sarımsakta bulunan 

kimyasal maddelerin bilimsel olarak araştırılması 1892 yılında Alman 

kimyacılardan Schemimler ve Weltheim ile başlamış ve daha sonra çok sayıda 

araştırıcı sarımsağın kimyası ile ilgilenmiştir (Amagase vd., 2001; Özçelik vd., 

2007). 

Sarımsak 200 den fazla kimyasal bileşik içermekte olup bunların en 

önemlilerinden bazıları kükürt ihtiva eden bileşiklerden (alisin ve ajoene) 

oluşan uçucu yağlar ve enzimler (alinaz, peroksidaz ve mirasinaz), 

karbonhidratlar (sakaroz, glikoz), mineraller, aminoasitler, A, B1, B2, Niasin ve 

C vitaminidir. Keskin kokusunu veren allil sülfit, kükürtlü ve eterli yağlardan 

oluşmuştur (Baytop, 1999; Kütevin ve Türkeş, 1987). Sarımsağa özel koku ve 

lezzeti veren taşıdığı kükürtlü uçucu yağdır (Baytop, 1999; Ayaz ve Alpsoy, 

2007). 

Sarımsak yağı sarımsak tanelerinden buhar distilasyonu ile çıkarılan önemli bir 

yağ ürünüdür. Sarımsak yağı bileşikleri başlıca diallyl disulfide (DADS ya da 4,5-

dithia-1,7-octadiene) (%60), diallyl trisulfide (DATS) (%20), allyl propyl 

disulfide (%16), az miktarda disulfide ve muhtemelen diallyl polysulfidedir 
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(Pranoto vd., 2005). Seyreltilmemiş sarımsak yağının daha detaylı analizi 

Çizelge 2.2.’de verilmiştir. 

Çizelge 2.2. Seyreltilmemiş sarımsak yağının analizi (O’Gara vd., 2000) 

Bileşenler                          Konsantrasyon (mg/g)* 

Diallyl monosulfide                                             106 ± 7 (10,6) 

Diallyl disulfide                                              530 ± 7 (53,0) 

Diallyl trisulfide                                               115 ± 4 (11,5) 

Diallyl tetrasulfide                                               43 ± 2 (4,3) 

Diallyl pentasulfide                                         10,5 ± 0,4 (1,1) 

Diallyl hexasulfide                                       0,14 ± 0,01 (0,01) 

Methyl allyl disulfide                                           44,1 ± 2 (4,4) 

Methyl allyl trisulfide                                           69,9 ± 2,2 (7) 

Methyl allyl tetrasulfide                                        24,6 ± 2,0 (2,5) 

Methyl allyl pentasulfide                                        6,3 ± 0,6 (0,6) 

Methyl allyl hexasulfide                                        1,5 ± 0,1 (0,2) 

Dimethyl trisulfide                                          12,0 ± 1,3 (1,2) 

Dimethyl tetrasulfide                                          4,3 ± 0,6 (0,2) 

Dimethyl pentasulfide                                         2,0 ± 0,4 (0,2) 

 * Parantez içindeki değerler yüzdeleridir 

2.6.1.4. Kekik yağı 

Dünyada yaklaşık 100 tür içeren önemli bir aromatik bitki olan Thymus vulgaris 

L. (T. vulgaris) tıbbi amaçlı ve mutfak yemeklerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Thymus cinsi bitkiler önemli tıbbi bitkilerdir, bu bitkilerin 

esansiyel yağları çeşitli terapötik özelliklerinden dolayı önemle tavsiye edilir ve 

genellikle kekik yağı olarak bilinir (Dauqan ve Abdullah, 2017). Kekik uçucu 

yağının kimyasal kompozisyonu Çizelge 2.3.’de verilmiştir. Thymus türleri, 

farmakolojik ve biyolojik özelliklerinden dolayı şifalı bitkiler olarak düşünülür. 

Bu özellikleri ana bileşenleri monoterpen fenollerden olan timol ve karvakrola 

bağlıdır. Taze kekik, tüm otlar arasında en yüksek antioksidan düzeyine sahiptir 

(Dauqan ve Abdullah, 2017). Çizelge 2.4.’de T. vulgaris'teki seçilmiş kimyasal 

bileşenler listesi detaylı olarak verilmiştir. 

http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/konsantrasyon
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Çizelge 2.3. Kekik uçucu yağının kimyasal kompozisyonu (Fatimah, 2014) 

Bileşenler                                                 Formül Nispi konsantrasyon (%) 
 3-Hxenol                            C6H12O                                       0,1 
α-Tujene                             C10H16                                       1,52 
α-Pinene                             C10H16                                       1,31 
Camphene                           C10H16                                         0,75 
Sabinene                            C10H16                                        0,84 
3-Otenol                            C8H16O                                        0,36 
3-Otanone                          C8H16O                                        0,2 
β-Myrcene                            C10H1                                        0,67 
3-Otanol                            C8H18O                                       0,21 
α-Pellverene                           C10H16                                       0,1 
δ-3-Carene                            C10H16                                       0,11 
α-Terpinene                          C10H16                                        2,36 
ρ-Cymene                            C10H14                                        7,61 
Sylvestrene                           C10H16                                       0,34 
1,8-Cineol                           C10H18O                                       0,57 
cis-Oimene                            C10H16                                       0,22 
β-Oimene                             C10H16                                       0,2 
γ-Terpinene                            C10H16                                       9,5 
cis-Sabinene                          C10H8O                                     0,1 
3-Nonenol                          C9H20O                                      0,12 
3-Nonene                             C9H18                                        0,22 
α-Terpinolene                        C10H16                                       3,27 
Linalool                           C10H18O                                    0,93 
Terpineol                          C10H18O                                     1,37 
Carene                              C10H16                                      0,35 
E-Citral                            C10H16O                                    0,54 
3,4-Octadienal                         C8H14O                                     0,23 
Verbenol                            C10H16O                                    0,12 
endo-Borneol                         C10H18O                                    0,1 
4-Terpineol                          C10H18O                                    1,44 
α-Terpineol                          C10H18O                                   1,63 
Dihydrocarvone                      C10H16O                                    0,1 
Decanal                             C10H20O                                    0,12 
9- ρ-Menthenol                       C10H16O                                    0,23 
2,6-Octadienal                         C8H12O                                     0,14 
Anisole                               C7H18O                                    0,23 
Geraniol                              C10H18O                                   0,1 
Citral                                C10H16O                                    0,24 
Thymol                              C10H14O                                   54,26 
Carvacrol                            C10H14O                                    4,42 
Octadienoic acid                      C18H12O                                    0,1 
Geranic acid                        C10H16O2                                   0,3 
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Çizelge 2.4. T. vulgaris'teki seçilmiş kimyasal bileşenler listesi (Hina vd., 2013) 

Kimyasal Bileşen                                                Biyolojik Aktiviteleri 

Timol                    
Antiseptik, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan 
özellikler 

Karvakrol                               
Antimikrobiyal, antitrombotik, antiinflamatuar (antiiltihap),  
asetil kolinesteraz önleyici özellikler 

Linalol                         
Antiviral etki, antiinflamatuar (antiiltihap),  
antioksidan, antinosiseptif ve analjezik etkinlik 

Apigenin                           
Antikanserojenik, antiinflamatuar (antiiltihap),  
antiprogresyon (hastalığın ilerlemesini durdurma),  
antiviral ve antioksidan özellikler 

Öjenol       
Nörokoruyucu, antikanser, antibakteriyel ve antianafilaktik 
faaliyetler 

Rosmanirik Asit           
Astringent (Kanamayı durduran), antialerjik, antimutajen,  
antioksidatif ve antiinflamatuar (antiiltihap) 

2.7. Farklı Yüzeylerde Biyofilm Oluşumu 

Biyofilmler, yaygın olarak katı-bağlı yapılar olarak değerlendirilmesine rağmen, 

prensipte hava-sıvı, sıvı-sıvı, katı-sıvı veya hava-katı ara yüzleri de dahil olmak 

üzere herhangi bir arayüz ile ilişkilendirilebilir (Chang vd., 2015). 

Adezyon ve biyofilm paslanmaz çelik, gıda yüzeyi, cam, kauçuk, ahşap ve 

polipropilen (protez cihazları, kateterler, implant, yapay organlar gibi) 

yüzeylere belirli koşullar altında yapışır ve yüzey ile etkileşime girerek hücresel 

büyümeyi başlatır (Karaca, 2011; Di Ciccio vd., 2015). 

Bakteriyel biyofilmin farklı yüzeylere tutunmasının bir örneği Şekil 2.6’de teflon 

üzerine E. coli biyofilmiyle gösterilmiştir. 

Metal yüzeylerdeki (bakır, çeşitli alaşımlar, paslanmaz, galvanizli ve karbon 

çelik) mikrobiyolojik korozyon, mikroorganizmalar ve onların metabolik 

ürünleri olan enzimler, hücre dışı polimerik maddeler, organik ve inorganik 

asitler, H2S ve amonyak gibi uçucu bileşiklerle ilişkilidir. Mikroorganizmaların 

metal yüzeyi ile kurduğu ilişki ve etkileşimi sonucu ortaya çıkan 

elektrokimyasal reaksiyonlar metalin çözünerek korozyona uğramasına sebep 

olur (Beale vd., 2014). Mikroorganizmalar, sadece metal yüzeylerin 

korozyonundan değil beton, ahşap ve plastik gibi yapıların da aşınmasından 

sorumludur (Görs vd., 2007; Javaherdashti, 2009; Doğruöz, 2014). 
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Materyallere bağlı olarak bakterilerin tutunma oranları değerlendirildiğinde 

farklı ortam karakterlerinde tutunmanın da farklılıklar göstereceği yönündedir 

(Donlan, 2002; Davey ve O'toole, 2000). 

Yüzey pürüzlülüğü ve serbest yüzey enerjisi (SYE) bakteri adezyonunun sadece 

materyalin yüzey yapısıyla ilgili değil aynı zamanda yüzey pürüzlülüğüyle de 

ilgili olduğu ve yüzey pürüzlülüğünün plak birikim miktarını belirlemede en 

önemli faktör olduğu bildirilmiştir (Auschill vd., 2002; Larson, 2011). Pürüzlü 

yüzeylerin SYE’nin fazla olması nedeniyle plak oluşumuna daha yatkın olduğu 

ve cilalanmış yüzeylerin genellikle düşük yüzey enerjisine sahip olduğu 

belirtilmiştir (Larson, 2011). In vivo ve In vitro koşullarda, pürüzlü yüzeydeki 

bakteri birikiminin iyi cilalanmış yüzeyden çok daha fazla olduğu; ancak yüzey 

pürüzlülüğünün genç biyofilm adezyonunu etkilediği ve biyofilm 

büyüme/olgunlaşma sonrası yüzey pürüzlülüğünün biyofilme olan etkisinin 

olmadığı bildirilmiştir (Dezelic, 2009). 

Yüzeyin düzensiz oluşu mikroorganizmanın tutunmasını ve kolonizasyonunu 

artırır. Bunun nedeni olarak düzensiz yüzeylerde suyun koparma kuvvetinin 

oldukça az olması ve bu noktalarda yüzey alanının artması öne sürülmektedir. 

Tutunulan yüzeyin kimyasal özellikleri de tutunma hız ve boyutuna katkı yapar. 

Mikroorganizmalar teflon ve bazı plastikler gibi hidrofobik nonpolar yüzeylere, 

cam ya da metal gibi hidrofilik yüzeylerden çok daha hızlı tutunabilmektedirler 

(Sutherlve, 2001; Kojic ve Darouiche, 2004; Sapmaz Karabağ, 2010). 
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Şekil 2.6. Teflon üzerinde Escherichia coli biyofilminin taramalı elektron 

mikroskobuyla görüntülenmesi (Khelissa vd., 2017) 

2.8. Balık Patojenleri 

2.8.1. Staphylococcus warneri 

Microcococcaceae ailesinin üyesi olan stafilokoklar hareketsiz aerobik ortamı 

tercih eden fakat fakültatif anaerob gibi de davranabilen Gram pozitif koklardır. 

İnsanlarda ve hayvanlarda cilt florasının bir parçası olarak bulunan ortak bir 

komensal organizmadır. Deri bütünlüğünün bozulması durumunda deri ve 

yumuşak doku enfeksiyonları, bakteremi, kardiyovasküler, kas ve iskelet, 

merkezi sinir sistem enfeksiyonları gibi birçok hastalığa sebep olurlar (Sharon, 

2006; Khorshed ve Özbal, 2012). Stafilokokları ilk kez 1878’de Robert Koch 

tanımlamış, 1880’de Pasteur sıvı besiyerinde üretmiş ve 1881’de İskoçyalı 

cerrah Alexveer Ogston fare ve kobaylar için patojen olduğunu vurgulamıştır. 

Karakteristik kümelenmeler yaptıklarından dolayı Alexveer Ogston tarafından 

incelenmiştir (Waldvogel, 2000; Batı Kutlu, 2006). 

Günümüze kadar Staphylococcus genusunda 33 tür ve 17 alt tür saptanmıştır. 

Stafilokok türleri DNA/DNA ilişkileri ve fenotipik özelliklerine göre en az dört 

grup altında toplanabilirler. S. epidermidis grubunda; S. epidermidis, S. capitis, S. 

warneri, S. haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus türleri, S. saprophyticus 

grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus türleri, S. simulans grubunda; S. 
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simulans, S. carnosus türleri, S. sciure grubunda; S. sciure, S. lentus türleri yer 

almaktadır (Waldvogel, 2000; Batı Kutlu, 2006). 

S. warneri balığın cilt altında lokalize olan, nadiren insanlarda enfeksiyon 

oluşturan oportunist bir balık patojenidir (Gil vd., 2000).  S. warneri (Şekil 2.7) 

katalaz-pozitif, oksidaz-negatif ve koagülaz-negatiftir. Diğer koagülaz negatif 

stafilokoklarda olduğu gibi, bağışıklık sistemi bozulmuş hastalarda zaman 

zaman enfeksiyona neden olur. Kolonileri genellikle bej, bronz veya sarı, bazen 

portakal renklidir ve 35°C'de 48 saat inkübasyondan sonra yaklaşık 2-4 mm 

çapındadır. Optimum büyüme sıcaklığı 30-40°C'dir (Kloos ve Schleifer, 1975).  

Ülkemiz yetiştiriciliği yapılan anaç gökkuşağı alabalığından (Oncorhynchus 

mykiss) ve Atlantik salmonundan (Salmo salar) S. warneri patojeni izole edilmiştir 

(Metin vd., 2014). 

 

Şekil 2.7. S. warneri (SEM) (Anonim, 2018) 

2.8.1.1. S. warneri’de biyofilm üretimi 

Stafilokokların, çeşitli yüzeylere yapışabilme ve biyofilm oluşturabilme 

özelliklerinin olduğu bilinmektedir. Stafilokokların biyofilm oluşturmalarında 

icaADBC gen lokusu tarafindan kodlanan polisakkarit intersellüler adhesin (PIA) 
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en önemli rolü üstlendiği gösterilmiştir (Donlan ve Costerton, 2002; Arciola vd., 

2015). 

S. warneri de diğer Gram pozitif bakterilerde olduğu gibi biyofilm oluşturur 

(Molobela vd., 2010). Bu biyofilmler antimikrobiyal ajanların girişine karşı 

fiziksel bir bariyer oluşturur ve elde edilen hasta balıklar arasında kronik 

enfeksiyonların patognomik olduğu düşünülmektedir (Zineb vd., 2014). 

2.8.2. Aeromonas sobria  

Aeromonas türleri, gıda, içme suyu, kanalizasyon, çevresel su ve insan klinik 

örnekleri gibi birçok kaynaktan izole edilebilen Gram negatif, fakültatif 

anaerobik bakterilerdir. Bu organizmaların, sporadik diyare veya dizanterinin 

etken ajanları olduğu bilinmektedir, Ayrıca yaşamı tehdit eden ekstraintestinal 

enfeksiyona neden olurlar. Bazı fenotipler d-glikozu asit ve gazda fermente 

ederler ve hücre dışı hemolizin gösterirler (Shiina vd., 2004). 

A. sobria Gram negatif, çubuk şekilli, spor oluşturmayan, hareketli, fakültatif 

anaerobtur (Şekil 2.8). Bu bakteri yaygın olarak tüm dünyada toprakta ve çeşitli 

su sistemlerinde bulunur.   A. sobria türünün çoğunluğu epitelyal dokuda değil 

Intra Luminal Sıvıda (ILF) bulunur (Kikuchi ve Graf, 2007). 

A. sobria; Ülkemizde Atlantik salmonundan (Salmo salar) (Karatas, 1996), 

Gökkuşağı alabalığından (Oncorhynchus mykiss) (Ozkok, 2005; Saglam vd., 2006 

Timur vd., 2008; Kayis vd., 2009; Ozer vd., 2009; Korun ve Toprak 2010), 

Sazandan (Carassius auratus) (Korun ve Toprak 2007b), Çipuradan (Sparus 

aurata) ve Levrekten (Dicentrarchus labrax) (Avsever vd., 2012) izole dilmiştir 

(Öztürk, ve Altınok, 2014).  

 

Şekil 2.8. A. sobria (SEM) (Ding vd.,2017) 
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2.8.2.1. A. sobria’da biyofilm üretimi 

Aeromonas türleri polar ve lateral flegella olmak uzere iki farklı flagellar sisteme 

sahiptir (Gavin vd., 2002; Rabaan vd., 2001). Aeromonas’larda her iki flagella 

(polar ve lateral) sisteminin tutunmada kritik rol oynamaktadır ve her iki 

flagella sistemi Aeromonas’ların biyofilm oluşumunu kolaylaştırmaktadır. Polar 

flagella yüzme hareketinde ve başlangıç tutunmasında, lateral flagella ise 

hücrelerin kolonizasyonunda rol oynamaktadır (Kirov vd., 2003). 

Rahman vd., 2007’de kalıcı Aeromonas klonlarının tüm izolatlarının güçlü 

biyofilm oluşum yeteneği sergilediğini göstermiştir. C-di-GMP (cyclic di-GMP) 

birçok bakteride biyofilm oluşumunu düzenler. C-di-GMP sinyalizasyonunun 

etkisini araştırmak için Salmonella typhimurium'dan bir A. sobria suşuna 

heterolog GGDEF ve EAL alan proteinleri tanıtmışlardır. GGDEF alan proteini 

AdrA'nın aşırı ekspresyonu, c-di-GMP konsantrasyonunu ve biyofilm 

oluşumunu arttırmıştır ve hareketliliği azaltmıştır. Duyarlı sinyal molekülü C4-

homoserin lakton üretimi ve su bitkisi ve amoeba yüzeylerine yapışması arttğını 

belirtmişlerdir. Öte yandan, EAL alan protein YhjH'nin aşırı ekspresyonu, 

biyofilm oluşumunu ve hareketliliğini arttırmıştır. AdrA GGDEF etkin proteini A. 

sobria AEW43'teki c-di-GMP seviyesini değiştirerek çok hücreli davranış biçimi 

göstermiştir. Suda yaşayan yabani otlara ve serbest yaşayan hayvan (amoeba) 

yüzeylerine yapışmayı ve biyofilm oluşumunu düzenlemiştir. Ayrıca, A. sobria 

AEW43'teki C4-HSL molekülünün seviyesini de etkilemiştir. C-di-GMP'nin hücre 

içi konsantrasyonu ve çekirdek derişiminin hücre dışı yoğunlaşması, biyofilm 

oluşumunda kritik bir rol oynadığından, biyofilm gelişiminin moleküler 

mekanizmalarını araştırmak için yeni bir odak olarak C-di-GMP sinyali ile 

quorum sensing moleküllerinin arasındaki bağlantıyı aydınlatmanın önemini 

vurgulamışlardır. 

2.8.3. Yersinia ruckeri 

Y. ruckeri, Enterobacteriaceae familyasına aittir. Yuvarlak uçlu Gram negatif 

çubuklardır. Aktif olarak büyüyen hücreler yaklaşık 0,75 µm çapında ve 1,0-3,0 

µm uzunluğundadır. Spor yapmayan bu bakteri, kapsül içermez. Flagella her 

zaman mevcut olmadığından, Y. ruckeri suşları değişken motilite gösterir (Şekil 
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2.9) (Davies ve Frerichs 1989). Enterobacteriaceae ailesinin diğer üyelerinde 

olduğu gibi, Y. ruckeri, glikoz fermentatif, oksidaz-negatif ve nitrat indirgeyicidir 

(Ross vd., 1966). Y. ruckeri suşlarının fenotipik özellikleri yönünden homojen 

bir yapı sergilediği için diğer türlerden ayrımı biyokimyasal testler ile 

yapılabilir. Y. ruckeri’nin fenotipik özellikleri; B-galaktosidaz, lizin dekarboksilaz 

ve ornitin dekarboksilaz (+) H2S ve indol (-)’dir. Y. ruckeri, inositol, ramnoz, 

sukroz, melibiyoz ve arabinozdan farklı olarak glikoz ve manitol fermente eder 

(Frerichs, 1993).  

Y. ruckeri, salmonid balıklarında önemli ekonomik kayıplara yol açan Yersiniosis 

veya Enterik Red Mouth (ERM) hastalığının etkenidir. Enfeksiyon, vücut 

yüzeyinde ve iç organlarda hemorajilerle birlikte septisemik bir duruma neden 

olabilir (Tobback vd., 2007). ERM, konjestif veya hemorajik zonların varlığı ile 

karakterizedir. Çeşitli doku ve organlarda, özellikle de ağız çevresinde ve 

bağırsaklarda bulunur. Patojenin dağılımı, taşıyıcı balıklar, su omurgasızları ve 

kuşlar gibi vektörlerle gerçekleşir (Coquet vd., 2002). 

Gökkuşağı alabalıklarında Yersiniozis genellikle 10g’a kadar ağırlıkdaki 

balıklarda şiddetli enfeksiyonlara neden olmakta 50g ve daha büyük balıklarda 

ise kronik formda seyretmektedir. Enfeksiyonun şiddeti 15-18°C su 

sıcaklıklarında en yüksek düzeye ulaşırken ve 10°C’nin altındaki su 

sıcaklıklarında ise düşmektedir. Aşırı yağlı ya da aşırı zayıf balıkların salgınlara 

daha duyarlı oldukları belirtilmektedir (Rucker, 1966; Duman, 2017). 

Hastalık, özellikle somon balığı üzerinde görülmesine rağmen, diğer balık 

türlerini de etkilemektedir (Horne ve Barnes, 1999). Hastalık şimdi yaygın 

olarak görülmektedir ve Kuzey Amerika, Avustralya, Güney Afrika ve Avrupa 

ülkelerinde bildirilmiştir (Tobback vd., 2007). Y. ruckeri, Türkiye’de ilk kez 1991 

yılında Timur ve Timur tarafından Güney Anadolu’da bir gökkuşağı alabalık 

yetiştirme tesisinden izole edilmiştir (Timur ve Timur, 1991). Y. ruckeri suşları 

arasında serolojik farklılıklar bulunmakla birlikte, biyokimyasal özellikleri 

açısından çok benzer serotiplere sahip oldukları belirtilmektedir (Busch, 1982). 

Bununla birlikte, bazı suşlarda metil kırmızı (MR), voges proskauer (VP), lizin 

dekarboksilaz, arginin dihidrolaz ve laktoz fermentasyon testi sonuçlarında 

farklılıkların saptanabileceği bildirilmektedir (Stevenson vd., 1993). Sorbitol 
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fermantasyon yeteneğinin Y. ruckeri suşları arasında değişebileceği ve serotip 2 

suşlarının, diğer suşlardan sorbitol fermantasyon yeteneği ile farklılaşabileceği 

belirtilmektedir (Altun vd., 2013). 

 

Şekil 2.9. Y. ruckeri (SEM) (Welch vd., 2011) 

2.8.3.1. Y. ruckeri’de biyofilm üretimi 

Biyofilm balık çiftliği tanklarında potansiyel bir enfekiyon kaynağıdır (Coquet 

vd., 2002). Quorum Sensing (QS) denilen sistemle bakterilerin ürettiği düşük 

molekül ağırlıklı moleküller, hücre dışı ortamda birikirler. Bu moleküllerin 

miktarı eşik değere ulaştığı zaman populasyonun cevabı uyarılır (Ulusoy, 2007). 

Bu cevaplardan en etkilisi biyofilm oluşumudur (Sequences, 2008). Yersinia 

bakteri türleri QS adı verilen bu mekanizmayla ortamda kendi yoğunluklarını 

algılayabilir ve biyofilm oluşturabilir. Y.ruckeri QS sisteminin düzenlediği N-Açil 

homoseri lakton molekülerinden biri olan 3oxo‐C8‐HSL molekülüyle virülens 

gücü biyofilmi üretmektedir (Delshad vd., 2018). Y. ruckeri’de flagellar 

proteininin aşırı salgılanması durumunda bu bakterinin karakteristik özelliği 

olan yapışkanlığı artmakta ve biyofilm oluşturabilme kabiliyeti 

kazanabilmektedir. Bu durum Y. ruckeri’nin sedimentte ve dışkıda uzun süreler 

canlı kalabilmesini sağlamaktadır (Coquet vd., 2002). 

2.8.4. Flavobacterium psychrophilum 

Bacteriodetes'e ait olan, psikrofilik, Gram negatif bakteriyel bir çubuktur 

(uzunluk olarak 3-5 µm). Bakteriyel soğuk su hastalığının (BCWD) etkenidir ve 

ilk olarak 1948'de izole edilmiştir (Starliper, 2011). 0.75-1.0 µm genişliğinde 3-

5 µm uzunluğunda değişen gram-negatif bir bakteridir. 16oC'nin altındaki 

optimum büyüme sıcaklığına sahip soğuk, temiz sularda bulunur.  Cytophaga 

Agar'da büyürken, F. psychrophilum çapı 3 mm'den büyük olmayan ince yayılan 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DBacteriodetes%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhgHxRE_a-46gCMUWLMKxOzm6wln4w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-negative&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhhV_8esJm9B_fmrsg0lDwkVOTfQlA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Bacterial_coldwater_disease&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhjO_x-N50gVdATdLqGxXgfajXO4VA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DCytophaga_Agar%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhhcoCVU5R4gU74O3j1fYOJIiIXWhQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DCytophaga_Agar%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhhcoCVU5R4gU74O3j1fYOJIiIXWhQ
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kenarlara sahip parlak sarı koloniler üretir. Sarı pigmentasyonu nedeniyle, 

orijinal olarak bir miksobakteri olarak kabul edilir. Motivasyon, kayma, pili veya 

flagella kullanımını içermeyen hareket ile elde edilir. Bakteri jelatin 

hidrolizi, albümin sindirimi, tributirin sindirimi, tributrin hidrolizi, E. coli hücre 

otolizi ve kazein hidrolizi için pozitiftir. Balık konakçıda, patojen, yumurtlayan 

yetişkinlerin deri/mukus, solungaç, beyin, assit, lezyon, mukus, böbrek, dalak ve 

üreme dışkıları gibi dış ve iç bölgeler üzerinde bulunabilir. Kolonizasyon, 

konakçıdaki soluk beyaz alanlar tarafından belirgindir (Hesami vd., 2011). 

kesinlikle aerobik metabolizmaya sahiptir, fakat karbon ve enerji kaynağı 

olarak karbonhidratları kullanamaz. Bunun yerine, karbon ve enerji için 

peptidlere dayanır. Genomu, 2,432 protein kodlama genini içereceği tahmin 

edilen 2,861,988 bp'lik bir dairesel kromozomdan oluşur. Ailenin çevre üyeleri 

ile karşılaştırıldığında, muhtemelen sınırlı ekolojik niş ile ilgili küçük bir genom 

vardır. Genom, konakçının dokularının virülansına ve tahribatına katılan 13 

varsayılan salgılanmış proteazı kodlar. Ayrıca, genom, doku yıkımı için 

proteazlar ve konak doku hasarından sorumlu olan proteinler tiyol ile aktive 

edilmiş sitolizler ile birlikte çalışan bakteri hemolizini kodlar (Duchaud vd., 

2007). 

F. psychrophilum salmonid balıklarda özellikle kuluçkahane sıcaklığının 10oC’ 

nin altına düştüğü sıcaklıklarda görülerek alabalık larva ve yavrularında yüksek 

mortaliteye sebep olan bulaşıcı bir hastalıktır. F. psychrophilum’un sağlıklı 

balıkların vücut yüzeyinde, ovaryum, sperm, sindirim sistemi ve sağlıklı 

balıkların solungaç mikroflorası içinde bol miktarda mevcuttur. Ayrıca etkenin 

hasta anaç balıkların yumurtalarına buradan da yavru balıklara vertikal 

bulaşabildiği bildirilmektedir (Balta, 1997; Austin, 1992).   

F. psychrophilum’un sebep olduğu enfeksiyon bakteriyel soğuksu hastalığı 

olarak bilinmektedir. Hastalığa yakalanan balıkların sırt kısmında içeriye doğru 

bir oyuk oluşturduğu için hastalığa “Eğer hastalığı” da denmektedir. Ayrıca 

gökkuşağı alabalığı fry sendromu (RTFS) olarak da isimlendirilmektedir (Balta, 

1997; Timur vd., 2003, Kubilay vd., 2009). 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DGelatin_hydrolysis%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhgF0L5D9g967fpUxjTTBoqT2gj2-w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DGelatin_hydrolysis%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhgF0L5D9g967fpUxjTTBoqT2gj2-w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DAlbumin_digestion%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhgCXE549754nwLkzP2T97DF0_t8Pg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DTributyrin_digestion%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhj5-eSMKBhsxPIkWl4u8FQDRYJBzA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DTributyrin_hydrolysis%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhhl5x34HdRyWFatiRAup75j33AgMg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DCasein_hydrolysis%26action%3Dedit%26redlink%3D1&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhh6HVXjbzKfk3iOb1AuvPoRDDq6hg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Carbohydrates&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700186,15700191,15700201,15700237,15700242&usg=ALkJrhinuTaSZy27RcLgp8yBtXW5ic6njA
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RTFS son 10-15 yıl boyunca Avrupa’nın büyük bir bölümünde özellikle 

gökkuşağı alabalıkları haçerilerinde en ciddi bakteriyel hastalıklarından biri 

olarak bildirilmektedir (Madsen vd., 2008; Barker vd., 1989). 

F. psychrophilum 0,2-2gr’ lık salmonid balıkların çok duyarlı olduğu, fingerling 

ve daha büyük balıkların ise bu hastalıktan etkilenebildiklerini ancak 

mortalitenin düşük olduğu tespit edilmiştir (Balta, 1997; Toranzo vd., 1993).     

F. psychrophilum (Şekil 2.10) hasta balıklardan izole edilebildiği gibi sağlıklı 

görünen balıklarından da izole edilebilmektedir. Herhangi bir hastalık 

semptomunu göstermeyen F.psychrophilum’ un latent taşıyıcıları hastalığın 

potansiyel kaynağı olabilirler. Bu patojenin konakçı dışında nutrient ilave 

edilmeden steril bir suda uzun bir periyot canlı kaldığı bildirilmektedir. Derinin 

ve yüzgeçlerin mekanik yaralanması ile oluşan portantrelerden F. 

psychrophilum’un balığı girebildiği belirtilmektedir (Holt, 1987).     

F. psychrophilum süt, ovarian sıvısı, balık yumurtalarının eksternal ve internal 

bölgesinden izole edildiği ve anaç balıkların da bu patojenin taşıyıcısı ve kaynağı 

olabileceği bildirilmektedir. Salmonid yumurtaları ve keseli frylarda kabuk 

yumuşamasına, yumurtanın erken çatlamasına, yumurta kesesinin yırtılmasına 

sebep olabilmektedir (Holt, 1987; Rangdale vd., 1996; Holt vd., 1993).      
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Şekil 2.10. F. psychrophilum (SEM) (Huyben, 2012) 

2.8.4.1. F.  psychrophilum’da biyofilm üretimi 

F. psychrophilum mutantları düşük seviyelerde hücre dışı proteaz aktivitesi, 

virülens ve sitotoksiteye rağmen yüksek biyofilm geliştirme kabiliyetine 

sahiptir. Dahası, bazı virülent F. psychrophilum suşlarının yapışma (adherence) 

kapasitesi, virülense bağımlı olmaktan ziyade yüzeye özgü bir yetenek olabilir 

ve dolayısıyla virülensle ile ilgili olmayabilir. Bununla birlikte, diğer çalışmalar 

(Donlan, 2002; Högfors-Rönnholm vd., 2015; Levipan ve Avendaño-Herrera, 

2017), virülens ve biyofilm oluşumu arasında pozitif bir ilişki olduğunu 

göstermektedir (Levipan ve Avendaño-Herrera, 2017). 

2.8.5. Vibrio anguillarum (Listonella anguillarum) 

L. anguillarum, çeşitli deniz ve taze su balıklarını, midyeleri ve kabukluları 

etkileyen ölümcül hemorajik septisemik bir hastalık olan Vibriosisin etkenidir. 

Su ürünleri yetiştiriciliğinde, bu hastalık ciddi ekonomik kayıplara neden 

olmaktadır (Frans vd., 2011). 
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Vibrio’lar, Gammaproteobakterilere aittir ve deniz suları ve su ürünleri 

yetiştirme tesisleri gibi deniz ortamlarında bulunan optimum büyüme sıcaklığı 

18-20°C olan Gram negatif çubuk virgül şeklinde bakterilerdir. Vibrio cinsi 

hastalıklara neden olabilen 50'den fazla türe sahiptir (Şekil 2.11) (Lindell, 

2012). 

V. anguillarum balıkların sağlık veya bağışıklık sistemi bozulduğunda veya 

balıkların mukozal yüzeyleri hasar görürse, 50'den fazla deniz balıkları türünde 

yüksek oranda ölüm yapan hemorajik septisemiye (vibriosise) neden olur. 

Hemolizinler, proteazlar, lipazlar ve nörotoksik asetilkolinesteraz gibi 

saflaştırılmış hücre dışı ürünler Vibrio’nun patolojisinde rol oynayabilir (Milton, 

2006). 

V. anguillarum 23 serotipten (O1-O23) oluşur. Fırsatçı patojenler olarak 

düşünülen O1-O3 serotipi haricinde tüm serotipleri patojen değildir. V. 

anguillarum'a bağlı vibriosis semptomları, deri renginin bozulması, ülserler, 

bağırsaklarda ve balık gövdesinin ventral ve lateral yanında kırmızı nekrotik 

lezyonlardır. Bağırsak ve rektum uzamış ve yapışkan sıvı içerir. Akut 

epizootiklerde, enfeksiyon seyri hızlıdır ve balık ölümünden önce klinik 

bulgular saptanmaz (Lindell, 2012). V. anguillarum’un neden olduğu vibriosis 

%50’yi aşan mortaliteyle letarji, iştah kaybı, yüzeysel yüzme, deride matlık, 

kırmızı ve ölü nekrotik alanlar ile yüzgeç ve ağız çevresinde eritemlerin 

şekillendiği, sistemik seyrettiğinde ise ekzoftalmus, sıvı (kanlı) dolu bağırsak, 

hemorojik ve şişkin karaciğerin gözlendiği bir hastalıktır (Woo ve Bruno, 2003).  

 

Şekil 2.11. V. anguillarum (SEM) (Holm vd., 2015) 
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2.8.5.1. V. anguillarum'da biyofilm üretimi 

In vivo doğal fizyolojik durumda, mikroorganizma, başlangıçta mikrobiyal 

yapışması, mikroorganizmaların eksopolimer üretimi yoluyla bağlanma 

başarısı, bağlanmış mikroorganizmaların büyümesi ve devam eden eksopolimer 

salınımı dahil olmak üzere, ardışık bir zinciri takiben yüzeyin kontaminasyon 

sürecine ve daha yakın yüzeylerin kolonizasyonuna izin verir. Yapışık ve 

biyofilm oluşturan mikroorganizmalar kolonize yüzeyde ısı transferini azaltmak 

veya korozyona neden olmak gibi diğer olumsuz etkilere de neden olabilir. 

Yüzeye bağlanma mekanizması, yüzeyin geri dönüşümlü olarak bağlanmasına 

neden olan spesifik yapışkan proteinin birikimi ile başlayan organize bir diziyi 

izler. Birbirini izleyen hücrelerin birikimi, hücre ile hücre birleşmesine ve hücre 

bağlayıcı proteinlere karşı kuvvetli bir bağ oluşturur. Prosese dahil olan hücre 

adhezyon molekülleri önce hücre dışı enzimler tarafından hidrolize edilir. 

Bakteriyel yapışma doğrudan protein adsorpsiyonu ile ilgilidir (Cortés vd., 

2011). 

V. anguillarum'da, transkripsiyonel düzenleyici, VanT, pozitif olarak hücre dışı 

proteaz aktivitesini, pigment üretimini ve biyofilm oluşumunu düzenlediği 

gösterilmiştir (Croxatto vd., 2002) 

Croxatto vd. (2002) V. anguillarum-vanT mutantı ve sat-vps73 DNA loküsünde 

polar mutasyon taşıyan bir mutantın, hatalı biyofilmler ürettiğini göstermiştir. 

Dolayısıyla, V. harveyi LuxR transkripsiyonel aktivatör ailesinin yeni bir üyesi V. 

anguillarum'da serin, metalloproteaz, pigment ve biyofilm üretimini pozitif 

tespit etmişlerdir. 

Vibrio’lar, su ortamında doğal olarak bulunur ve ökaryotik konaklarla 

simbiyotik veya patojenik ilişkiler oluştururlar. Son zamanlardaki çalışmalar 

Vibrio’ların biyofilm oluşturmasının özel genetik yapılarına (Flagella, pili ve 

ekzopolisakkarit biyosentezi) ve düzenleyici işlemlere (iki düzenleyici bileşen, 

çevreyi algılamave c-di-GMP molekülleri) bağlı olduğunu göstermektedir (Yildiz 

ve Visick, 2009). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Bakteriyel suşlar (S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, 

V. anguillarum suşlarının üretim ve depolanması) 

Araştırmada ISUBÜ Eğirdir Su Ürünleri Fakültesi Balık Hastalıkları 

Laboratuvarından temin edilen bazı bakteriyel balık patojenlerinden S. warneri, 

A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suşları kullanılmıştır. F. 

psychrophilum 15oC’de, diğer patojenler 25oC’de üretilmiştir. Suşlar 

kullanılıncaya kadar -80oC’de ve %20 gliserin içerisinde muhafaza edilmiştir. 

Deneylerde kullanılan her bakteri suşları uzun sureli saklama amacıyla (3-6 ay), 

-80oC’de derin dondurucuda muhafaza edilmiştir. Depolanan bakteriler günlük 

kullanım için -80oC’ den alınarak -20oC’de bekletildikten sonra F. psychrophilum 

Ordal Agar, diğer patojenler TSA besiyerlerine ekilmiştir. Ekimleri yapılan S. 

warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum 25oC’de 24 saat süreyle inkübe 

edilmiştir. Ekimleri yapılan F. psychrophilum suşu ise 15oC’de 72 saat süreyle 

inkübe edilmiştir. Daha sonra günlük kullanım amacıyla maximum 7 gün süreyle 

+4oC’de saklanmıştır. 

3.1.2. Kimyasal maddeler 

Çalışmada; gliserin, kristal viyole, safranin, glikoz, kongo red, sakaroz, etanol, 

metanol, NaCl, PBS, lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı gibi kimyasal 

maddeler kullanılmıştır. Biyofilm inhibisiyon testinde kullanılan lizozim (Sigma 

Aldrich), malik asit (Acros Organics), sarımsak yağı (Sinerji Lab.), kekik yağı 

(Sinerji Lab.) maddeleri ve diğer tüm kimyasal maddeler ticari olarak temin 

edilmiştir. 

3.1.3. Besiyeri ve çözeltiler 

Besiyerleri ve kullanılan tüm çözeltiler saf su kullanılarak hazırlanmıştır. Aynı 

zamanda besiyeri ve çözeltiler için otoklavda 121oC’de 15 dakika süreyle 

sterilizasyon işlemi uygulanmıştır.  
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Adezyon testi 

S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum patojenlerinin 

adezyon kuvvet kabiliyeti testi bazı değişikliklerle Alvarez vd., (2006) göre 

yapılmıştır. Kısaca testin yapılışı 96 çukurlu düz tabanlı mikroplaklarda yapılan 

bu testte bakteriler McFarland 0.5’e göre standardize edilen bakteri 

süspansiyonları 3 paralel olacak şekilde mikroplaklara 100 μl ilave edilmiş ve F. 

psychrophilum 15°C diğer bakteriler 25°C’de 1 saat inkibübasyona tabi 

tutulmuştur. Negatif kontrol olarak; steril saf su 3 çukura ilave edilmiştir. 

Takiben 2 kez plaklar %0,5’lik NaCl ile yıkanmıştır. Daha sonra yapışan hücreler 

%0,1’lik kristal viyole (etonel ile %0,1’lik kristal ile yıkanmıştır) solüsyonu ile 

45 dakika oda sıcaklığında boyanarak fazla boyalar %0,5’lik NaCl ile 4 kez 

yıkanarak çukurlardan uzaklaştırılmıştır. Bakteri hücrelerin yapışma ve 

adezyon kabiliyeti 630 nm'de ELISA okuyucusunda ölçülmüştür (Högfors-

Rönnholm vd., 2015). 

3.2.2. Patojenlerin biyofilm testi 

Tüp yöntemi, mikroplak yöntemi ve congo red agar yöntemi olmak üzere 3 

farklı metotta araştırılmıştır. 

3.2.2.1. Tüp yöntemi 

Christensen vd., 1985’de tarafından bildirilen yönteme göre, test edilecek S. 

warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suşlarının, agar’da 

üreyen saf kültüründen tek bir koloni alınarak, içinde 5 ml % 0,25 glukoz içeren 

TSB besiyerine inokule edilmiş, 37°C’de 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra tüp içerikleri boşaltılmış, %1’lik safranin solüsyonu ile 

oda ısısında 30 dakika bekletilmiştir. Boya dökülecek, tüpler steril PBS ile iki 

defa yıkandı ve ters çevrilerek kurutma kağıdı üzerinde kurumaya bırakılmıştır. 

Ertesi gün tüpün iç yüzeyinde renkli bir film tabakasının oluşumu ve 
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yoğunluğuna göre (+), (++), (+++) ve (-) olarak değerlendirilmiştir. Tüm 

patojenler 3 paralel olarak çalışılmıştır (Demir ve İnanç, 2015). 

3.2.2.2. Mikroplak yöntemi  

O’Toole ve Kolter 1998’de tanımladığı metoda göre gerçekleştirilmiştir (Ye 

vd.,2008). Kısaca S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum suşları Triptik 

Soy Broth (TSB)’da 16 saat, F. psychrophilum 15°C, 72 saat üretilmiştir. 

Kültürlerin tümünden McFarland 0.5’e göre standardize edilen bakteri 

süspansiyonları düz tabanlı 96 çukurlu mikroplaklara 100 μl olarak çukurlara 

ilave edilmiş ve 25°C’de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonu takiben 

çukurlar distile su ile yıkanmış ve biyofilmle ilişkili hücre kalıntıları %1’lik 

kristal viole ile 15 dk süresince boyanmıştır. Boya fazlası hafif akan çeşme 

suyunda dikkatli bir şekil yıkanmış ve bakterilerin oluşturduğu 96 çukurlu 

plakalara tutunmuş biyofilm fotoğraflanmıştır. Biyofilm oluşumunu kantitatif 

olarak belirlemek için mikroplaklara 2x200 μl %95 etanol saf su ile 4 ml ye 

tamamlanarak ilave edilmiştir. Plakların 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik 

yoğunlukları ölçülmüştür (Ye vd., 2008). Her bakteri için 24 sonucun OD 

değerleri ortalamaları alınmıştır. Test sırasında steril TSB negatif kontrol olarak 

çalışılıp değerlendirilmiştir. 

3.2.2.3. Kongo red agar yöntemi 

Freeman vd., 1989’da tarafından bildirilen metoda göre hazırlanmıştır. Kongo 

kırmızılı besiyeri litrede 50 gr sakkaroz, 37 gr BHI (Brain Heart Infusion) Agar 

ve 0,8 gr Kongo kırmızısı içerecek şekilde hazırlanmıştır. Suşlar kongo kırmızılı 

agara ekim yapıldıktan sonra F. psychrophilum 15°C, diğer suşlar 25°C’de 24 

saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonucunda, kuru kristalize siyah koloniler 

oluşturan suşlar biyofilm pozitif, kırmızı veya pembe renkli koloni oluşturan 

suşlar ise biyofilm negatif olarak değerlendirilmiştir. Tüm patojenler 2 paralel 

olarak çalışılmıştır (Demir ve İnanç, 2015). 
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3.2.3. Lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı maddeleriyle biyofilm 

inhibisyon testi 

Modifiye edilmiş O’Toole ve Kolter 1998’de tanımladığı metoda göre 

gerçekleştirilmiştir (Ye vd., 2008). Kısaca F. psychrophilum OA’da 15°C, 72 saat, 

S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum suşları Triptik Soy Broth (TSB)’de 

16 saat üretilmiştir. Daha sonra McFarland 0.5’e göre standardize edilen bakteri 

süspansiyonları düz tabanlı 96 çukurlu mikroplaklara 100 μl olarak ilave 

edilmiştir. İnhibisyon için malik asit, lizozim, sarımsak yağı, kekik yağı ½ 

oranında metanol ve steril saf suyla 6 kez seyreltilerek bakterilerin bulunduğu 

bu çukurlara 100 μl olacak şekilde ilave edilmiştir. Bu şekilde hazırlanan 

mikroplaklar 25°C’de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyonu takiben çukurlar 

distile su ile yıkanmış ve biyofilmle ilişkili hücre kalıntıları %1’lik kristal viole 

ile 15 dk süresince boyanmıştır. Boya fazlası hafif akan çeşme suyunda dikkatli 

bir şekil yıkanmış ve bakterilerin oluşturduğu 96 çukurlu plakalara tutunmuş 

biyofilm fotoğraflanmıştır. Biyofilm oluşumunu kantitatif olarak belirlemek için 

plaklara 2x200 μl %95 etanol saf su ile 4 ml ye tamamlanarak ilave edilmiştir. 

Plaklara 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik yoğunlukları ölçülmüştür (Ye 

vd., 2008). Her bakteri için elde edilen sonuçların OD değerleri ortalamaları 

alınmıştır.  

3.2.4. Balık patojenlerinin ahşap, çelik, fiberglas, cam üzerinde biyofilm 

oluşturması 

Modifiye edilmiş İset (2016)’in tanımladığı metoda göre gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmada kullanılacak yüzeyler için su ürünleri yetiştiriciliğinde en çok 

kullanılan ahşap, çelik, fiberglas, cam yüzeylerle çalışılmaya karar verilmiştir. 

Bu amaçla 10 cm2 yüzey alanı olacak şekilde kesilen farklı yüzeyler çalışma 

öncesi 10 dakika %70 etanol ile temizlenmiştir. Steril distile su ile yıkanıp 

kurutulduktan sonra cam kaplar içerisine yerleştirilip otoklavda 121°C'de 15 

dakika steril edilmişlerdir. 16 saat TSB ve OB (Ordal Broth)’da üretilen 

bakterilerin bulunduğu falkon tüplerine steril edilen bu materyaller teker teker 

konulmuş ve F. psychrophilum 15°C 72 saat, S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. 

anguillarum 25°C 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonu takiben 
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biyofilm tutunmasını görmek üzere materyaller steril penslerle alınmış %1’lik 

kristal viyole ile 15 dk boyanmıştır. Materyalin boyanması pozitif sonuç, 

boyanmaması negatif olarak değerlendirilmiştir. Tüm patojenler 2 paralel 

çalışılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Balık Patojenleri S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. 

anguillarum’un Koloni Morfolojileri 

Araştırmada 5 farklı balık patojeni kullanılmıştır. F. psychrophilum üretilmesi ve 

gençleştirilmesinde Ordal Agar kullanılmıştır. Bakteriler 15oC de 72 saat inkübe 

edilmiştir ve OA’da sarı turuncu renkte üremişlerdir (Madetoja, 2002; Wiklund, 

1994) (Şekil 4.1.). S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum patojenlerinin 

üretilmesi ve gençleştirilmesinde Triptik Soy Agar (TSA) kullanılmıştr. 

Bakteriler 25oC de 24 saat inkübe edilmiş ve TSA üzerinde krem renkli koloniler 

oluşturmuşlardır. S. warneri (Şekil 4.2.), A. sobria (Şekil 4.3.), Y. ruckeri (Şekil 

4.4.), V. anguillarum (Şekil 4.5.) bakterileri kullanılmıştır.  

 

Şekil 4.1. F. psychrophilum OA ve OB’da koloni morfolojisi 
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Şekil 4.2. S. warneri koloni morfolojisi 

 

 

Şekil 4.3. A. sobria koloni morfolojisi 
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Şekil 4.4. Y. ruckeri koloni morfolojisi 

 

Şekil 4.5. V. anguillarum koloni morfolojisi 

 

4.2. Adezyon Testi Bulguları 

Mikroplaklarla yapılan adezyon testinde plaklarda oluşan bir saatlik tutunma 

absorbans değerleri negatif kontrolde 0,036 iken V. anguillarum’da 0,044, 

A. sobria’da 0,056, S. warneri’de 0,040, Y. ruckeri’de 0,050, F. psychrophilum’da 

0,059 olarak belirlenmiş ve tüm bakterilerin adezyon oluşturduğu bulunmuştur. 

Bir saatlik yüzeye tutunma gücü F. psychrophilum’da diğer patojenlere oranla 
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çok güçlü saptanmıştır. A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri’de bir saat sonunda 

yüzeye ilk yapışma Şekil 4.6.’da verilmiştir. Adezyon testinde absorbans 

değerlerine göre yüzeye yapışma gücü sırayla F. psychrophilum, A. sobria, Y. 

ruckeri, V. anguillarum, S. warneri olarak belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.6. A. sobria, S. warneri ve Y. ruckeri’de adezyon oluşumu 

4.3. Biyofilm Testleri Bulguları 

Tüp yöntemi, mikroplak yöntemi ve kongo red agar yöntemi olmak üzere 3 

biyofilm tespit yöntemleriyle ilgili patojenlerin biyofilm virülens gücü 

araştırılmıştır. 

4.3.1. Tüp yöntemi bulguları 

Tüp yönteminde bakteri kültürü dökülerek safraninle boyanan tüplerde 

besiyerinin bittiği hizada safranin boyasıyla bakteri tutunmasından 

kaynaklanan biyofilm çizgisi belirlenmiştir. Tüp yönteminde tüpün iç yüzeyinde 

renkli bu film tabakasının oluşumu ve yoğunluğuna göre (+), (++), (+++) ve (-) 

olarak değerlendirme yapıldığında biyofilm S. warneri’de (+), A. sobria’da (++), 

Y. ruckeri’de (-), F. psychrophilum’da (++), V. anguillarum’da (-) olarak tespit 

edilmiştir (Şekil 4.7., Şekil 4.8., Şekil 4.9.). Tüp testinde tüpün iç yüzeyinde 

oluşan film tabakasının kalınlığına göre sırayla F. psychrophilum, A. sobria, S. 
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warneri, Y. ruckeri, V. anguillarum olarak belirlenmiştir. En güçlü biyofilm 

oluşumu F. psychrophilum ve A. sobria’da görülmüştür. 

 

Şekil 4.7. Tüp yöntemi ile F. psychrophilum (++), A. sobria (++),  S. warneri (+) 

suşlarında film tabakası varlığıyla biyofilm oluşumu 

 

Şekil 4.8. Tüp yönteminde S. warneri (+), A. sobria (++) ve F. psychrophilum (++) 

suşlarında biyofilm oluşumu 
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Şekil 4.9. Tüp yönteminde Y. ruckeri ve V. anguillarum suşlarında film tabakası 

yokluğuyla biyofilm oluşmaması 

4.3.2. Mikroplak yöntemi bulguları 

Mikroplaklarla yapılan biyofilm testinde plaklarda oluşan biyofilm ELİSA 

okuyucusunda 630 nm’de ölçüldü ve absorbans değeri 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 edilmiştir. Bu sonuçlara göre 

çalışılan tüm bakteriyel balık patojenleri biyofilm oluşturmaktadır (Şekil 4.10., 

Şekil 4.11., Şekil 4.12.). Mikroplak testinde absorbans değerlerine göre biyofilm 

oluşumu sırayla V. anguillarum, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri 

olarak belirlenmiştir. Mikroplak yönteminde en güçlü biyofilm oluşumu V. 

anguillarum’da bulunmuştur. 

 



44 
 

 

Şekil 4.10. V. anguillarum’da biyofilm oluşumu 

 

 

Şekil 4.11. S. warneri, A. sobria ve Y. ruckeri’de biyofilm oluşumu  

 

 

Şekil 4.12. F. psychrophilum’da biyofilm oluşumu  
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4.3.3. Kongo red agar yöntemi bulguları 

Doğası gereği krem renkte olan bakteriyel balık patojenleri bu biyofilm testiyle 

krem renkten farklı renge dönüşmektedir (Şekil 4.13.). Kolonin pembe renge 

dönüşmesi biyofilm oluşturmadığını, siyah renge dönüşmesi biyofilm 

oluşturduğunu göstermektedir (Şekil 4.14.). Koloni morfolojisi incelendiğinde 

koloni rengiyle biyofilm oluşumunun tespit edildiği prensibe dayanan CRA 

testiyle A. sobria, S. warneri ve V. anguillarum suşları Congo Red Agarda kuru 

kristalize siyah koloni üreterek biyofilm (slime) üretimi pozitif bulunmuştur 

(Şekil 4.15., Şekil 4.16., Şekil 4.17.). Y. ruckeri ve F. psychrophilum suşları pembe 

koloni üreterek biyofilm üretimi negatif bulunmuştur (Şekil 4.18., Şekil 4.19.). 

Kongo red agar testinde biyofilm olşturan bakterilerin koloni morfolojisinin 

renk değiştirmesine göre biyofilm oluşumu sırayla V. anguillarum, A. sobria, S. 

warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak belirlenmiştir. Kongo red agar 

testinde en güçlü biyofilm oluşumu V. anguillarum, A. sobria, S. warneri’de 

bulunmuştur. 

 

Şekil 4.13. Bakteri koloni renkleri: doğal krem koloni – biyofilm oluşmamasıyla 

pembe koloni – biyofilm oluşmasıyla siyah koloni 
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Şekil 4.14. CRA testinde pembe renk koloni morfolojisiyle negatif, siyah renk 

koloni morfolojisiyle pozitif sonuç 

 

 

Şekil 4.15. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm oluşturan S. warneri 

suşu 
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Şekil 4.16. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm oluşturan A. sobria 

suşu 

 

 

Şekil 4.17. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm oluşturan V. 

anguillarum suşu 
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Şekil 4.18. Pembe pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm oluşturmayan Y. 

ruckeri suşu 

 

 

Şekil 4.19. Pembe pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm oluşturmayan F. 

psychrophilum suşu 
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Çizelge 4.1. Farklı metotlarda uygulanan biyofilm testine göre patojen 

bakterilerin biyofilm oluşturma güçleri  

 
F. 

psychrophilum 
sobria S. warneri Y. ruckeri 

V. 
anguillarum 

Tüp yöntemi ++ ++ + - - 

Mikroplak yöntemi ++ ++ ++ + +++ 

Kongo red agar 
yöntemi 

- +++ +++ - +++ 

Biyofilm oluşturan bakterilerin en iyi hangi yöntemle biyofilm oluşturduklarının 

belirlenmesi amacıyla çalışılan bakterilerin tüp yöntemi, mikroplak yöntemi ve 

kongo red agar yöntemleriyle biyofilm oluşturmalarının karşılaştırılması Çizelge 

4.1.’de verilmiştir. 

4.4. Lizozim, Malik Asit, Sarımsak Yağı, Kekik Yağı Maddeleriyle Biyofilm 

İnhibisyon Testi Bulguları 

Mikroplaklarla yapılan biyofilm testinde plaklarda oluşan biyofilm ELİSA 

okuyucusunda 630 nm’de ölçüldü ve absorbans değeri 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 edilmiştir. Bu sonuçlar biyofilm 

inhibisyon testi için pozitif kontrol olarak değerlendirilmiştir.  

Lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı maddelerinin antibiyofilm etkisi 

araştırıldığında bu maddelerin farklı dilüsyonları ile 2 paralel çalışılmıştır. Ayrı 

mikroplaklarda aynı zamanda biyofilm testi yapılmıştır. Lizozim, malik asit, 

sarımsak yağı, kekik yağı maddelerinin çok etkili bir biyofilm inhibisiyon 

maddesi olduğu tespit edilmiştir. Örneğin V. anguillarum’un biyofilm 

oluşturduğu (pozitif kontrol) ve bu maddelerden malik asidin V. anguillarum’da 

biyofilm oluşturmasını engellediği (inhibisyonu) mikroplaklarda 

görüntülenmiştir (Şekil 4.20.).  

Lizozim için dilüsyon oranı 10 mg/ml olarak başlatılmış ½ oranında 6 kez steril 

saf suyla seyreltilerek 0,312 mg/ml’ye kadar azaltılmıştır. Test edilen bakteriler 

için en düşük ve en yüksek absorbans değeri sırasıyla; 0,052≤S. warneri≤0,065; 

0,063≤A. sobria ≤0,083; 0,042≤Y. ruckeri≤0,057; 0,052≤F. psychrophilum≤0,06; 

0,072≤V. anguillarum≤0,122 aralıklarında etki değerinin olduğu belirlenmiştir. 
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Malik asit için dilüsyon oranı 50 mg/ml olarak başlatılmış ½ oranında 6 kez 

steril saf suyla seyreltilerek 1,56 mg/ml’ye kadar azaltılmıştır. Bakteriler için en 

düşük ve en yüksek absorbans değeri sırasıyla; 0,05≤S. warneri≤0,09; 0,044≤A. 

sobria≤0,074; 0,041≤Y. ruckeri≤0,051; 0,054≤F. psychrophilum≤0,09; 0,054≤V. 

anguillarum≤0,084 etki değerinin olduğu belirlenmiştir. 

Sarımsak yağı için dilüsyon oranı dilüsyon oranı 10 ml/ml olarak başlatılmış ½ 

oranında 6 kez metanolle seyreltilerek 0,312 ml/ml’ye kadar azaltılmıştır. 

Absorbans değeri en düşük ve en yüksek olarak sırasıyla; 0,041≤S. 

warneri≤0,152; 0,046≤A. sobria≤0,131; 0,043≤Y. ruckeri≤0,05; 0,05≤F. 

psychrophilum≤0,128 etki değerinin olduğu belirlenmiştir. 

Kekik yağı için dilüsyon oranı dilüsyon oranı 10 ml/ml olarak başlatılmış ½ 

oranında 6 kez metanolle seyreltilerek 0,312 ml/ml’ye kadar azaltılmıştır. Test 

edilen bakteriler için en düşük ve en yüksek absorbans değeri sırasıyla; 0,043≤S. 

warneri≤0,682; 0,044≤A. sobria≤0,696; 0,045≤Y. ruckeri≤0,644; 0,049≤F. 

psychrophilum≤1,846; 0,048≤V. anguillarum≤0,502 etki değerinin olduğu 

belirlenmiştir. 
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Şekil 4.20. V. anguillarum’da biyofilm oluşumu (pozitif kontrol) ve V. 

anguillarum’da malik asitle biyofilm inhibisyonu 

4.5. Balık Patojenlerinin Ahşap, Çelik, Fiberglas, Cam Üzerinde Biyofilm 

Bulguları 

Bakteriyel balık patojenlerinin materyallerdeki biyofilm tutunması en güçlü S. 

warneri’de tespit edilirken bu suşu sırasıyla A. sobria, V. anguillarum, F. 

psychrophilum ve Y. ruckeri suşları takip etmiştir. S. warneri tüm materyallere 

özellikle de çelik ve cama güçlü yapışma göstermiştir (Şekil 4.22., Şekil 4.23.). 

A. sobria’nın cama yapıştığı ancak fiberglas ve çeliğe daha az tutunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.24.). V. anguillarum’un cama ve fiberglasa tutunduğu, çeliğe 

tutunmadığı tespit edilmiştir (Şekil 4.28.). F. psychrophilum’un cama ve 

fiberglasa tutunduğu, çeliğe az tutunduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.26., Şekil 

4.27.). Y. ruckeri cama ve fiberglasa az tutunduğu ancak çeliğe tutunmadığı 
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tespit edilmiştir (Şekil 4.25.). Sonuçta patojenlerin tamamının yetiştiricilik 

tesislerinde birçok alanda kullanılan bu materyallere tutundukları 

kanıtlanmıştır (Şekil 4.21.). Genel olarak cam, fiberglas, çelik ve ahşap 

yüzeylerde biyofilm oluşumu sırayla S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. 

psychrophilum, Y. ruckeri olarak belirlenmiştir. Bakterilerin farklı materyal 

yüzeylerinde biyofilm oluşturmalarının derecelendirilmesi Çizelge 4.2.’de 

verilmiştir. 

Çizelge 4.2. Bakterilerin farklı materyal yüzeylerinde biyofilm oluşturmalarının 

derecelendirilmesi 

Bakteri  Cam Fiberglas Çelik Ahşap 

S. warneri  +++ +++ +++ + 

A. sobria ++ ++ ++ + 

V. anguillarum ++ ++ ++ + 

F. psychrophilum + + + + 

Y. ruckeri + + + + 
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,Şekil 4.21. S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum ve Y. ruckeri 

suşlarının cam, fiberglas, çelik ve tahta materyallerinde biyofilm 

oluşturmaları 

 

Şekil 4.22. S. warneri’nin cam, fiberglas, çelik, tahta gibi farklı materyallerde 

biyofim oluşturması 
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Şekil 4.23. Çeliğe en güçlü tutunmayla S. warneri’de biyofilm oluşumu 

 

Şekil 4.24. A. sobria’nın cam, fiberglas, çelik, tahta gibi farklı materyallerde 

biyofilm oluşturması 
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Şekil 4.25. Y. ruckeri’nin cam, fiberglas, çelik, tahta gibi farklı materyallerde 

biyofilm oluşturması 

 

Şekil 4.26. F. psychrophilum araştırılmasında kristal viyole ile boyama öncesi 

farklı materyaller 

 

Şekil 4.27. F. psychrophilum‘un kristal viyole ile boyama sonrası cam, fiberglas, 

çelik, tahta gibi farklı materyallerde biyofilm oluşturması 

 



56 
 

 

Şekil 4.28. V. anguillarum’un cam, fiberglas, çelik, tahta gibi farklı materyallerde 

biyofilm oluşturması 
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5. TARIŞMA VE SONUÇ 

Biyofilm içerisinde bulunan bakterilerin antibiyotiklere, planktonik formlarına 

göre 100-10000 kat daha dirençli oldukları bilinmektedir (Szczuka ve 

Kaznowski, 2014).   

Bakteriler canlı ve cansız yüzeylere tutunur ve hücre dışı polimerlerden 

meydana gelen biyofilmleri oluştururlar. Bu durumda, mikroorganizmalar 

antimikrobiyal tedaviye yüksek derecede direnç gösterir ve yüzeye kuvvetli bir 

şekilde bağlanır. Biyofilmlerin antimikrobiyal ilaç direncindeki rolü araştırılmalı 

ve biyofilm kontaminasyonuyla hasta balık enfeksiyonu arasındaki bağlantı 

tespit edilmelidir (Donlan, 2002). 

Biyofilm bakterilerinin konvensiyonel yöntemlerle (antibiyotikler, 

dezenfektalar, biyositler, antimikrobiyal ajanlar gibi) öldürülmesi genellikle 

etkili olamamaktadır. Antimikrobiyallerin yüksek dozları gerek çevresel 

(çevresel döngüleri olumsuz yönde etkiler) gerekse klinik açıdan (hasta balıklar 

üzerinde toksik etki gösterirler) tercih edilmemektedir. Biyofilmi tamamen yok 

etmenin klasik yöntemlerle mümkün olamayacağı açıktır. Kontamine tüm klinik 

aparatlarda biyofilm oluşumunun kaçınılmaz olduğu, oluşan EPS’nin ve 

biyofilmin, bakterileri kalkan gibi koruyacağı ve bakterilerin biyofilm yapısına 

katıldığında genetik değişimlere uğrayabilecekleri şüphesizdir. Klinik olarak 

antibiyotiklerin bilinçsiz ve gereksiz kullanımlarının patojenik biyofilm 

organizmalarının neden olduğu infeksiyonların inatçılıklarını arttırıcı özellik 

göstereceği kaçınılmazdır (Ceyhan, 2008). 

Bakteriler bir yüzeye geri dönüşümsüz olarak yapıştıklarında ve yapışmayı 

kolaylaştıran ve yapısal bir matris sağlayan hücre dışı polimerler 

oluşturduklarında, mikrobiyal biyofilmler gelişir. Bu yüzey inert, cansız bir 

materyal olabileceği gibi canlı bir doku da olabilir. Biyofilmle ilişkili 

mikroorganizmalar, üreme hızları ve antimikrobiyal tedavilere karşı direnç 

gösterme özellikleri açısından planktonik organizmalara göre farklı 

davranmakta ve dolayısıyla balık sağlığı hususunda sorun oluşturmaktadır 

(Donlan, 2002). 
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Biyofilm kültürü ve ölçümü için birkaç farklı yöntem geliştirilmiştir (Deighton 

vd., 2001; Arciola vd., 2002; Harraghy vd., 2006). Bu yöntemlerden; tüp 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 için kullanılmaktadır. Fakat mikroplak metodu biyofilm 

incelenmesi için yapılan ölçümlerde diğerleri arasında en sık kullanılanıdır 

(Stepanovic vd., 2007). 

Leroy vd., (2008) biyofilm oluşturucu deniz mikroorganizma veya 

makroorganizmalarının dirençliliklerinden dolayı, öldürülmesinden ziyade 

enzimatik olarak biyofilm matriksin (EPS’nin) parçalanması ile adhezyonun 

inhibisyonunu önermiştir. Hücre dışı polimerik matriksin yapışkanlığının 

enzimatik olarak giderilmesiyle biyofilm kontrol stratejilerinin mümkün 

olabileceği kinetik bir modelin önerildiği modelleme çalışmasıyla da ortaya 

koymuşlardır. 

İlk birkaç saniye yani dokunma anı, enfeksiyonlar için genellikle kritiktir.  Prof. 

Urs Jenal liderliğindeki Biozentrum ekibi, bakterilerin bir yüzey üzerinde 

olduklarını nasıl algıladıklarını ve kritik olan ilk birkaç saniyede tam olarak 

neler olduğunu keşfetmiştir. Bu ifadeden yola çıkarak adezyonun varlığı bu 

araştırma da ortaya konmaktadır. Adezyon testinde V. anguillarum’un, 

A. sobria’nın, S. warneri’nin, Y. ruckeri’nin, F. psychrophilum’un adezyon 

oluşturduğu bulunmuştur. Bir saatlik yüzey yapışma gücü F. psychrophilum’da 

diğer patojenlere oranla çok güçlü saptanmıştır. 

Sundell ve Wiklund (2011) F. psychrophilum direncini araştırmışlar ve F. 

psychrophilum’un biyofilm oluşturduklarını kanıtlamışlardır. F. psychrophilum 

enfeksiyonunda patojen bakterileri barındıran dirençli biyofilmleriyle ve 

tekrarlayan enfeksiyonlarla daha karmaşık hale gelebildiğini bildirmişlerdir. Bu 

tez araştırmasında da F. psychrophilum’un biyofilm oluşturduğu tüp testinde ve 

mikroplak testinde kanıtlanmıştır. 

Duru (2016) F. psychrophilum suşlarının biyofilm ve adezyon yeteneğine sahip 

olduğunu tespit etmiştir. Bu araştırma da F. psychrophilum suşlarında adezyon 

ve biyofilm oluşumu tespit edilmiştir. 
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Bakteri pilileri doku hücreleri gibi katı yüzeylerde tutunmayı kolaylaştıran ve 

birçok patojen bakteride önemli bir virülense faktör olduğu bilinen 

ekstraselüler bir organeldir. Gram negatif bakterilerde tanımlanan dört tip 

piliden yalnız tip IV pili tutunma ve bakterinin virülens özelliğinden sorumludur 

(Ormancı, 2010). Tip IV pilusunun tutunmada kritik bir önemi olduğu 

görülmüştür (Kirov vd., 1996). Bu konuda yapılan son çalışmalar 

Aeromonas’ların flagellalarının yüzeylerde biyofilm oluşturmasını 

kolaylaştırdığını gostermiştir (Gavin vd., 2002; Gavin vd., 2003; Rabaan vd., 

2001). Söz konusu açıklamalardan yola çıkıldığında çalışmamızda da A. 

sobria’da güçlü biyofilm oluşumu tespit edilmiştir. 

Hareketli Aeromonas türlerinde biyofilm oluşumunun incelendiği çalışmada ve 

A. veronii biovar sobria’da, A. hydrophila ve A. caviae’ya göre daha yüksek oranda 

biyofilm oluşumu gözlemlemişlerdir (Gavin vd., 2003). Tez çalışmamızda da 

aynı durum söz konusu olup A. sobria’da biyofilm oluşumu tespit edilmiştir. 

Biyofilm oluşumunun makroskobik saptanmasında kongo red agar yöntemi 

sıklıkla kullanılan, görsel sonuçlara dayalı bir yöntem olduğunu ifade edilmiştir 

(Aslan, 2015). Bu yöntemin ilk olarak Freeman vd., (1989) stafilokoklar 

üzerinde biyofilm üretiminin araştırılmasında kullanıldığını da ifade etmiştir. 

Araştırmamız da congo red agar testinde balık patojenlerinin makroskobik 

incelemelerinde A. sobria, S. warneri ve V. anguillarum suşlarının siyah pigment 

oluşturmalarıyla biyofilm oluşturdukları bulunmuştur. 

Ormancı (2010) yaptığı araştırmada mikroplak yöntemiyle yapılan biyofilm 

çalışmasında Aeromonas’ların tür bazında tutunmalarına baktığında, kuvvetli 

pozitif değerde en fazla tutunma balığın deri, solungaç ve bağırsağından izole 

edilen A. veronii biovar sobria’da olduğunu bildirmiştir. Biyofilm ölçümü için 

yaptığı tüp testinde A. veronii biovar sobria %61,43 ile yüksek kuvvetli pozitif 

biyofilm oluşumunda birinci sırada yer alıdığını ifade etmişlerdir. Biyofilm 

ölçümü için diğer test olan kongo red agar testi ile de tayin etmiş ve sonuçta A. 

veronii biovar sobria izolatlarının %59,37 kuvvetli pozitif biyofilm 

oluşturduğunu bildirmiştir. Tez araştırmamızda da aynı durum görülmüş ve 

çalışılan patojenler arasında en güçlü sonucu kongo red agarda siyah koloni 
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oluşturarak A. sobria vermiştir. Tüp testinde ise A. sobria’da (++) yorumuyla 

güçlü biyofilm oluşumu saptanmıştır. 

Jahid vd., (2013) A. hydrophila’nın çeşitli glikoz konsantrasyonlarına yanıt 

olarak biyofilm oluşturup oluşturmadığını araştırmışlardır. Bu çalışmada tüp 

yönteminde glikoz kullanılmıştır ve A. sobria’da biyofilm oluşumu (++) 

derecesiyle pozitif bulunmuştur. 

Musharrafieh vd., (2014) yaptıkları çalışmalarında V. anguillarum'un S. warneri 

varlığında veya yokluğunda gökkuşağı alabalığı pulları üzerinde biyofilmler 

oluşturmasını incelemişlerdir. Sonuçta, S. warneri'nin varlığında, V. 

anguillarum'un biyofilm oluşturabildiğini bildirmişlerdir. Bununla birlikte S. 

warneri patojenin V. anguillarum'un büyümesi ve biyofilm oluşturması için bir 

katalizör görevi görerek enfeksiyon başarısını artırdığını bildirmişlerdir. S. 

warneri ve V. anguillarum suşlarının biyofilm oluşturmaları bu tez 

araştırmasında kanıtlanmıştır. 

Bakteriyofajlar potansiyel olarak bakteriyel patojenleri kontrol etmek için 

kullanılabilir; bununla birlikte, fajların başarılı bir şekilde uygulanması hem 

serbest yaşayan hem de yüzey ile ilişkili büyüme koşulları altında faj-konak 

etkileşimlerinin ayrıntılı bir şekilde anlaşılmasının gerektiği bildirilmiştir (Tan 

vd., 2015). Mikro koloniler, biyofilmler ve serbest alıcı hücrelerde büyüme 

sırasında iki farklı V. anguillarum suşunda (BA35 ve PF430-3) in vitro faj-konak 

etkileşimlerini araştırıldığı çalışma da vibriyofaj, ФH20 (Siphoviridae) ve KVP40 

(Myoviridae), biyofilm gelişimi üzerinde tamamen farklı etkilere sahip olduğunu 

görmüşlerdir.  

Nurcan (2010) yaptığı çalışmada, V. anguillarum’un mikroplak yönteminde 

biyofilm oluşturması bu çalışmayı desteklemektedir.  

Černohorská ve Votava (2004), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumanii, E. coli, S. warneri suşları üzerinde 

yaptıkları araştırma da bu suşların tamamının biyofilm oluşturduklarını tespit 

etmişledir. Bu çalışmada da incelenen S. warneri’de de aynı durum söz konusu 

olup biyofilm oluşturduğu görülmüştür. 
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Lee vd., (2003) sucul canlılar, tekne, kaya, alg, ağların düğüm kısımlarında 

oluşan biyofilmlerden S. warneri izole ettiklerini açıklamışlardır. Bu çalışmada 

olduğu gibi S. warneri’nin biyofilm oluşumu birçok çalışmada (Altuğ vd., 2007; 

Demirel, 2012; Cai ve Arias, 2017; Coquet vd., 2002) rapor edilmesiyle 

desteklenmektedir. 

Staphylocossus epidermis bakterisinin hücre içi polisakkarit ürettiğini bu şekilde 

yüzeye tutunup mikrokoloni geliştirip olgun biyofilm oluşturduğunu 

saptamışlardır (Gerke vd., 2008). Araştırmamızda da S. warneri’nin tüp yöntemi, 

kongo red agar yöntemi ve mikroplak yöntemlerinin tamamında biyofilm 

oluturduğu kanıtlanmıştır. 

Yildiz ve Visick, (2009) Vibrio türlerinden, cholerae, parahaemolyticus, vulnificus 

ve fischeri'deki biyofilm oluşumunu karşılaştırdığı çalışmalarında, çok yönden 

aynı olduğunu fakat farklılıklar da gösterdiğini bildirmiştir. Biyofilm ile koloni 

morfolojisi arasında bir korelasyon olduğunu belirterek biyofilm üreten 

hücrelerin koloni yapılarının kıvrımlı ya da akışkan olabileceğini bildirmişlerdir. 

Biyofilmin matriks kimliğini tespit etmek için kolonideki değişimlere bakıldığını 

rapor ederek kongo red agar yönteminde koloninin renginin önemini 

vurgulamıştır. Bu çalışma baz alındığında araştırmamızda da V. anguillarum 

kolonisinin renginin kongo red agar testinde siyah olması bu bakterinin 

biyofilm oluşturduğunu göstermiştir. 

Abdallah vd., (2009) Vibrio alginolyticus ve V. parahaemolyticus suşlarının 

fenotipik slime (yapışkan madde) üretimi congo red agar plate testiyle 

araştırmışlardır. Ayrıca abiyotik yüzeylere ve Vero cell-line (hücre hatlarına) 

yapışma yeteneklerini incelemişlerdir. Sadece V. alginolyticus ATCC 17749 suşu 

congo red agar plakasında slime üreten siyah koloniler geliştirdiğini rapor 

etmişlerdir. Yapışmanın ise V. alginolyticus suşlarında V. parahaemolyticus 

suşlarına göre daha fazla olduğunu bildirmişlerdir. Bu tez araştırmasında da 

congo red agarda V. anguillarum’un siyah koloni oluşturarak slime ürettiği 

tespit edilmiştir. 

Bitki esansiyel yağları yüzlerce yıldır bakteri, mantar ve virüs gibi çok sayıda 

patojenle savaşmak için doğal ilaçlar olarak kullanılmaktadır. Esansiyel yağlar, 
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hücre duvarı ve membrana zarar vererek, hücre lizisine, hücre içindekilerin 

sızıntısına ve proton kuvvetinin önlenmesine yol açarak antimikrobiyal etkinlik 

kazandırır. Buna ek olarak, bakterinin direnç kazanmadan etkili bir şekilde 

öldürdüğüne dair kanıtlar vardır. Son olarak, pek çok uçucu yağın elde edilmesi 

nispeten kolaydır, suda ve toprakta çabucak bozunmasından dolayı çevre 

dostudur (Kavanaugh ve Ribbeck, 2012). 

Al-Shuneigat vd., (2005) kateter ucundan izole edilen S. warneri‘de OD 490 

nm’de 0,323 ± 0,098 biyofilm oluşumunu tespit etmişlerdir. Tez araştırmamızda 

S. warneri suşunda biyofilm oluşumu pozitif kaydedilmiştir. Polytoxinol TM (PT) 

Eucalyptus globulus (Mavi Okaliptüs), Melaleuca alternifolia (Hint Defnesi), 

Thymus sp. (Kekik), Syzygium aromaticum (Karanfil) ve turunçgillerden buharla 

saflaştırılmış hidrokarbon (ağırlıklı olarak monoterpenoid ve phenylpropanoid) 

içeren antiseptik formülasyonda olup bütilhidroksitoluen, triklozan denatüre 

edilmemiş etanol içeren bir üründür. PolytoxinolTM (PT) ürünün S. warneri’nin 

polistiren yüzeylerde adezyonunu önemli ölçüde azalttığını ve biyofilm 

oluşumunu önlediğini bildirmişlerdir. Tez araştırmamızda kekik yağı tek başına 

kullanılmış ve S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum 

suşları üzerinde antibiyofilm etkisi bulunmuştur.  

Bu tez araştırmasında lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı 

maddelerinin çok etkili bir biyofilm inhibisiyon maddesi olduğu tespit 

edilmiştir. Bu maddeler mikroplaklardaki bakterilerin üremesine engel olduğu 

için biyofilm tabakası oluşamamıştır. Su ürünlerinde enfeksiyonlara neden olan 

S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum bakterilerine 

karşı lizozim, malik asit, sarımsak yağı, kekik yağı maddelerinin in vitro etkisi 

net olarak görülmüştür. 

Farklı patojenlere uygulanan çalışmalar balık patojenleri için bu tez kapsamında 

araştırılmıştır. 

Sert 2014’de yüzey üzerinde biyofilm oluşumunu engellemek için kullanılan 

alternatif yaklaşımlardan bir tanesinin de enzimlerin kullanılması olduğunu 

ifade etmiştir. Biyofilm oluşumunu engellemek için kullanılan toksik kimyasallar 

ile kıyaslandığında enzimlerin önemli bir üstünlüğü, enzimlerin çevreye zarar 



63 
 

vermemesi olduğunu belirtmiştir. Farklı tür mikroorganizmalar belirli bir 

yüzeye bağlanmak için farklı polimerler kullanmalarına rağmen yapılan 

çalışmalarda ticari olarak satılan proteazların biyofilm oluşturan 

mikroorganizmaların yüzeye bağlanma olasılığını düşürdüğünün tespit 

edildiğini de belirtmiştir. Ayrıca lizozim ve polietilen glikolün kovalent olarak 

yüzeye bağlandıklarında yüzeyin antibakteriyel ve antiyapışma özellikler 

gösterdiği tespit edilmiştir. Tez araştırmamızda da lizozim tüm bakteriler 

üzerinde etkili olmuş ve biyofilm oluşumunu engellemiştir. 

Lizozim ticari olarak kullanım alanına sahip olan tek antimikrobiyal enzim 

olarak bilinmektedir. Özellikle Gram pozitif bakterilerde, hücre zarının en 

önemli yapısı olan peptidoglikan tabakadaki β-1,4-glukozidik bağları hidrolize 

etmesi suretiyle, hücre zarının yapısal bütünlüğünün bozulmasına neden 

olmaktadır (Gill ve Holley, 2000). 

Lizozim ve nisin gıda sektöründe gıda patojenlerine karşı kullanılan en önemli 

biyokoruyucu maddeler arasında yer almaktadır. Nisinin peynirlerde anaerobik 

spor oluşturan bakterilerde gelişimi engellediği, laktik asit bakterilerinin 

yoğurtta gelişimini sınırlayarak raf ömrünü uzattığı, C. botulinum ve bozulmaya 

neden olan birçok bakterinin konserve gıdalar ile küflenmiş et ve balıklarda 

gelişiminin engellenmesinde, alkollü içeceklerden birada bozulmaya neden olan 

laktik asit bakterilerinin inhibisyonunda kullanıldığı bildirilmiştir (Ünlütürk, 

2003). 

Caro vd., 2009’da iki tip makromolekülün PEI (poly ethylene imine) modifiye 

paslanmaz çelik yüzeylere kimyasal graftlanması (aşılanması) sağlanmışlardır. 

Glikozidaz Tavuk Yumurtası Beyaz Lizozim'i (Hen egg white lysozyme, HEWL) 

ve PEG'yi (Sentetik Polimer Poli (Etilen Glikol)) içeren ince filmler, PM-RAIRS 

(Kutuplaşmanın Modülasyonuyla Yansıma-Emme Kızılötesi Spektroskopisi) ve 

XPS (X-Işını Fotoelektron Spektroskopisi) vasıtasıyla karakterize etmişlerdir. 

Enzim ile kaplanmış ("İmmünolojik" yüzeyler) yüzeyler, çıplak paslanmaz çelik 

yüzeyi ile karşılaştırıldığında Listeria ivanovii'ye karşı yüksek antiyapışma 

aktivitesi göstermiştir. Ayrıca, Micrococcus luteus süspansiyonlarında belirgin 

bir biyosit etkinliği ölçülmüştür. L. ivanovii yapışmasında PEG ile kaplanan 

yüzeylerde çıplak yüzeye göre %96 azaldığını görmüşlerdir. Sonuç olarak, PEI 



64 
 

ile kaplanmış paslanmaz çelik yüzeye HEWL, PEG veya PEG+HEWL 

katmanlarının aşılanması bu yüzeylere protein/bakteri yapışmasını önemli 

ölçüde azalttığını ve antifouling ajanlar olarak ilginç bir perspektif olabileceğini 

rapor etmişlerdir. Araştırmamızda da lizozimin bakterilerin biyofilm 

oluşumunu engellediği görülmüştür. 

Sudağıdan ve Aydın, 2013’de yaptıkları bir çalışmada lizozimin S. aureus 

suşlarına karşı etkisiz bir biyokoruyucu olduğu ve gelişimi üzerine etkisi 

olmamasına rağmen biyofilm yapımını tetikleyici bir rolü olduğunu bulmuş, 

nisinin yüksek konsantrasyonlarda bakteri gelişmesi üzerine inhibisyon 

etkisinin yanında biyofilm yapımını da azalttığını belirlemişlerdir. Lizozimin tek 

başına kullanımının yeterli olmayacağı, dirençli suşların inhibisyonu için yüksek 

miktarlarda nisinle veya diğer biyokoruyucu maddeler ile kombine 

edilebileceğini iddia etmişlerdir. Araştırmamızda lizozimin tek başına 

kullanılması bakteriyel balık patojenlerinde etkili olmuş ve biyofilm oluşumunu 

durdurmuştur.  

Singla vd., 2014’de son yıllarda yapılan bir çalışmada %2 malik asitin 2 ppm 

ozon ile birlikte kullanımının gıda temaslı plastik ve PVC (polivinil karbon) 

yüzeylerde Salmonella typhimurium’un oluşturduğu biyofilmlerin kontrolü için 

etkili olduğunu rapor etmişlerdir. Bu patojene etki eden malik asit S. warneri, 

A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suşlarına etki ederek 

biyofilm oluşumunu engellemiştir. 

Kökümer ve Yeşilçimen Akbaş (2016) %10 (w/v) malik asit uygulaması 

polistren yüzeylerde biyofilm oluşumunun en fazla %47 oranında önlendiğini, 

oluşan biyofilmin de en fazla %85 oranında ortadan kaldırıldığını; paslanmaz 

çelik yüzeylerde, biyofilm oluşumunun en fazla %79 oranında önlendiği, oluşan 

biyofilmin de en fazla %95 oranında ortadan kaldırıldığını belirlemişlerdir. 

Malik asit ve klor uygulamalarının biyofilmler üzerindeki etkileri hem polistren 

hemde çelik yüzeylerde incelemişlerdir. Malik asit uygulamalarının,  S. aureus 

biyofilmlerini klor uygulamasından daha etkin bir şekilde engellediğini ve 

ortadan kaldırdığını belirtmişlerdir. Araştırmamızda malik asit uygulamasının S. 

warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suşlarına etki 

ederek biyofilm oluşumunu engellediği belirlenmiştir. 
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Bu tez çalışmasın da, antibakteriyel özelliği iyi bilinen sarımsak yağının 

bakteriyel balık patojenleri üzerinde antibiyofilm etkisinin olup olmadığı 

incelenmiştir.  

Sarımsak özsuyunun S. aureus, Brucella abortus’un üretimini inhibe ettiğini, 

allisinin 1/125000 lik konsantrasyonda Staphylococcus sp., Streptococcus sp., 

basil ve vibriolara etkili olduğu bildirilmiştir. Benzer çalışmalarda sarımsak 

ekstresinin disk tekniği ile P. aeroginosa haricinde birçok bakteriye etkili olduğu 

saptanmıştır. Alisinin antibakteriyel etkisinin Asetil CoA sentetazı inhibe etmek 

suretiyle asetik asitten asetil CoA oluşumunu önlemesi ve lipit sentezi blokajıyla 

olduğu öne sürülmüştür. Sarımsak ekstreleri, Microsporum, Epidermophyton, 

Trichophyton, Cveida albicans ve Histoplasma capsulatum, Cryptococcus 

neoformans gibi birçok mantara etkili bulunmuştur. Dermatofitlerin değişik 

türleri 130-200 mg/l alisin konsantrasyonlarında inhibe edilmişlerdir. İnhibe 

edilmiş dermatofitler mikroskobik olarak incelendiğinde, hücre bozulması ile 

birlikte sitoplazma boşalması, hücre balonlaşması gibi morfolojik değişiklikler 

görülmüştür. Sarımsak ekstrelerinin In vitro tavşan deri hücrelerinde Herpes 

simplex virüs Tip I ve civciv embriyo H. influenza B virüsünün infektivitesini 

anlamlı olarak azalttığı bildirilmektedir (Ankri ve Mirelman, 1999; Focke vd., 

1990; Sokemn vd., 1999; Tazıcı, 1996; Özçelik vd., 2007). Bu tez çalışmasında da 

benzer olarak S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum 

suşlarında sarımsak yağının biyofilmi engellediği görülmüş ve antibiyofilm 

etkisi bulunmuştur. 

Biyofilm oluşumu bakterinin bir substrata yapışması ile başlar, bu nedenle 

biyofilm oluşumunu anlayabilmek ve böylece konağın enfeksiyonunu önlemek 

için farklı substratlarda bakteri adezyonunun arkasındaki mekanizmaları 

araştırmak önemlidir (Klemm vd., 2010). 

Characklis vd., (1990) yüzey pürüzlülüğü arttıkça mikrobiyal kolonizayonunda 

arttığını göstermişlerdir. Howell ve Behrends 2006, mikrobiyal yapışma ile 

yüzey pürüzlülüğü arasındaki pozitif ilişkiyi rapor etmişlerdir. Bunun sebebini 

yüzey geriliminin azalması ve pürüzlü yüzeylerde yüzey alanının daha fazla 

olmasıyla açıklamışlardır. Cam gibi yüzeyler yüksek yüzey enerjisine sahip 

olduklarından daha hidrofiliktirler.  
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Mikroorganizmaların biyofilm oluşturmalarında biyofilm oluşturacakları 

yüzeyin yapısı, hidrofilik veya hidrofobik karakterde oluşu önemlidir. Yüzeye 

yapışarak biyofilm oluşturabilme, aynı zamanda bir bakterinin sahip olduğu 

yüzey yapılarının karakteristiği ile de ilgili olabilir (Williams ve Fletcher, 1996).  

Veenstra vd. (1996) “slime” olarakta adlandırılan biyofilm bakterilerin birçok 

yüzeye tutunmasını sağladığını bildirmişlerdir slime faktörünün 

mikroorganizmanın plastik ve metal yüzeylere yapışmasını arttıran ve 

fagositozunu önleyen bir faktör olduğunu belirtilmiştir (Güler vd., 2005). S. 

warneri A. sobria ve V. anguillarum bakterilerinin CRA testinde siyah pigment 

ürettiği ve ilgili referansların belirttiği gibi tez araştırmamızda da çelik yüzeye 

yapıştıkları tespit edilmiştir. 

Lynch vd., (2002) A. hydrophila AH-1N biyofilmlerini paslanmaz çelikte 

büyütmüşler ve büyüme hızları ve gelişim özelliklerini incelemişlerdir. A. 

hydrophila’nın ilk 8 saat boyunca tutunduğunu ve bakterilerin paslanmaz çelik 

yüzeyine genel olarak tutunabildiklerini bildirmişlerdir. Araştırmamız da A. 

sobria’nın çeliğe yapışarak biyofilm oluşturduğu tespit edilmiştir. 

Cai ve Arias, (2017) yayın balıklarında enfeksiyona neden olan bakteriyel 

patojenlerin yüzeye adezyonunu ve kolonize olmasını araştırmışlardır. Aynı 

zamanda biyofilm oluşturmalarında kalsiyumun rolünü de incelemişlerdir. F. 

columnare, A. hydrophila, Edwardsiella ictaluri, E. tarda ve E. piscicida 

patojenlerinin polistiren plaklara yapışarak biyofilm oluşturmasını 

araştırmışlardır. Kalisyum F. columnare ve A. hydrophila’da biyofilmi oldukça 

artırmıştır. Test ettikleri Edwardsiella türlerinde biyofilm oluşumunu düşük 

olarak belirlemişler ve kalsiyumunda herhangi bir etkisinin olmadığını rapor 

etmişlerdir. F. columnare’nin PVC yüzeyde ve ağlarda biyofilm oluşturduğunu 

saptamışlardır. Bambuda F. columnare’nin adezyon oluşturmadığını ve hücre 

gelişimini engellediğini bildirmişlerdir. A. hydrophila ve E. ictaluri suşlarının test 

edilen tüm materyallerde biyofilm oluşturduğunu belirlemişler, substratlar 

arasında önemli farklılıklar olduğunu bulmuşlardır. E. ictaluri suşunun 

mikrotiter polistiren plakaları üzerinde biyofilm oluşturmadığını gördükleri 

halde, test edilen tüm su ürünleri yetiştiriciliğinde kullanılan materyallerde 

kolonileşme ve çoğalma kabiliyetine sahip olduğunu ifade etmişlerdir. Elde 
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edilen sonuçlara göre, bakteriyel patojenlerinin balık çiftliklerindeki 

materyallerde yüzeyleri kolonize etme potansiyeline sahip olduğunu ve 

biyofilmi patojen rezervuarları olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir. Bu tez 

kapsamında da bakteriyel balık patojenlerinin yetiştiricilikte oldukça fazla 

kullanılan ahşap, metal, fiberglas, cam gibi yüzeylerde kolonileşmesinin oldukça 

fazla olduğu ve biyofilm oluşumunun çok güçlü kendini gösterdiği 

belirlenmiştir. 

Högfors‐Rönnholm vd., (2015) patojenik F. psychrophilum’un pürüzsüz 

polistiren yüzeylere daha yapışkan olduğunu bildirmiştir. Bu tez kapsamında F. 

psychrophilum’un pürüzsüz olan cam yüzeye yapışması net olarak 

belirlenmiştir. Ancak çelik yüzeye yapışmanın daha az olduğu tespit edilmiştir. 

Coquet vd., (2002) bir balık patojen bakteri olan Y. ruckeri'nin iki suşunun, balık 

çiftliklerinde yaygın olarak bulunan dört materyal olan ahşap, beton, 

polivinilklorür (PVC) ve fiberglas üzerine yapışma kabiliyetine göre karakterize 

etmişlerdir. Yapışma, bakteri ve destek hidrofobiklikleri ile yüzey pürüzlülüğü 

arasındaki ilişkileri araştırmışlardır. Sonucunda Y. ruckeri güçlü bir hidrofiliktir 

yani bir molekülün hidrojen bağları kurarak suya bağlanabilme özelliğine sahip 

olma özelliği kanısına varmışlardır. Referansa kıyasla daha yüksek bir yapışma 

kabiliyeti sergilediğini ifade etmişlerdir. İki suş içinde, destek maddesinin 

pürüzlülük genliği ile yapışma kabiliyeti arasında güçlü bir korelasyon 

gözlemişlerdir. Y. ruckeri’nin azda olsa fiberglasa tutunduğu araştırmamızda da 

belirlenmiştir. 

Coquet vd., (2002) Fransa’daki balık çiftliklerinde Y. ruckeri’nin varlığını 

araştırmışlardır. Y. ruckeri esas itibariyle sudan ziyade alg ve sediment 

örneklerinden izole etmişlerdir. Yirmi iki Y. ruckeri suşu elde edilmişler ve bu 

suşların katı maddelere yapıştığını ifade etmişlerdir. Y. ruckeri biyofilmlerinin 

balık tanklarının yüzey kolonizasyonunda sürekli tekrarlayan enfeksiyon 

kaynağı olabileceğini belirtmişlerdir. Araştırmamızda Y. ruckeri’nin fiberglasa 

azda olsa tutunduğu tespit edilmiştir. Balık tanklarının materyalinin daha çok 

fiberglas olması nedeniyle Y. ruckeri’nin tehlikesi araştırmamız da 

vurgulanmıştır. 
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Altuğ vd., 2007, deniz ortamında kullanılan materyallerden olan ahşap, galvaniz, 

saç, paslanmaz çelik, pamuk halat, cam ve alüminyum materyalleri üzerinde 

oluşan bakteriyel biyofilm tabakasında bulunan bakteri düzeylerini 

araştırmışlardır. En yüksek bakteri düzeyi pamuk halatta gözlenirken bunu 

ahşap, alüminyum, saç, cam, paslanmaz çelik ve galvanizin takip ettiğini 

belirtmişlerdir. Materyallerde tespit edilen bakteri düzeyinin deniz 

suyundakinden yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. Araştırmamızda da benzer 

durum söz konusu olup patojenlerin yetiştiricilik ortamlarında kullanılan 

materyallere yapışarak biyofilm oluşturdukları bulunmuştur. 

Su ürünleri yetiştiriciliğinde biyofilmle mücadele de etkin koruma 

yöntemlerinin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. İletişim, tüm canlılarda 

olduğu gibi bakterilerde de çok etkin bir olgudur. Bakteriler salgıladıkları AHL 

molekülleri aracılığıyla iletişim kurarak bakteri-bakteri anlaşmasını 

sağlamaktadırlar. Bunun neticesinde de enfeksiyon oluşturan virülens 

faktörlerinin kritik gen ekspresyonlarını gerçekleştirmektedirler. Burada ki en 

önemli virülens faktörü son zamanlarda fenomen olan biyofilmdir. İletişimin 

gücüyle mikroorganizma virülent olmakta, klinik biyofilm oluşturmayla balık 

üzerinde ölücül olmaktadır. Biyofilmin temeli olan QS’nin başarısız bir sistem 

haline getirilmesi bakteri için çok büyük bir kayıp olacaktır. Bu esasla QS’in 

durdurulması devamında da hastalığı daha da güçlü hale getiren zararlı biyofilm 

gücünün hiç var olmaması su ürünleri yetiştiriciliğinde hastalıktan korunmanın 

alternatif bir metodu olarak önerilebilir.  

Biyofilm enfeksiyon oluşum sürecinde bakteriye ciddi bir etkinlik 

kazandırmaktadır. Biyofilm oluşturan bakteriler yüzeye kuvvetli bir şekilde 

bağlanır ve antimikrobiyal tedaviye yüksek derecede direnç gösterirler. Bu 

nedenle bakteriye güç katan ve oldukça tehlikeli olan biyofilmlerin hasta balık 

enfeksiyonlarında antimikrobiyal ilaç direncindeki rolünü araştırmalı ve 

biyofilm kontaminasyonuyla hasta balık enfeksiyonu arasındaki bağlantı tespit 

edilmelidir. Biyofilm içine antibiyotiğin düşük orandaki penetrasyonu, burada 

besin maddelerinin sınırlı olması, yavaş üreme ve adaptif stres yanıtının oluşu, 

bakterinin çok aşamalı savunmasını oluşturmaktadır. Aynı zamanda 

antibiyotikle tedavi gibi mevcut tedavi yöntemleri kimyasal olduğu için balık 
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üzerinde etki de bırakmaktadır. Balığın tedavi sürecinde vücudunun iyileşme 

sürecini hızlandıracaktır. Bu nedenle hasta balık üzerinde yorucu eski 

yöntemler yerine yeni, daha hızlı, kimyasal odaklı olmayan antibiyofilm 

yaklaşımları dikkat çekmektedir.  

Araştırmacılar biyofilmlerin ölçümü için daha güvenilir teknikler ve kontrol 

stratejilerinin değerlendirilmesinde kullanılmak üzere daha iyi model sistemleri 

geliştirdikçe, daha etkili biyofilm kontrol stratejilerinin ortaya çıkması 

beklenmektedir. Ayrıca, biyofilmlerin antimikrobiyal ilaç direncindeki rolü 

araştırıldıkça ve biyofilm kontaminasyonu ile hasta balık enfeksiyonu 

arasındaki bağlantı daha iyi kuruldukça, biyofilmlerin yetiştiricilik sağlığındaki 

önemi konusunda daha net bir tablonun ortaya çıkacağına inanılmaktadır.  

Balık patojenlerinin ahşap, metal, fiberglas, cam üzerinde güçlü biyofilm 

oluşturduğu görülmüştür. Yetiştiricilik ünitelerinde çokça kullanılan bu dört 

materyalde bu denli güçlü biyofilm oluşumunun varlığı balık sağlığı üzerinde 

ciddi bir tehdit unsurudur. Costerton vd., (1999) belirttiği gibi birçok çalışmada 

biyofilm oluşturma kabiliyetinde olan bakterilerin antibiyotiklere karşı daha 

dirençlidir. Antibiyotiğe direnç kazanmış birçok bakteriyel balık patojenini 

durdurma çalışmalarının devam ettiği bu süreçte araştırmamızda biyofilmin 

engellenmesi için malik asit, lizozim, sarımsak yağı, kekik yağı araştırılmış ve 

çok etkili bir biyofilm inhibisiyon maddesi olduğu tespit edilmiştir. Antibiyotiğe 

direnç kazanmış bakterilerle mücadele sürecinde bu inhibisyon maddelerinin 

biyofilmi engellediği araştırmamızda net olarak görülmüştür. Biyofilmin 

engellenmesi için çalışmada kullanılan malik asit, lizozim, sarımsak yağı, kekik 

yağı çevreyle dost bir yaklaşımdır ve önerilmektedir. Bir sonraki adım olarak bu 

maddelerin ve diğer farklı maddelerin kombin kullanımının antibiyofilm 

açısından da güçlü etki yaratabileceğini düşünmekteyiz. 

Ayrıca bakteriyel kaynaklı enfeksiyonlarda önemli bir virülens faktörü olan 

biyofilmi CRA yöntemiyle saptamanın pratik, güvenilir ve az maliyetli olduğu 

tespit edilmiştir. Biyofilm oluşturan bazı suşların, neden olduğu vakalarının 

tedavisinde, antibiyogramla birlikte CRA yönteminin kombine kullanımı, direnç 

gelişim mekanizmasını engelleyebilecek olan bir adım gibi gözüktüğü bazı 

araştırmalarda ifade edilmiştir. Örneğin Freeman vd., (1989) özel bir besiyeri 
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olan kongo red agarda üreyen kolonilerin özelliklerine göre biyofilm yeteneğini 

belirlemeye çalışan yöntemlerin de bulunduğunu bildirmiştir. Bu durumun balık 

hastalıkları enfeksiyonları tedavi çalışmalarında da fayda sağlayıp sağlamadığını 

tespit etmek için yapılacak çalışmalara bu tezdeki CRA verileri ilk adım olabilir. 

Sonuç olarak S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum 

bakterilerinde biyofilmin varlığı, materyallere yapışma kapasitesi ve tehlike 

potansiyeli çalışmamızda açıkça ortaya konmuştur. Bu nedenle bu alanda 

çalışmaların artırılması ve inhibisyon stratejilerinin geliştirilmesi şarttır. Bu 

bakteriyel biyofilm inatçılığının bir sonucu olarak, klinik ilişkili biyofilm 

oluşumunu önlemek amacıyla klasik antimikrobiyal ajan tedavi yaklaşımları 

dışında daha etkili ve komplike teknolojilere gereksinim olduğu 

savunulmaktadır. Söz konusu biyofilm hastalıkların alt yapısını ciddi anlamda 

güçlendirmektedir. Bu çalışma da bakteri dünyasındaki enfeksiyon gücünün 

azaltılması, bakterinin kimliğinin ve doğasının çok iyi tanınması, bunun bir 

sonucu olarakta bakteriyel güçlerden belki de en etkili olan biyofilm virülens 

gücünün önüne geçilmesi hedeflenmektedir. Burada esas vurgulanan amaç 

bakterinin daha biyofilmi oluşturmadan önce farklı yüzeylere yapışmasını 

engellemek onun ortamda hiç var olmamasını sağlamaktır. Biyofilm 

oluşturamamış bakteri enfeksiyon gücü açısından zayıf bakteridir dolayısıyla 

biyofilmin engellenmesinin balık hastalıklarıyla mücadelede etkin role sahip 

olduğu ve büyük çığır açacağı görüşündeyiz.  
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