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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bazi Bakteriyel Balik Patojenlerinde Biyofilm Olusumuna Farkl
Maddelerin In Vitro Etkisinin Tespiti

Fethi FILIK

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansustii Egitim Enstitiisi
Su Uriinleri Yetistiriciligi

Danigman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Bu c¢alismada, bakteriyel balik patojenlerinden Staphylococcus warneri,
Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio
anguillarum’da adezyon olusumu ve biyofilm olusumu incelenmistir. Ayrica bu
suslar ile lizozim, malik asit, sarimsak yagi, kekik yagiyla biyofilm inhibisyon
testleri ve ahsap, metal, fiberglas, cam gibi farkli materyallerde biyofilm
olusumlari arastirilmigstir.

Adezyon testinde plaklarda olusan bir saatlik tutunma incelendiginde 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 degerleriyle
adezyon olusturdugu bulunmustur. Adezyon giici F. psychrophilum’da diger
patojenlere oranla ¢ok daha gli¢lii oldugu saptanmistir. Adezyon testinde
absorbans degerlerine gore yilizeye yapisma giicii sirayla F. psychrophilum,
A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum, S. warneri olarak belirlenmistir.

Biyofilm tespiti i¢in kullanilan tiip ydnteminde F. psychrophilum’da (++),
A. sobria’da (++), S. warneri'de (+), Y. ruckeri’'de (-), V. anguillarum’da (-) olarak
tespit edilmistir. Tiip testinde tiipiin i¢ yiizeyinde olusan film tabakasinin
kalinligina gore sirayla F. psychrophilum, A.sobria, S. warneri, Y. ruckeri, V.
anguillarum olarak belirlenmistir. En giiclii biyofilm olusumu F. psychrophilum
ve A. sobria’da gorilmiistiir. Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda
olusan biyofilm negatif kontrolde 0,048, S. warneri'de 0,121, A. sobria’da 0,158,
Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da 0,172, V. anguillarum’da 0,212
absorbans degeri tespit edilmistir. Mikroplak testinde biyofilm olusumu sirayla
V. anguillarum, F. psychrophilum, A.sobria, S. warneri, Y. ruckeri olarak
belirlenmistir. Mikroplak yonteminde en giicli biyofilm olusumu V.
anguillarum’da bulunmustur.

Kongo red agar testinde biyofilm (slime) olusturan bakterilerin koloni
morfolojisinin renk degistirmesine gore biyofilm olusumu sirayla V.
anguillarum, A.sobria, S. warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak
belirlenmistir. Kongo red agarda kuru kristalize siyah koloni tlireterek en giiclii
biyofilm olusumu V. anguillarum, A. sobria, S. warneri’"de bulunmustur. Pembe
renkli koloni tlireten F. psychrophilum ve Y. ruckeri bakterileri ise bu teste
biyofilm olusumu gostermemistir.
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Mikroplak  testindeki  biyofilm  olusumu  pozitif = kontrol olarak
degerlendirildiginde lizozim, malik asit, sarimsak yag1, kekik yag1 maddelerinin
in vitro antibiyofilm etkisi arastirildiginda bu maddelerin ¢ok etkili bir biyofilm
inhibisiyon maddesi oldugu tespit edilmistir.

Ahsap, metal, fiberglas, cam gibi malzemlerde biyofilm olusumu ile yapilan
testlerde patojenlerin tamaminin yetistiricilik tesislerinde bir¢ok alanda
kullanilan bu materyallerde biyofilm olusturdugu kanitlanmistir. Genel olarak
cam, fiberglas, celik ve ahsap yiizeylerde biyofilm olusum giicii sirayla S.
warneri, A.sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak
belirlenmistir.

Sonu¢ olarak; S. warneri, A.sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum, Y.
ruckeri’nin farkli materyallerin yiizeylerinde biyofilm olusturduklar ve lizozim,
malik asit, sarimsak yagi, kekik yagi maddelerinin antibiyofilm maddesi
olduklari tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus warneri, Aeromonas sobria, Yersinia ruckeri,
Flavobacterium  psychrophilum,  Vibrio  anguillarum,
adezyon, biyofilm, biyofilm inhibisyonu, farkh ytlizeyler
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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 FILIK

Isparta University of Applied Sciences
Graduate Education Institute
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

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.



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 ruckerl,
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum, adhesion,
biofilm, biofilm inhibition, different surfaces
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1. GIRIS

Biyofilm, bakteri hiicrelerin birbirine ve bulunduklar1 yiizeye yapistiklar1 bir
mikroorganizma kiimesi olup EPS, DNA, proteinler ve polisakkaritlerden olusan
polimerik bir yapidir. Biyofilm, kalinligi 0,2 mikron istliinde ise bakteri
icerebilecegi belirtilmistir (Larson, 2011). Diinyadaki mikrobiyal kiitlenin %80
kadarinin biyofilm durumunda bulundugu iddia edilmektedir (Davies, 2003;
Richards ve Melveer, 2009). Mikrobiyal biyofilmlerin balik saghg1 {izerinde
onemli etkileri vardir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki ulusal saglik enstitiileri,
enfeksiyonlarin %80’inden fazlasina biyofilmlerin neden oldugunu tahmin
etmektedir (Donlan ve Costerton, 2002). Bu iddialar goz oniine alindiginda
savasmamiz gereken biyofilmlerin ne derece 6nem arz ettigi daha iyi

anlasilmaktadir.

Biyofilm kitlesi yerlestigi bolgeye gore degisir ve genellikle bakteri, mantar, alg
ve protozoa ve fajlari iceren bircok mikroorganizma tiirtinden olusur (Wu vd.,
2015). ik yapisma (adezyon) oldugunda biyofilmin uzaklastirilmas: artik
zordur (Bryers, 2008).

Biyofilm olusumu mikroorganizmalarin yasam alanlarn igindeki bir ylizeye
temasi ile baglar ve salgiladiklari cesitli ekstraselliiler biyopolimerler sayesinde
metal, plastik, medikal implant, hiicre dokusu gibi ¢ok farkl yiizeylere
baglanabilirler. Bircok konuda biyofilm olusumunun verdigi hasarlarin maliyeti
milyar dolarlar1 bulmaktadir. Biyofilm sistemlerinin bircok negatif etkisi vardir.
Mikroorganizmalar1 yok etmek icin kullanilan antibiyotikler biyofilm tizerinde
yeterli etkinlige sahip degildir. Bir ¢alismada, antimikrobik etkinligi bilinen
glimiis iyonlan ile kateter mansetleri kaplanmis, fakat giimiis iyonlarinin
zamanla ortama difiize olmasi, kaplamanin antimikrobik etkinligini
kaybetmesine neden olmustur. Kaplama malzemesi olarak antibiyotiklerin
kullanilmasi ise mikroorganizmalarin kullanilan antibiyotige karsi direng
kazanmasina ve uygulamanin etkinligini kaybetmesine neden olmaktadir.
Biyofilmi engellemek ig¢in gelistirilen yaklasimlardan bir tanesi enzimlerin
kullanilmasidir. Enzimlerin ¢evreye zarar vermemesi biyofilmle miicadele de

onemli bir tstiinltiktir. Lizozim ve polietilen glikoliin kovalent olarak yiizeye



baglandiklarinda yiizeyin antibakteriyel ve antiadhezif o6zellikler gosterdigi

tespit edilmistir (Sert, 2014).

Patojenik bakterilerin neden oldugu akut enfeksiyonlar, kapsamli olarak
incelenmelidir. Bu enfeksiyonlar 6nceki donemlerde ve giintimiizde milyonlarca
balig1 6ldirmiistiir, ancak modern asilarin, antibiyotiklerin ve enfeksiyon
kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesi ile etkili bir bicimde miicadele edilmektedir.
Ancak enfeksiyonla miicadelede alternatif tedavi ve kontrol yaklasimlarinin
gelistirilmesi 6nemli bir beklentidir. Bakteriyel patogenezle ilgili yapilan
arastirmalarin ¢cogu akut enfeksiyonlara odaklanmis ancak bu hastaliklar, simdi
biyofilm icinde yetisen bakterilerin neden oldugu yeni bir kategori olan kronik
enfeksiyonlarla desteklenmektedir. Kronik yaralar, fibrinéz peritonitis
enfeksiyonlari gibi biyofilm enfeksiyonlari, diinyadaki milyonlarca balig1 her yil
etkilemekte ve bir¢ok 6liim meydana getirmektedir. Genel olarak, bakteriler
biiylime ve c¢ogalma sirasinda iki yasam sekline sahiptir. Tek bir formda,
bakteriler tekli bagimsiz hiicreler olarak (planktonik) bulunurken, diger formda
bakteriler kati agregalar halinde yapisik olarak bulunurlar. ikinci form
genellikle biyofilm biiylime fenotipi olarak adlandirilir. Bununla birlikte,
bakterilerin konakgisi icerisinde bir biyofilm olusturmay1 basarabildikleri
durumlarda, enfeksiyon genellikle tedavi edilemez olarak ortaya ¢ikar ve kronik
bir duruma gelebilir. Kronik biyofilmin temeli enfeksiyonlarin énemli noktasi
antibiyotiklere karsi asir1 diren¢ ve konak¢i savunmalarindan kag¢maktir.
Bakteriler her iki yasam ortaminda da benzer bir yasam bicimine (biyofilm)
sahiptir, ancak hayatta kalma ve dustiinliik miicadelesi farkhidir (Bjarnsholt,

2013).

Mikrobiyal biyofilmler, biyofilmde yasayan hiicreler icin koruyucu ortamlar
saglayan mikrobiyal hiicrelerin kendiliginden orgiitlenmis kompleksleri olup,
meydan okumalara verimli bir sekilde cevap vermelerini saglar. Biyofilm
hiicrelerinin artmis direnci ve degistirilmis metabolizmasi, biyofilmleri,
farmasotiklerin ve biyoyakitlarin iiretimi de dahil olmak tlizere kimyasal {iretim

stireclerinde potansiyel olarak ¢ok fayda saglar (Schuster ve Marks, 2014).

Biyofilm; canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya i¢cme suyu

sistemlerinin borular1 veya dogal akuatik sistemlerde yer alabilir. Bakteriler bir
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ylizeye yapistiktan ve biyofilm olusturduktan sonra o yiizeyden hafif durulama
ile uzaklastirilamazlar. Biyofilm matrikslerinin icerisinde hiicresel olmayan
mineral kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya ¢camur parcalari ya da kan

bilesenleri bulunabilir (Donlan, 2002).

Bu giiclii biyofilmler stveart antimikrobiyal tedaviyle elimine edilemezler, bu
nedenle biyofilmlerin eliminasyonuna yonelik pek cok calisma ytriitiilmektedir.
Yeni tedavi yontemleri biyofilmlerin hayat doéngiisiinde belirli asamalarin
engellenmesine yoneliktir (Suh vd., 2010). Biyofilm olusumunu engelleme
yontemleri biyofilm olusabilecek ylzeylerin probiyotik kolonizasyonu ile
korunmasi, biyofilm olusumu i¢in gereken tutunmayi ve sonrasi olusan genetik
transkripsiyonu  engellemek, = mikroorganizmalarin  antimikrobiyallerle
karsilasmasin1 engelleyen koruyucu ekstrapolimer matriksin mekanik veya
kimyasal yikimi ve temizlenmesidir (Stephens, 2002). Biyofilm yapisinin biiytik
kismin1 olusturan ekstraseliiller matriks, biyofilmdeki mikroorganizmalarin;
antikorlar, fagositoz, antibiyotik penetrasyonu ve kompleman baglanmasindan
korunmasini saglar. Ayrica bakterilerin besin ve oksijen ihtiyacin1 da azaltir.
Biyofilmler immiin sisteme ve antimikrobiyal ajanlara karsi oylesine
direnclidirler ki in vitro kiiltiir calismasi sonucu uygulanan dogru antibiyotiker
bile, in vivo matriks icinde yasayan mikroorganizmalar: etkileyememektedirler
(Davies, 2003). Antibiyotik tedavisi biyofilmin periferindeki metabolik olarak
aktif mikroorganizmalarnn etkileyebilir fakat biyofilmin daha derin
kisimlarindaki baskin haldekiler etkilenmez ve antibiyotik baskis1 kalktiginda
biyofilmin tekrar blyilimesini saglarlar. Bu ylizden biyofilmler, konak
dolasimina girerek sistemik hastaliga yol acabilen bakteriler i¢in bir kaynaktir.
Antibiyotik tedavisi ile dolasimdaki bakteriler elimine edilebilir fakat hastaligin
yeniden orataya c¢ilkmasina neden olan Dbiyofilmlere karsi etkili
olunamamaktadir (Donlan ve Costerton, 2002; Suh vd., 2010; Davies, 2003;
Richards ve Melveer, 2009; Sahin ve Midilli, 2013).

S6z konusu tehlikeli biyofilm su triinleri yetistiriciliginde de balik pullar1 gibi
baligin viicudunda ve yetistiricilik tesislerinde kullanilan birgok materyalin
ylizeyinde goriilmektedir. Etkili bir viriilens faktorii olan biyofilmin yetistiricilik

tesislerinden uzak tutulmasi bu nedenle olduk¢a 6nemlidir.



Bu c¢alismanin amaci; baliklardan izole dilen Staphylococcus warneri,
Aeromonas sobria, Yersinina ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio
anguillarum balik patojenlerinin adezyonu (ilk tutunma) ve biyofilm viriilens
giicu tiip, mikroplak, congo red agar yontemleriyle arastirilmis, bu patojenlerin
ahsap, metal, fiberglas, cam gibi farkli yilizeylerde biyofilm olusumu
incelenmistir. Ayrica biyofilm olusumuna kekik yagi, sarimsak yagi, malik asit ve

lizozim etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Biyofilm

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde toplu halde
yasayan, iletisim ve bilgi aktarimina izin veren, farkli gen transkripsiyonu ve
biiylime oranlarina bagl olarak farkli fenotipik 6zellik gosterebilen (Donlan ve
Costerton, 2002), birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli
islevlerin yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu karmasik bir
organizasyondur. Bakteriler ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen
ve bir dizi polisakkarid, ntikleik asit ve protein iceren ¢gamur veya bal¢ik benzeri
bir matriks icerisinde gémiilii olarak bulunurlar (Post vd., 2004). Bardouniotis
vd. (2003) Mycobacterium fortuitum ve Mycobacterium marinum'un biyofilm
biiylimesini incelemislerdir. Yaptiklar: testle planktonik formdaki bakterilerle
ve biyofilm icerisindeki bakterilerin biyositlere duyarlhiligini
karsilastirmiglardir. Testin sonucunda biyofilm icerisindeki bakterilerin daha

direncli oldugunu gormiislerdir.
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Sekil 2.1. Biyofilm olusumunun asamalar1 (Monroe, 2007; Rendueles ve Ghigo,
2012)

Antibiofilm molekiilleri, biyofilm olusum siirecinin ¢esitli asamalarinda etkindir.
Biyofilm olusumu genellikle bakterilerin abiotik veya biyotik bir yiizeye

yapistig1 yiizey basamaklar1 ve pili, fimbrianin ve ekso polisakkaritlerin



tiretilmesi yoluyla ¢ok basamakli bir siire¢ olarak tanimlanir. ilk eklemeden
sonra, ¢ boyutlu gelisme, farkl tiirlerin zaten etkilesime girdigi mikro koloni
yapilariyla baslar. Bir sonraki adim olan biyofilm olgunlasmasi, olgun
biyofilmlerin li¢ boyutlu yapisini ve baglanmay1 saglayan matris iiretimine
bagimhdir (Flemming ve Wingender, 2010a). Her bir basamag1 temsil eden
taramali elektron mikroskobu gorintiileri gosterilmektedir. Biyofilm
olusumunun son adimi, bakterilerin, diger ytzeyleri kolonilestirmek ig¢in
planktonik yasam bicimine kavustugu hiicre ayrilmasi veya dagilmasidir.
Mikrobiyal —miidahaleler, biyofilm olusumunu inhibe edebilir veya
gelismelerinin farkli agsamalarinda farkli mekanizmalar ve stratejiler vasitasiyla

biyofilm dagilimini artirabilir (Rendueles ve Ghigo, 2012).

Biyofilm gelismesinin bes asamasi (Sekil 2.1); 1: Planktonik bakterilerin
biyomateryal yiizeyine yapismalari, 2: Hiicrelerin toplanip mikro koloniler
olusturmasi, ekstraseliiler polimerik substantlar (EPS) yani slimenin disarn
atilmasi ve baglanmanin geri dondiiriilemez hale gelmesi, 3: Biyofilm olusmasj,
olgunlasmasi ve hiicrelerin ¢ok katmanli kiimeler olusturmasi, 4: U¢ boyutlu
biiylime ve konak¢l savunma mekanizmalarina ve antibiyotiklere karsi koruma
saglayarak biyofilmin daha da olgunlasmasi, 5: Biyofilmin, kritik bir kiitleye
ulasmas1 ve diger yiizeylere kolonize olmaya hazir olmasi, planktonik
bakterilerin dagilmas:i seklinde gelismektedir (Monroe, 2007; Rendueles ve

Ghigo, 2012).

Biyofilm olusumunda yiizeye ilk tutunmada bakteri ylizey ile tam olarak temas
etmemekte, ancak aralarinda elektrostatik giicler, hidrofobik etkilesimler ve
Van der Walls giicleri gibi uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir.
Elektrostatik etkilesimler daha c¢ok itici giiclerdir, ¢iinkii bakteriler ve kati
yuzeyler negatif yuklidiir. Adezyonda hidrofobik etkilesimlerin rolii biiytiktiir.
Devaminda yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol etkilesimi,
hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve
hidrojen etkilesimleri olusmaktadir. Bakteri flagella, pili gibi organelleriyle
yuzeylere doniisimsiiz olarak baglanirlar. Yiizeye tutunan bakteri, membrana
bagh proteinlerden Extraseliiler Polimerik Substant (EPS) lretir. Baglanmayi

yuzey kolonizasyonu takip eder. Tutunan bakteri ilk koloniyi olusturur. Her



koloniyi bir sonraki koloni takip edecektir. Mikrokoloniler biyiidiikce
biyofilmin mimarisi de gelisir (Giin ve Ekinci, 2009). Bu mimari de tam hidrat ve
canli biyofilm voliimlerinin %15 hiicre, % 85 matriks materyali tarafindan
olusturuldugu ve hiicrelerin matrikslerinin cevreledigi farkli ytliksekliklerdeki
'kuleler' veya 'mantarlar’ igerisinde bulunduklar1 bildirilmistir (Donlan ve
Costerton, 2002; Cift¢i, 2005). Ayni zamanda biyofilmler, matriksleri icerisinde
yasamlarini siirdiiren hiicrelere esansiyel besinlerin ve oksijenin tasinmasina
imkan taniyan 'su kanallarina' sahip, ¢ok tabakali heterojen yapidadirlar
(Bothwell vd., 2003). Bakteri planktonik olarak son evrede biyofilmden
kopararak ayrilir ve artik yeni ytlizeyler i¢in tehdit arz etmektedir. Artan akis
kuvveti, i¢ enzimatik bozulma, EPS ya da ylizeye baglayan proteinlerin ac¢iga
cikmasi gibi hiicre icinde goriilen islemler biyofilm hiicrelerinin ayrilmasinda

onemli rol tistlenir (Akan ve Kinik, 2014).

Mikrobiyal biyofilmler konak savunma faktorlerine ve antimikrobiyal ajanlara
direnclidirler (Baillie ve Douglas, 1998). Biyofilmler poliniikleer 16kositlerin
kemotaksisinin inhibisyonu ile opsonizasyon ve fagositoz lzerinde olumsuz
etkinlik gostermektedirler (Potera, 1999; Jansen vd. 1989). Ik kez 1982’de
Christensen tarafindan Staphylococcus epidermidis i¢in tanimlanan slime faktori
protein, hekzoaminler, nétral sekerler ve fosforlu bilesikler gibi birgok
maddenin olusturdugu karisik bir yapidir (Cengiz vd.2006). Bu faktér %40
karbonhidrat ve %27 protein iceren glikokaliks yapisinda, hiicre dis1 bir
maddedir. Slime faktérii mikroorganizmalarin konak hiicreye ve yapay
ylizeylere adezyonundan sorumludur. Bu ylizeylerde fibrin ve fibronektin
faktori ile bir biyofilm tabakasi olusmakta ve bu biyofilmden olusan
mikroorganizma ¢ogu kez sepsise yol agmaktadir (Orhon vd., 1998; Karaca vd.,

2001). Biyofilm “slime” olarak ta adlandirilmaktadir (Veenstra vd., 1996).

Bir mikrobik biyofilm kendi kendini organize edebilir (autopoiesis), ¢evresel
diizensizliklere direnclidir (homeostasis), birlikte olduklarinda izole
olduklarindan daha etkilidir (sinerji), cevresel degisikliklere karsi tek tekil bir
bireyden ziyade birlikte karsilik verir (communality) (Caldwell vd., 1997;
Simsek ve Bulut, 2012). Biyofilm tabakasi igerisinde yasayan bakterilerin

hayatta kalma sanslar1 daha fazladir. Biyofilmin dis tabakalar1 hasar1 absorbe



ederken, i¢ tabakalarda stres yanitinin baslamasi i¢in zaman kazanilmis olur

(Costerton vd., 1999).

Biyofilm morfolojisi, ¢esitli parametrelerle incelenmistir: (i) biyofilmin
bulundugu alt tabakaya normal yonde substrattan maksimum uzakligi
tanimlayan ortalama kalinlik, boylece biyofilm igerisindeki tiim gozenekleri ve
bosluklar1 hari¢ tutmak (ii) ptruzlilik, kalinlik dagilimindan hesaplanan ve
biyofilmin heterojenligini tanimlayan bir miktar (iii) alt katman kapsami,
biyofilmin kapladig1 yiizey alani yiizdesi (iv) besin maddelerine maruz kalan
biyofilm alaninin fraksiyonunu yansitan yiizey-hacim orani ve (v) biyofilmin
toplam biyokiitlenin bir kestirimini saglayan biyofilmin biyo hacmi veya toplam
hacmi olarak ifade edilmistir (Heydorn vd., 2000; Chang vd., 2015). S6z konusu
biyofilm (Sekil 2.2) olusumu bakteriyel patojenitede ve 1srarci infeksiyonlarda
o6nemli rol oynar (Costerton vd., 1999; Middleton vd., 2002). Giiclii bir virtiilens

olan biyofilmin kimyasal kompozisyonu verilmistir (Cizelge 2.1.).



Cizelge 2.1. Biyofilmin kimyasal kompozisyonu (Jamal vd., 2015)

Bilesen (Component)

Matriksteki yiizdesi
(Percentage of matrix)

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

Biyofilmin planktonik bakteriden tistlinliikleri dort madde altinda toplanmuistir.

Bunlar sirasiyla (Donlan, 2002):

EPS cevreden besin maddelerini (C-N-POs gibi) konsantre ederek

bakterilerin kullanimina sunar.

Biyofilm olusumunda bulunan bakteriler antimikrobiyel maddeler, yiizey
gerilimi degistiren ajanlar, sicaklik, konakgiya ait fagositler, konakg1 oksijen
radikalleri, proteazlar gibi c¢esitli kosullara ve maddelere karsi direnglilik
gelistirirler. Bu direng, gelisimin durdurulup canliligin korunmasindan,
genetik dlizenleme ile yukari ya da asagiya dogru diizenleme ile

modifikasyona kadar degisen reaksiyonlar halinde gézlemlenir.

Tabakali dizilim sonucu ylizeyde bulunan ¢esitli bakteriler mekanik kalkan
etkilerinin yani sira; katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitorleri
salgilayarak antimikrobiyellere karsi i¢ yiizeyde bulunan bakterileri

korurlar.

Biyofilm parcalar1 koparak yeni ylizeylere yayilir. Planktonik bir hiicrenin

tutunmasindan daha kolay bir tutunma gergeklestirirler.



Sekil 2.2. Biyofilmin 3 boyutlu gortiniimii (Cizim: Bryan Christie) (Cift¢i, 2005)
2.2. Adezyon

ilk birka¢ saniye yani dokunma ani, basarih enfeksiyonlar icin genellikle
kritiktir. Balik viicudu ve dokular, bilindigi gibi bakterilerin yasamasi icin ¢ekici
bir ortam olup bakterinin bu bélgede biyofilm olusturarak yasamasi icin primer
bir motivasyon olusturmaktadir. Bakterinin viicudun herhangi bir bolgesinde
sabit kalabilmesini saglamak i¢in bir takim stratejileri vardir. Bakteri ytlizey
proteinleri, konak¢inin fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi
ekstraseliiller matriks proteinlerine yapisirlar. Bu adhesin ve matriks
proteinleri konakgi ile bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar (Patti vd.,
1994). Adherans sonrasi bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir
populasyona ulasmak icin ¢ogalirken diger yandan da biyofilm olusturma
ozelligine gore biyofilm yapimina baslarlar. Ilgingtir ki biyofilm bakterinin
adheransini arttirirken, biyofilm olusumunun baslamasi ile birlikte bakteri
adhezyon ve motilite faktorlerinin ekspresyonunda da bir baskilama olmaktadir

(Gilmore vd., 2003; Giivensen ve Ekmekgioglu, 2016).
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Sekil 2.3. Bakterilerin bir ylizey iizerinde olduklarini algilamalari (Anonim,
2018)

Bakteri adezyonu primer ve sekonder adezyon olmak lizere iki asamadan

olusmaktadir (Oztiirk vd., 2008):

2.2.1. Primer adezyon

Birgok fizikokimyasal degiskenin rol oynadigl bu baglanma geri doniisiimlii ve
gevsek bir baglanmadir. Bakteri ve uygun inert ylizeyler arasinda olugsmaktadir.
Adezyonun olusmasi icin Oncelikle bakteri, inert ylizeye yeteri kadar
yakinlasabilmelidir (<1nm). Bundan sonra adezyonun olusumu her iki yiizeyin
cekim ve itme giicine bagh olarak gelismektedir. Burada elektrostatik,
hidrofobik iliski, van der Waals giicii, 1s1 ve hidrodinamik gii¢ 6nemlidir.
Bakterilerin hemen tiimii ve inert yiizeyler negatif sarja sahip olup birbirleri icin
aslinda itme gilicii olusturmaktadir. Primer aderansta en o6nemli faktoriin
bakteri ve yiizeyler aras1 hidrofobik iliski oldugu bilinmektedir (Oztiirk vd.,
2008).

2.2.2. Sekonder adezyon

Bakteri yiizeyindeki pili, fimbria veya fibriller gibi ligandlarin 06karyot
hiicrelerdeki spesifik ligandlara baglanmasi ile olusan 6zgitl ve geri doniisiimsiiz
baglanmadir (Sekil 2.3). Biyofilmin maturasyonu, bakterinin yiizeye geri

donlisimsiiz olarak yapismasindan sonra baslamaktadir. Biyofilm gelistikce
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bakterinin aderans ve motilite faktorlerinin saliniminda da baskilanma
olmaktadir. Bir¢ok tiirde, biyofilm anyonik yapida olup esansiyel mineraller ve
besinlerin etraftan yakalanarak yogunlastirilmasini saglayan bir sistem
olusturmaktadir. Esasta, biyofilm 3 boyutlu ¢ekim giicii olusturup bulundugu
bakteriyi cevreleyerek bakterinin aderansini ve korunmasini saglamaktadir

(Oztiirk vd., 2008).

Tek bir bakteri tiirii veya birden fazla bakteri tiirii iceren ylizeye bagh
mikroorganizma popiilasyonlarina biyofilm denir. O'Toole ve Kolter (1998)
Pseudomonas fluorescens WCS365 susunda biyofilmi c¢alismislardir. P.
fluorescens’in, bir dizi besin maddesi lizerinde ve abiyotik bir ylizey lizerinde
biyofilm olusturdugunu bildirmislerdir. Biyofilm olusumunun erken baslamasi
icin protein sentezinin gerekli oldugunu belirten O’Toole ve Kolter, bir veya
daha fazla ekstrasitoplazmik proteinin abiyotik yiizey ile etkilesimde rol
oynadigini ve ortamin ozmolaritesinin, bakterinin biyofilm olusturabilme

kabiliyetini etkiledigini de bildirmislerdir.

2.3. Ekstraseliiler Polimerik Substant (EPS)’in Genel Ozellikleri

Ekstraseliiler Polimerik Substant (EPS) (Sekil 2.4) formlari hiicre duvar ile
birlesmis olabilen kapsiiler veya biiytik miktarlarda hiicre duvar1 disinda
biriken ve kiiltiir ortamina yayilan bagimsiz salgilar olarak iiretilen yapilardir.
Bakteriyel EPS’ler genellikle immunojeniktirler. In vitro ¢alismalarda EPS’lerin
varlig1 kat1 besi ortamlarinda mukoid koloni, sivi besi ortamlarinda ise oldukca
viskoz bir goriintiim ile tespit edilmektedir. Bakterinin dis ylizeyini kaplayan EPS
kapsiil veya slim formda olabilir. Kapsiiler EPS bakteri hiicre yiizeyindeki
fosfolipid veya lipid-A molekiillerine kovalent bag ile baglanmaktadir. EPS’yi
olusturan homopolisakkaridlerin ¢ogunlugu nétr olmasina ragmen bir ¢ok
bakteriyel EPS negatif yik tasir ve yiliksek kiitleye sahiptir. Ayrica
polisakkaridler hidrofilik 6zellik tasimakla birlikte ¢cogu polimerler lipofilik,
hidrofilik ve biyofilm yapisinda olabilen hetorojenlerdir. EPS’deki yapisal ve
diizenleyici genlerin tUretimi kromozomal veya plasmid DNA kodlu olabilir.
EPS’ler bakterinin olumsuz ¢evre sartlarindan korunmasini ve cesitli ylizeylere

tutunmasini saglamaktadir. Polisakkaritler, liretici suslar tarafindan katabolize
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edilemediklerinden enerji kaynagi degildirler, buna karsilik mikroorganizmay1
veya ortami kurumaya Kkarsi Korur, zararli veya diisman bir ortamdan
uzaklastirirlar (Moriello vd., 2003, Ophir ve Gutnick, 1994). EPS’'nin bakteriyi
koruma o6zelligi ayrica antibiyotiklere karsida fiziksel bir koruyuculuk seklinde
de ortaya cikmaktadir. Patojenlerinin trettikleri EPS’lerin virtilens faktorleri
olduklar1 da bilinmektedir. Sonug¢ olarak ytliksek molekiiler yapiya sahip EPS
bakterinin kararliligini ortaya koymaktadir (Yilmaz ve Yuval Celik, 2007).
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Sekil 2.4. Ekstraseliiler polimerik substant (EPS) (Sutherlve, 2001)

2.4. Biyofilmde Bakteriler Aras1 Haberlesme: “Quorum Sensing”

Adezyon ve biyofilm olusumunun, cevresel kosullara ve tek basina veya
birbiriyle uyum i¢cinde hareket eden birden ¢ok bakterinin katilimini gerektiren
karmasik bir mekanizmadir (Willems ve Bonten, 2007). Bu denli karmasik bir
yapinin olusumu, hiicreler arasinda iletisimi gerekli kilmaktadir; bu iletisim,
bakteriler tarafindan, konsantrasyona bagimh bir bicimde bakteriyel genlerin
diizenlenmesinde degisiklize yol acan kiiciik molekiillerin salinmasi ve
baglanmasi araciligiyla gerceklesir. Bu molekiiller, DNA alisveris sinyallesmesi
ve toksin yapimi gibi cesitli islevlere sahiptirler (Post vd., 2008). Biyofilm
ozelliklerinden bazilari; keratinositlere tutunma, c¢evreyi algilama genlerinin

ekspresyonu ve In vitro biyofilm olusturma sayilabilir (Wang vd., 2005).
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Cevreyi Algilama Sistemi “Quorum Sensing (QS)” hayatina devam etmek i¢in
bakteriye gli¢ katan bir sistemdir (Chu vd., 2015). Bakterilerin kendi aralarinda
‘Ben buradayim’ mesaji veren bir iletisim mekanizmasi vardir. Bu mesaj1 da
molektller araciligiyla gerceklestirirler (Camara, 2007). Baliklarda hastalik
yapabilmek icin bakteriyel patojenler birbirlerine gonderdikleri bu sinyal
molektlleri ile birbirlerini hissederek istedikleri ¢ogunluga ulastiklarim
anladiklar1 anda virtilens faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarini
tetikler ve konak iizerindeki etkisini gosterirler. QS; viriilens, intraselliiler
tireme ve biyofilm formasyonu ile iliskili biyolojik 6neme sahip bir fenomendir

(Harraghy vd., 2007).

Hatta cevreyi algilamanin kontroliindeki en etkili viriilens faktorii olan biyofilm;
cansiz ya da canli bir yiizeye tutunmus bircok bakterinin salgiladiklar1 mukoz
yapl icerisinde bir araya gelmesiyle olusan,“mikroplar sehri” (Watnick ve Kolter,

2000) olarak nitelenmistir (Nurcan, 2010).

2.5. Biyofilmlerle ilgili Balik Enfeksiyonlar:

Listeria, Salmonella, Shigella, Vibrio, Bacillus ve Aeromonas gibi biyofilm
olusturan patojenik tiirler akuatik ortamlarda hastaliklara neden olmaktadirlar

(Mortensen, 2014).

Biyofilmler bakterilerin birbirleri arasinda horizontal gen transferi yapmasi icin
elverisli ~ ortamlardir. Horizontal gen transferi bakterilere, balik
enfeksiyonlariyla miicadele de antimikrobiyal direnci gibi adaptif mutasyonlar

gelistirmeleri avantajini saglamaktadir (Jurcisek ve Bakaletz, 2007).

Voung vd., 2004’de, polisakkarit Inter Selliiler Adhesin’i (PIA) yikict mutasyon
gecirmis bakterilerde, polimorfoniikleer lékositlerle fagositoz ve oldiirmeyi
arttirdigini bildirmOislerdir. Yasuda vd., 1994’de, biyofilm icerisinde gelisen
E.coli hiicrelerini fagositoza duyarl biyofilm dis1 bakteriler ile siispanse etmis ve
In vitro olarak polimorfontikleer 16kositlerinin 6ldiriicii aktivitesine karsi daha
az duyarh olduklarini saptamislardir. Buna dayanarak fagositoza direncteki
artisin, biyofilm bakterilerinin polimorfoniikleer l6kositlerdeki oksijen ile

oldirilemeyen, direncli tiirler ortaya ¢iktig1 hipotezini 6ne stirmiislerdir. Buna
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gore, enfeksiyonlardaki biyofilmlerden ayrilan bakterilerin immiin sistemi

asarak enfeksiyon olusturmaya daha hazir oldugunu ifade etmislerdir.

Shiau ve Wu (1998) S. epidermidis tarafindan iiretilen ekstraselliiler slime

faktoriiniin makrofaj fagositik aktivitesine engel oldugunu saptamistir (Ataol,

2011).

2.6. Biyofilm inhibisyonu

Biyofilm bakterilerinin konvensiyonel yontemlerle (antibiyotikler, biyositler,
dezenfektalar, antimikrobiyal ajanlar gibi) oldiriilmesi etkili olamamaktadir.
Antimikrobiyal ajanlarin bakteri hiicrelerini inaktive edebilmesi i¢in, matriks
icerisinde yayilmasi gerekmektedir. Biyofilm matriksini olusturan ekstreselliiler
polimerik maddeler antimikrobiyal molekiillerin yayilim hizin1 yavaslatmakta
ve matriks ajanlariyla iliskisini kesmektedir (Patti vd., 1994). Antimikrobiyaller
hem c¢evre tlzerine tehlikelidir hemde klinik agidan hasta balik iizerinde toksik
etki de gosterilebilir. Antibiyotikler ise patojenik biyofilm enfeksiyonlarinin
inatgiliklarin1  arttirmaktadir. Biyofilmi tamamen yok etmenin Kklasik
yontemlerle miimkiin olamayacag bilinmektedir. Kontamine EPS ve biyofilm
icerisindeki bakteriler genetik degisimlere de ugrayabilmektedirler. Bu nedenle
biyofilmin engellenmesi sarttir. Biyofilme izin vermemek i¢in biyositlerin
biyodispersanlar, biyosiirfaktanlar gibi c¢esitli antibiyofilm maddeler
uygulanabilir. Quorum Quenching (QQ) ile QS molekiillerinin {retiminin
Oonlenmesi, parcalanmasi veya inhibisyonu, QS sinyalinin alinmasinin 6nlenmesi
stratejileri lizerinde ¢alisilmahdir. Enzimatik yontemlerle miicadele edilinebilir.
Slime tabakanin yapiskanimsi jel o6zelliginin giderilmesinde enzimlerin

selatlayici maddelerle kombinasyonu degerlendirilebilinir (Ceyhan, 2008).

2.6.1. Biyofilm inhibisyonunda kullanilan bazi1 maddeler

Glntimiizde tiiketicilerin saglikli ve dogal iirlinlere olan ilgisinin artmasi nedeni

ile yeni ve dogal antimikrobiyallere ihtiyac giderek artmaktadir (Xu vd., 2014).
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2.6.1.1. Lizozim

Lizozim, Alexveer Fleming tarafindan 1922 yilinda kesfedilmis ve yumurta aki
albiimininden elde edilmis antimikrobiyal maddedir. Diinya Saghk Orgiitii ve
Gida ve Tarmm Organizasyonu 1993 yilinda, lizozimin toksik olmadigini
bildirmistir. Bunun yaninda lizozim, Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde
nisin gibi ‘GRAS’ (Generally Recognised as Safe) statiisiinde yer almaktadir
(Ustiinkol, 2006). Lizozim spesifik bir antikor olarak baligin mukusunda dogal

olarak da bulunmaktadir (Balta, 2016).

2.6.1.2. Malik asit

Malik asit ilk kez Carl Wilhelm Scheele tarafindan 1785 yilinda elma suyundan
izole edimistir (Carl Wilhelm Scheele, 1785). Malik asit, kayisi, bogiirtlen, yaban
mersini, kiraz, lizlim, mirabelles, seftali, armut, erik ve ayva da dahil olmak
lizere bir¢ok meyvede ana asittir (Tabelle I of Fruchtsauren, 2016). Yasayan
canli hiicrelerin mitokondrilerinde yer alan bir enerji dongilisii olan Krebs
dongiisiiniin, 6nemli bir ara basamagidir. Sahip oldugu essiz o6zellikleri
sayesinde sagliga ¢cok sayida faydalar1 vardir. Hos ve kalici eksimsi aromaya
sahip olmak, yiiksek c¢ozinitrlik, disik erime noktasi, diisiik higroskopik
ozellikleri, metal iyonlarn ile selat yetenegi, harmanlanabilir olmasi bu

faydalardan bazilaridir (Anonim, 2018).

Organik asitler arasinda malik asit (Sekil 2.5) bircok gidada bulunan bir organik
asittir. Malik asit uygulamasinin Monocytogenes, Escherichia coli gibi bir¢ok
patojen lizerinde antimikrobiyal etkili oldugu bulunmustur (Raybaudi-Massilia,
2009). Yapilan calismalarda malik, sitrik, laktik ve tartarik asitlerin
antibakteriyel etkileri oldugu belirlenmistir (Eswaranveam vd., 2004; Lu vd.,

2011).

Malik asit uygulamasi %1 ve %2 konsantrasyonda 5 dakika siire ile tavuk etleri
lizerinde Monocytogenes lizerinde denenmis ve %2 malik asit uygulamasinin

inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir (Gonzalez-Fveos ve Herera, 2013).
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Sekil 2.5. Malik asit (Anonim, 2018)

2.6.1.3. Sarimsak yagi

Sarimsak (Allium sativum L.) ¢ok eski yillardan beri halk hekimliginde tedavide
kullanilmaktadir. Sarimsakta bulunan en 6nemli kimyasal bilesikler siilflir
(Allisin, Ajoen ve Diallylstlfiir) bilesikleridir. Bunlardan allisin; antibakteriyel,
antifungal, antiparazitik ve antikarsinojenik 6zelligi kanitlanmis bir maddedir

(Ozgelik vd., 2007).

Sarimsak Liliacae familyasindan soganl bir kiltir bitkisidir. Vatani 6n ve Gliney
Asya’dir. Uretim sekilleri ve genetik 6zelliklerindeki farkliliklar nedeni ile
bitkinin kimyasal bilesiminde de farkliliklar olusabilir. Sarimsakta bulunan
kimyasal maddelerin bilimsel olarak arastirilmasi 1892 yilinda Alman
kimyacilardan Schemimler ve Weltheim ile baslamis ve daha sonra ¢ok sayida
aragtiricl sarimsagin kimyasi ile ilgilenmistir (Amagase vd., 2001; Ozcelik vd.,

2007).

Sarimsak 200 den fazla kimyasal bilesik igcermekte olup bunlarin en
onemlilerinden bazilar1 kikiirt ihtiva eden bilesiklerden (alisin ve ajoene)
olusan ucucu yaglar ve enzimler (alinaz, peroksidaz ve mirasinaz),
karbonhidratlar (sakaroz, glikoz), mineraller, aminoasitler, A, B1, B2, Niasin ve
C vitaminidir. Keskin kokusunu veren allil siilfit, kiikiirtlii ve eterli yaglardan
olusmustur (Baytop, 1999; Kiitevin ve Tiirkes, 1987). Sarimsaga 6zel koku ve
lezzeti veren tasidigi kiikiirtlii ugucu yagdir (Baytop, 1999; Ayaz ve Alpsoy,
2007).

Sarimsak yagi sarimsak tanelerinden buhar distilasyonu ile ¢ikarilan 6nemli bir
yag uriniidir. Sarimsak yagi bilesikleri baslica 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). Seyreltilmemis sarimsak yaginin daha detayl analizi

Cizelge 2.2.'de verilmistir.

Cizelge 2.2. Seyreltilmemis sarimsak yaginin analizi (0’Gara vd., 2000)

Bilesenler 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 icindeki degerler ytizdeleridir

2.6.1.4. Kekik yag

Diinyada yaklasik 100 tiir iceren 6nemli bir aromatik bitki olan Thymus vulgaris
L. (T. vulgaris) tibbi amach ve mutfak yemeklerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Thymus cinsi bitkiler 6nemli tibbi bitkilerdir, bu bitkilerin
esansiyel yaglar cesitli terapotik 6zelliklerinden dolay1 6nemle tavsiye edilir ve
genellikle kekik yag1 olarak bilinir (Daugan ve Abdullah, 2017). Kekik ugucu
yaginin kimyasal kompozisyonu Cizelge 2.3.de verilmistir. Thymus tiirleri,
farmakolojik ve biyolojik 6zelliklerinden dolay: sifali bitkiler olarak diisiinliir.
Bu o6zellikleri ana bilesenleri monoterpen fenollerden olan timol ve karvakrola
baghdir. Taze kekik, tiim otlar arasinda en yiliksek antioksidan diizeyine sahiptir
(Daugan ve Abdullah, 2017). Cizelge 2.4.’de T. vulgaris'teki sec¢ilmis kimyasal

bilesenler listesi detayli olarak verilmistir.
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Cizelge 2.3. Kekik ugucu yaginin kimyasal kompozisyonu (Fatimah, 2014)

Bilesenler Formiil Nispi konsantrasyon (%)
3-Hxenol CeéH120 0,1
a-Tujene C1o0H16 1,52
o-Pinene C1oH1s 1,31
Camphene C1oH1s 0,75
Sabinene C1o0H16 0,84
3-0Otenol CsH160 0,36
3-Otanone CsH160 0,2
B-Myrcene CioH1 0,67
3-Otanol CsH1s0 0,21
a-Pellverene C1oH1s 0,1
6-3-Carene Cio0H1e 0,11
a-Terpinene C1o0H16 2,36
p-Cymene C10H14 7,61
Sylvestrene C1oH1s 0,34
1,8-Cineol C10H180 0,57
cis-Oimene C1o0H16 0,22
B-Oimene C1oH1s 0,2
y-Terpinene Cio0H16 9,5
cis-Sabinene C10HsO 0,1
3-Nonenol CoH200 0,12
3-Nonene CoH1s 0,22
a-Terpinolene C1o0H16 3,27
Linalool C10H180 0,93
Terpineol C10H180 1,37
Carene C1o0H16 0,35
E-Citral C10H160 0,54
3,4-Octadienal CgH140 0,23
Verbenol C10H160 0,12
endo-Borneol C10H180 0,1
4-Terpineol C10H180 1,44
a-Terpineol C10H180 1,63
Dihydrocarvone C10H160 0,1
Decanal C10H200 0,12
9- p-Menthenol C10H160 0,23
2,6-Octadienal CsH120 0,14
Anisole C7H180 0,23
Geraniol C10H180 0,1
Citral C10H160 0,24
Thymol C10H140 54,26
Carvacrol C10H140 4,42
Octadienoic acid C18H120 0,1
Geranic acid C10H1602 0,3
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Cizelge 2.4. T. vulgaris'teki secilmis kimyasal bilesenler listesi (Hina vd., 2013)

Kimyasal Bilesen  Biyolojik Aktiviteleri

Antiseptik, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan

Timol ozellikler

Antimikrobiyal, antitrombotik, antiinflamatuar (antiiltihap),
Karvakrol : . ) e

asetil kolinesteraz dnleyici 6zellikler
Linalol Antiviral etki, antiinflamatuar (antiiltihap),

antioksidan, antinosiseptif ve analjezik etkinlik

Antikanserojenik, antiinflamatuar (antiiltihap),
Apigenin antiprogresyon (hastaligin ilerlemesini durdurma),
antiviral ve antioksidan 6zellikler

Norokoruyucu, antikanser, antibakteriyel ve antianafilaktik

Ojenol faaliyetler

Astringent (Kanamay1 durduran), antialerjik, antimutajen,

Rosmanirik Asit L Ao 4 s
antioksidatif ve antiinflamatuar (antiiltihap)

2.7. Farkl Yiizeylerde Biyofilm Olusumu

Biyofilmler, yaygin olarak kati-bagh yapilar olarak degerlendirilmesine ragmen,
prensipte hava-sivi, sivi-sivi, kati-sivi veya hava-kati ara ytzleri de dahil olmak

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

Adezyon ve biyofilm paslanmaz celik, gida ylzeyi, cam, kauguk, ahsap ve
polipropilen (protez cihazlari, kateterler, implant, yapay organlar gibi)
yuzeylere belirli kosullar altinda yapisir ve yiizey ile etkilesime girerek hiicresel

biiytimeyi baslatir (Karaca, 2011; Di Ciccio vd., 2015).

Bakteriyel biyofilmin farkl ylizeylere tutunmasinin bir 6rnegi Sekil 2.6'de teflon

uizerine E. coli biyofilmiyle gosterilmistir.

Metal yiizeylerdeki (bakir, ¢esitli alasimlar, paslanmaz, galvanizli ve karbon
celik) mikrobiyolojik korozyon, mikroorganizmalar ve onlarin metabolik
trlnleri olan enzimler, hiicre disi polimerik maddeler, organik ve inorganik
asitler, H2S ve amonyak gibi ucucu bilesiklerle iligkilidir. Mikroorganizmalarin
metal yiizeyi ile kurdugu iliski ve etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan
elektrokimyasal reaksiyonlar metalin ¢oziinerek korozyona ugramasina sebep
olur (Beale vd., 2014). Mikroorganizmalar, sadece metal yilizeylerin
korozyonundan degil beton, ahsap ve plastik gibi yapilarin da asinmasindan

sorumludur (Gors vd., 2007; Javaherdashti, 2009; Dogruoz, 2014).
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Materyallere bagl olarak bakterilerin tutunma oranlar1 degerlendirildiginde
farkli ortam karakterlerinde tutunmanin da farkliliklar gésterecegi yoniindedir

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

Yuzey puruzliligi ve serbest yiizey enerjisi (SYE) bakteri adezyonunun sadece
materyalin ylzey yapisiyla ilgili degil ayn1 zamanda ylizey puruzlilugiyle de
ilgili oldugu ve yiizey puruzliliginin plak birikim miktarini belirlemede en
onemli faktor oldugu bildirilmistir (Auschill vd., 2002; Larson, 2011). Pirizli
yuzeylerin SYE'nin fazla olmasi nedeniyle plak olusumuna daha yatkin oldugu
ve cilalanmis yiizeylerin genellikle diisiik yiizey enerjisine sahip oldugu
belirtilmistir (Larson, 2011). In vivo ve In vitro kosullarda, ptriizli ylzeydeki
bakteri birikiminin iyi cilalanmis ylizeyden ¢ok daha fazla oldugu; ancak ytizey
purizliligiinin  gen¢ biyofilm adezyonunu etkiledigi ve biyofilm
biiylime/olgunlasma sonrasi yilizey piiriizliliigiiniin biyofilme olan etkisinin

olmadig bildirilmistir (Dezelic, 2009).

Yiizeyin diizensiz olusu mikroorganizmanin tutunmasini ve kolonizasyonunu
artirir. Bunun nedeni olarak diizensiz yiizeylerde suyun koparma kuvvetinin
olduk¢a az olmasi ve bu noktalarda yilizey alaninin artmasi 6ne siiriilmektedir.
Tutunulan ytlizeyin kimyasal 6zellikleri de tutunma hiz ve boyutuna katki yapar.
Mikroorganizmalar teflon ve bazi plastikler gibi hidrofobik nonpolar yiizeylere,
cam ya da metal gibi hidrofilik ylizeylerden ¢ok daha hizli tutunabilmektedirler
(Sutherlve, 2001; Kojic ve Darouiche, 2004; Sapmaz Karabag, 2010).
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Sekil 2.6. Teflon iizerinde Escherichia coli biyofilminin taramali elektron
mikroskobuyla gértuntilenmesi (Khelissa vd., 2017)

2.8. Balik Patojenleri

2.8.1. Staphylococcus warneri

Microcococcaceae ailesinin tiyesi olan stafilokoklar hareketsiz aerobik ortami
tercih eden fakat fakiiltatif anaerob gibi de davranabilen Gram pozitif koklardir.
Insanlarda ve hayvanlarda cilt florasinin bir parcas1 olarak bulunan ortak bir
komensal organizmadir. Deri bitiinliglintin bozulmasi durumunda deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, bakteremi, kardiyovaskiiler, kas ve iskelet,
merkezi sinir sistem enfeksiyonlar: gibi bir¢cok hastaliga sebep olurlar (Sharon,
2006; Khorshed ve Ozbal, 2012). Stafilokoklar ilk kez 1878'de Robert Koch
tanimlamis, 1880’de Pasteur siv1 besiyerinde iiretmis ve 1881’de iskogyal
cerrah Alexveer Ogston fare ve kobaylar icin patojen oldugunu vurgulamistir.
Karakteristik kiimelenmeler yaptiklarindan dolay1 Alexveer Ogston tarafindan

incelenmistir (Waldvogel, 2000; Bat1 Kutlu, 2006).

Glintimiize kadar Staphylococcus genusunda 33 tiir ve 17 alt tiir saptanmistir.
Stafilokok tiirleri DNA/DNA iligkileri ve fenotipik 6zelliklerine gére en az dort
grup altinda toplanabilirler. S. epidermidis grubunda; S. epidermidis, S. capitis, S.
warneri, S. haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus tiirleri, S. saprophyticus

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

almaktadir (Waldvogel, 2000; Bat1 Kutlu, 2006).

S. warneri baligin cilt altinda lokalize olan, nadiren insanlarda enfeksiyon
olusturan oportunist bir balik patojenidir (Gil vd., 2000). S. warneri (Sekil 2.7)
katalaz-pozitif, oksidaz-negatif ve koagiilaz-negatiftir. Diger koagiilaz negatif
stafilokoklarda oldugu gibi, bagisiklik sistemi bozulmus hastalarda zaman
zaman enfeksiyona neden olur. Kolonileri genellikle bej, bronz veya sari, bazen
portakal renklidir ve 35°C'de 48 saat inkiibasyondan sonra yaklasik 2-4 mm
capindadir. Optimum biiytime sicaklig1 30-40°C'dir (Kloos ve Schleifer, 1975).

Ulkemiz yetistiriciligi yapilan ana¢ gokkusagi alabaligindan (Oncorhynchus
mykiss) ve Atlantik salmonundan (Salmo salar) S. warneri patojeni izole edilmistir

(Metin vd., 2014).

00
5@

&%)
Sekil 2.7. S. warneri (SEM) (Anonim, 2018)

Ic&:.V gpot Magn Det WD F—— mew 3
130.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph 97-11-49

2.8.1.1. S. warneri’'de biyofilm iiretimi

Stafilokoklarin, ¢esitli yiizeylere yapisabilme ve biyofilm olusturabilme
ozelliklerinin oldugu bilinmektedir. Stafilokoklarin biyofilm olusturmalarinda

icaADBC gen lokusu tarafindan kodlanan polisakkarit interselliiler adhesin (PIA)
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en onemli rolii Gistlendigi gosterilmistir (Donlan ve Costerton, 2002; Arciola vd.,

2015).

S. warneri de diger Gram pozitif bakterilerde oldugu gibi biyofilm olusturur
(Molobela vd., 2010). Bu biyofilmler antimikrobiyal ajanlarin girisine karsi
fiziksel bir bariyer olusturur ve elde edilen hasta baliklar arasinda kronik

enfeksiyonlarin patognomik oldugu diistiniilmektedir (Zineb vd., 2014).

2.8.2. Aeromonas sobria

Aeromonas tirleri, gida, icme suyu, kanalizasyon, ¢evresel su ve insan klinik
ornekleri gibi bir¢ok kaynaktan izole edilebilen Gram negatif, fakiiltatif
anaerobik bakterilerdir. Bu organizmalarin, sporadik diyare veya dizanterinin
etken ajanlar1 oldugu bilinmektedir, Ayrica yasami tehdit eden ekstraintestinal
enfeksiyona neden olurlar. Baz1 fenotipler d-glikozu asit ve gazda fermente

ederler ve hiicre disi hemolizin gosterirler (Shiina vd., 2004).

A. sobria Gram negatif, cubuk sekilli, spor olusturmayan, hareketli, fakiltatif
anaerobtur (Sekil 2.8). Bu bakteri yaygin olarak tiim diinyada toprakta ve cesitli
su sistemlerinde bulunur. A. sobria tiirtiniin ¢cogunlugu epitelyal dokuda degil

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

A. sobria; Ulkemizde Atlantik salmonundan (Salmo salar) (Karatas, 1996),
Gokkusag alabaligindan (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), Cipuradan (Sparus

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

(Oztiirk, ve Altinok, 2014).

Sekil 2.8. A. sobria (SEM) (Ding vd.,2017)
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2.8.2.1. A. sobria’da biyofilm iiretimi

Aeromonas tiirleri polar ve lateral flegella olmak uzere iki farkli flagellar sisteme
sahiptir (Gavin vd., 2002; Rabaan vd., 2001). Aeromonas’larda her iki flagella
(polar ve lateral) sisteminin tutunmada kritik rol oynamaktadir ve her iki
flagella sistemi Aeromonas’larin biyofilm olusumunu kolaylastirmaktadir. Polar
flagella ylzme hareketinde ve baslangi¢ tutunmasinda, lateral flagella ise

hiicrelerin kolonizasyonunda rol oynamaktadir (Kirov vd., 2003).

Rahman vd., 2007°’de kalict Aeromonas klonlarinin tiim izolatlarinin giigli
biyofilm olusum yetenegi sergiledigini gostermistir. C-di-GMP (cyclic di-GMP)
bircok bakteride biyofilm olusumunu diizenler. C-di-GMP sinyalizasyonunun
etkisini arastirmak i¢in Salmonella typhimurium'dan bir A. sobria susuna
heterolog GGDEF ve EAL alan proteinleri tanitmislardir. GGDEF alan proteini
AdrA'nin asir1  ekspresyonu, c-di-GMP konsantrasyonunu ve biyofilm
olusumunu arttirmistir ve hareketliligi azaltmistir. Duyarl sinyal molekiilii C4-
homoserin lakton iiretimi ve su bitkisi ve amoeba ytizeylerine yapismasi arttgini
belirtmislerdir. Ote yandan, EAL alan protein YhjH'nin asir1 ekspresyonu,
biyofilm olusumunu ve hareketliligini arttirmistir. AdrA GGDEF etkin proteini A.
sobria AEW43'teki c-di-GMP seviyesini degistirerek cok hiicreli davranis bicimi
gostermistir. Suda yasayan yabani otlara ve serbest yasayan hayvan (amoeba)
ylzeylerine yapismay1 ve biyofilm olusumunu diizenlemistir. Ayrica, A. sobria
AEW43'teki C4-HSL molekiiliiniin seviyesini de etkilemistir. C-di-GMP'nin hiicre
ici konsantrasyonu ve g¢ekirdek derisiminin hiicre dis1 yogunlasmasi, biyofilm
olusumunda kritik bir rol oynadigindan, biyofilm gelisiminin molekiiler
mekanizmalarin1 arastirmak i¢in yeni bir odak olarak C-di-GMP sinyali ile
quorum sensing molekiillerinin arasindaki baglantiy1 aydinlatmanin 6nemini

vurgulamiglardir.

2.8.3. Yersinia ruckeri

Y. ruckeri, Enterobacteriaceae familyasina aittir. Yuvarlak u¢lu Gram negatif
cubuklardir. Aktif olarak biiyiiyen hiicreler yaklasik 0,75 pum ¢apinda ve 1,0-3,0
um uzunlugundadir. Spor yapmayan bu bakteri, kapsiil icermez. Flagella her
zaman mevcut olmadigindan, Y. ruckeri suslari degisken motilite gosterir (Sekil
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2.9) (Davies ve Frerichs 1989). Enterobacteriaceae ailesinin diger tlyelerinde
oldugu gibi, Y. ruckeri, glikoz fermentatif, oksidaz-negatif ve nitrat indirgeyicidir
(Ross vd., 1966). Y. ruckeri suslarinin fenotipik 6zellikleri yoniinden homojen
bir yapr sergiledigi icin diger tiirlerden ayrimi biyokimyasal testler ile
yapilabilir. Y. ruckeri'nin fenotipik 6zellikleri; B-galaktosidaz, lizin dekarboksilaz
ve ornitin dekarboksilaz (+) Hz2S ve indol (-)'dir. Y. ruckeri, inositol, ramnoz,
sukroz, melibiyoz ve arabinozdan farkl olarak glikoz ve manitol fermente eder

(Frerichs, 1993).

Y. ruckeri, salmonid baliklarinda 6nemli ekonomik kayiplara yol agan Yersiniosis
veya Enterik Red Mouth (ERM) hastaliginin etkenidir. Enfeksiyon, viicut
ylizeyinde ve i¢ organlarda hemorajilerle birlikte septisemik bir duruma neden
olabilir (Tobback vd., 2007). ERM, konjestif veya hemorajik zonlarin varlig ile
karakterizedir. Cesitli doku ve organlarda, o6zellikle de agiz cevresinde ve
bagirsaklarda bulunur. Patojenin dagilimi, tasiyici baliklar, su omurgasizlari ve

kuslar gibi vektorlerle gerceklesir (Coquet vd., 2002).

Gokkusagr alabaliklarinda Yersiniozis genellikle 10g’'a kadar agirhikdaki
baliklarda siddetli enfeksiyonlara neden olmakta 50g ve daha biiyiik baliklarda
ise kronik formda seyretmektedir. Enfeksiyonun siddeti 15-18°C su
sicakliklarinda en yiiksek diizeye ulasirken ve 10°Cnin altindaki su
sicakliklarinda ise diismektedir. Asir1 yagh ya da asir1 zayif baliklarin salginlara

daha duyarli olduklar: belirtilmektedir (Rucker, 1966; Duman, 2017).

Hastalik, ozellikle somon balig1 iizerinde goriilmesine ragmen, diger balik
tirlerini de etkilemektedir (Horne ve Barnes, 1999). Hastalik simdi yaygin
olarak goriilmektedir ve Kuzey Amerika, Avustralya, Glney Afrika ve Avrupa
tilkelerinde bildirilmistir (Tobback vd., 2007). Y. ruckeri, Turkiye'de ilk kez 1991
yiinda Timur ve Timur tarafindan Giliney Anadolu’da bir gokkusagi alabalik
yetistirme tesisinden izole edilmistir (Timur ve Timur, 1991). Y. ruckeri suslari
arasinda serolojik farklhiliklar bulunmakla birlikte, biyokimyasal o6zellikleri
acisindan ¢ok benzer serotiplere sahip olduklari belirtilmektedir (Busch, 1982).
Bununla birlikte, baz1 suslarda metil kirmizi (MR), voges proskauer (VP), lizin
dekarboksilaz, arginin dihidrolaz ve laktoz fermentasyon testi sonuglarinda

farkhiliklarin saptanabilecegi bildirilmektedir (Stevenson vd. 1993). Sorbitol
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fermantasyon yeteneginin Y. ruckeri suslar1 arasinda degisebilecegi ve serotip 2

suslarinin, diger suslardan sorbitol fermantasyon yetenegi ile farklilasabilecegi

belirtilmektedir (Altun vd., 2013).

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

2.8.3.1. Y. ruckeri’de biyofilm iiretimi

Biyofilm balik ciftligi tanklarinda potansiyel bir enfekiyon kaynagidir (Coquet
vd., 2002). Quorum Sensing (QS) denilen sistemle bakterilerin tirettigi diisiik
molekiil agirhikli molekiiller, hiicre dis1 ortamda birikirler. Bu molekillerin
miktar esik degere ulastigl zaman populasyonun cevabi uyarilir (Ulusoy, 2007).
Bu cevaplardan en etkilisi biyofilm olusumudur (Sequences, 2008). Yersinia
bakteri tiirleri QS adi1 verilen bu mekanizmayla ortamda kendi yogunluklarini
algilayabilir ve biyofilm olusturabilir. Y.ruckeri QS sisteminin dizenledigi N-Acil
homoseri lakton molekiilerinden biri olan 30x0-C8-HSL molekiiliiyle viriilens
glicii biyofilmi tliretmektedir (Delshad vd., 2018). Y. ruckeri’de flagellar
proteininin asir1 salgilanmasi durumunda bu bakterinin karakteristik 6zelligi
olan  yapiskanlign  artmakta ve biyofilm  olusturabilme Kkabiliyeti
kazanabilmektedir. Bu durum Y. ruckeri’'nin sedimentte ve diskida uzun siireler

canli kalabilmesini saglamaktadir (Coquet vd., 2002).

2.8.4. Flavobacterium psychrophilum

Bacteriodetes'e ait olan, psikrofilik, Gram negatif bakteriyel bir ¢ubuktur
(uzunluk olarak 3-5 um). Bakteriyel soguk su hastaliginin (BCWD) etkenidir ve
ilk olarak 1948'de izole edilmistir (Starliper, 2011). 0.75-1.0 pm genisliginde 3-
5 pm uzunlugunda degisen gram-negatif bir bakteridir. 16°C'nin altindaki
optimum biiyiime sicakligina sahip soguk, temiz sularda bulunur. Cytophaga

Agar'da biiytirken, F. psychrophilum ¢ap1 3 mm'den biiylik olmayan ince yayilan
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kenarlara sahip parlak sari1 koloniler iiretir. Sar1 pigmentasyonu nedeniyle,
orijinal olarak bir miksobakteri olarak kabul edilir. Motivasyon, kayma, pili veya
flagella kullanimini icermeyen hareket ile elde edilir. Bakterijelatin
hidrolizi, albiimin sindirimi, tributirin sindirimi, tributrin hidrolizi, E. coli hiicre
otolizi ve kazein hidrolizi icin pozitiftir. Balik konake¢ida, patojen, yumurtlayan
yetiskinlerin deri/mukus, solungag, beyin, assit, lezyon, mukus, bébrek, dalak ve
tireme diskilar1 gibi dis ve i¢c bolgeler lizerinde bulunabilir. Kolonizasyon,
konake¢idaki soluk beyaz alanlar tarafindan belirgindir (Hesami vd. 2011).
kesinlikle aerobik metabolizmaya sahiptir, fakat karbon ve enerji kaynagi
olarak karbonhidratlari kullanamaz. Bunun yerine, karbon ve enerji igin
peptidlere dayanir. Genomu, 2,432 protein kodlama genini icerecegi tahmin
edilen 2,861,988 bp'lik bir dairesel kromozomdan olusur. Ailenin gevre tliyeleri
ile karsilastirildiginda, muhtemelen sinirli ekolojik nis ile ilgili kii¢iik bir genom
vardir. Genom, konak¢inin dokularinin virtilansina ve tahribatina katilan 13
varsayllan salgilanmis proteaz1 kodlar. Ayrica, genom, doku yikimi icin
proteazlar ve konak doku hasarindan sorumlu olan proteinler tiyol ile aktive
edilmis sitolizler ile birlikte ¢calisan bakteri hemolizini kodlar (Duchaud vd.,

2007).

F. psychrophilum salmonid baliklarda o6zellikle kuluckahane sicakliginin 10°C’
nin altina diistiigu sicakliklarda goriilerek alabalik larva ve yavrularinda yiiksek
mortaliteye sebep olan bulasici bir hastaliktir. F. psychrophilum’un saghkl
baliklarin viicut yilizeyinde, ovaryum, sperm, sindirim sistemi ve saglikl
baliklarin solunga¢ mikroflorasi iginde bol miktarda mevcuttur. Ayrica etkenin
hasta ana¢ baliklarin yumurtalarina buradan da yavru baliklara vertikal

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

F. psychrophilum’un sebep oldugu enfeksiyon bakteriyel soguksu hastalig
olarak bilinmektedir. Hastaliga yakalanan baliklarin sirt kisminda igeriye dogru
bir oyuk olusturdugu ic¢in hastaliga “Eger hastaligl” da denmektedir. Ayrica
gokkusag alabaligl fry sendromu (RTFS) olarak da isimlendirilmektedir (Balta,
1997; Timur vd., 2003, Kubilay vd., 2009).
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RTFS son 10-15 yil boyunca Avrupa’min biiyiik bir bélimiinde o6zellikle
gokkusag alabaliklar1 hagerilerinde en ciddi bakteriyel hastaliklarindan biri
olarak bildirilmektedir (Madsen vd., 2008; Barker vd., 1989).

F. psychrophilum 0,2-2gr’ ik salmonid baliklarin ¢ok duyarl oldugu, fingerling
ve daha biyik baliklarin ise bu hastaliktan etkilenebildiklerini ancak

mortalitenin diisiik oldugu tespit edilmistir (Balta, 1997; Toranzo vd., 1993).

F. psychrophilum (Sekil 2.10) hasta baliklardan izole edilebildigi gibi saghkl
gorinen baliklarindan da izole edilebilmektedir. Herhangi bir hastalik
semptomunu gostermeyen F.psychrophilum’ un latent tasiyicilart hastaligin
potansiyel kaynagi olabilirler. Bu patojenin konak¢1 disinda nutrient ilave
edilmeden steril bir suda uzun bir periyot canl kaldig: bildirilmektedir. Derinin
ve yiuzgeclerin mekanik yaralanmasi1 ile olusan portantrelerden F.

psychrophilum’un balig1 girebildigi belirtilmektedir (Holt, 1987).

F. psychrophilum siit, ovarian sivisi, balik yumurtalarinin eksternal ve internal
bolgesinden izole edildigi ve anag baliklarin da bu patojenin tasiyicisi ve kaynagi
olabilecegi bildirilmektedir. Salmonid yumurtalar1 ve keseli frylarda kabuk
yumusamasina, yumurtanin erken ¢atlamasina, yumurta kesesinin yirtilmasina

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

2.8.4.1. F. psychrophilum’da biyofilm iiretimi

F. psychrophilum mutantlar1 dusiik seviyelerde hiicre disi proteaz aktivitesi,
virtiilens ve sitotoksiteye ragmen yiiksek biyofilm gelistirme kabiliyetine
sahiptir. Dahasi, bazi viriilent F. psychrophilum suslarinin yapisma (adherence)
kapasitesi, viriilense bagimli olmaktan ziyade ytlizeye 6zgii bir yetenek olabilir
ve dolayisiyla viriilensle ile ilgili olmayabilir. Bununla birlikte, diger ¢alismalar
(Donlan, 2002; Hogfors-Ronnholm vd., 2015; Levipan ve Avendafio-Herrera,
2017), viriilens ve biyofilm olusumu arasinda pozitif bir iliski oldugunu

gostermektedir (Levipan ve Avendafio-Herrera, 2017).

2.8.5. Vibrio anguillarum (Listonella anguillarum)

L. anguillarum, cesitli deniz ve taze su baliklarini, midyeleri ve kabuklulari
etkileyen oliimciil hemorajik septisemik bir hastalik olan Vibriosisin etkenidir.
Su dtrinleri yetistiriciliginde, bu hastalik ciddi ekonomik kayiplara neden

olmaktadir (Frans vd., 2011).
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Vibrio’lar, Gammaproteobakterilere aittir ve deniz sular1 ve su triinleri
yetistirme tesisleri gibi deniz ortamlarinda bulunan optimum biiyiime sicaklig
18-20°C olan Gram negatif cubuk virgiil seklinde bakterilerdir. Vibrio cinsi
hastaliklara neden olabilen 50'den fazla tiire sahiptir (Sekil 2.11) (Lindell,
2012).

V. anguillarum baliklarin saghk veya bagisiklik sistemi bozuldugunda veya
baliklarin mukozal ylizeyleri hasar goriirse, 50'den fazla deniz baliklari tiirtinde
yliksek oranda o6liim yapan hemorajik septisemiye (vibriosise) neden olur.
Hemolizinler, proteazlar, lipazlar ve norotoksik asetilkolinesteraz gibi
saflagtirilmis hiicre disi tirtinler Vibrio’nun patolojisinde rol oynayabilir (Milton,

2006).

V. anguillarum 23 serotipten (01-023) olusur. Firsat¢1 patojenler olarak
distintlen 01-03 serotipi haricinde tiim serotipleri patojen degildir. V.
anguillarum'a bagh vibriosis semptomlari, deri renginin bozulmasi, ilserler,
bagirsaklarda ve balik gévdesinin ventral ve lateral yaninda kirmizi nekrotik
lezyonlardir. Bagirsak ve rektum wuzamis ve yapiskan sivi icerir. Akut
epizootiklerde, enfeksiyon seyri hizlidir ve balik 6liimiinden 6nce klinik
bulgular saptanmaz (Lindell, 2012). V. anguillarum’un neden oldugu vibriosis
%50’yi asan mortaliteyle letarji, istah kaybi, ylizeysel yiizme, deride matlik,
kirmizi1 ve o6li nekrotik alanlar ile ylizgec ve agiz cevresinde eritemlerin
sekillendigi, sistemik seyrettiginde ise ekzoftalmus, sivi (kanli) dolu bagirsak,

hemorojik ve siskin karacigerin gozlendigi bir hastaliktir (Woo ve Bruno, 2003).

Sekil 2.11. V. anguillarum (SEM) (Holm vd., 2015)
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2.8.5.1. V. anguillarum'da biyofilm iiretimi

In vivo dogal fizyolojik durumda, mikroorganizma, baslangi¢ta mikrobiyal
yapismasl, mikroorganizmalarin eksopolimer iretimi yoluyla baglanma
basarisi, baglanmis mikroorganizmalarin biiyiimesi ve devam eden eksopolimer
salinimi dahil olmak iizere, ardisik bir zinciri takiben yiizeyin kontaminasyon
siirecine ve daha yakin yuzeylerin kolonizasyonuna izin verir. Yapisik ve
biyofilm olusturan mikroorganizmalar kolonize ytlizeyde 1s1 transferini azaltmak
veya korozyona neden olmak gibi diger olumsuz etkilere de neden olabilir.
Yiizeye baglanma mekanizmasi, ylizeyin geri doniisiimlii olarak baglanmasina
neden olan spesifik yapiskan proteinin birikimi ile baslayan organize bir diziyi
izler. Birbirini izleyen hiicrelerin birikimi, hiicre ile hiicre birlesmesine ve hiicre
baglayic1 proteinlere karsi kuvvetli bir bag olusturur. Prosese dahil olan hiicre
adhezyon molekiilleri 6nce hiicre disi enzimler tarafindan hidrolize edilir.
Bakteriyel yapisma dogrudan protein adsorpsiyonu ile ilgilidir (Cortés vd.,

2011).

V. anguillarum'da, transkripsiyonel diizenleyici, VanT, pozitif olarak hiicre disi
proteaz aktivitesini, pigment Uretimini ve biyofilm olusumunu diizenledigi

gosterilmistir (Croxatto vd., 2002)

Croxatto vd. (2002) V. anguillarum-vanT mutant1 ve sat-vps73 DNA lokiisiinde
polar mutasyon tasiyan bir mutantin, hatali biyofilmler trettigini gostermistir.
Dolayisiyla, V. harveyi LuxR transkripsiyonel aktivator ailesinin yeni bir tyesi V.
anguillarum'da serin, metalloproteaz, pigment ve biyofilm liretimini pozitif

tespit etmislerdir.

Vibrio’lar, su ortaminda dogal olarak bulunur ve 06karyotik konaklarla
simbiyotik veya patojenik iliskiler olustururlar. Son zamanlardaki ¢alismalar
Vibrio’larin biyofilm olusturmasinin 6zel genetik yapilarina (Flagella, pili ve
ekzopolisakkarit biyosentezi) ve diizenleyici islemlere (iki diizenleyici bilesen,
cevreyi algilamave c-di-GMP molekiilleri) bagl oldugunu gostermektedir (Yildiz

ve Visick, 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

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

V. anguillarum suslarinin iiretim ve depolanmasi)

Arastirmada ISUBU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balk Hastaliklar
Laboratuvarindan temin edilen bazi bakteriyel balik patojenlerinden S. warneri,
A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suslar1 kullanilmistir. F.
psychrophilum 15°C’de, diger patojenler 25°C'de {retilmistir. Suslar
kullanilincaya kadar -80°C'de ve %20 gliserin icerisinde muhafaza edilmistir.
Deneylerde kullanilan her bakteri suslar1 uzun sureli saklama amaciyla (3-6 ay),
-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Depolanan bakteriler giinliik
kullanim igin -80°C’ den alinarak -20°C’de bekletildikten sonra F. psychrophilum
Ordal Agar, diger patojenler TSA besiyerlerine ekilmistir. Ekimleri yapilan S.
warneri, A.sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Ekimleri yapilan F. psychrophilum susu ise 15°C’de 72 saat slireyle
inkiibe edilmistir. Daha sonra giinliik kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle

+4°C’de saklanmistir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada; gliserin, kristal viyole, safranin, glikoz, kongo red, sakaroz, etanol,
metanol, NaCl, PBS, lizozim, malik asit, sarimsak yagi, kekik yag: gibi kimyasal
maddeler kullanilmistir. Biyofilm inhibisiyon testinde kullanilan lizozim (Sigma
Aldrich), malik asit (Acros Organics), sarimsak yag1 (Sinerji Lab.), kekik yagi
(Sinerji Lab.) maddeleri ve diger tiim kimyasal maddeler ticari olarak temin

edilmistir.

3.1.3. Besiyeri ve ¢ozeltiler

Besiyerleri ve kullanilan tiim ¢o6zeltiler saf su kullanilarak hazirlanmistir. Ayni
zamanda besiyeri ve cozeltiler i¢in otoklavda 121°C'de 15 dakika siireyle
sterilizasyon islemi uygulanmistir.
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3.2. YOntem

3.2.1. Adezyon testi

S. warnerli, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum patojenlerinin
adezyon kuvvet kabiliyeti testi baz1 degisikliklerle Alvarez vd., (2006) gore
yapilmistir. Kisaca testin yapilis1 96 ¢ukurlu diiz tabanh mikroplaklarda yapilan
bu testte bakteriler McFarland 0.5’e gore standardize edilen bakteri
sliispansiyonlari 3 paralel olacak sekilde mikroplaklara 100 pl ilave edilmis ve F.
psychrophilum 15°C diger bakteriler 25°C’de 1 saat inkibiibasyona tabi
tutulmustur. Negatif kontrol olarak; steril saf su 3 c¢ukura ilave edilmistir.
Takiben 2 kez plaklar %0,5’lik NaCl ile yikanmistir. Daha sonra yapisan hiicreler
%0,1’lik kristal viyole (etonel ile %0,1’lik kristal ile yikanmistir) soliisyonu ile
45 dakika oda sicakliginda boyanarak fazla boyalar %0,5’lik NaCl ile 4 kez
yikanarak c¢ukurlardan uzaklastirilmistir. Bakteri hiicrelerin yapisma ve
adezyon Kkabiliyeti 630 nm'de ELISA okuyucusunda ol¢iilmiistiir (Hogfors-
Ronnholm vd., 2015).

3.2.2. Patojenlerin biyofilm testi

Tilip yontemi, mikroplak yontemi ve congo red agar yontemi olmak tlzere 3

farkli metotta arastirilmistir.

3.2.2.1. Tiip yontemi

Christensen vd., 1985’de tarafindan bildirilen yonteme gore, test edilecek S.
warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suslarinin, agar’da
tireyen saf kiiltiiriinden tek bir koloni alinarak, icinde 5 ml % 0,25 glukoz iceren
TSB besiyerine inokule edilmis, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
inkiibasyondan sonra tiip icerikleri bosaltilmis, %1’lik safranin soliisyonu ile
oda 1sisinda 30 dakika bekletilmistir. Boya dokiilecek, tiipler steril PBS ile iki
defa yikandi ve ters gevrilerek kurutma kagidi iizerinde kurumaya birakilmistir.

Ertesi giin tiplin i¢c ylizeyinde renkli bir film tabakasinin olusumu ve
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yogunluguna gore (+), (++), (+++) ve (-) olarak degerlendirilmistir. Tum

patojenler 3 paralel olarak ¢alisilmistir (Demir ve Inang, 2015).

3.2.2.2. Mikroplak yontemi

O'Toole ve Kolter 1998’de tanimladigi metoda gore gerceklestirilmistir (Ye
vd.,2008). Kisaca S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum suslar1 Triptik
Soy Broth (TSB)'da 16 saat, F. psychrophilum 15°C, 72 saat Uretilmistir.
Kultiirlerin timiinden McFarland 0.5’e gore standardize edilen bakteri
stispansiyonlar:1 diiz tabanli 96 ¢ukurlu mikroplaklara 100 pl olarak ¢ukurlara
ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
cukurlar distile su ile yikanmis ve biyofilmle iligkili hiicre kalintilar1 %1’lik
kristal viole ile 15 dk siiresince boyanmistir. Boya fazlasi hafif akan ¢esme
suyunda dikkatli bir sekil yikanmis ve bakterilerin olusturdugu 96 cukurlu
plakalara tutunmus biyofilm fotograflanmistir. Biyofilm olusumunu kantitatif
olarak belirlemek i¢in mikroplaklara 2x200 pl %95 etanol saf su ile 4 ml ye
tamamlanarak ilave edilmistir. Plaklarin 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik
yogunluklar ol¢ilmiistir (Ye vd. 2008). Her bakteri icin 24 sonucun OD
degerleri ortalamalar1 alinmistir. Test sirasinda steril TSB negatif kontrol olarak

calisilip degerlendirilmistir.

3.2.2.3. Kongo red agar yontemi

Freeman vd., 1989’da tarafindan bildirilen metoda gore hazirlanmistir. Kongo
kirmizil besiyeri litrede 50 gr sakkaroz, 37 gr BHI (Brain Heart Infusion) Agar
ve 0,8 gr Kongo kirmizisi icerecek sekilde hazirlanmistir. Suslar kongo kirmizili
agara ekim yapildiktan sonra F. psychrophilum 15°C, diger suslar 25°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, kuru kristalize siyah koloniler
olusturan suslar biyofilm pozitif, kirmizi1 veya pembe renkli koloni olusturan
suslar ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Tim patojenler 2 paralel

olarak ¢calisilmistir (Demir ve inang, 2015).
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3.2.3. Lizozim, malik asit, sarimsak yagi, kekik yagi maddeleriyle biyofilm

inhibisyon testi

Modifiye edilmis O'Toole ve Kolter 1998’de tanimladigi metoda gore
gerceklestirilmistir (Ye vd., 2008). Kisaca F. psychrophilum OA’da 15°C, 72 saat,
S. warnerli, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum suslar: Triptik Soy Broth (TSB)’de
16 saat Uretilmistir. Daha sonra McFarland 0.5’e gore standardize edilen bakteri
stispansiyonlar1 diiz tabanli 96 cukurlu mikroplaklara 100 pl olarak ilave
edilmistir. Inhibisyon icin malik asit, lizozim, sarimsak yagi, kekik yagi %
oraninda metanol ve steril saf suyla 6 kez seyreltilerek bakterilerin bulundugu
bu c¢ukurlara 100 pl olacak sekilde ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan
mikroplaklar 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben ¢ukurlar
distile su ile yikanmis ve biyofilmle iliskili hiicre kalintilar1 %1’lik kristal viole
ile 15 dk siiresince boyanmistir. Boya fazlasi hafif akan ¢esme suyunda dikkatli
bir sekil yikanmis ve bakterilerin olusturdugu 96 cukurlu plakalara tutunmus
biyofilm fotograflanmistir. Biyofilm olusumunu kantitatif olarak belirlemek icin
plaklara 2x200 pl %95 etanol saf su ile 4 ml ye tamamlanarak ilave edilmistir.
Plaklara 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklar1 6l¢tilmiistir (Ye
vd., 2008). Her bakteri icin elde edilen sonuglarin OD degerleri ortalamalar:

alinmistir.

3.2.4. Balik patojenlerinin ahsap, celik, fiberglas, cam iizerinde biyofilm

olusturmasi

Modifiye edilmis Iset (2016)’in tamimladigi metoda gére gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilacak yiizeyler icin su dUrinleri yetistiricilifinde en ¢ok
kullanilan ahsap, celik, fiberglas, cam yiizeylerle calisilmaya karar verilmistir.
Bu amagla 10 cm? yiizey alani olacak sekilde kesilen farkh yiizeyler ¢alisma
oncesi 10 dakika %70 etanol ile temizlenmistir. Steril distile su ile yikanip
kurutulduktan sonra cam kaplar icerisine yerlestirilip otoklavda 121°C'de 15
dakika steril edilmislerdir. 16 saat TSB ve OB (Ordal Broth)’da iiretilen
bakterilerin bulundugu falkon tiiplerine steril edilen bu materyaller teker teker
konulmus ve F. psychrophilum 15°C 72 saat, S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V.

anguillarum 25°C 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben
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biyofilm tutunmasini gérmek iizere materyaller steril penslerle alinmis %1’lik
kristal viyole ile 15 dk boyanmistir. Materyalin boyanmasi pozitif sonuc,
boyanmamasi negatif olarak degerlendirilmistir. Tiim patojenler 2 paralel

calisilmistur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

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

anguillarum’un Koloni Morfolojileri

Arastirmada 5 farkli balik patojeni kullanilmistir. F. psychrophilum tiretilmesi ve
genglestirilmesinde Ordal Agar kullanilmistir. Bakteriler 15°C de 72 saat inkiibe
edilmistir ve OA’da sar1 turuncu renkte tiremislerdir (Madetoja, 2002; Wiklund,
1994) (Sekil 4.1.). S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, V. anguillarum patojenlerinin
tretilmesi ve genclestirilmesinde Triptik Soy Agar (TSA) kullanilmistr.
Bakteriler 25°C de 24 saat inkiibe edilmis ve TSA tizerinde krem renkli koloniler
olusturmuslardir. S. warneri (Sekil 4.2.), A. sobria (Sekil 4.3.), Y. ruckeri (Sekil
4.4.), V. anguillarum (Sekil 4.5.) bakterileri kullanilmistir.

Sekil 4.1. F. psychrophilum OA ve OB’da koloni morfolojisi
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Sekil 4.3. A. sobria koloni morfolojisi
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Sekil 4.5. V. anguillarum koloni morfolojisi

4.2. Adezyon Testi Bulgular:

Mikroplaklarla yapilan adezyon testinde plaklarda olusan bir saatlik tutunma
absorbans degerleri 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 belirlenmis ve tiim bakterilerin adezyon olusturdugu bulunmustur.

Bir saatlik yiizeye tutunma giicii F. psychrophilum’da diger patojenlere oranla
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cok gliclii saptanmustir. A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri’de bir saat sonunda
ylzeye ilk yapisma Sekil 4.6.’da verilmistir. Adezyon testinde absorbans
degerlerine gore yiizeye yapisma giicii sirayla F. psychrophilum, A. sobria, Y.

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

Sekil 4.6. A. sobria, S. warneri ve Y. ruckeri’de adezyon olusumu

4.3. Biyofilm Testleri Bulgulari

Tip yontemi, mikroplak yontemi ve kongo red agar yontemi olmak tlizere 3
biyofilm tespit yontemleriyle ilgili patojenlerin biyofilm virtlens giici

arastirilmistir.

4.3.1. Tiip yontemi bulgular:

Tip yonteminde bakteri kiiltiirii dokiilerek safraninle boyanan tiiplerde
besiyerinin bittigi hizada safranin boyasiyla bakteri tutunmasindan
kaynaklanan biyofilm cizgisi belirlenmistir. Tiip yonteminde tiipilin i¢ yiizeyinde
renkli bu film tabakasinin olusumu ve yogunluguna gore (+), (++), (+++) ve (-)
olarak degerlendirme yapildiginda biyofilm S. warneri’'de (+), A. sobria’da (++),
Y. ruckeri’de (-), F. psychrophilum’da (++), V. anguillarum’da (-) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9.). Tiip testinde tilipiin i¢ yiizeyinde

olusan film tabakasinin kalinligina gore sirayla F. psychrophilum, A. sobria, S.
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warneri, Y. ruckeri, V. anguillarum olarak belirlenmistir. En giiclii biyofilm

olusumu F. psychrophilum ve A. sobria’da gorilmistiir.

Sekil 4.7. Tiip yontemi ile F. psychrophilum (++), A. sobria (++), S. warneri (+)
suslarinda film tabakasi varhigiyla biyofilm olusumu

Sekil 4.8. Tiip yonteminde S. warneri (+), A. sobria (++) ve F. psychrophilum (++)
suslarinda biyofilm olusumu
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Sekil 4.9. Tiip yonteminde Y. ruckeri ve V. anguillarum suslarinda film tabakasi
yokluguyla biyofilm olusmamasi

4.3.2. Mikroplak yéontemi bulgulari

Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda olusan biyofilm ELISA
okuyucusunda 630 nm’de 6l¢iildii ve absorbans degeri negatif kontrolde 0,048,
S. warneri'de 0,121, A. sobria’da 0,158, Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da
0,172, V. anguillarum’da 0,212 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara goére
calisilan tiim bakteriyel balik patojenleri biyofilm olusturmaktadir (Sekil 4.10.,
Sekil 4.11., Sekil 4.12.). Mikroplak testinde absorbans degerlerine gére biyofilm
olusumu sirayla V. anguillarum, F. psychrophilum, A. sobria, S. warneri, Y. ruckeri
olarak belirlenmistir. Mikroplak yonteminde en giiclii biyofilm olusumu V.

anguillarum’da bulunmustur.
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Sekil 4.12. F. psychrophilum’da biyofilm olusumu
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4.3.3. Kongo red agar yontemi bulgulari

Dogasi geregi krem renkte olan bakteriyel balik patojenleri bu biyofilm testiyle
krem renkten farkli renge doniismektedir (Sekil 4.13.). Kolonin pembe renge
donlismesi biyofilm olusturmadigini, siyah renge donlsmesi biyofilm
olusturdugunu gostermektedir (Sekil 4.14.). Koloni morfolojisi incelendiginde
koloni rengiyle biyofilm olusumunun tespit edildigi prensibe dayanan CRA
testiyle A. sobria, S. warneri ve V. anguillarum suslar1 Congo Red Agarda kuru
kristalize siyah koloni tireterek biyofilm (slime) tretimi pozitif bulunmustur
(Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17.). Y. ruckeri ve F. psychrophilum suslar1 pembe
koloni iireterek biyofilm tliretimi negatif bulunmustur (Sekil 4.18., Sekil 4.19.).
Kongo red agar testinde biyofilm olsturan bakterilerin koloni morfolojisinin
renk degistirmesine gore biyofilm olusumu sirayla V. anguillarum, A. sobria, S.
warneri, F. psychrophilum, Y. ruckeri olarak belirlenmistir. Kongo red agar
testinde en glclii biyofilm olusumu V. anguillarum, A.sobria, S. warneri'de

bulunmustur.

Ve ‘\‘

Sekil 4.13. Bakteri koloni renkleri: dogal krem koloni - biyofilm olusmamasiyla
pembe koloni - biyofilm olusmasiyla siyah koloni
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Sekil 4.14. CRA testinde pembe renk koloni morfolojisiyle negatif, siyah renk
koloni morfolojisiyle pozitif sonug

Sekil 4.15. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturan S. warneri
susu
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Sekil 4.16. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturan A. sobria
susu

Sekil 4.17. Siyah pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturan V.
anguillarum susu
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Sekil 4.18. Pembe pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturmayan Y.
ruckeri susu

NS A}/ l

Sekil 4.19. Pembe pigmentli koloni morfolojisiyle biyofilm olusturmayan F.
psychrophilum susu
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Cizelge 4.1. Farkli metotlarda uygulanan biyofilm testine gore patojen
bakterilerin biyofilm olusturma gti¢leri

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

Tip yontemi ++ ++ +
Mikroplak yontemi ++ ++ ++ + +4++
Kongo red agar

. , +++ +++ - +++
yontemi

Biyofilm olusturan bakterilerin en iyi hangi yontemle biyofilm olusturduklarinin
belirlenmesi amaciyla calisilan bakterilerin tiip yontemi, mikroplak yontemi ve
kongo red agar yontemleriyle biyofilm olusturmalarinin karsilastirilmasi Cizelge

4.1.'de verilmistir.

4.4. Lizozim, Malik Asit, Sarimsak Yagi, Kekik Yag1 Maddeleriyle Biyofilm
inhibisyon Testi Bulgulari

Mikroplaklarla yapilan biyofilm testinde plaklarda olusan biyofilm ELISA
okuyucusunda 630 nm'’de 6l¢iildii ve absorbans degeri negatif kontrolde 0,048,
S. warneri'de 0,121, A. sobria’da 0,158, Y. ruckeri’de 0,071, F. psychrophilum’da
0,172, V. anguillarum’da 0,212 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar biyofilm
inhibisyon testi i¢in pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir.

Lizozim, malik asit, sarimsak yag, kekik yag1 maddelerinin antibiyofilm etkisi
arastirildiginda bu maddelerin farklh diliisyonlar ile 2 paralel ¢alisiimistir. Ayri
mikroplaklarda ayni zamanda biyofilm testi yapilmistir. Lizozim, malik asit,
sarimsak yagi, kekik yagi maddelerinin ¢ok etkili bir biyofilm inhibisiyon
maddesi oldugu tespit edilmistir. Ornegin V. anguillarum’un biyofilm
olusturdugu (pozitif kontrol) ve bu maddelerden malik asidin V. anguillarum’da
biyofilm olusturmasini engelledigi (inhibisyonu) mikroplaklarda

goruntilenmistir (Sekil 4.20.).

Lizozim i¢in diliisyon oran1 10 mg/ml olarak baslatilmis %2 oraninda 6 kez steril
saf suyla seyreltilerek 0,312 mg/ml’ye kadar azaltilmistir. Test edilen bakteriler
icin en diisiik ve en yiiksek absorbans degeri sirasiyla; 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 araliklarinda etki degerinin oldugu belirlenmistir.
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Malik asit i¢in diliisyon oran1 50 mg/ml olarak baslatilmis %2 oraninda 6 kez
steril saf suyla seyreltilerek 1,56 mg/ml’ye kadar azaltilmistir. Bakteriler icin en
diisiik ve en yiiksek absorbans degeri sirasiyla; 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 degerinin oldugu belirlenmistir.

Sarimsak yagi icin diliisyon orani diliisyon orani 10 ml/ml olarak baslatilmis %2
oraninda 6 kez metanolle seyreltilerek 0,312 ml/ml’'ye kadar azaltilmistir.
Absorbans degeri en disik ve en yiiksek olarak sirasiyla; 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 degerinin oldugu belirlenmistir.

Kekik yag1 icin diliisyon oranmi diliisyon orani 10 ml/ml olarak baslatilmis 2
oraninda 6 kez metanolle seyreltilerek 0,312 ml/ml’ye kadar azaltilmistir. Test
edilen bakteriler icin en diisiik ve en yliksek absorbans degeri sirasiyla; 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 degerinin oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.20. V. anguillarum’da biyofilm olusumu (pozitif kontrol) ve V.
anguillarum’da malik asitle biyofilm inhibisyonu

4.5. Balik Patojenlerinin Ahsap, Celik, Fiberglas, Cam Uzerinde Biyofilm

Bulgular

Bakteriyel balik patojenlerinin materyallerdeki biyofilm tutunmasi en giiglii S.
warneri’de tespit edilirken bu susu sirasiyla A.sobria, V. anguillarum, F.
psychrophilum ve Y. ruckeri suslar: takip etmistir. S. warneri tim materyallere
ozellikle de celik ve cama giiclii yapisma gostermistir (Sekil 4.22., Sekil 4.23.).
A. sobria’'nin cama yapistigl ancak fiberglas ve ¢elige daha az tutundugu tespit
edilmistir (Sekil 4.24.). V. anguillarum’un cama ve fiberglasa tutundugu, celige
tutunmadig1 tespit edilmistir (Sekil 4.28.). F. psychrophilum’un cama ve
fiberglasa tutundugu, ¢elige az tutundugu tespit edilmistir (Sekil 4.26., Sekil

4.27.). Y. ruckeri cama ve fiberglasa az tutundugu ancak c¢elige tutunmadigi
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tespit edilmistir (Sekil 4.25.). Sonucta patojenlerin tamaminin yetistiricilik
tesislerinde birgok alanda kullanilan bu materyallere tutunduklan
kanitlanmistir (Sekil 4.21.). Genel olarak cam, fiberglas, celik ve ahsap
ylzeylerde biyofilm olusumu sirayla S. warneri, A.sobria, V. anguillarum, F.
psychrophilum, Y. ruckeri olarak belirlenmistir. Bakterilerin farkli materyal
yuzeylerinde biyofilm olusturmalarinin derecelendirilmesi Cizelge 4.2.'de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Bakterilerin farkli materyal ylizeylerinde biyofilm olusturmalarinin
derecelendirilmesi

Bakteri Cam Fiberglas Celik Ahsap
S. warneri +++ +++ +++ +
A. sobria ++ ++ ++ +
V. anguillarum ++ ++ ++ +
F. psychrophilum + + + +
Y. ruckeri + + + +
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,Sekil 4.21. S. warneri, A. sobria, V. anguillarum, F. psychrophilum ve Y. ruckeri
suslarinin cam, fiberglas, celik ve tahta materyallerinde biyofilm
olusturmalari

@- WM/’

Lo 704

Cam

Sekil 4.22. S. warneri'nin cam, fiberglas, celik, tahta gibi farkli materyallerde
biyofim olusturmasi
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Sekil 4.23. Celige en giiclii tutunmayla S. warneri’de biyofilm olusumu

Sekil 4.24. A. sobria'min cam, fiberglas, ¢elik, tahta gibi farkli materyallerde
biyofilm olusturmasi
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Sekil 4.25. Y. ruckeri'nin cam, fiberglas, celik, tahta gibi farkli materyallerde

biyofilm olusturmasi

— KoalTEOL

Sekil 4.26. F. psychrophilum arastirilmasinda kristal viyole ile boyama 6ncesi
farkli materyaller

Sekil 4.27. F. psychrophilum‘un Kkristal viyole ile boyama sonrasi cam, fiberglas,
celik, tahta gibi farkli materyallerde biyofilm olusturmasi
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Sekil 4.28. V. anguillarum’un cam, fiberglas, ¢elik, tahta gibi farkli materyallerde
biyofilm olusturmasi
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5. TARISMA VE SONUC

Biyofilm icerisinde bulunan bakterilerin antibiyotiklere, planktonik formlarina
gore 100-10000 kat daha direngli olduklar1 bilinmektedir (Szczuka ve
Kaznowski, 2014).

Bakteriler canli ve cansiz ylizeylere tutunur ve hiicre dis1 polimerlerden
meydana gelen biyofilmleri olustururlar. Bu durumda, mikroorganizmalar
antimikrobiyal tedaviye yiiksek derecede direng gosterir ve yiizeye kuvvetli bir
sekilde baglanir. Biyofilmlerin antimikrobiyal ila¢ direncindeki rolii arastirilmali
ve biyofilm kontaminasyonuyla hasta balik enfeksiyonu arasindaki baglanti

tespit edilmelidir (Donlan, 2002).

Biyofilm  bakterilerinin =~ konvensiyonel = yontemlerle (antibiyotikler,
dezenfektalar, biyositler, antimikrobiyal ajanlar gibi) oldurilmesi genellikle
etkili olamamaktadir. Antimikrobiyallerin yiliksek dozlar1 gerek c¢evresel
(cevresel dongiileri olumsuz yonde etkiler) gerekse klinik acidan (hasta baliklar
tizerinde toksik etki gosterirler) tercih edilmemektedir. Biyofilmi tamamen yok
etmenin klasik yontemlerle miimkiin olamayacagi a¢iktir. Kontamine tiim klinik
aparatlarda biyofilm olusumunun kac¢inilmaz oldugu, olusan EPS'nin ve
biyofilmin, bakterileri kalkan gibi koruyacag1 ve bakterilerin biyofilm yapisina
katildiginda genetik degisimlere ugrayabilecekleri siiphesizdir. Klinik olarak
antibiyotiklerin bilin¢gsiz ve gereksiz kullanimlarinin patojenik biyofilm
organizmalarinin neden oldugu infeksiyonlarin inatgiliklarimi arttiricr 6zellik

gosterecegi kaginilmazdir (Ceyhan, 2008).

Bakteriler bir yilizeye geri donilislimsiiz olarak yapistiklarinda ve yapismayi
kolaylastiran ve yapisal bir matris saglayan hiicre dis1 polimerler
olusturduklarinda, mikrobiyal biyofilmler gelisir. Bu ylizey inert, cansiz bir
materyal olabilecegi gibi canli bir doku da olabilir. Biyofilmle iliskili
mikroorganizmalar, lireme hizlar1 ve antimikrobiyal tedavilere karsi direng
gosterme Ozellikleri agisindan planktonik organizmalara gore farkh
davranmakta ve dolayisiyla balik saghigi hususunda sorun olusturmaktadir

(Donlan, 2002).
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Biyofilm kiiltiirti ve 6l¢liimii icin birkag¢ farkli yontem gelistirilmistir (Deighton
vd., 2001; Arciola vd., 2002; Harraghy vd., 2006). Bu yontemlerden; tiip testi
(Mathur vd., 2006), mikroplak testi (Stepanovic, 2000), radiolabeling
mikroskopi (Deighton vd., 2001) ve kongo red agar testi (Arciola vd., 2002) gibi
testler biyofilm tayini i¢in kullanilmaktadir. Fakat mikroplak metodu biyofilm
incelenmesi i¢in yapilan 6l¢iimlerde digerleri arasinda en sik kullanilanmdir

(Stepanovic vd., 2007).

Leroy vd. (2008) biyofilm olusturucu deniz mikroorganizma veya
makroorganizmalarinin direngliliklerinden dolayi, o6ldiriilmesinden ziyade
enzimatik olarak biyofilm matriksin (EPS’nin) par¢alanmasi ile adhezyonun
inhibisyonunu Onermistir. Hiicre dis1 polimerik matriksin yapiskanlhiginin
enzimatik olarak giderilmesiyle biyofilm kontrol stratejilerinin miimkiin
olabilecegi kinetik bir modelin 6nerildigi modelleme ¢alismasiyla da ortaya

koymuslardir.

ilk birkac saniye yani dokunma ani, enfeksiyonlar icin genellikle kritiktir. Prof.
Urs Jenal liderligindeki Biozentrum ekibi, bakterilerin bir yilizey iizerinde
olduklarini nasil algiladiklarin1 ve kritik olan ilk birka¢ saniyede tam olarak
neler oldugunu kesfetmistir. Bu ifadeden yola ¢ikarak adezyonun varligi bu
arastirma da ortaya konmaktadir. Adezyon testinde V. anguillarum’un,
A. sobria'min, S. warneri'nin, Y. ruckeri’'nin, F. psychrophilum'un adezyon
olusturdugu bulunmustur. Bir saatlik yiizey yapisma gilici F. psychrophilum’da

diger patojenlere oranla ¢ok giiclii saptanmistir.

Sundell ve Wiklund (2011) F. psychrophilum direncini arastirmiglar ve F.
psychrophilum’un biyofilm olusturduklarim1 kanitlamiglardir. F. psychrophilum
enfeksiyonunda patojen bakterileri barindiran direngli biyofilmleriyle ve
tekrarlayan enfeksiyonlarla daha karmasik hale gelebildigini bildirmislerdir. Bu
tez arastirmasinda da F. psychrophilum’un biyofilm olusturdugu tiip testinde ve

mikroplak testinde kanitlanmistir.

Duru (2016) F. psychrophilum suslarinin biyofilm ve adezyon yetenegine sahip
oldugunu tespit etmistir. Bu arastirma da F. psychrophilum suslarinda adezyon

ve biyofilm olusumu tespit edilmistir.
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Bakteri pilileri doku hiicreleri gibi kat1 yluzeylerde tutunmayi kolaylastiran ve
bircok patojen bakteride o6nemli bir viriilense faktér oldugu bilinen
ekstraseliiler bir organeldir. Gram negatif bakterilerde tanimlanan doért tip
piliden yalniz tip IV pili tutunma ve bakterinin virtilens 6zelliginden sorumludur
(Ormanci, 2010). Tip IV pilusunun tutunmada kritik bir 6nemi oldugu
gorulmustir (Kirov vd., 1996). Bu konuda yapilan son g¢alismalar
Aeromonas’larin flagellalarinin  yuzeylerde biyofilm olusturmasini
kolaylastirdigini gostermistir (Gavin vd., 2002; Gavin vd., 2003; Rabaan vd.,
2001). So6z konusu agiklamalardan yola c¢ikildiginda ¢alismamizda da A.

sobria’da gii¢lii biyofilm olusumu tespit edilmistir.

Hareketli Aeromonas tiirlerinde biyofilm olusumunun incelendigi calismada ve
A. veronii biovar sobria’da, A. hydrophila ve A. caviae'ya gore daha yiiksek oranda
biyofilm olusumu gézlemlemislerdir (Gavin vd. 2003). Tez ¢alismamizda da

ayni durum s6z konusu olup A. sobria’da biyofilm olusumu tespit edilmistir.

Biyofilm olusumunun makroskobik saptanmasinda kongo red agar ydntemi
siklikla kullanilan, gorsel sonuglara dayali bir yontem oldugunu ifade edilmistir
(Aslan, 2015). Bu yontemin ilk olarak Freeman vd. (1989) stafilokoklar
lizerinde biyofilm liretiminin arastirlmasinda kullanildigini da ifade etmistir.
Arastirmamiz da congo red agar testinde balik patojenlerinin makroskobik
incelemelerinde A. sobria, S. warneri ve V. anguillarum suslarinin siyah pigment

olusturmalariyla biyofilm olusturduklar: bulunmustur.

Ormanci (2010) yaptigr arastirmada mikroplak yontemiyle yapilan biyofilm
calismasinda Aeromonas’larin tiir bazinda tutunmalarina baktiginda, kuvvetli
pozitif degerde en fazla tutunma baligin deri, solunga¢ ve bagirsagindan izole
edilen A. veronii biovar sobria’da oldugunu bildirmistir. Biyofilm 6l¢iimi igin
yaptig1 tiip testinde A. veronii biovar sobria %61,43 ile yiiksek kuvvetli pozitif
biyofilm olusumunda birinci sirada yer alidigini1 ifade etmislerdir. Biyofilm
Olctimii icin diger test olan kongo red agar testi ile de tayin etmis ve sonucta A.
veronii biovar sobria izolatlarinin %59,37 kuvvetli pozitif biyofilm
olusturdugunu bildirmistir. Tez arastirmamizda da ayni durum goériilmiis ve

calisilan patojenler arasinda en giiclii sonucu kongo red agarda siyah koloni
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olusturarak A. sobria vermistir. Tlp testinde ise A. sobria’da (++) yorumuyla

giiclii biyofilm olusumu saptanmistir.

Jahid vd., (2013) A. hydrophila’nin cesitli glikoz konsantrasyonlarina yanit
olarak biyofilm olusturup olusturmadigini arastirmiglardir. Bu calismada tiip
yonteminde glikoz kullanilmistir ve A. sobria’da biyofilm olusumu (++)

derecesiyle pozitif bulunmustur.

Musharrafieh vd., (2014) yaptiklan ¢alismalarinda V. anguillarum'un S. warneri
varliginda veya yoklugunda gokkusagi alabaligi pullar tizerinde biyofilmler
olusturmasini incelemislerdir. Sonu¢ta, S. warneri'nin varhiginda, V.
anguillarum'un biyofilm olusturabildigini bildirmislerdir. Bununla birlikte S.
warneri patojenin V. anguillarum'un bliylimesi ve biyofilm olusturmasi igin bir
katalizor gorevi gorerek enfeksiyon basarisini artirdigimi bildirmislerdir. S.
warneri ve V. anguillarum suslarinin biyofilm olusturmalari bu tez

arastirmasinda kanitlanmistir.

Bakteriyofajlar potansiyel olarak bakteriyel patojenleri kontrol etmek igin
kullanilabilir; bununla birlikte, fajlarin basarili bir sekilde uygulanmasi hem
serbest yasayan hem de yiizey ile iligkili bliyime kosullar altinda faj-konak
etkilesimlerinin ayrintili bir sekilde anlasilmasinin gerektigi bildirilmistir (Tan
vd., 2015). Mikro koloniler, biyofilmler ve serbest alic1 hiicrelerde biiyiime
sirasinda iki farkli V. anguillarum susunda (BA35 ve PF430-3) in vitro faj-konak
etkilesimlerini arastirildig1 calisma da vibriyofaj, ®H20 (Siphoviridae) ve KVP40
(Myoviridae), biyofilm gelisimi lizerinde tamamen farkl etkilere sahip oldugunu

gormuslerdir.

Nurcan (2010) yaptigi calismada, V. anguillarum’un mikroplak y6nteminde

biyofilm olusturmasi bu ¢alismay1 desteklemektedir.

Cernohorskd ve Votava (2004), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, E. coli, S. warneri suslari lzerinde
yaptiklar1 arastirma da bu suslarin tamaminin biyofilm olusturduklarini tespit
etmisledir. Bu ¢alismada da incelenen S. warneri’de de ayni durum s6z konusu

olup biyofilm olusturdugu gorilmiistiir.
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Lee vd. (2003) sucul canllar, tekne, kaya, alg, aglarin diugim kisimlarinda
olusan biyofilmlerden S. warneri izole ettiklerini aciklamislardir. Bu ¢alismada
oldugu gibi S. warneri'nin biyofilm olusumu birgok calismada (Altug vd., 2007;
Demirel, 2012; Cai ve Arias, 2017; Coquet vd., 2002) rapor edilmesiyle

desteklenmektedir.

Staphylocossus epidermis bakterisinin hticre i¢i polisakkarit trettigini bu sekilde
ylzeye tutunup mikrokoloni gelistirip olgun biyofilm olusturdugunu
saptamiglardir (Gerke vd., 2008). Arastirmamizda da S. warneri'nin tiip yontemi,
kongo red agar yontemi ve mikroplak yodntemlerinin tamaminda biyofilm

oluturdugu kanitlanmistir.

Yildiz ve Visick, (2009) Vibrio tiirlerinden, cholerae, parahaemolyticus, vulnificus
ve fischeri'deki biyofilm olusumunu karsilastirdigi calismalarinda, ¢ok yonden
ayni oldugunu fakat farkliliklar da gosterdigini bildirmistir. Biyofilm ile koloni
morfolojisi arasinda bir korelasyon oldugunu belirterek biyofilm iireten
hiicrelerin koloni yapilarinin kivrimli ya da akigkan olabilecegini bildirmislerdir.
Biyofilmin matriks kimligini tespit etmek icin kolonideki degisimlere bakildigini
rapor ederek kongo red agar yonteminde koloninin renginin 6nemini
vurgulamistir. Bu ¢alisma baz alindiginda arastirmamizda da V. anguillarum
kolonisinin renginin kongo red agar testinde siyah olmasi bu bakterinin

biyofilm olusturdugunu goéstermistir.

Abdallah vd., (2009) Vibrio alginolyticus ve V. parahaemolyticus suslarinin
fenotipik slime (yapiskan madde) iiretimi congo red agar plate testiyle
arastirmiglardir. Ayrica abiyotik yiizeylere ve Vero cell-line (hiicre hatlarina)
yapisma yeteneklerini incelemislerdir. Sadece V. alginolyticus ATCC 17749 susu
congo red agar plakasinda slime iireten siyah koloniler gelistirdigini rapor
etmislerdir. Yapismanin ise V. alginolyticus suslarinda V. parahaemolyticus
suslarina gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu tez arastirmasinda da
congo red agarda V. anguillarum’un siyah koloni olusturarak slime irettigi

tespit edilmistir.

Bitki esansiyel yaglan yiizlerce yildir bakteri, mantar ve viriis gibi ¢ok sayida

patojenle savasmak icin dogal ilaglar olarak kullanilmaktadir. Esansiyel yaglar,

61



hiicre duvar1 ve membrana zarar vererek, hiicre lizisine, hiicre icindekilerin
s1zintisina ve proton kuvvetinin 6nlenmesine yol acarak antimikrobiyal etkinlik
kazandirir. Buna ek olarak, bakterinin diren¢ kazanmadan etkili bir sekilde
oldiirdiigline dair kanitlar vardir. Son olarak, pek ¢ok ugucu yagin elde edilmesi
nispeten kolaydir, suda ve toprakta cabucak bozunmasindan dolay1 cevre

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 olusumunu tespit etmislerdir. Tez arastirmamizda
S. warneri susunda biyofilm olusumu pozitif kaydedilmistir. Polytoxinol ™ (PT)
Eucalyptus globulus (Mavi Okaliptiis), Melaleuca alternifolia (Hint Defnesi),
Thymus sp. (Kekik), Syzygium aromaticum (Karanfil) ve turunggillerden buharla
saflastirilmis hidrokarbon (agirlikli olarak monoterpenoid ve phenylpropanoid)
iceren antiseptik formiilasyonda olup biitilhidroksitoluen, triklozan denatiire
edilmemis etanol igeren bir iirtindir. Polytoxinol™ (PT) triiniin S. warnerinin
polistiren yiizeylerde adezyonunu oOnemli o6l¢iide azalttigin1 ve biyofilm
olusumunu 6nledigini bildirmislerdir. Tez arastirmamizda kekik yagi tek basina
kullanilmis ve S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum

suslari tizerinde antibiyofilm etkisi bulunmustur.

Bu tez arastirmasinda lizozim, malik asit, sarimsak yagi, kekik yagi
maddelerinin ¢ok etkili bir biyofilm inhibisiyon maddesi oldugu tespit
edilmistir. Bu maddeler mikroplaklardaki bakterilerin iiremesine engel oldugu
icin biyofilm tabakasi olusamamistir. Su iiriinlerinde enfeksiyonlara neden olan
S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum bakterilerine
karsi lizozim, malik asit, sarimsak yagi, kekik yag1 maddelerinin in vitro etkisi

net olarak gorilmistiir.

Farkli patojenlere uygulanan calismalar balik patojenleri i¢in bu tez kapsaminda

arastirilmistir.

Sert 2014’de yiizey tlizerinde biyofilm olusumunu engellemek icin kullanilan
alternatif yaklasimlardan bir tanesinin de enzimlerin kullanilmasi oldugunu
ifade etmistir. Biyofilm olusumunu engellemek i¢in kullanilan toksik kimyasallar

ile kiyaslandiginda enzimlerin 6nemli bir Ustiinlligii, enzimlerin ¢cevreye zarar
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vermemesi oldugunu belirtmistir. Farkli tir mikroorganizmalar belirli bir
ylzeye baglanmak icin farkli polimerler kullanmalarina ragmen yapilan
calismalarda ticari olarak satilan proteazlarin biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin ylizeye baglanma olasihigini disirdiglinin tespit
edildigini de belirtmistir. Ayrica lizozim ve polietilen glikoliin kovalent olarak
ylzeye baglandiklarinda ylizeyin antibakteriyel ve antiyapisma 06zellikler
gosterdigi tespit edilmistir. Tez arastirmamizda da lizozim tiim bakteriler

tizerinde etkili olmus ve biyofilm olusumunu engellemistir.

Lizozim ticari olarak kullanim alanina sahip olan tek antimikrobiyal enzim
olarak bilinmektedir. Ozellikle Gram pozitif bakterilerde, hiicre zarinin en
o6nemli yapisi olan peptidoglikan tabakadaki -1,4-glukozidik baglar1 hidrolize
etmesi suretiyle, hiicre zarinin yapisal biitliinliglinlin bozulmasina neden

olmaktadir (Gill ve Holley, 2000).

Lizozim ve nisin gida sektoriinde gida patojenlerine karsi kullanilan en 6nemli
biyokoruyucu maddeler arasinda yer almaktadir. Nisinin peynirlerde anaerobik
spor olusturan bakterilerde gelisimi engelledigi, laktik asit bakterilerinin
yogurtta gelisimini sinirlayarak raf émriinii uzattigi, C. botulinum ve bozulmaya
neden olan bir¢ok bakterinin konserve gidalar ile kiiflenmis et ve baliklarda
gelisiminin engellenmesinde, alkollii iceceklerden birada bozulmaya neden olan
laktik asit bakterilerinin inhibisyonunda kullanildig1 bildirilmistir (Unliitiirk,
2003).

Caro vd., 2009’da iki tip makromolekiiliin PEI (poly ethylene imine) modifiye
paslanmaz celik ytlizeylere kimyasal graftlanmasi (asilanmasi) saglanmislardir.
Glikozidaz Tavuk Yumurtasi Beyaz Lizozim'i (Hen egg white lysozyme, HEWL)
ve PEG'yi (Sentetik Polimer Poli (Etilen Glikol)) iceren ince filmler, PM-RAIRS
(Kutuplasmanin Modiilasyonuyla Yansima-Emme Kizilotesi Spektroskopisi) ve
XPS (X-Isim1 Fotoelektron Spektroskopisi) vasitasiyla karakterize etmislerdir.
Enzim ile kaplanmis ("Immiinolojik" yiizeyler) yiizeyler, ¢iplak paslanmaz celik
yuzeyi ile karsilastirildiginda Listeria ivanovii'ye karsi yiliksek antiyapisma
aktivitesi gostermistir. Ayrica, Micrococcus luteus siispansiyonlarinda belirgin
bir biyosit etkinligi ol¢tilmustir. L. ivanovii yapismasinda PEG ile kaplanan

yuzeylerde c¢iplak yiizeye gore %96 azaldigim1 gormuslerdir. Sonu¢ olarak, PEI
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ile kaplanmis paslanmaz c¢elik yiizeye HEWL, PEG veya PEG+HEWL
katmanlarinin asilanmasi bu yiizeylere protein/bakteri yapismasini énemli
Olciide azalttigini ve antifouling ajanlar olarak ilging bir perspektif olabilecegini
rapor etmislerdir. Arastirmamizda da lizozimin bakterilerin biyofilm

olusumunu engelledigi gorilmiistiir.

Sudagidan ve Aydin, 2013’de yaptiklar1 bir c¢alismada lizozimin S. aureus
suslarina karsi etkisiz bir biyokoruyucu oldugu ve gelisimi Uzerine etkisi
olmamasina ragmen biyofilm yapimini tetikleyici bir rolii oldugunu bulmus,
nisinin yiiksek konsantrasyonlarda bakteri gelismesi {izerine inhibisyon
etkisinin yaninda biyofilm yapimini da azalttigini belirlemislerdir. Lizozimin tek
basina kullaniminin yeterli olmayacagi, direngli suslarin inhibisyonu i¢in ytiksek
miktarlarda nisinle veya diger biyokoruyucu maddeler ile kombine
edilebilecegini iddia etmislerdir. Arastirmamizda lizozimin tek basina
kullanilmasi bakteriyel balik patojenlerinde etkili olmus ve biyofilm olusumunu

durdurmustur.

Singla vd., 2014’de son yillarda yapilan bir ¢alismada %2 malik asitin 2 ppm
ozon ile birlikte kullaniminin gida temash plastik ve PVC (polivinil karbon)
yuzeylerde Salmonella typhimurium’un olusturdugu biyofilmlerin kontrolii i¢in
etkili oldugunu rapor etmislerdir. Bu patojene etki eden malik asit S. warneri,
A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suslarina etki ederek

biyofilm olusumunu engellemistir.

Kokiimer ve Yesilcimen Akbas (2016) %10 (w/v) malik asit uygulamasi
polistren yiizeylerde biyofilm olusumunun en fazla %47 oraninda 6nlendigini,
olusan biyofilmin de en fazla %85 oraninda ortadan kaldirildigini; paslanmaz
celik ytizeylerde, biyofilm olusumunun en fazla %79 oraninda 6nlendigi, olusan
biyofilmin de en fazla %95 oraninda ortadan kaldirildigin1 belirlemislerdir.
Malik asit ve klor uygulamalarinin biyofilmler tizerindeki etkileri hem polistren
hemde celik yiizeylerde incelemislerdir. Malik asit uygulamalarinin, S. aureus
biyofilmlerini klor uygulamasindan daha etkin bir sekilde engelledigini ve
ortadan kaldirdigini belirtmislerdir. Arastirmamizda malik asit uygulamasinin S.
warnerli, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum suslarina etki

ederek biyofilm olusumunu engelledigi belirlenmistir.
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Bu tez calismasin da, antibakteriyel ozelligi iyi bilinen sarimsak yaginin
bakteriyel balik patojenleri tiizerinde antibiyofilm etkisinin olup olmadigi

incelenmistir.

Sarimsak 6zsuyunun S. aureus, Brucella abortus’un lretimini inhibe ettigini,
allisinin 1/125000 lik konsantrasyonda Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
basil ve vibriolara etkili oldugu bildirilmistir. Benzer ¢alismalarda sarimsak
ekstresinin disk teknigi ile P. aeroginosa haricinde bir¢ok bakteriye etkili oldugu
saptanmistir. Alisinin antibakteriyel etkisinin Asetil CoA sentetazi inhibe etmek
suretiyle asetik asitten asetil CoA olusumunu dnlemesi ve lipit sentezi blokajiyla
oldugu o6ne striilmiistiir. Sarimsak ekstreleri, Microsporum, Epidermophyton,
Trichophyton, Cveida albicans ve Histoplasma capsulatum, Cryptococcus
neoformans gibi bircok mantara etkili bulunmustur. Dermatofitlerin degisik
tiirleri 130-200 mg/l1 alisin konsantrasyonlarinda inhibe edilmislerdir. Inhibe
edilmis dermatofitler mikroskobik olarak incelendiginde, hiicre bozulmasi ile
birlikte sitoplazma bosalmasi, hiicre balonlagsmasi gibi morfolojik degisiklikler
gorilmiistiir. Sarimsak ekstrelerinin In vitro tavsan deri hiicrelerinde Herpes
simplex viruis Tip [ ve civciv embriyo H. influenza B viriisiiniin infektivitesini
anlaml olarak azalttig1 bildirilmektedir (Ankri ve Mirelman, 1999; Focke vd.,
1990; Sokemn vd., 1999; Tazici, 1996; ()zgelik vd., 2007). Bu tez ¢alismasinda da
benzer olarak S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum
suslarinda sarimsak yaginin biyofilmi engelledigi gorilmiis ve antibiyofilm

etkisi bulunmustur.

Biyofilm olusumu bakterinin bir substrata yapismasi ile baslar, bu nedenle
biyofilm olusumunu anlayabilmek ve boylece konagin enfeksiyonunu 6nlemek
icin farkli substratlarda bakteri adezyonunun arkasindaki mekanizmalari

arastirmak onemlidir (Klemm vd., 2010).

Characklis vd., (1990) yiizey piurizliligi arttikga mikrobiyal kolonizayonunda
arttigini gostermislerdir. Howell ve Behrends 2006, mikrobiyal yapisma ile
ylzey puriizliliigi arasindaki pozitif iliskiyi rapor etmislerdir. Bunun sebebini
ylzey geriliminin azalmasi ve piriizli yiizeylerde yilizey alaninin daha fazla
olmasiyla agiklamiglardir. Cam gibi ytlzeyler yiiksek ylizey enerjisine sahip

olduklarindan daha hidrofiliktirler.
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Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalarinda biyofilm olusturacaklari
ylizeyin yapisi, hidrofilik veya hidrofobik karakterde olusu dnemlidir. Yiizeye
yapisarak biyofilm olusturabilme, ayni zamanda bir bakterinin sahip oldugu

ylzey yapilarinin karakteristigi ile de ilgili olabilir (Williams ve Fletcher, 1996).

Veenstra vd. (1996) “slime” olarakta adlandirilan biyofilm bakterilerin bir¢ok
ylzeye  tutunmasini  sagladigini  bildirmislerdir = slime  faktdriiniin
mikroorganizmanin plastik ve metal ylizeylere yapismasini arttiran ve
fagositozunu oOnleyen bir faktér oldugunu belirtilmistir (Giiler vd., 2005). S.
warneri A. sobria ve V. anguillarum bakterilerinin CRA testinde siyah pigment
urettigi ve ilgili referanslarin belirttigi gibi tez arastirmamizda da gelik yiizeye

yapistiklari tespit edilmistir.

Lynch vd., (2002) A. hydrophila AH-1N biyofilmlerini paslanmaz c¢elikte
biiylitmiisler ve biiyiime hizlar1 ve gelisim 6zelliklerini incelemislerdir. A.
hydrophila’nin ilk 8 saat boyunca tutundugunu ve bakterilerin paslanmaz celik
ylizeyine genel olarak tutunabildiklerini bildirmislerdir. Arastirmamiz da A.

sobria’nin gelige yapisarak biyofilm olusturdugu tespit edilmistir.

Cai ve Arias, (2017) yayin baliklarinda enfeksiyona neden olan bakteriyel
patojenlerin yiizeye adezyonunu ve kolonize olmasini arastirmislardir. Ayni
zamanda biyofilm olusturmalarinda kalsiyumun roliinii de incelemislerdir. F.
columnare, A. hydrophila, Edwardsiella ictaluri, E. tarda ve E. piscicida
patojenlerinin  polistiren  plaklara yapisarak biyofilm olusturmasini
arastirmislardir. Kalisyum F. columnare ve A. hydrophila’da biyofilmi oldukca
artirmistir. Test ettikleri Edwardsiella tirlerinde biyofilm olusumunu diisiik
olarak belirlemisler ve kalsiyumunda herhangi bir etkisinin olmadigini rapor
etmislerdir. F. columnare’nin PVC ylizeyde ve aglarda biyofilm olusturdugunu
saptamiglardir. Bambuda F. columnare’nin adezyon olusturmadigini ve hiicre
gelisimini engelledigini bildirmislerdir. A. hydrophila ve E. ictaluri suslarinin test
edilen tim materyallerde biyofilm olusturdugunu belirlemisler, substratlar
arasinda oOnemli farkliliklar oldugunu bulmuslardir. E. ictaluri susunun
mikrotiter polistiren plakalar1 lzerinde biyofilm olusturmadigin1 gordiikleri
halde, test edilen tiim su turinleri yetistiriciliginde kullanilan materyallerde

kolonilesme ve cogalma kabiliyetine sahip oldugunu ifade etmislerdir. Elde
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edilen sonuglara gore, bakteriyel patojenlerinin balik ¢iftliklerindeki
materyallerde ylizeyleri kolonize etme potansiyeline sahip oldugunu ve
biyofilmi patojen rezervuarlari olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu tez
kapsaminda da bakteriyel balik patojenlerinin yetistiricilikte olduk¢a fazla
kullanilan ahsap, metal, fiberglas, cam gibi ylizeylerde kolonilesmesinin olduk¢a
fazla oldugu ve biyofilm olusumunun ¢ok giicli kendini gosterdigi

belirlenmistir.

Hogfors-Ronnholm vd., (2015) patojenik F. psychrophilum’un piirizsiz
polistiren ylizeylere daha yapiskan oldugunu bildirmistir. Bu tez kapsaminda F.
psychrophilum’un piiriizsiz olan cam ylizeye yapismast net olarak

belirlenmistir. Ancak ¢elik ylizeye yapismanin daha az oldugu tespit edilmistir.

Coquet vd., (2002) bir balik patojen bakteri olan Y. ruckeri'nin iki susunun, balik
ciftliklerinde yaygin olarak bulunan doért materyal olan ahsap, beton,
polivinilkloriir (PVC) ve fiberglas lizerine yapisma kabiliyetine gore karakterize
etmislerdir. Yapisma, bakteri ve destek hidrofobiklikleri ile yiizey piirtzliligi
arasindaki iliskileri arastirmislardir. Sonucunda Y. ruckeri giiglii bir hidrofiliktir
yani bir molekiiliin hidrojen baglar1 kurarak suya baglanabilme 6zelligine sahip
olma 6zelligi kanisina varmislardir. Referansa kiyasla daha yiiksek bir yapisma
kabiliyeti sergiledigini ifade etmislerdir. iki sus icinde, destek maddesinin
puruzlilik genligi ile yapisma kabiliyeti arasinda giicli bir korelasyon
gozlemislerdir. Y. ruckeri'nin azda olsa fiberglasa tutundugu arastirmamizda da

belirlenmistir.

Coquet vd., (2002) Fransa’'daki balik ciftliklerinde Y. ruckeri'nin varhigini
arastirmiglardir. Y. ruckeri esas itibariyle sudan ziyade alg ve sediment
orneklerinden izole etmislerdir. Yirmi iki Y. ruckeri susu elde edilmisler ve bu
suslarin kati maddelere yapistigini ifade etmislerdir. Y. ruckeri biyofilmlerinin
balik tanklarinin ylizey kolonizasyonunda siirekli tekrarlayan enfeksiyon
kaynag1 olabilecegini belirtmislerdir. Arastirmamizda Y. ruckeri’'nin fiberglasa
azda olsa tutundugu tespit edilmistir. Balik tanklarinin materyalinin daha ¢ok
fiberglas olmas1 nedeniyle Y. ruckerinmin tehlikesi arastirmamiz da

vurgulanmistir.
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Altug vd., 2007, deniz ortaminda kullanilan materyallerden olan ahsap, galvaniz,
sa¢, paslanmaz celik, pamuk halat, cam ve aliminyum materyalleri lzerinde
olusan bakteriyel biyofilm tabakasinda bulunan bakteri diizeylerini
arastirmiglardir. En yiiksek bakteri diizeyi pamuk halatta g6zlenirken bunu
ahsap, aliminyum, sag¢, cam, paslanmaz celik ve galvanizin takip ettigini
belirtmislerdir. Materyallerde tespit edilen bakteri diizeyinin deniz
suyundakinden ytiksek oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmamizda da benzer
durum s6z konusu olup patojenlerin yetistiricilik ortamlarinda kullanilan

materyallere yapisarak biyofilm olusturduklari bulunmustur.

Su driinleri yetistiriciliZinde biyofilmle miicadele de etkin koruma
yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. iletisim, tiim canlilarda
oldugu gibi bakterilerde de ¢ok etkin bir olgudur. Bakteriler salgiladiklar1 AHL
molekiilleri aracilifiyla iletisim kurarak bakteri-bakteri anlasmasini
saglamaktadirlar. Bunun neticesinde de enfeksiyon olusturan viriilens
faktorlerinin kritik gen ekspresyonlarin1 gerceklestirmektedirler. Burada ki en
onemli viriilens faktérii son zamanlarda fenomen olan biyofilmdir. Iletisimin
gliciiyle mikroorganizma virtilent olmakta, klinik biyofilm olusturmayla balik
tizerinde oliiciil olmaktadir. Biyofilmin temeli olan QS'nin basarisiz bir sistem
haline getirilmesi bakteri icin ¢ok biiylik bir kayip olacaktir. Bu esasla QS’in
durdurulmasi devaminda da hastaligi daha da giiclii hale getiren zararl biyofilm
gliclinlin hi¢ var olmamasi su trtnleri yetistiriciliginde hastaliktan korunmanin

alternatif bir metodu olarak onerilebilir.

Biyofilm enfeksiyon olusum siirecinde bakteriye ciddi bir etkinlik
kazandirmaktadir. Biyofilm olusturan bakteriler yiizeye kuvvetli bir sekilde
baglanir ve antimikrobiyal tedaviye yliksek derecede diren¢ gosterirler. Bu
nedenle bakteriye gii¢c katan ve oldukga tehlikeli olan biyofilmlerin hasta balik
enfeksiyonlarinda antimikrobiyal ila¢ direncindeki roliinii arastirmal ve
biyofilm kontaminasyonuyla hasta balik enfeksiyonu arasindaki baglanti tespit
edilmelidir. Biyofilm i¢ine antibiyotigin diisiik orandaki penetrasyonu, burada
besin maddelerinin sinirli olmasi, yavas iireme ve adaptif stres yanitinin olusu,
bakterinin ¢ok asamali savunmasini olusturmaktadir. Ayni zamanda

antibiyotikle tedavi gibi mevcut tedavi yontemleri kimyasal oldugu i¢cin balik
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uzerinde etki de birakmaktadir. Baligin tedavi stirecinde viicudunun iyilesme
sirecini hizlandiracaktir. Bu nedenle hasta balik tlizerinde yorucu eski
yontemler yerine yeni, daha hizli, kimyasal odakli olmayan antibiyofilm

yaklasimlar dikkat cekmektedir.

Arastirmacilar biyofilmlerin 6l¢iimii i¢in daha giivenilir teknikler ve kontrol
stratejilerinin degerlendirilmesinde kullanilmak tizere daha iyi model sistemleri
gelistirdikce, daha etkili biyofilm kontrol stratejilerinin ortaya ¢ikmasi
beklenmektedir. Ayrica, biyofilmlerin antimikrobiyal ila¢ direncindeki roli
arastirlldikca ve biyofilm kontaminasyonu ile hasta balik enfeksiyonu
arasindaki baglanti daha iyi kuruldukga, biyofilmlerin yetistiricilik saghgindaki

onemi konusunda daha net bir tablonun ortaya ¢ikacagina inanilmaktadir.

Balik patojenlerinin ahsap, metal, fiberglas, cam iizerinde gii¢li biyofilm
olusturdugu gorilmistiir. Yetistiricilik tnitelerinde ¢okg¢a kullanilan bu dort
materyalde bu denli gli¢lii biyofilm olusumunun varhigir balik saghg iizerinde
ciddi bir tehdit unsurudur. Costerton vd., (1999) belirttigi gibi bircok ¢alismada
biyofilm olusturma kabiliyetinde olan bakterilerin antibiyotiklere karsi daha
direnglidir. Antibiyotige diren¢ kazanmis bir¢ok bakteriyel balik patojenini
durdurma c¢alismalarinin devam ettigi bu silirecte arastirmamizda biyofilmin
engellenmesi icin malik asit, lizozim, sarimsak yagi, kekik yag1 arastirilmis ve
cok etkili bir biyofilm inhibisiyon maddesi oldugu tespit edilmistir. Antibiyotige
diren¢ kazanmis bakterilerle miicadele strecinde bu inhibisyon maddelerinin
biyofilmi engelledigi arastirmamizda net olarak gorilmiistiir. Biyofilmin
engellenmesi icin ¢alismada kullanilan malik asit, lizozim, sarimsak yagi, kekik
yagl1 cevreyle dost bir yaklasimdir ve 6nerilmektedir. Bir sonraki adim olarak bu
maddelerin ve diger farkli maddelerin kombin kullaniminin antibiyofilm

acisindan da giiclii etki yaratabilecegini diistinmekteyiz.

Ayrica bakteriyel kaynakli enfeksiyonlarda énemli bir virtilens faktori olan
biyofilmi CRA yontemiyle saptamanin pratik, giivenilir ve az maliyetli oldugu
tespit edilmistir. Biyofilm olusturan bazi suslarin, neden oldugu vakalarinin
tedavisinde, antibiyogramla birlikte CRA yonteminin kombine kullanimi, diren¢
gelisim mekanizmasini engelleyebilecek olan bir adim gibi goéziiktiigii bazi

arastirmalarda ifade edilmistir. Ornegin Freeman vd., (1989) 6zel bir besiyeri
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olan kongo red agarda iireyen kolonilerin 6zelliklerine gore biyofilm yetenegini
belirlemeye calisan yontemlerin de bulundugunu bildirmistir. Bu durumun balik
hastaliklar1 enfeksiyonlari tedavi ¢alismalarinda da fayda saglayip saglamadigini

tespit etmek i¢in yapilacak calismalara bu tezdeki CRA verileri ilk adim olabilir.

Sonug olarak S. warneri, A. sobria, Y. ruckeri, F. psychrophilum, V. anguillarum
bakterilerinde biyofilmin varligi, materyallere yapisma kapasitesi ve tehlike
potansiyeli calismamizda agik¢a ortaya konmustur. Bu nedenle bu alanda
calismalarin artirilmasi ve inhibisyon stratejilerinin gelistirilmesi sarttir. Bu
bakteriyel biyofilm inatgciiginin bir sonucu olarak, Kklinik iligkili biyofilm
olusumunu 6nlemek amaciyla klasik antimikrobiyal ajan tedavi yaklasimlari
disinda daha etkili ve komplike teknolojilere gereksinim oldugu
savunulmaktadir. S6z konusu biyofilm hastaliklarin alt yapisini ciddi anlamda
gliclendirmektedir. Bu calisma da bakteri diinyasindaki enfeksiyon giicliniin
azaltilmasi, bakterinin kimliginin ve dogasinin ¢ok iyi taninmasi, bunun bir
sonucu olarakta bakteriyel giiclerden belki de en etkili olan biyofilm virtilens
gliciiniin o6ntine gecilmesi hedeflenmektedir. Burada esas vurgulanan amag
bakterinin daha biyofilmi olusturmadan o6nce farkli yiizeylere yapismasini
engellemek onun ortamda hi¢ var olmamasim1 saglamaktir. Biyofilm
olusturamamis bakteri enfeksiyon giicii agisindan zayif bakteridir dolayisiyla
biyofilmin engellenmesinin balik hastaliklariyla miicadelede etkin role sahip

oldugu ve biyiik ¢i1g1r agacag: goriisiindeyiz.
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