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OZET

Bu arastirmada, su aritma ve gida isletim sistemlerinde potansiyel yiizey
kolonizerleri olan Aeromonas’larin biyofilm olusumunda Onem arz eden
bakteriler olmalarindan dolayi, gida ve cevresel kaynaklardan izole edilen
hareketli Aeromonas tiirlerinde farkh yiizeylerde biyofilm olusumu ve tiirlere

gore biyofilm olusturma dereceleri incelenmistir.

Biyofilm ¢alisma yontemi olarak sikhikla kullanilan standart mikroplate (96
kuyucuklu plastik mikroplate) yonteminin yani sira tiip (camda tutunma) testi
ve Congo Red Agar (CRA) testleri ile cahsilmistir. Mikroplate yontemiyle
yapilan ¢calismada farkh iki besiyeri ortaminin sivi (Triptic Soy Broth, TSB ve
Brain Heart Infision Broth, BHIB) ve kati (Triptic Soy Agar, TSA ve Brain
Heart Infision Agar, BHIA) fazlar1 kullanilmis ve kati1 besiyerlerinden alinan
izolatlarin siv1 besiyerlerinden alinanlara gore daha iyi biyofilm olusturdugu
tespit edilmistir. Ortam olarak ise TSA ve TSB’ nin BHIA ve BHIB’ye gore
Aeromonas’larin  biyofilm olusturmasinda daha etkili ortamlar olduklarn
saptanmustir. Mikroplate calismasinda A. veronii biovar sobria tiim besiyeri

ortamlarinda kuvvetli derecede pozitif biyofilm olusumda ilk sirada iken, A.



hydrophila ikinci siradadir. Ayni sartlar altinda 4. caviae’ nin ise mikroplate

yiizeyinde tutunma gostermedigi gozlemlenmistir.

Ikinci bir yontem olan tiip (cam yiizeyde tutunma) testi yonteminde ise A.
veronii biovar sobria %61,34, A. hydrophila ise %30,43 kuvvetli pozitif biyofilm
olusumu gosterirken, A. caviae ise %100 zayif pozitif biyofilm olusumu

gostermistir.

Son olarak iiciincii metod olan Congo Red Agar (CRA)’da ise A. veronii biovar
sobria %359, 37 ve A. hydrophila % 8,69 kuvvetli pozitif biyofilm olusumu
gosterirken, A. caviae’min %100 zayif biyofilm olusumu gosterdigi tespit

edilmistir.

Bilim Kodu :203.1.010

Anahtar Kelimeler : Aeromonas, izolasyon, identifikasyon, biyofilm olusumu,
mikroplate yontemi

Sayfa Adedi : 100
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ABSTRACT

In this study, Aeromonas spp. were isolated from food and environmental
samples for researching biofilm formation in distinct surfaces and adhesion
levels of bacteria because of Aeromonas are potential surface colonizers in water
distribution and food processing systems which have importance as a biofilm

forming bacteria.

For biofilm forming, beside microplate method which uses frequently, we used
tube (adhesion on glass) and Congo Red Agar test. In microplate method, two
diffirent media’s liquid (Triptic Soy Broth, TSB ve Brain Heart Infision Broth,
BHIB) and solid (Triptic Soy Agar, TSA ve Brain Heart Infision Agar, BHIA)
phase were used and when isolated bacteria was took from solid media, bacteria
showed better biofilm formation than bacteria taken from liquid media. As
culture media in biofilm formation, TSA and TSB are better media for
Aeromonas biofilm formation capacity compare with BHIA and BHIB.

Microplate method indicated that 4. veronii biovar sobria is the first as a strong


http://tureng.com/search/frequently

vil

biofilm producer bacteria in all media while A. hydrophila is the second. Under

same conditions no biofilm was observed on microplate surface for 4. caviae.

As a second method was tube test. A. veronii biovar sobria showed %61, 34 and
A. hydrophila % 30,43 strong biofilm formation, while A. caviae showed %100

weak biofilm formation.

Finally, third method was Congo Red Agar. A. veronii biovar sobria showed
%759, 37 and A. hydrophila % 8,69 strong biofilm formation, while A. caviae

showed %100 weak biofilm formation.

Science code :203.1.010

Key Words : Aeromonas, isolation, identification, biofilm formation,
microplate method
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1.GIRiS

Aeromonaslar diinya genelinde hemen hemen tiim sucul ekosistemde yaygin olarak
bulunan bakterilerdir. Sayilar1 kirlenmis ve kirlenmemis sucul cevrelerde hatta
klorlanmis igme sularinda dahi oldukea yiiksektir [Araujo ve ark., 1991]. Icme sular
ve gidalar Aeromonas tlrleri i¢in bir rezervuar olmalarindan dolayr insan
enfeksiyonlarinda onemli kaynaklardir. Yapilan son ¢alismalarda sucul ¢evrelerdeki
insan enfeksiyonlar1 Aeromonas’larla iliskilendirilmistir [Baddour, 1992; King ve
ark., 1992: Ghanem ve ark., 1993]. Hareketli Aeromonas tiirleri, Ozellikle; A.
hydrophila, A. veronii bv. sobria ve A. caviae gibi enteropatojen suslar insanlarda,
cogunlukla cocuklarda ve immiin sistemi baskilanmis kisilerde gastroenterit ve

dizanterik enfeksiyonlara neden olmaktadirlar [ Altwegg ve ark., 1991].

Aeromonas’larin virulans 6zellikleri igerisinde toksin iiretimi, biyofilm olusumu ve
antibiyotik direnci gibi Onemli viriilans faktorler yer alir. Aeromonas’lar suda
yasayan bitki ve hayvanlarda oldugu kadar gida isletim sistemleri ve su aritma
sistemlerinde de kolonize olur ve biyofilm olusturular [Kirov ve ark., 2003]. Yapilan
calismalar Aeromonas’larin neden oldugu kalict enfeksiyonlar ve %30’lara varan
oranda gastroenterit enfeksiyonlarindan biyofilm olusumunun sorumlu oldugunu

gostermistir [Costerton ve ark,. 1999; Gracey ve ark., 1982; Rautelin ve ark., 2001].

Aeromonas tirleri polar ve lateral flegella olmak iizere iki farkli flagellar sisteme
sahiptir. Polar flagella ylizme hareketinden sorumlu iken, ¢ogunlukla fenotipte ifade
olan lateral flagella ise ylizeylere tutunmadan sorumludur. [Gavin ve ark., 2002;
Rabaan ve ark., 2001]. Yapilan son ¢alismalar Aeromonas’larin flagellalarinin plastik
yiizeylerde (mikroplate 6l¢iimii) biofilm olusturmasini kolaylastirdig: kadar epitelyal
hiicre dizisi Hep-2’ye de tutunmasini kolaylastirdigini gostermistir [Gavin ve ark.,

2003; Gavin ve ark., 2002; Rabaan ve ark., 2001].



Bu arastirmada etkili yilizey kolonizerleri olan Aeromonas’larin su artima ve gida
isletim sistemlerinde biyofilm olusumunda 6nem arz eden bakteriler olmalarindan
dolay1; gida ve cevresel kaynaklardan izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde
farkli ylizeylerde (plastik ve cam) biyofilm olusumu ve tiirlere gore biyofilm
olusturma dereceleri incelenmis ve sonuglarin ileriki yillarda yapilan caligmalara 11k

tutmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Aeromonas
2.1.1. Aeromonas’larin siniflandirilmasi

Aeromonas cinsi, Vibrionaceae familyasinda yer alan ve iki alt gruptan olusan bir
cinstir [Popoff, 1984]. Ilk grup psikrofilik ve hareketsiz Aeromonas’lar1 kapsarken,
ikinci grup ise mezofilik ve hareketli olanlar1 kapsar. Bunlar; hareketsiz ve psikrofil
Aeromonas salmonicida ve hareketli mezofilik olan Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, Aeromonas veronii ve Aeromonas schubertii’
dir [Janda ve Abbott, 1996]. Von Gravenitz (1991), baz1 yeni fenotipik tiirler
tanimlamistir. Bunlar DNA hibridizasyon ¢alismalariyla belirlenen A. veronii biovar
veronii (eskiilin hidrolizi ve ornitin dekarboksilaz pozitif) ve 4. veronii biovar sobria

(eskiilin hidrolizi ve ornitin dekarboksilaz negatif)’dir [Von Gravenitz, 1991].

Yapilan son c¢alismalara gore Aeromonas’larin ayr1 bir familya olarak
siniflandirilmasi goriisii izerinde durulmaktadir. Bu konuda Aeromonas tiirlerinin
farkl1 bir ribozomal RNA kolonu olusturmalar1 ve bundan dolay1 da ayr1 bir familya
olarak incelenmesi gerektigi belirtilmistir [Colwell ve ark., 1983]. Ayrica ribozomal
RNA-DNA hibridizasyonuna ve 5S rRNA diziliminden elde edilen genetik bilgilere
bagli olarak Aeromomnas’larin Aeromonadaceae olarak ayr1 bir familya seklinde
siiflandirilmalar1 gerektigi ileri siiriilmiistiir [Popoff, 1984; Ayta¢ ve ark., 1992;
Joseph ve Carnahan, 2000].

2.1.2. Aeromonas’larin genel ozellikleri

Aeromonas’lar, Gram negatif, fakdiltatif anaerobik, spor ve kapsiil olusturmayan,
uclar1 yuvarlak veya ¢omakgik seklindeki mikroorganizmalardir. Optimal {lireme
1s1sina ve hareketliliklerine gore iki gruba ayrilmislardir. Birinci grup psikrofil ve
hareketsiz Aeromonas’lar; ikincisi ise mezofil ve hareketli Aeromonas’lardir. Birinci
gruptaki Aeromonas tirleri A. salmonicida, A. media, A. achromogenes ve A.

masuocida olarak adlandirnilmistir. Ikinci gruptaki Aeromonas’lar ise fenotipik ve



genotipik farkliliklarina gore A. hydrophila, A. sorbia, A. caviae, A. schubertii, A.
jandaeii, A. allosaccharophila, A. enteropelogenes, A. ichthiosmia ve A.
eucrenophila olarak ayrilmistir [Allen ve ark.,1983]. Mezofilik tiirlerin insanlarda
genis capta hastaliklara neden oldugu bilinirken, psikrofil tiirler genel olarak balik
patojeni olarak bilinmekte ve insanlarda enfeksiyon olusturup olusturmadigi
bilinmemektedir [Janda ve Abbott, 1996]. Mezofilik Aeromonas tiirleri genel olarak
gastroenteritli hastalardan izole edilmektedir. Bu tiirler ayn1 zamanda sepsis, yara
enfeksiyonlari,  solunum  sistemi ve  diger sistemik  enfeksiyonlarla
iligkilendirilmektedir [Janda vr Duffey, 1988; Janda ve Abbott, 1996; Nichols, 1996].
Ozelikle A. caviae, A. hydrophila ve A. veronii biovar sobria gastroenteritle en sik

iliskili olan Aeromonas tiirleridir [Joseph, 1996].

Hareketli Aeromonas’lar mikroskop altinda incelendiklerinde degisik morfoloji ve
biiyiikliikler gosterirler. Baz1 suslart kisa comak, bazilari ise ince ve uzun flamentoz
sekilde goriilebilirler. Comak seklinde olanlar genellikle 0,6x1-4,4 pum boyutlarinda,
flamentoz olanlar1 ise 8 um uzunlugunda olabilirler. Mikroskopta tek tek, ikili veya
kisa zincirler halinde goriliirler. Hareketli Aeromonas’lar sahip olduklar1 polar

flagella sayesinde aktif hareketlidirler.

Hareketli Aeromonas’lar, kemoorganotrofiktirler ve hem oksidatif hem de
fermentatif metabolik respirasyona sahiptirler. Vibriostatik ajan olan O/129’a (2,4
diamino 6,7, diisopropyl pteridine) karst direnglidirler. Oksidaz testinde pozitif
olmasimin disinda hareketli Aeromonas’larin  bir¢ok biyokimyasal reaksiyonu
enterobakterilere benzemektedir. Tiim Aeromonas’lar bir¢ok karbonhidrati fermente
ederek bunlardan asit ve gaz meydana getirirler. Glikoz, maltoz, mannitol, trehaloz,
fruktoz, galaktoz, siikroz, dekstrin ve mannitolii fermente ederek asit veya asit-gaz
olustururlar iken, rafinoz, dulsitol, ramnoz, malonat, ksiloz, inositol ve adonitolii
fermente etmezler. Nitratlar1 nitritlere indirgerler. Thiosiilfattan hidrojen siilfiir
olusturmazlar. Lipaz, niikleaz, amilaz, DNaz, esteraz, peptidaz, arilamidaz, sitokrom
oksidaz, katalaz, fosfataz, arginin dehidrolaz, ve diger hidrolitik enzimlere
sahiptirler. Nigasta hidrolizi, jelatinaz aktivitesi ve Tween 80 pozitiftir. Temel

hiicresel yag asitleri, “hexadecanoic” ve “octadecanoic” asitler olmakla beraber “3-



hydroxymyristic” ve “3-hydroxypentadecanoic” asitler de bulunabilir. Nutrient

agarda 37 oC’de ilireme pozitif, arginin dehidrolaz negatif, indol pozitiftir.

Kanli agar, MacConkey agar gibi standart besi yerlerinde kolayca iirerler. Ureme
ortaminda % 2-3 oraninda NaCl bulunmas: liremelerini kolaylastirir; ancak ortamda
% 6’nin lizerinde NaCl olmas1 durumunda iiremeleri baskilanmaktadir. Deniz suyu
ve tatl su 6rneklerinden Aeromonas’larin izolasyonunda 1sinin tiremeye fazla etkili
olmadigini, lagim ve atik sularin denizle agizlastig1 yere yakinligi ile orantili olarak
bakteri izolasyon oranlarinin arttigi goriilmistiir. Aeromonas cinsi bakterilerin
izolasyonlarinda ampisiline direngli olmalarindan faydalanilmakta, bu amacla
genellikle ampisilinli besiyerleri kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan Ampisilinli
Kanli Agar disinda, Glutamate Starch Phenol Red Agar (GSPA) , Dextrin Fuchsin
Siilfit (DFS) agar, Aeromonas hydrophila (AH) Agar, MacConkey Agar, Cefsulodin
Irgasan Novobiosin (CIN) Agar ve Starch Ampicilline (SA) Agar besiyerleri
kullanilmaktadir. Arastiricilar 6n zenginlestirmede alkali peptonlu su (APS),
strontium hidrojen, selenit buyyon, strontium clorit B buyyon, tripticase soy buyyon,
etrathionat buyyon ve potasyum telliiriti kullanmaktadirlar [Carnahan ve ark., 1991;

Popoff,1984].
2.1.3. Aeromonas’larin viriilans faktorleri

Aeromonas’larin degisik viriilans faktorleri ve toksijenik mekanizmalar1 vardir.
Bunlar arasinda, enterotoksinler, hemolizinler (o, ), hemagliitininler, endotoksinler,

yiizey adezinleri (fimbria, flagella ve pili) ve ¢esitli proteazlar sayilabilir.

Aeromonas genomu siklikla enteretoksin Act, Alt ve Ast ve ayrica hemolizin gibi
viriillans faktorleri iceren genleri kodlar. Act sitotoksikk bir enterotoksin olarak
Aeromonas’larin patojenitesinde dnemli rol oynar [Xu ve ark., 1998]. Ayn1 zamanda
Act kolera toksiniylede olduk¢a yakindan iligkilidir. Ancak Alt ve Ast toksinleride
sitotoksik olmalarina ragmen kolera ile iliskili degillerdir [Albert ve ark., 2000;
Ljungh ve ark., 1982].



Aeromonas’larin trettigi diger 6nemli toksinlerden biride hemolizinlerdir. Bunlarin
da en 6nemlisi 1s1ya dayanikli f hemolizin olarak bilinen aerolizinlerdir. Bu toksinler
A. hydrophila ve A. sobria gibi Aeromonas tiirleri tarafindan tiretilmektedir [Janda,
1991]. Isiya duyarli olan proteolitik o-hemolizin enziminin, infeksiyon
patogenezindeki etkinliginin diisiik oldugu, eritrositlerin lizisinde etkili oldugu ve
Vero  hiicrelerine  sitotoksik  etki  yaptigr  bildirilmektedir.  Aeromonas
infeksiyonlarinda esas sitotoksik aktiviteden B-hemolizin sorumlu olup infeksiyon
bolgesinde vaskiiler permeabilite artisi, 6dem, nekroz ve Oliimcil etkiye neden

olmaktadir.

Aeromonas’larin enteroinvazivite (Hep-2 hiicrelerine invaziflik) ve yapisma (ylizey
adhezinleri ile) ozellikleri de bulunmaktadir. Mezofilik Aeromonas’larda yiizme
hareketinden sorumlu polar flagella insan ve balik hiicre dizilerine invaziv olma ve
tutunmadan sorumluyken [Gryllos ve ark., 2001; Merino ve ark., 1997; Rabaan ve
ark., 2001; Thornley ve ark., 1996], Aeromonas’larin %50 ile %60’ na yakin kismi
tarafindan iiretilen lateral flagella ise biyofilm olusumundan sorumludur [Gavin ve
ark., 2002]. Ayrica Aeromonas’larda tip IV pili de hiicre tutunmasindan sorumlu bir
viriilans faktordiir. Ozellikle hemolitik {iremik sendromla iliskili (HUS)
Aeromonas’larda virtilans faktorler tip IV pili [Ivanaga ve Hokama, 1992; Kirov ve
Sanderson, 1996] ve aerolizin toksini tiretimidir [Howard ve Buckley, 1986; Van Der

Goot ve ark., 1994].



Resim 2.1. A. caviae Sch3N ve A. hydrophila AH-3 (dogal suslar)’iin TSA (B ve D)
ve BHIB’deki (A ve C) gelisimlerinin yiizey organellerine etkisinin
elektron mikroskop goriintiisii [Gavin ve ark., 2002]

Aeromonas proteazlarinin da direkt doku zedelenmesine yol acarak veya invazifligi
arttirarak patojenitede rolii bulunmaktadir. A. hydrophila, A. sobria, A. caviae ve A.
veronii genellikle gastrointestinal hastaliklardan, 4. schubertii, A. veronii, A.

hydrophila ve A. sobria ise kan ve infekte yaralardan izole edilmistir.

Cahil (1990), Aeromonas suslarinda insan ve hayvanlar icin toksik etkiye sahip olan
1stya dayanikli (LPS) endotoksinlerin bulundugunu [Cahil, 1990]; Dooley ve ark.,
(1986) ve Kay ve Trust (1991), Aeromonas’lardaki ylizey proteinlerinin (S-layer)
hayvanlar i¢in esas virulant olabilecegini beyan etmislerdir [Dooley ve ark., 1986],
[Kay ve Trust, 1991]. Abbey ve FEtang, (1988) proteazlarin direk doku
zedelenmelerine yol acarak veya invazifligi artirarak hayvanlarda patojeniteye destek

sagladiklarini bildirmislerdir [Abbey ve Etang, 1988].



2.1.4. Aeromonas enfeksiyonlari

Icme sular1 ve gidalar Aeromonas tiirleri igin bir rezervuar olmalarindan dolay1 insan
enfeksiyonlarinda 6nemli kaynaklardir. Halk sagligi 6nemi agisindan genis sayidaki
Aeromonas tiri temiz olmayan sularda gelisim gosterebilir. Yapilan son
caligmalarda  sucul  ¢evrelerde  insan  enfeksiyonlar1  Aeromonas’larla
iliskilendirlmistir [Baddour 1992; King ve ark., 1992; Ghanem ve ark., 1993].
Aeromonas’larin balik ve amfibi patojeni olduklar1 gibi insan sagliginida tehdit ettigi
bilinmektedir [ Lederberg ve ark., 1992]. Ayrica Aeromonas’larin insanlarda firsatci
patojen oldugu g6z oOniinde bulundurulmaktadir. Genellikle; gastroenteritli,
Aeromonas sepsisli, yara ve goz enfeksiyonlu hastalardan ve peritonit ve menenjit
gibi ¢esitli enfeksiyonlardan izole edilmektedirler. Aeromonas’lar gastrointestinal
enfeksiyon etkeni olmakla beraber, ¢ocuklarda akut ishale [Albert ve ark., 2000;
Subashkumar ve ark., 2006] ve Afrika, Latin Amerika ve Asya gibi gelismekte olan
iilkelerde ise seyahat ishaline neden olmaktadirlar [Vila ve ark., 2003]. Intestinal
enfeksiyonlarin yani1 sira Aeromonas’lar Ozellikle immiin sistemi baskilanmis
kisilerde hepatobilyer enfeksiyonlara neden olmaktadirlar [Clarck ve Chenoweth,

2003].

Cizelge 2.1. Gastroenterit ile iliskili mezofilik Aeromonas tiirlerinde enfeksiyonlar
ve olusma siklig1 [Janda ve Duffey, 1988; Nichols ve ark., 1996].

Gastroenterit Ozellikleri Olusma sikhg
Sekretuvar Akut sulu diyare, kusma Cok yaygin
Dizanterik Akut diyare kanli ve mukuslu Yaygin
Kronik 10 giinden fazla devam eden diyare Yaygin
Kolerik Piring suyu feces Nadir




Cizelge 2.2. Ekstraintestinal enfeksiyonlar ile iliskili mezofilik 4eromonas
tiirlerinde enfeksiyonlar ve olusma siklig1 [Janda ve Duffey, 1988;
Nichols ve ark., 1996].

Ekstraintestinal Ozellikleri Olusma sikhg:
enfeksiyonlar
Seliilitis Doku enflamasyonu Yaygin
Miyonekroz Gazli yada gazsiz gangren nekrozu Nadir
Eritem Nekrotik merkezli deri lezyonlari Yaygin degil
gangronozum
Septisemi Ates, listime, hipotansiyon Oldukga yaygin
Peritonits Karin zar1 enflamasyonu Yaygin degil
Pnémoni Septisemi ve nekroz ile pndmoni Nadir
Osteomyelit Yumusak doku enfeksiyonunu takip eden | Nadir
kemik enfeksiyonu

GO0z enfeksiyonlart | GOz nezlesi, korneal iilser, endoftalmi Nadir
Gastroenteritis

Son yillarda yapilan calismalar hareketli Aeromonas tiirlerinin insanlarda onemli
bakteriyel ishal etkenlerinden birisi oldugunu ortaya cikarmistir [Burke ve ark.,
1984; Kirov ve ark., 1990]. Ozelikle A. caviae, A. hydrophila ve A. veronii biovar
sobria gastroenteritle en sik iligkili olan Aeromonas tiirleridir [Joseph, 1996]. A.
hydrophila ve A. sobria insanlarda iki tip gastroenteritise neden olmaktadir. Birincisi
sulu diski, hafif atesle seyreden kolera benzeri hastalik, ikincisi de diskida kan ve
mukusla tanimlanan dizanteri benzeri klinik tablosudur. En sik goriilen enfeksiyon
tipi birincisidir. A. caviae ise daha siklikla 3 yas altindaki ¢ocuklarda gastroenterite

neden olmaktadir.

Aeromonas’larin neden oldugu gida kaynakli zehirlenmelerde enfektif doz miktar1 ve
inkiibasyon siiresi hakkinda heniiz goriis birligine varilamamasina ragmen siipheli
gidalardan elde edilen Aeromonas sayisinin 10°~10° “a kadar ¢iktig1, bu olaylardaki

inkiibasyon siiresinin ise 24-36 saat oldugu tespit edilmistir.
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Gray ve Griffith (1990), 2 yil siiresince inceledikleri 3766 insan diski orneginin
91’inde (% 2,4) hareketli Aeromonas’lar1 belirlemislerdir. Bu suslarin 30’u A4. sobria,

39’u 4. caviae ve 25’1 A. hydrophila olarak tanimlanmistir [Gray ve Griffith, 1990].

Gray ve Sticler (1990), sigir ve domuz diski1 6rneklerinden mezofilik Aeromonas’lar
izole etmigler ve bu suslarin % 52’sinin A. hydrophila, % 32’sinin A. caviae, %

16’sinin A. sobria oldugunu bildirmislerdir [Gray ve Sticler, 1990].

Kalici  enfeksiyonlar ve %30 varan oranda Aeromonas  gastroenterit
enfeksiyonlarindan biyofilm olusumu sorumludur. [Costerton ve ark,. 1999; Gracey
ve ark., 1982; Rautelin ve ark., 2001]. Ingiltere’de gocuk diyarel fecesinden izole
edilen 4. caviae susunun yapilan ¢alismalarda laringal epitelyal Hep-2 hiicre dizisine

tutunma gosterdigi goriilmiistiir [Wilcox ve ark., 1992].

Ekstraintestinal enfeksivonlar

A. hydrophila, A. caviae, A. sobria gibi hareketli Aeromonas tiirleri gesitli yara
enfeksiyonlari, goz enfeksiyonlari, liriner sistem enfeksiyonlari, menenjit, septisemi,
endokardit, pnomoni ve osteomyelit gibi bagirsak dis1 hastaliklara neden

olmaktadirlar [Roberts ve ark., 1996; Aytac ve Ozbas, 1992; Palumbo ve ark., 1989].

Aeromonas’lar genellikle immiin sistemi baskilanmis olan insanlarda septisemiye
neden olur. 4deromonas septisemisi goriilen insanlarin cogunda genellikle karaciger
hastaliklari, kanser veya losemi sonucu olusan bozuk konak¢i savunmasi vardir.
Septisemi, bazen c¢evresel bir suyla kontamine olmus bir yara enfeksiyonunu takip
eder, bazen de cerrahi bir yara Aeromonas ile enfekte olur. Septisemi intestinal bolge

kolonizasyonunun bir sonucu olarak da olugabilir.

Yara enfeksiyonlar1 genellikle Aeromonas ile kontamine olmus sulara maruz kalan
yaralarda meydana gelmektedir. Yara enfeksiyonlarina 4. hydorphila ve A. veronii

gibi tiirler siklikla neden olmaktadirlar [Huys ve ark., 1997]. Yara enfeksiyonlari
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cabuk ilerlemekte ve eger enfeksiyon sistemik hale gelirse Sliimciil olabilmektedir.
Yara enfeksiyonunun sonucunda seliilitis, miyonekrozis ve eritem gangrenozumlar
olusur.

2.1.5. Aeromonas’larin potansiyel kaynaklari

Cevresel kaynaklar

Aeromonas’lar diinya genelinde hemen hemen tiim sucul habitatlarda bulunurlar.
Sayilar kirlenmis ve kirlenmemis sucul ¢evrelerde hatta klorlanmis igme sularinda
dahi oldukca yiiksektir. Sucul gevrelerdeki mezofilik Aeromonas’larin ayirimi su
kirliliginin derecesine baghdir. A. caviae 6zellikle kanalizasyon ve yiiksek derecede
fekal kontaminasyona ugramis sularda baskin bir tiirdiir [Araujo ve ark., 1991;
Schubert, 1975; Stecchini ve Domenis, 1994]. Buna bagl olarak daha az kirli
sularda A. hydrophila ve A. caviae esit bir dagilim gosterir. A. sobria kirlenmemis
sularda bulunabilir. Ozellikle 4. caviae besin degeri yiiksek sularin gdstergesi olarak
kabul edilebilir. Birka¢ mezofilik Aeromonas tiirii sucul cevrelerde sezona bagh
varyasyonlar gostermektedir. Yilin daha sicak olan aylarinda Aeromonas
populasyonu hem tatli su gollerinde [Rippey ve Cabelli, 1989] hemde klorlanmis

igme sularinda [Burke ve ark., 1984] artis gostermektedir.

Yapilan bir arastirmada 147 dogal sucul habitati, Aeromonas dagilmi agisindan
incelenmis ve sicak kaynak sulari, asir1 tuzlu sular ve asir1 kirli dereler gibi birkag
ekstrem Ornek disinda (135 tanesini) hepsini pozitif bulmuslardir [Hazen ve ark.,
1978]. Aeromonas varligi bakimindan pozitif bulunan bu 135 dogal su Ornegi,
tuzluluk, iletkenlik, sicaklik, pH ve bulaniklik bakimindan ¢ok degisen habitatlara
aittir. Tuzlu su oOrnekleri tath sulardan, lotik ¢evrelerde (hizli hareket eden) lentik
cevrelerden (duragan) daha yiiksek Aeromonas sayisina sahiptirler [Farmer ve ark.,
1992]. Aeromonas’lar zorunlu denizel bir bakteri olmadig:1 halde, en yiiksek sayi
deniz ekosistemlerinin tath sularla etkilestigi yerlerde tespit edilmistir [Nishikawa ve

Kishi, 1988].
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Aeromonas’lar insan gastrointestinal kanallarimin gegici bir iiyesidir ve insanlar
Aeromonas’larin ¢evreye verilmesinde ana kaynak degildir. Ancak, insanlardan
kanalizasyonlara gegen Aeromonas’lar uygun kosullarda kanalizasyon hatt1 boyunca

cogalarak, bosaltim noktasinda 6nemli sayilara ulasabilirler.
Aeromonas’lar esasen su kokenli mikroorganizmalar olmalarina karsin, ozellikle
suyla sik temas eden bolgelerin topraklarinda da bu mikroorganizmalara

rastlanmaktadir.

Gidasal kaynaklar

Aeromonas’lar tavuk, biftek, domuz eti, kuzu eti ve siit gibi hayvansal {iriinlerin
buzdolabinda bozulmalart ile iligkilidir. Bozulmakta olan bu tip gidalardaki dominant
organizma Pseudomonas ssp. iken diisiik sayida Aeromonas’a da rastlanir. A.
hydrophila fakiiltatif anaerobik bir organizma oldugundan dolay1r degistirilmis
atmosferle paketlenen iirlinlerdeki 4. hydrophila biliylimesi biiyiik bir ilgi
¢ekmektedir.

Yapilan caligmalar sonucu Aeromonas’larin hemen hemen biitiin taze etlerde
bulundugu ve modifiye edilmis atmosfer kullanarak buzdolab:r sicaklifinda saklama
stiresinin uzatilmasinin Aeromonas’larin ¢ok yiiksek sayilara ulagsmasina neden

oldugu bulunmustur [Abeyta ve Wekell 1988].

Aeromonas’larin siitlerde bulunduguna dair yapilan cesitli ¢aligmalar mevcuttur.
Freitas ve ark. (1993), Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada pastorize siit 6rneklerinin
%28,5’inden ve beyaz peynir Orneklerinin %32’sinden Aeromonas izolasyonu
yaptiklarim1 ~ bildirmisler ve bu kontaminasyonun pastorizasyon sonrasi

gerceklestigini gostermislerdir [Freitas ve ark., 1993].

Palumbo ve arkadaglar1 1985°de yaptiklar1 calismada ¢ig siit 6rneklerinde baslangicta
Aeromonas tiiriine rastlanmazken, 5°C’de buzdolabinda 7 giin saklamadan sonra 10°

-10* org/ml oraninda Aeromonas spp. saptamislardir [Palumbo ve ark., 1985].
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Aeromonas’lar buzdolabi sicakliginda da biiylime yetenegine sahip olduklarindan ve
buzdolabinda saklama sirasinda yiiksek sayilara ulagabileceklerinden dolay1 bu tip

irtinlerde bulunan az sayidaki Aeromonas spp. de saglik agisindan 6nemlidir.

Kirov ve arkadaslart 1993 yilinda ¢ig ve pastorize siit irlinlerinde Aeromonas
tirlerinin bulunma sikligir ile bazi1 virulans ozelliklerini ve Aeromonas’larin
gastrointestinal enfeksiyonlarin meydana gelmesinde siitiin potansiyel bir kaynak
olup olmadigini aragtirmiglardir. Arastirmacilar bu ¢alismada Aeromonas’lar1 72 ¢ig
slit 6rneginin 43’tinden (% 60), 183 pastoriize siit 0rnegininde 7’sinden (% 4) izole
etmislerdir. Cig siit 0rneklerinden izole edilen suslarin biiyiik bir kismi 4. hydrophila,
pastorize siit orneklerinden de % 42’si A.sobria olarak tanimlanmislardir. Kirov ve
arkadaslar1 pastOrize siitten izole ettikleri baz1 Aeromonas suslarinin diare ile ilgili

olduklarini ve 37°C’de ekzotoksin iirettiklerini belirlemislerdir [Kirov ve ark., 1993].

Aslinda baliklarin dogal olarak tasidiklar1 patojen bakterilerin sayisi azdir, patojen
bagirsak bakterileri baliklara kirli sulardan bulasabildikleri gibi, tliketiciye ulasana
kadar gegen slire igerisinde ¢evre elemanlarindan ve tasiyici kisilerden de bulasabilir.
Aeromonas’lar baliklarda kiigiik yiizeysel lezyonlar, pullarin dokiilmelerine, lokal
kanamalar ve septisemiye kadar uzanan hastaliklara hatta 6liimlere yol agmaktadir.
Bu konuda yapilan ¢aligmalarda sulardaki Aeromonas yogunlugu ile baliklardaki
salgin hastaliklar ve 6liimler arasinda bir iliski gézlendigi de bulunmustur [Hazen ve

ark., 1978].

Baliklarda dogal enfeksiyonlarin genellikle ilkbahar ve yaz aylarinda ortaya ¢iktigi,
buna sebep olarak da ilkbaharda su 1sisinin ani ylikselmesi ve yaz aylarinda diisiik
oksijen seviyesi gosterilmektedir. Enfeksiyonun siddeti iizerinde ¢evresel kosullarin
Oonemi biyiiktiir. Bu faktorler arasinda, kalabalik, anormal olarak yiiksek ya da algak
su 1s1s1, kistan yaza gecis durumlari, aglik ve kotii beslenme, oksijen yetersizligi,
kabaca elle yakalama sonucu pullarin kayb1 ve aginmalar, ektoparazitler tarafindan
meydana getirilen lezyonlar sayilmaktadir. Hastaligin inkiibasyon peryodunun, balik

tiirii ile direncine ayrica ¢evre kosullari ile mevsimlere bagli olduguda bildirilmistir.
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Bu siirenin dogal enfeksiyonlarda 2-4 giin oldugu deneysel enfeksiyonlarda ise 8-48
saat arasmnda bir degisiklik gosterdigi saptanmugtir. Olmek iizere olan hasta
baliklardan ve saglikli goériinen baliklardan da Aeromonas’lar izole edilmis ve
izolatlarin biiylik bir kisminin enterotoksin, hemolizin ve proteaz {irettigi bu suslarin
ayni zamanda adhezyon yetenegine sahip oldugu da bildirilmistir [Lallier ve ark.,

1984; Rahim ve ark., 1984; Santos ve ark., 1988].

Aeromonas’larin bilinen en yaygin kaynaklarindandir. Bu organizmalar saglikli
baliklarin doku ve intestinal floralarinin da bir tiyesidir. Diger bir bilinen kaynak ise
deniz kabuklular, 6zellikle de istiridyelerdir. Genel olarak deniz kabuklular1 gida
kokenli hastaliklarla iliskili aracilar olarak bilinirler. ABD’de 1900°den beri
11,600’tin tizerinde deniz kabuklusu kokenli salginin etkeni tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bunlarin sebebinin viral patojenler, Vibrio spp. ve A.

hydrophila ile iligkili olduklar1 tahmin edilmektedir [Abeyta ve Wekell, 1988].

Insanlar

Aeromonas tiirlerinin bir kaynagi da besinlerin islenmesinde c¢alisgan asimptomatik
insanlardir. Aeromonas’larin asimptomatik tasiyicilardan ve besinlerden bulagmasi
immiin sistemi baskilanmis insanlar i¢in en biiyiik tehlikeyi olusturur [Abeyta ve

Wekell, 1988].

A. hydrophila insan gaitalarindan diger bagirsak patojenleri ile beraber izole
edilirken bazi durumlarda da tek enterik patojen olarak izole edilmistir [Koehler ve
Ashdown, 1992]. Yine Aeromonas’larin gastroenteritisli c¢ocuklardan, saglikli
cocuklardan oldugundan c¢ok daha fazla siklikta izole edildigi ve hasta olmayan

insanlardan izolasyonunun nadir oldugu bildirilmistir [Berrang ve ark., 1989].
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2.2. Biyofilm

2.2.1. Biyofilm tarihcesi

Biyofilm kavramu, ilk olarak 17. ylizyilda Van Leeuwenhoek’un kendi dislerindeki
plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklar tespit etmesi ile ortaya ¢ikmistir. Uzun
yillar konu {iizerinde herhangi bir ¢aligma yapilmamasina karsin, biyofilmler ve
ozellikleri ile ilgili genel teori 1978’ den sonra artarak bildirilmeye baslanmistir
[Costerton ve ark., 1978]. O zamandan beri biyofilm yapisi, olusum nedeni ve
mekanizmasi ile ilgili ¢aligmalar hizla ilerlemis olup biyofilmlerin varligi derin
yeralt1 sular1 ve okyanusun derinleri disinda tiim dogal ekosistemlerde saptanmistir

[Costerton ve ark., 1995].

Ik defa Zobell tarafindan kullanilan slide teknikleri 1943 yilinda arastirmaci
tarafindan biyofilmler hakkinda ilk yaymnin da yapilmasindan sonra [Zobell, 1943],
70’lerin sonunda bu fenomenin tiim dogal alanlarda evrensel olarak var oldugu fark
edilmistir. Marshall 1976 yilinda ¢ok ince ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri
yiizeyine sabitlendigini bildirmistir [Marshall, 1976]. 1978 yilinda ise Costertan ve
arkadaslar1 su sistemlerindeki bakteri topluluklarinin, dogal olarak polisakkarid
icinde bulunurken, yapismis bakteri topluluklarinin glikokaliks matriks iginde
bulundugunu ve bu matriks yapisinin adhezyona aracilik ettigini gozlemlemislerdir
[Costerton ve ark., 1978]. Yine ayni arastirmact 1987 yilinda biyofilmin daha ¢ok
aniyonik eksopolimer matriksden olusan oldukg¢a hidrate yapi iginde sesil hiicreler ve
mikrokolonilerden olustugunu bildirmistir [Costerton ve ark., 1987]. 1995’e
gelindiginde Costertan ve Lappin-Scott, bakterilerin biyofilm olusturmasinin ve
adezyonunun bir kisim spesifik genler tarafindan diizenlendigini bildirmislerdir

[Costerton ve Lapin-Scott 1995].

2.2.2. Biyofilm ve onemi

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik icerisinde toplu halde

yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli islevlerin
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yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu bir organizasyondur [Post ve

ark., 2002].

Biyofilmin temel birimi “mikrokoloniler’dir. Mikrokoloniler bir veya birkag tiirden
bakteri hiicresinden olusurlar. Mikrokolonilerin %10-25’1 hiicrelerden, %75-90°1 ise
EPS matriksinden olusmaktadir. Mikrokoloniler cogunlukla “mantar benzeri sekil”’e

sahip yapi olarak tanimlanirlar.

Biyofilmler inert veya canli yiizeylerde olusabilirler. Bu yiizeyler arasinda canli
dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya igme suyu sistemlerinin borular1 ve
dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm olusumunda hiicresel olmayan mineral
kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya ¢amur pargalar1 ya da kan bilesenleri

bulunabilir [Donlan, 2002].

Biyofilm biiyiidiiglinde, polimer matris icerisinde enkapsiile edilen mikroorganizma
sayis1 artar. Biyofilm yapisinin sekillenmesinde, diflizyon baskin faktor haline gelir.
I¢ tarafta kalan mikroorganizmalar oksijen, besin ve iireme ortami agisindan
yiizeydekilere nazaran dezavantajli konumdadirlar. Bu nedenle film yapisinda
baslangicta aerobik mikroorganizmalar cogunluktayken, aerobik
mikroorganizmalarin sayica artis gostermeleri sonucunda ortamdaki oksijen miktari
hizl1 bir bi¢imde diiser ve oksijen noksanliginda anoksik bolge olusumu gergeklesir

[Greenberg ve ark., 1999].

e Aerobe T —
IS,

Resim 2.2. Biyofilmdeki oksijen dagilimi.

Yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece yilizeye yapismis durumda bulunan ve
icerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret olmadigini,

bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan fonksiyonel
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topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur [Davey ve
O’Toole, 2000]. Biyofilmler, matriksleri igerisinde yasamlarini siirdiiren hiicrelere
esansiyel besinlerin ve oksijenin taginmasina imkan taniyan ‘su kanallarina’ sahip,
cok tabakal1 heterojen bir yapiya sahiptirler [Donlan ve Costerton, 2002]. Biyofilm
icerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen polisakkaridler
biyofilmin ana ekstraselliiler igerigini olusturur. Icerisinde yasayan organizmaya
bagli olarak biyofilm matriksi farkli 6zellikler tasiyabilir. Gram negatif bakterilerin
notral veya polianyonik biyofilmler olusturdugu ve Gram pozitif bakterilerin

katyonik matriksler olusturdugu bilinmektedir.

Sonug olarak Donlan ve Costertan biyofilm tanimini biraz daha gelistirmis ve elde

edilen bilgiler 1s181nda biyofilmleri;

e Hiicreleri geri doniisiimsiiz olarak bir substrata, ara yiizey veya birbirlerine
tutunmus olan,

e Kendi trettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks icerisinde
gomiilmiis,

¢ Biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan tiirdesleri ile
aralarinda farkliliklar1 olan mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk

olarak tanimlamislardir [Donlan ve Costerton, 2002].

Bir yiizeyde koloniler halinde tutunarak yasayan mikroorganizmalarin olusturduklari
her tabaka biyofilm yapisinin Ozelliklerini tasimamaktadir. Gergek biyofilm
yapisinda olmayan topluluklar, bulunduklar1 ylizeylerde planktonik hiicre davranisi
sergilemeye devam etmektedirler. Bunlarda biyofilm igerisindeki bakterilerde
gosterilen rezistans ve geri donilisiimsiliz yapisma gibi 6zellikler bulunmamaktadir.
Bununla beraber, biyofilm igerisindeki bakterilerinde zamanla matriksten koparak
ayrildiklari, dolagima gectikleri ve planktonik formda olmalarina ragmen, ayrildiklari
toplulugun tiim rezistans karakterlerini tagidigi bildirilmistir. Mikroorganizmalarin
serbest formdan biyofilme gecislerinin dort temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir.

Birinci neden, mikroorganizmalarin kendilerine daha korunakli bir ortam yaratma
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gereksinimidir ve bu durum “koruma” olarak tanimlanmaktadir. ikinci neden;
mikroorganizmalar kendilerine besin miktar1 bakimindan bol bir ¢evre
olusturmaktadirlar ve bu da “kolonizasyon” olarak tanimlanmaktadir. Ugiincii olarak
mikroorganizmalar ortak yasamin yararlarindan faydalanmaktadirlar ve bu
“birliktelik  (symbiosis)” olarak  tanimlanmistir.  Dordiincii  olarak  ise
mikrorganizmalar biyofilm seklinde iiremektedirler, serbest koloniler belirli bir

degerden sonra iireme siirecini durdurmaktadirlar [Jefferson, 2002].

2.2.3. Biyofilm olusum mekanizmasi

Dogada ve gida sistemlerinde mikroorganizmalar yasama yetenegi ve gelisimi i¢in
elverigli  besinlerle uygun hale gelmis kati yiizeylere 1ilgi duyarlar.
Mikroorganizmalar baslangicta kat1 ylizey iizerine ¢oker daha sonra yapisir, gelisir
ve hiicre kolonilerinin olusumu aktif olarak artar. Bu bakimdan mikroorganizmalarin
tam kolonizasyonuna yardimda organik polimerlerin olusumu esansiyeldir [Allison

ve Sutherland, 1987].

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasi ¢esitli asamalardan meydana gelmektedir.
Biyofilm olusumu rastgele bir siire¢ degildir. Bakteri bir ylizey ile karsilastiginda,

genetik olarak belirlenmis bir seri slire¢ birbirini izler. Bunlar sirasiyla sdyledir;

1- Bakterinin yiizeye geri doniisiimlii (reversibl) yapismasi.

2- Bakterinin ekzopolimerik yapilarla yilizeye geri doniisiimsiiz (irreversibl) olarak
yapisip, hareket i¢in gerekli olusumlarini kaybetmesi.

3- Biyofilmin ilk olusma donemi.

4- Biyofilmin tamamen olgunlasarak kompleks yapiy1 olusturdugu dénem

5- Olusan mikrokolonilerden haraketli bakterilerin ortama dagilimi
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Resim 2.3. Biyofilm olusum mekanizmasi1 [Marshall ve ark., 1976].

Bivofilm olusumu

Mikrobiyal yapismanin mekanizmasi

Biyofilm gelisimi uygun mikroorganizmalarin varliginda hemen hemen her cevre ve
her yiizeyde meydana gelebilir. Mikroroganizmalarin ¢ogunlugu durumunda;
mikroorganzmalarin normal yasami ve iiremeleri i¢in kat1 yiizeylere tutunmasinda
canli ya da inert ve/veya organik ya da inorganik olusumlar esansiyel sartlardir.

[Costerton ve ark., 1987; Melo ve ark., 1992; Zottola ve Sasahara , 1994].

Yiizey kosullandirmast

Biofilm olusumu bakterinin var oldugu neredeyse her yiizeyde ve ¢evrede meydana
gelir. Gida isletim sisteminde et ve siitten protein gibi organik ve inorganik
molekiillerle birlikte bakteri yilizeye tutunarak biyofilm olusturur. Bu organik ve
inorganik molekiiler, ve mikroorganizmalar sivi akis dalgas1 ve difuzyonla yiizeye
aktarilir. Aktarimin orani ve yiizeye tutunmanin boyutu bu baglamda ayni derecede
onemlidir [Characklis, 1981]. Gidayla temas eden yiizeyler iizerinde ki sivi-kat1 ara
yiizeyinde ki molekiillerin akiimiilasyonu sivi faza nazaran besinlerin daha yiliksek
konsantrasyonuna neden olur. Gida isletim sistemlerinde gidayla temas eden

yiizeylerde ki gida kalintilarinin seviyesinin artmasi biofilm olusumunda rol oynar
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[Hood ve Zottola, 1997]. Ayrica Besin transferi biofilmde sivi fazdaki bakteri
hiicrelerinden daha hizlidir. Besin seviyesinde ki artig biofilm olusumunu destekler
ve ayrica biofilmle iligkili rekabetci kiiltiir tipinede baghdir [Jeong ve Frank, 1994].
Sartlar ayrica vizkozite, serbest yiizey enerjisi elektrostatik ve hidrofobisitedeki
degisiklikler gibi mikrobiyal olaylarin sonraki sekansina etki edebilen fiziko-
kimyasal ozelliklerle de baskalasabilir [Dickson ve Koohmaraie, 1989]. Taramali
elektron mikroskobu gdstermistir ki gida kokenli patojenler ve bozulmaya neden
olan mikroorganizmlar tipik olarak gida isletim c¢evrelerinde bulunan paslanmaz
celik aliminyum, cam, Buna-N, teflon ve naylon materyaller iizerinde biyofilm
olarak birikmektedir [Herald ve Zottola, 1988; Mafu ve ark., 1990; Notermans ve
ark. 1991]. Naylon ve teflon ylizeyler piiriizsiizdiir ve mikroorganizmlar yapismaya
hazir durumdadirlar. Bununla birlikte aliiminyum ytizeyler daha genis yariklara ve
stinger benzeri goriinlime sahipken paslanmaz c¢elik yiizey bakterileri tuzagina
diistirmek icin elverisli olan ¢atlak ve yariklardan dolay: piiriizlii bir gorlinlime

sahiptir [Wirtanen ve ark., 1996].

Hiicrelerin tutunmasi

Biofilm olusumundaki ikinci asama mikroorganizmalarin sartlanmis ylizeye
tutunmasidir. Bu asama aktif ya da pasif olabilir ve bakterinin hareketliligine ya da
planktonik hiicrelerin transprotuna baglidir. Bakteri hiicre yiizeyinin fiziko-kimyasal
ozelligi baslangictaki yapigma fazi sirasinda hiicrelerin tutunmasinin belirlenmesinde
onemlidir [Van Loosdrecht ve ark., 1990]. Bakteriyel tutunma bakterilerin gelisme
asamas1 ve ortamdaki uygun besinlerden de etkilenir. Hiicresel tutunma reversibl

asamayi takip eden irreversibl agsama olmak iizere iki asamada gerceklesir.

Baslangigta bakteri hiicreleri arasinda gelisen zayif etkilesim ve substrat reversbl
tutunmadir. Reversble yapisma siirecini etkileyen gesitli uzun mesafe etkilesim
giicleri, van der Walls ¢ekim giicleri, elektrostatik gii¢ ve hidrofobik etkilesimlerdir.
Bu asamada bakteri hala Brown hareketi gosterir ve ¢ok az bir durulama gibi kesici
giic akimlari ile ortadan kaldirilabilir [Marshall ve ark., 1971]. Hiicrelerin irreversbl

tutunmast ise biyofilm olusumundaki bir sonraki ¢ok 6nemli basamaktir. Itici giicler
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bakteri hiicrelerinin yiizeyle direkt kontaktini engeller. Ancak bakterilerin flegella,
fimbria ve pili gibi yiizey uzantilarin1 ve ekzopolisakkarit fibrillerinin tiretiminden
dolay1 yiizeyle kontakt devam eder [Jones ve Isaacson, 1983; Hancock, 1991]. Geri
dontistimsiliz tutunma dipol dipol etkilesimi, hidrojen, iyonik ve kovalent baglar ve
hidrofobik etkilesimleri igeren kisa mesafede etkili gesitli gli¢leri igerir. Bakteri
hiicresi ile ylizey arasinda koprii gorevi goren polimerik fibriller ylizeyle geri
donilistimsiliz tutunmaya olanak saglar. Bu siiregte hiicrelerin yilizeyle iligkisinin
kesilmesi ortadan kaldirilmasi i¢in firgalama ve ovalama gibi ¢ok giiclii kuvvetler

gereklidir [Marshall ve ark., 1971].

Mikrokoloni olusumu

Geri doniisiimsiiz tutunan bakteri hiicreleri bu sartlar altinda biiyiir ve bdliiniir. Bu da
mikrokolonilerin olusumuna neden olur. Bu peryotta yapisan hiicreler polimer (EPS)
tretimi gerceklestirir. Polimer tiretimi hiicrelerin yiizeye sabitlenmesini ve ¢evreden

gelen bozucu etkilere kars1 koymasini saglar [Characklis ve Marshall, 1990].

Biyofilm olusumu

Yiizeye bakteriyel tutunmanin devam etmesi ve bunu takiben bakteri gelisimi ile
beraber EPS iiretimi biyofilm olusumuna neden olur. Biyofilm olusumu oldukca
yavas bir siirectir ve kiiltiir sartlarina bagli olarak olduk¢a uzun bir siirecte milimetrik

bir kalinligina ulasir [Melo ve ark., 1992].

2.2.4. Biyofilm olusumunun kilinik olarak 6nemi

Biyofilmlerin 6neminin anlasilmast ve bu yonde yapilan ¢alismalar son otuz yildir
hiz kazanmistir. Viicut igerisinde biyofilm olusumu Onem tagimaktadir. Olusan
biyofilmler yiiksek ates, ciddi organ hasarlar1 ve hatta 6liimlere bile neden olabilirler.
Bir¢ok biyomalzeme iizerinde tutunan bakteriler, biyofilm olusturarak enfeksiyona
neden olurlar. Bu tip iireme kronik enfeksiyonlar1 da beraberinde getirir, ¢iinki

biyofilmlerden dogal olarak zaman zaman kopan mikroorganizmalar viicutta bagka
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yerlerde de bir enfeksiyona neden olabilirler [Costerton ve ark., 1999]. Klinik olarak
biyofilmler canli dokularda ve viicuda implante edilen biyomalzemeler iizerinde

olusabilirler.

Canli1 dokularda olusan biyofilmler

Patojen mikroorganizmalar yasamlarim1 siirdiirebilmek ve c¢ogalabilmek i¢in
genellikle canli dokulara tutunurlar. Mikroorganizmalarin tutunmasi i¢in uygun
proteinlere sahip olan canli doku, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin beslenebilmesi
icin 6nemli olan besinleri de elde etmelerini saglar. Dokulara tutunan bakteriler
uygun yasam sartlar1 nedeniyle ¢ok hizli bir bicimde ¢ogalmaya baslar ve kisa siire
igerisinde biyofilm olusturabilirler. Normal bir bakteriyal floranin patojenik hale
ge¢mesi de soz konusu olabilir. Bu gecis, doku yiizey kimyasindaki degisimlerle,
antibiyotik tedavisiyle veya yaslanma sonucu ortaya c¢ikabilir. Patojen olmayan
(saprofit) mikroorganizmalar normalde bulunduklar1 ortamdan farkli bir bolgeye
yerlestiklerinde patojen hale gecebilirler. Yer degisikligi sonucunda asir1 lireme ve
buna bagli olarak zehirli atik iiretiminin artmasi zararsiz mikroorganizmalar1 zararl
hale getirmektedir. Mikroorganizmalar yapiskan polimerler {iiretip, fimbria gibi
yiizey bilesenlerini kullandiklarindan kuvvetli bir yapigsma o6zelligine sahiptir.
Boylece bulunduklari ortamdaki sivi akist (6rnegin kan) ve mekanik hareket gibi

onlar i¢in olumsuz fiziksel sartlardan korunurlar [Jefferson, 2004].

Viicuda implante edilen bivomalzemeler iizerinde olusan biyofilmler

Biyomalzeme olarak metaller, seramikler, kompozitler ve polimerler
kullanilmaktadir. Yapay deri, damar, kalp, eklem gibi bir¢ok protez bu
malzemelerden iretilmektedir. Biyomalzemelerin viicut tarafindan kabul edilmesi
icin biyouyumlu olmalar1 gerekmektedir. Biyouyumlu malzemeler, doku yapisina
benzer yapida olup viicudun bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmeyen
malzemelerdir. Fakat viicudun kabul ettigi malzemeler ayn1 zamanda bakteriler i¢in
de elverigli olabilir. Ornegin viicut hiicrelerinin malzemeyi kaplamasi igin

fibronektin gibi baglayici (yapistiric1) proteinler kullanilir. Bu proteinler sadece
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viicut hiicreleri i¢in degil, bakteriler i¢in de baglayici bir fonksiyon gostermektedir.
Fakat bazi durumlarda bu fonksiyon farklilasabilmektedir. Ornegin fibronektin
yiiksek derisimlerde viicut hiicreleri icin baglayict 6zelligini korumakta, ancak
bakteri hiicreleri i¢in bu fonksiyonunu kaybetmektedir. Mikroorganizmalarin sentetik
malzemelere tutunarak sagladiklar1 en Onemli avantaj, canli dokudaki bagisiklik
sistemi ile kars1 karsiya gelmemeleridir. Bunun diginda, malzemede bulunan bazi
metaller (Al;", Mg,"), mikroorganizmalarm olusturdugu hiicre dis1 polisakkarit
matris i¢in destek malzeme olusturur. BOylece mikroorganizmalar olumsuz dig
kosullara kars1 daha dayanikli hale gelir [Costerton ve ark., 1999]. Biyomalzemeye
patojen bakteriler iki sekilde ulasabilir. Birinci yol, iiretim veya implantasyon
sirasinda malzemenin bakterilerle temas ederek enfekte olmasi ve viicuda bu sekilde
yerlesmesidir. Ikinci yol ise viicut icerisinde bulunan veya viicudun dis ortama acik
kisimlarindan (agiz, burun, vb.) viicuda ulasan mikroorganizmalarin viicut sivilari
yoluyla malzemeye ulagmasi seklindedir. Implantlarin reddedilmesini &nlemek
amactyla implant yerlestirildikten sonra bagisiklik sistemi baskilanir, ancak bu

durum enfeksiyon riskini de arttirir

Bivyofilmler Ile Ilgili Enfeksiyonlar

“Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)”, tiim diinyada biyofilme bagli enfeksiyonlarin
oranin1 %65 olarak aciklamistir [Costerton ve ark., 1999]. Biyofilmler ile iliskili
enfeksiyonlarin bulunma siklig1 ve modelini belirlemek giictiir. Ancak biyofilmlerin,
dental plak, iist solunum yolu enfeksiyonlari, peritonit, iirogenital enfeksiyonlar ve
yabanci cisim enfeksiyonlar1 gibi bir¢ok durum ile ilgili olduklar1 sdylenebilir.
Biyofilmler normal floranin olusumundan, kronik enfeksiyonlara kadar ¢ok genis bir

yelpazede rol oynamaktadirlar.

Bu c¢aligmalar arasinda biyofilm belirleyen genetik modiilasyonlar kadar, biyofilm
enfeksiyonlarin1 tedavi etmeye ve biyofilmi eradike etmeye yonelik caligmalar
onemli yer tutmaktadir. Biyofilm olusumu; S. aureus, S. epidermidis, viridans
streptokoklar, enterokoklar, aktinomigesler, E coli, P. aeruginosa, B. cepacia, V.

cholerae, Klebsiella spp. ve Candida spp. gibi bir¢ok mikroorganizmada
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gosterilmistir. Biyofilm olusturan bakterilerin ylizeylere adheransinin, biyofilm

olusturmayan bakterilere oranla daha fazla oldugu bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalar Aeromonas ‘larin neden oldugu gastroenterik enfeksiyonlarin %
30 ‘unun biyofilm olusumlari olduklarini gostermistir. Aeromonas tiirlerinin lateral
ve polar flegellalar1 konak hiicrelerin ylizeyine tutunmada kritik rol oynamaktadir.
Polar flegellla ylizme hareketi ve ilk tutunma ile intestinal kolonizasyonda rol alirken
lateral flegella ise belirgin bir sekilde hiicrelere tutunmada rol oynamaktadir Bu
flegellalar insan bagirsak hiicrelerine tutunabilmekte olup, tiim bu bulgular her iki
flegellaninda Aeromonas‘larin biyofilm olusumu sirasinda ylizeylere tutunmasinda

etkili oldugu sonucunu desteklemektedir [Kirov ve ark., 2003].

Bivofilmin Antibiyotiklere Karsi Direnci

Biyofilm icerisindeki bakterilerin en 6nemli 6zelligi, konak cevabindan kurtulup
antibiyotik tedavisine diren¢ gostermeleridir. Laboratuvar kosullarinda (in vitro)
yapilan testlerde biyofilm bakterilerinin, serbest bakteriler i¢in belirlenen minimum
inhibisyon konsantrasyonundan (MIC) birka¢ yliz veya bin kez fazla antibiyotik
konsantrasyonuna bile diren¢ gosterdikleri bulunmustur [Stewart ve Costerton,
2001]. Viicut icinde (in vivo) antibiyotikler serbest bakterileri 6ldiirerek enfeksiyon
riskini azaltabilir, fakat antibiyotik tedavisi kesildigi anda biyofilm olusumu yeniden

gozlenir.

Mikroorganizmalar biyofilm olusturdugunda, antimikrobiyallere kars1 oldukca
direnclidir. Biyofilmi olusturan her mikroroganizma tek basina bulundugunda,
herhangi bir antimikrobiyalle kolayca inhibe olmasina ragmen biyofilm mimarisi
icinde yer aldig1 zaman ayn1 antimikrobiyalle inhibe etmek olduk¢a zordur [Durack
ve Beeson, 1972]. Biyofilm olustugu zaman onu yiizeyden ayirmak son derece
giictlir ve antimikrobiyal ajanlara kars1 direnglidir [Bunce ve ark., 1992]. Biyofilmin
dogal yapisi ve biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar antibiyotik, dezenfaktan ve
germisid gibi antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gostermektedir. Direng gosterme

mekanizmalari su sekilde agiklanabilir [Pattive ark., 1994].
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Antimikrobiyal ajaninin biyofilm matriksinde ¢ok yavas ilerlemesi

Antimikrobiyal ajanlarin hiicreleri inaktive edebilmesi ic¢in, biyofilm matriksi
icerisinde yayimas1 gerekmektedir. Biyofilm matriksini olusturan ekstraselliiler
polimerik maddeler antimikobiyal molekiilerin yayilim hizin1 yavaslatan ya da

matriks ajanlariyla iligkisini kesen bariyer gorevi gérmektedir [Pattive ark., 1994].

Biyofilm organizmalarinin iireme hizlarinin degigmesi

Biyofilm hiicrelerinin planktonik fazdaki hiicrelere goére c¢ok yavas cogaldigi bu
nedenle antimikrobiyal ajanlari ¢cok daha yavas hiicre i¢ine aldig bildirilmektedir

[Pattive ark., 1994].

2.2.5. Biyofilm olusumunun gida endiistrisi acisindan 6nemi

Dogada ve gida sistemlerinde mikroorganizmalar gelisimlerini ve yasamlarini
stirdiirebilmek i¢in uygun besinler, iyonlar ve diger organik maddelerin temas
halinde oldugu kati yiizeylere tutunurlar. Biyofilm ve biyolojik kirlenme temas
halinde bulunan ylizeyler iizerinde ki gelisme ve biyolojik yapismayla ilgili iki
terimdir [Zottola ve Sasahara, 1994]. Dogada ve gida isletim sistemlerinde ortamda
bulunan patojenlerin yiizeyle temasi direk olarak kontamine olan yiizeylerle ya da

indirek olarak hava kokenli partikiiller araciligi ile olur [Lindsay ve Holly, 1999].

Bircok patojen ve gida kokenli bakteri gidayla temas halindeki yiizeylere
yapisabilme yetenegindedir. Bu bakterilerden bazilar1 biyofilm olusturmaya daha
fazla egilimlidirler. Bunlardan Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium,
Alcaligenes, Staphylococcus ve Bacillus en yaygin olanlaridir [Mattila-Sandholm ve
Wirtanen, 1992; Genigeorgis, 1995]. Bu nedenle temizlik ve dezenfeksiyon
mikrobiyal olusumun akiimiilasyonunu o6nlemek i¢in olduk¢a 6nemli islemlerdir
[Costerton ve ark., 1987]. Biyofilm olusumu bir¢ok endiistiiride problemlere yol

acar. Ozellikle atik su aritma sistemleri ve gida endiistrilerini yakindan ilgilendirir.
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Boru sistemleri igerisindeki biyofilm olusumu sistemdeki sivi akisinin azalmasina
neden olur. Ve bu kirlilign artisiyla 1s1 gegcisleri diiser, iirlinler kontamine olur ve
ayrica biyofilm olusumuyla meydana gelen asit {iretimi sistemdeki borularin
asinmasia yol agar. Biofilm olusumunda yaygmn kaynaklar; atik su borulari,
borularin baglant1 yerleri, lastik contalar, tasima bantlari, paslanmaz ¢elik ve benzeri
yiizeylerdir [Fletcher, 1988]. Su dagitim sistemlerindeki biyofilmler koliform grubu
bakterilerden olusur ve bu olusumlar boru aginimina, suda tat ve koku degisimine yol
acarlar. Boru sistemlerinde olusan biyofilmler bu sistemlerdeki suyun kullanimi
sonucunda ciddi saglik sorunlarini beraberinde getirebilmektedir. Boru i¢inde olusan
filmler daha ¢ok borunun alt kisminda seyrek ve rastgele yerlesmistir. Borunun iist
kisimlarinda hava akimi ve besinsizlik nedeniyle film olusumu goriilmemektedir

[Lehtola ve ark., 2007].

Salmonella  Enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes,  Clostridium  botulinum, Aeromonas  hidrophila, Yersinia
enterocolitica gibi patojenlerle kontamine gidalarin sadece gida isletmeleri agisindan
degil, halk sagligi bakimindan da biiyiik sorun oldugu bilinmektedir. Bu alanda
yapilan calismalarda, bulagsma i¢in capraz kontaminasyonun, personel ve tesis
hijyeninin 6nemini ikinci plana iten, liretim alaninda yiizeylere yapisan bakterilerin
varligi ortaya konmustur [Denes ve ark., 1999; Denes ve ark. 2002]. Gida isletim
sistemlerinde ise biyofilm olusumu gidalarin ve ekipmanin kontamine olmasina
neden olur [Mattila-Sandholm ve Wirtanen, 1992; Genigeorgis, 1995]. Gida
teknolojisinde biyofilm olusumu insan sagligi agisindan olduk¢a 6nemli olup,
gidayla temas halinde bulunan yiizeylerde bakteriyel yapisma gidalarda bozulma ve
bozulmaya bagli olarak hijyen problemlerine ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir
[Dunsmore ve ark., 1981]. Elverisli sartlar altinda bakteri hiicreleri ylizeylere
tutunup iireme gosterebilir. Bu tiir mikroorganizmalar tamamen ortamdan
uzaklagtirllmadiklart slirece gidalarin  giivenligini  ve kalitesini  etkileyecek
biyofilmler olustururlar. Gida endiistrisinde temizlik ve sanitasyon prosediirlerinin
limiti ekipmanlarin yiizeyinde biofilm olusumuna neden olan mikroorganizmlarin

akiimiilasyonudur, ancak biyofilm olusturan mikroorganizmlarin akiimiilasyonunun
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direnci isletim sonrasi kontaminasyona ve {riinlerin raf Omriiniin kisalmast gibi

sorunlara yol agmaktadir [Holah ve Kearney, 1992].

Siit, et ve birgok besin maddesinin iiretimi sirasinda, {iretilen besinin proteinleri
(kazein, jelatin), tiretimde kullanilan techizat (reaktdr, kazan, tepsi, vb.) lizerinde
hazirlayict bir film olusturarak mikroorganizma yapismasini kolaylagtirirlar. Boylece
mikroorganizmalar paslanmaz c¢elik, cam, aliiminyum, teflon, naylon gibi gida
teknolojisinde kullanilan bir¢ok malzeme lizerinde film olusturarak insan sagligini
tehdit edebilir [Zottola ve Sasahara, 1994]. Yine benzer sekilde siit ve siit iirlinleri
endistlirsinde uygun olamayan temizlik ve sanitasyon ekipmanlar1 ve hava kdkenli
mikroflora genellikle siit ve siit iiriinlerinin kontaminasyonunun ana kaynagini olarak

dikkate alinmaktadir [Poulsen, 1999].

Siit ve gida endiistiirisin de biyolojik kirlenme yiizey c¢apraz 1s1 akiminin
engellenmesi, ylizeydeki akicr siirtlinme direncindeki artma ve enerji ve liriin kaybina
sebep veren asindirma oranindaki artma gibi ciddi problemlere neden olur. Mesela
sicaklik degisimi durumunda biyofilimler hem sivi akimina hem de sicaklik
transferindeki direncin artmasina neden olur [Dunsmore ve ark., 1981]. Buna ek
olarak biyofilimler, bozulmaya neden olan ve patojen mikrofloray1 iceren, kiimes
hayvani etleri ya da diger et ylizeyleri gibi gida yiizeylerinde olusan c¢apraz

kontaminasyon ve igletim sonrasi kontaminasyonda problem arz eden olusumlardir.

Listeria monocytogenes et, siit ve cesitli gidalarda da biyofilm olusturabilmektedir
[Criado ve ark., 1994]. Gida kokenli bir patojen olarak gida endiistrisi agisindan
bliyiilk onem tasiyan Listeria monocytogenes’ in paslanmaz celik ylizeylere
yapismasini ve yapismayi saglayan fibril tiretimini gézlemlemislerdir. Patojenin ayn1
zamanda cam poripropilen ve plastik yiizeylere de tutundugu [Herald ve Zottola,
1988]. ve cam Buna-N ve plastik yiizeylerde sanitizerlere kars1 direngli biyofilm

trettigi goriilmiistiir [Mafu ve ark., 1990].

Yiiksek sicakliklarda gelisebilen ve siit teknolojisi agisindan 6nemli bir bakteri

olarak Streptecoccus thermophilus‘ un siit isletim sistemi ekipmanlar igindeki 1s1



28

degistiriciler {lizerine tutunabildigi tespit edilmistir. Bilindigi gibi siitlin
pastorizasyonu sirasinda sporlar 6lmemekte, sadece vejetatif mikroorganizmalar yok
edilebilmektedir. Dolayisiyla siitte Bacillus cereus sporlari bulunabilmketedir.
Sporlar hidrofobik karakterde olup boru yiizeyine tutunmakta ve {irettikleri 1siya

dayanikli toksinleri ile ciddi problemlere yol agmaktadir [Anderson ve ark., 1995].

Salmonella gida kokenli patojenler arasinda en 6nemli olanlardan birisidir. Uzun
siiren ¢alismalar bu bakterinin farkli yiizeylere tutunma ve biyofilm olusturabilme
yeteneginde oldugunu goéstermistir. Ozellikle tavuk ve kirmizi et gibi gidalarda
salmonellanin kollejen fibrillere tutnma gosterdigi gozlemlenmistir [Anderson ve

ark., 1995].

Aeromonas’lar sucul bitki ve hayvanlarda oldugu kadar gida isletim sistemlerinde ve
su dagitim sistemlerinde de kolonize olur ve biyofilm olustururlar. Son ¢aligsmalar iki
farkl: flegaller sisteme sahip olan Aeromonas’larin, flegellalarinin plastik yiizeylerde

biyofilm olusturdugunu goéstermistir [Gavin ve ark., 2003].

Su aritma sistemlerindeki boru yiizeylerinde biyofilm olusturan bakteriler uzun siire
kalic1 olabilirler ve biyofilm olusumu su sistemlerinde patojen mikroorganizmalara
rezarvuar gorevi yapabilir [Szewzyk ve ark., 2000]. Laboratuar deneyleri
Helicobacter pylori [Mackay ve ark. 1998], enterohomorojenik Esherichia coli
(EHEC) [Szewzyk ve ark., 1994/, Salmonella enterica serovar typhimurium [ Armon
ve ark., 1997] ve Campylobacter spp. [Buswell ve ark. 1998] gibi su kokenli patojen
bakterilerin uzun siire kalici biyofilmler olusturduklarini gostermistir. Ancak bu
patojenler geleneksel kiiltiir yontemleri ile kentlerin su sistemlerinden izole
edilememis fakat Aeromonas’lar izole edilmistir. [Van Der Kooij ve Hijnen, 1988;
Gavriel ve ark., 1998; Szewzyk ve ark., 2000]. Bu nedenle biyofilmler
Aeromonas’larin akiimiilasyonu ve kalicig1 acgisindan avantajli bir ortam saglayan

rezarvuarlardir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Hareketli Aeromonas Tiirlerinin izolasyonu icin Orneklerin Toplanmasi

Bu arastirmada Hareketli Aeromonas tiirlerinin izolasyonu i¢in bazi gida ve ¢evresel
kaynakli 6rnekler toplandi. Ankara’daki ¢esitli marketlerden kiyma (6 adet), peynir
(18 adet) ve siit fabrikasindan temin edilen ¢ig siit (6 adet) 6rnekleri ile Kirmir ve
Devres caylarindan toplanan (Barbus plebejus (15), Capoeta tinca (32)) balik ve

sediment (4 adet) ornekleri ile ¢aligilmistir.

3.2. Aeromonas’larin izolasyonu

Calismada 6n zenginlestirme amaciyla Alkali Peptonlu Su (APS), izolasyon igin ise
Ampisilinli Glutamate Starch Phenol Red Agar (GSP) kullanilmigtir. Laboratuvarda
incelenen gida 6rneklerinden et ve peynir steril kosullarda bir lam yardimiyla ezilmis
ve igerisinde APS bulunan erlenlere 1/10 (10 gram 6rnek/ 90 ml APS) oraninda ilave
edilmistir. Ayn1 sekilde c¢evresel orneklerden balik ise; deri, solunga¢ ve bagirsak
kisimlart steril kosullarda bir bistiiri yardimiyla ayr1 ayr1 pargalanacak sekilde
ayrilmak tizere icerisinde APS bulunan erlenlere 1/10 (10 gram 6rnek/ 90 ml APS)
oraninda ilave edilmistir. Siit ve sediment 6rnekleri ise direkt olarak 1/10 oraninda
APS bulunan erlenlere ilave edilmistir. APS iginde bulunan 6rnekler 30°C’de 24 saat
inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 6rnek homojen hale getirildikten
sonra Ampisilinli GSP Agar’a 6ze ile tek koloni ekim yapilmis ve plaklar 30°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Bu besiyerinde ilireyen sar1 ve bal rengi koloniler

muhtemel 4eromonas kolonileri olarak degerlendirilmislerdir.

3.3. Orneklerin Analiz Edilmesinde Kullanilan Besiyerleri

Ampicilinli GSP (Glutamate Starch Phenol Red) Agar (Merck 1.102300500)

Bilesimi: gr/lt
Sodyum-L(+) glutamat 10,0 gr



Nigasta eriyigi
Magnezyum siilfat
Fenol kirmizisi
Agar-agar

pH 7,2+0,2

2,0 gr
0,5 gr
0,36 gr
12,0 gr
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Hazirlanisi: GSP  Agar besiyerinden 45 gram tartilip 1 litre distile iginde

¢ozdiiriildiikten sonra, besi ortam1 121°C’de 15 dakika steril edilir. Besiyeri 55°C’ye

sogutularak ampisilin (20 pg/ml) steril kosullarda ilave edilir. lyice karistirildiktan

sonra petrilere dokiiliir. +4 °C’de muhafaza edilir.

Alkali Peptonlu Su (APS)

Bilesimi:

Pepton

Sodyum kloriir

Potasyum nitrat( KNO3 )
Sodyum karbonat(NaCO3)

gr/lt
10,0 gr
5,0 gr
1,0 gr
2,0 gr

Hazirlanisi: Besi ortamindan erlenlere 90 ml alinir ve pH: 8,6’ya ayarlanip besiyeri

121°C’de 15 dakika steril edilir. +4°C’de muhafaza edilir.

TSB (Triptic Soy Broth) (Acumedia 7164A)

Bilesimi:

Enzymatic Digest of casein

Enzymatic Digest of soybean meal

Sodyum klortir
Dipotasyum fosfat
Dextrose

pH 7,3+0,2
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Hazirlanisi: Triptic Soy Broth besiyerinden 30 gram tartilip 1 litre distile su

icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 121°C’de 15 dakika steril edilir.

3.4. identifikasyon Testleri

Izolatlarin tiir diizeyindeki tanimlamalarinda cesitli biyokimyasal ve fizyolojik
testlerden yararlanilmistir. identifikasyon amaciyla Ampisilinli GSP Agar’da iireyen
sar1 renkli koloniler Aeromonas stipheli koloniler olarak segilmis ve Gram boyama
ile boyanmistir. Gram negatif olan ¢omakgiklar, Triptic Soy Broth (TSB)’a inokiile
edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hareketli ve Gr (-)
comakgiklara oksidaz, katalaz, tuzlu (% 6,5) ve tuzsuz buyyonda iireme, O/129 (2,4-
diamino-6,7-d-iso-propyl-pteridine) direnglilik ve mannitol fermantasyonu testi
yapilmustir. Daha sonra izolasyonu yapilmis hareketli Aeromonas’lara tiir diizeyinde
identifikasyon yapilmistir. Tiir diizeyinde ayrimlari i¢in de glikozdan gaz olusturma,
eskiilin hidrolizasyonu, salisin fermantasyonu, KCN’li besiyerinde lireme, Voges

Proskauer (VP) ve sisteinden H2S olusumu testleri yapilmistir.

Resim 3.1. GSP Agar’ da iireyen A. hyrophila (ATCC 7966) ve A. caviae
(ATCC 15468) suslart.
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Resim 3.2. GSP Agar’ da lireyen Aeromonas spp.

3.5. Hareketli Aeromonas tiirlerinin Cins Diizeyinde Ayirt Edici Testleri

3.5.1. Gram boyama

Klasik Gram boyama yontemindeki Kristal Viyole, Liigol, Alkol ve Bazik Fuksin
hazirlanarak gram boyama yapilmistir. Mikroskobik olarak Gr (-) basil ya da

kokobasil seklinde goriilen koloniler Aeromonas siipheli olarak diistintilmiistiir.

3.5.2. Oksidaz testi

Tetrametil p-fenilendiamin dihidrokloridin (% 1°lik) ¢6zeltisi hazirlanarak Whatman

No.1 kurutma kagidina emdirilir. Bu kurutma kagidinin iizerine siipheli koloniler 6ze
ile alinarak reaksiyona sokulur. 5-10 saniye i¢inde pembe renk olusturan koloniler
oksidaz negatif, mavi renk olusturan koloniler oksidaz pozitif olarak

degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].
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3.5.3. Katalaz testi

Lam {iizerine bir 6ze dolusu % 3’liikk H,O, ile mikroorganizmalarin 24 saatlik kati
kiltiiriinden 6ze ile bir koloni alinarak karigtirilir. Hava kabarciklarinin ¢ikmasi

pozitif olarak degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].

3.5.4. 0/129 direncliligi

Nutrient Broth hazirlanir. Litreye 10 mg O/129 (2,4-diamino-6,7-d-iso-
propylpteridine) ilave edilir. Mikroorganizmalarin taze kiiltiirlerinden O/129 igeren
buyyonlara ekim yapilarak 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Sonuglar bulanikliga
gore degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].

3.5.5. Tuzsuz ve tuzlu (%6,5) buyyonda iireme

Nutrient Broth (Merck 1.05443.0500)

Bilesimi: gr/lt
Beef extract 5,0 gr
Pepton 3,0 gr
pH 7,0+0,2

Hazirlanisi: Nutrient Broth besiyerinden 8 gram tartilip 1 litre distile su iginde
¢ozdiirildiikten sonra 121°C’de 15 dakika steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir. Tuz
icermeyen ve % 6,5 tuz igeren nutrient buyyonlara ekimler yapilmig ve 30°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Buyyonlardaki {ireme durumu bulamikliga gore

degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].
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3.5.6. Mannitol fermantasyonu testi

Karbonhidrat fermantasyon temel besiyeri

Bilesimi: gr/lt
Proteaz Pepton 10,0 gr
Beef extract 1,0 gr
Sodyum klortir 5,0 gr

Brom cresol purple 0,02 gr

Hazirlanis1: Besiyeri pH:6,8’e ayarlanip indikatér madde ilave edildikten sonra
tiiplere 9 ml pipetlenip 121°C’de 15 dakika steril edilir. +4 °C’de muhafaza edilir.
Karbonhidrat temel besi yerine test edilecek mannitolden % 1 oraninda ilave edilir.
Mannitol igeren besi yerine mikroorganizmanin 24 saatlik taze kiiltiirlinden 6ze ile
ekim yapilarak 30°C’de 24-72 saat inkiibasyona birakilir. Sar1 renk olusumu pozitif

rengin degismemesi ise negatif olarak degerlendirilir [Koneman ve ark., 1992].

Resim 3.3. Mannitol fermantasyonu testi
A. Mannitol fermantasyonu (-)
B. Mannitol fermantasyonu (+)
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3.6. Hareketli Aeromonas’larin Tiir Ayirici Testleri

Potasyum Siyaniirlii (KCN) besiyerinde iireme

KCN Broth

Bilesimi: ar/lt
Proteaz pepton 3,0 gr
Disodyum fosfat 5,64 gr
Monopotasyum fosfat 0,225 gr
NaCl 5,0 gr
% 0,5 KCN soliisyonu

pH 7,6

Hazirlanigi: Ortam igerigi distile suda ¢oziiniir ve ortam 121°C’de 15 dakika steril
edilir. Distile su ile % 0,5’lik KCN soliisyonu hazirlanir ve oda sicakligina kadar
sogutulur. Steril bir pipet ile her 100 ml bazal ortama 1,5 ml KCN soliisyonu ilave
edilir. Ortam tiliplere dagitilir. Steril olarak hazirlanmis besiyerine suslardan
inokiilasyon yapilip, 30°C’de 24 saatte inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda iireme olanlar pozitif, {lreme olamayanlar negatif olarak

degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].

3.6.2. Eskiilin hidrolizi testi

Eskulin hidrolizi besiveri

Bilesimi: gr/lt
Pepton 10,0 gr
Sodyum sitrat 1,0 gr
Eskulin 1,0 gr
Demir (IIT) sitrat 0,05 gr
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Hazirlanisi: Formiile gore hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,0’a ayarlanir, tiiplere
dagitilan besiyeri 121°C’de 15 dakika steril edilir. +4°C’de muhafaza edilir. Eskiilin
hidrolizasyonu i¢in hazirlanan besiyerine mikroorganizmanin taze kiiltiiriinden ekim
yapilmig ve 30°C’de 24 saatte inkiibasyona birakilmistir. Tiiplerde gbzlenen siyah
renk pozitif, renksiz iireyenler negatif olarak degerlendirilmistir

[Koneman ve ark., 1992].

Resim 3.4. Eskiilin hidroliz testi.
A. Eskiilin hidrolizi (+)
B. Eskiilin hidrolizi (-)

3.6.3. Glikozdan gaz olusturma

Karbonhidratli temel besiyeri hazirlanarak durham tiipii ilaveli tiiplere dagitilir. % 10
olarak hazirlanan glikozdan 1/10 oraninda tiiplere ilave edilir. Suslar inokiile
edildikten sonra 30 °C’de 24-72 saatte inkiibasyona birakilmigtir. Durham tiiplerinde
gaz olusturanlar pozitif, gaz olusturmayanlar negatif olarak kabul edilmistir

[Koneman ve ark., 1992].
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Resim 3.5. Glukozdan gaz olusumu

3.6.4. Salisin fermantasyonu testi

Steril olarak hazirlanan karbonhidrat temel besiyerine % 10 oraninda ilave edilir.
AKktif kiiltiir ile inokiile edilir. 30 °C’de 24-72 saat inkiibasyon sonucunda sar1 renkli

tiipler pozitif, renk degistirmeyenler negatif kabul edilmistir [Koneman ve ark.,

1992].

Resim 3.6. Salisin fermantasyonu testi.
A. Salisin fermantasyonu (-)
B. Salisin fermantasyonu (+)
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3.6.5. Hidrojen Siilfit (H2S) testi

Nutrient Broth hazirlanip tizerine 0,0025gr/ml sistein ilave edilir. Hazirlanan besiyeri
tiiplere dagitilir ve 121°C’de 15 dakika steril edilir. Tiiplerin igine besiyerine temas
etmeyecek sekilde kursun asetat emdirilmis steril serit siizge¢ kagitlar1 (Kagit seritler
% 5 kursun asetat soliisyonuna batirilir, havada kurutulur ve uygun bir kapta
121°C’de 15 dakika steril edilir.) sarkitilir ve tiiplerin agz1 sikica kapatilir. Tiipler
30°C’de inkiibe edilir. Kursun asetat emdirilmis kagidin ucundaki siyahlasma pozitif,

rengin degismemesi negatif olarak degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].

Resim 3.7. Sisteinden hidrojen siilfit (H2S) olusumu testi

3.6.6. Voges-Proskauer (VP) testi

Metil Red/ Voges-Proskauer Besiyeri (Merck 1.05712.0500)

Bilesimi: gr/lt

Tamponlanmis pepton 7,0 gr
Glukoz 5,0 gr
K2HPO4 5,0 gr

pH 6,9 0,2
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Hazirlanisi: MR/VP besiyerinden 14 gram tartilarak, 1 litre distile su iginde

¢Ozdiiriiliir. Tiiplere 5’er ml boliinerek 121 °C’°de 15 dakika steril edilerek hazirlanir.

Voges-Proskauer ayiraci |
KOH 10,0 gr
Distile su 100 ml

Voges-Proskauer ayiraci 11

a-naftol 5,0 gr
Absolut etil alkol 100 ml

Steril hazirlanip tiiplere dagitilmis MR-VP besiyerine % 40°lik KOH’tan 1ml % 5’lik
alfanaftanol eriyiginden 3 ml ilave edilir. Pembe kirmizi renk pozitif, rengin

degismemesi ise negatif olarak degerlendirilmistir [Koneman ve ark., 1992].

Resim 3.8. Voges-Proskauer testi
A. VP (-)
B. VP (+)

Yapilan tiir ve cins diizeyindeki biyokimyasal testlerden sonra suslarin dogrulugunu
tespit etmek icin API 20 NE (Biomerieux, France) bakteri tanimlama kiti

kullanilmistir.
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a. A. veronii biovar sobria

- :_'= _: ._-__'_-_-_ -__-. : Ti - ” _,_'_r__ -
re BuBE
e L T

e. A. veronii biovar sobria

f. A. hydrophila/caviae

Resim 3.9. Aeromonas spp. tanimlanmus kitler. (API 20 NE/Biomuerux-France)
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3.7. Biyofilm Ol¢iimii

3.7.1. Mikroplate ile biyofilm o6l¢iimii

Biyofilm kiiltiirii ve 6l¢iimii i¢in birka¢ farkli metod gelistirilmistir [Deighton ve
ark., 2001; Arciola ve ark., 2002; Harraghy ve ark., 2006]. Biyofilm tayini dncelikle
test tiipli duvarinda biyofilm kiiltiiri ve daha sonra boyama ile biyofilm tespiti
seklinde yapilmistir [Christensen ve ark., 1982]. Daha sonra mikroplate kuyucuklar
diger bir 6l¢lim araci olarak kullanilmis ve sonuglar spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir
[Chritensen ve ark., 1985]. Su anda birkag¢ farkli method kullanilmaktadir. Bunlar tiip
testi [Mathur ve ark., 2006] , mikroplate testi [Stepanovic, 2000], radiolabeling
mikroskopi [Deighton ve ark., 2001] ve Congo Red Agar testi [Arciola ve ark., 2002]
gibi testlerdir. Buna ragmen mikroplate metodu biyofilm incelenmesi icin yapilan

Ol¢timlerde digerleri arasinda en sik kullanilanidir [Stepanovic ve ark., 2007].

Bivofilm testi icin bakterival suslarin depolanmasi

Arastirmada kullanilan Aeromonas suslar1 stok kiiltlirden almarak aktiflestirilmek
lizere TSB’ ye aktarildiktan sonra inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras1 0,02
g/L ampisilin ekli GSP agara alinan suslardan secilen koloniler ile biyofilm ¢aligsmasi

yapilmuigtir.

Inokiilasyon

Inokiilasyondan &nce, GSP agardan alinan test edilecek suslar siv1 ya da kati ortamda
kiiltiir edilmistir. Suslar calisilacak ortama gore TSA (Triptic Soy Agar), TSB
(Triptic Soy Broth), BHIA (Brain Heart Infision Agar) ve BHIB (Brain Heart
Infision Broth)’de inkiibasyona birakilmistir. Eger sivi ortamdan calisilacaksa
inkiibasyon sonrasi secilen 3-4 6zdes koloni Sml’ lik sivi besiyerine (TSB yada
BHIB) siispansiye edilip, c¢alkalamaksizin 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra durgun faz Kkiiltiirii vortekslenip, 1/100 oraninda diliisyon

yapilmis ve diliisyonu yapilan bakteri tekrar vortekslenmistir.



42

Kat1 besiyeri ortamindan calisilacaksa, kat1 besiyerine (TSA ve BHIA) alinan suglar
inkiibasyona birakilmistir ve inkiibasyon sonras1 6zdes morfolojiye sahip 3-4 koloni
steril distile su yada fizyolojik tuzda siispansiye edilmistir. Bakteriyel siispansiyonun
yogunlugu 0.5 Mc Farland standartna es bir yogunluga ayarlanip (yaklasik 10
cfu/ml), meydana gelen siispansiyon en az bir dakika vortekslenmistir [Stepanovic ve

ark., 2007].

Bivofilm kaltiiri

Sivi besiyerinde gelisen bakteriden hazirlanan kiiltiir sivi besiyerine (TSB ya da
BHIB) 1/100 oraninda diliie edilip, her bir kuyucuga 200 ul dokiiliir. Negatif kontrol

kuyucugu yalniz siv1 besiyeri ile doldurulmustur.

Agarda gelisen bakteriden alinan suslar ile hazirlanan kiiltiir ise her bir mikroplate
kuyucugu 180 pl sivi besiyeri (TSB ya da BHIB) ve 20 pl bakteriyel siispansiyon
olacak sekilde doldurulmustur. Negatif kontrol sadece sivi besiyeri ile

doldurulmustur.

Biofilm olusumundaki fenotipik ifadenin in vitro kosullarda degismeye oldukca
miisait olmasindan dolay1 hatalari minimize etmek icin ve bilgilerin giivenilirligini
saglamak i¢in performe edilen testlerin her bir sus icin en az 3 kez tekrarlanip, buna

ek olarak her bir test de ii¢ kez tekrarlanmustir.

Inokule edilen plateler kapagiyla kapatilip ve uygun kosullar altinda inkiibasyona
birakilmistir [Stepanovic ve ark., 2007].
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Resim 3.10. Aeromonas izolatlarinin mikroplate igerisinde 30°C’de 24 saatlik
Inkiibasyonu

Yikama

Inkubasyondan sonra kuyucuklarin igerigi atik konteynirina bosaltilip her bir
kuyucuk ti¢ kez 300 pl’ lik steril tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile yikanmistir.
Yikama islemi i¢in mikropipet kullanilmistir. Her yikama asamasindan sonra fiske
vurularak kuyucuklar bosaltilmistir. Plateler kurumaya birakmak {izere ters

cevrilmistir [Stepanovic ve ark., 2007].

Fiksasyon

Yikamadan sonra yapisan bakterilerin kalintist 150 pl metanol ile 20 dakikalik
fiksasyondan sonra mikroplateler bosaltilip tek bir fiske vurulup bir gece ters
pozisyonda oda sicakliginda hava ile kurumaya birakilmigtir [Stepanovic ve ark.,

2007].
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Resim 3.11. Yikama sonrasi metanol fiksasyonu.

Boyama

Olusan biyofilm tabakasi her bir mikroplate kuyucugu 150 mikro litre kristal violet
kullanilarak boyanmis ( 15 dak., oda sicakliginda), boyamadan sonra boyanin fazlasi
pipetle ¢ekilip geri kalan kisim mikroplateler akan su altina tutularak yikanmistir.

Boya temizlenene kadar yikamaya devam edilmistir [ Stepanovic ve ark., 2007].

Resim 3.12. Kristal viyole ile yapilan boyama.
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Resim 3.13. Boyama Oncesi (A) ve sonrasi (B) ters ¢evrilip kurumaya birakilan
mikroplateler.

Resim 3.14. Mikroplate tabanindaki biyofilm olusumunun goriiniimii.

Bovanin geri cozdiiriilmesi

Mikroplateler oda sicakliginda kurutulduktan sonra hiicrelere baglanan boya geri
cozdiirilmek Ttizere her kuyucuktaki boya % 33’liik glasiyel asetik asit ile
¢ozdiiriilmustiir. Mikroplatelerin havayla temasini 6nlemek i¢in kapaklart kapatilip

oda sicakliginda en az 30 dakika calkalamaksizin beklenmistir. Glasiyel asetik asit
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eklenmesi kuyucuklarin hem tavan hem de duvarlarina yapisan bakterilerin endirekt

Olciilmesinde olanak saglamaktadir. Alternatif olarak % 95’ lik etanol kullanilabilir

[Stepanovic ve ark., 2007].

Resim 3.15. Tutunma olan yiizeylerde bakteri hiicresinin tuttugu boyanin geri
¢Ozdiiriilmesi.
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Sonuclarin dlciilmesi

Kristal violet ile boyanan kuyucuklardaki boya glasiyel asetik asit ile ¢ozdiiriildiikten
sonra her bir kuyucuktaki Optik yogunluk (OD) 570 nm’ de microplate okuyucuda

Olciilmistiir [Stepanovic ve ark., 2007].

Sonuglar TSA ve TSB’ deki negatif kontrollerin ortalamasi ile BHIA ve BHIB’ deki
negatif kontrollerin ortalamasma gore degerlendirilmistir. Buna gore; negatif
kontroller sirast ile 0,095 ve 0,090 alindiginda her bir aralik negatif kontroliin sirayla

bir, iki ve dort kat1 olacak sekilde belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Biyofilm 6l¢tim sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan araliklar

TSA/TSB BHIA/BHIB
<0.095 <0.090
< -) < )
0.095< ) < 0,190 0.090< ) < 0,180
0.190- o <0.380 0,150 o <0370
0,380< (+++) < 0,370< (+++) <

*(-); negatif, *(+); zayif, *(++); orta, *(+++); iyi
*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth *BHIA: Brain Heart Infision agar,
*BHIB: Brain Heart Infision Broth

3.7.2. Tup testi (Cam yiizeyde tutunma)

Daha once Christensen ve arkadaslar1 (1985) tarafindan tanimlanan biyofilm
olusumunun o6lgiilmesinde kullanilan tiip testi bazi modifikasyonlarla performe
edilmistir. Test edilecek suslarin TSA’ da ki inkiibasyonundan sonra segilen 6zdes
koloniler her bir tiipte 2 ml olan TSB’ ye inokule edilip tekrar inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi igerigi bir pipet yardimiyla bosaltilan tiipler 2 ml
hacmindeki %0,25’ lik safranin ile boyanip 1 dakika bekletilmistir. Boyama sonrasi

fazla boya pipet yardimiyla bosaltildiktan sonra tiipler ters pozisyonda bir gece oda



48

sicakliginda bekletilerek, ertesi giin Olg¢iimler tiiplin i¢ ylizeyinde ki boyanma

derecesine gore negatif (-), zayif (+), orta dereceli (++) ve iyi (+++) olmak iizere

degerlendirilmistir [ Stepanovic ve ark., 2000].

Resim 3.16. Safranin ile boyanan tiipte biyofilm olusumunun gézlemlenmesi.
A.lyi (+++), B.Orta (++), C. Zayif (+), D. Negatif (-)

Tiipte biyofilm olusumunun o6l¢iilmesinde bir bagka yontem kullanilmistir. Bu
yonteme gore ise, test edilecek suslarin TSA’ da ki inkiibasyonundan sonra segilen
6zdes koloniler her bir tiipte 2 ml olan TSB’ ye inokule edilip 30 °C’ de 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi igerigi bosaltilan tiipler steril
tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile yikandiktan sonra ters pozisyona birakilip
kurumas1 beklenip, kuruduktan sonra %1’ lik kristal viyole ile boyanip 15 dakika
bekletilmistir. Boyama isleminden sonra icleri bosaltilan tiipler akan su altinda
yikanip ters pozisyonda kurumaya birakilmig ve sonuglar tiipiin i¢ yiizeyinde ki
boyanma dercesine gore negatif (-), zayif (+), orta dereceli (++) ve iyi (+++) olmak

izere degerlendirilmistir [Chistensen ve ark., 1982].
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Resim 3.17. Kristal viyole ile boyanan tiipte biyofilm olusumunun gozlemlenmesi
A.lyi (+++), B.Orta (++), C. Zayif (+), D. Negatif (-)

3.7.3. Congo Red Agar (CRA) ile biyofilm dl¢iimii

Congo red agar

Bilesimi: g/lt
BHI broth, 37g/1t
Sakkaroz, 50g/1t
Agar, 10g/1t

Congo kirmizisi, 0,8 g/It

Hazirlanan Congo Red Agar’a ekim yapilip kolonilerde gbzlenen renk olusumuna
gore siyah-bordo (+++), kirmizi (++), pembe (+) ve beyaz (-) olmak iizere

degerlendirilir [Freeman ve ark,. 1989].
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Resim 3.18. Congo Red Agar’da biyofilm dl¢iimii.
A. lyi (++4), B. Orta (++), C. Zayif (+)
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4.BULGULAR

Gida ve c¢evresel Orneklerden izole edilen ve tanimlanan hareketli Aeromonas
tirlerinin ¢alisilan ornek sayisi ve izolasyon sayilarimin dagilimlart Tablo 4.1°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Cesitli kaynaklardan izole edilen hareketli Aeromonas izolatlarinin
calisilan 6rnek sayisina gore dagilimi

Kaynak Calisilan 6rnek sayisi izolasyon sayisi

Et 3 6

Gida Stit 5 5
Peynir 18 6
Toplam 25 17
Balik 47 36

Cevresel

Sediment 4 5

Toplam 51 41
Genel toplam 76 58

Bu arastirmada incelenen toplam 76 o6rnegin 25’1 gida, 51°1 de g¢evresel Orneklere
aittir. 25 gida orneginden 17 izolat, 51 ¢evresel ornekten de 41 izolat elde edilmistir.

Ayrica standart suslar olan 4. hydrophila (ATCC 7966) ve A. caviae (ATCC 15468)

ile beraber toplam 60 izolat incelenmistir.

Aragtirmada incelenen gida ornek cesitleri kapsaminda etten (kiyma) 6, siitten 5 ve
peynir drneklerinden de 6 adet olmak iizere toplamda elde edilen 17 adet izolat ile

calisiimustir.

Incelenen cevresel ornek cesitleri kapsaminda balik Orneklerinden 47 izolat,
sediment Orneklerinden 4 izolat olmak iizere toplam 51 adet cevresel izolat elde

edilmistir.
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Cizelge 4.2. Gida ve ¢evresel drneklerden izole edilen Aeromonas izolatlarinin
tiirlere gore dagilima.

) Aeromonas spp.

Gida ornekleri | Izolat
A.hydrophila A.veroni biovar A. caviae
saylis1
sobria

Et 6 5 1 -
Siit 5 5 - -
Peynir 6 4 1 1
Toplam 17 14 2 1
Cevresel
ornekler
Bahik 36 5 27 4
Sediment 5 3 2 -
Toplam 41 8 29 4
Genel toplam 58 22 31 5

Arastirmamizda izole edilen toplam 58 adet hareketli Aeromonas izolatinin 17’si
gida Orneklerinden, 41’1 de gevresel Orneklerden izole edilmistir. 17 gida izolati
tiirlere gore degerlendirildiginde; 14’1 A. hydrophila, 1’1 A. caviae, 2’si de A. veronii
biovar sobria’dir. Bu grupta incelenen et (kiyma) orneklerinden yapilan izolasyon
caligmalarinda toplam 6 izolatin 5’1 4. hydrophila, 1’ 1 A. veronii bivar sobria; siit
orneklerinden izole edilen toplam 5 adet izolatin 5° 1 A. hydrophila; peynir
orneklerinden izole edilen toplam 6 adet izolatin 4’ A. hydrophila, 1° 1 A. caviae, 1’
1 A. veronmii biovar sobria olarak bulunmustur. Cevresel izolatlar tiirlere gore
degerlendirildiginde; 8’1 A. hydrophila, 26’s1 A. veronii biovar sobria ve 4° i de A.
caviae’dir. Cevresel 0rneklerde ise baliktan izole edilen 36 izolatin 5’1 4. hydrophila
27’ si A. veronii biovar sobria ve 4’ U A. caviae; sediment drneklerinden izole edilen
5 izolatin 3’1 A. hydrophila, 2’ si A. veronii biovar sobria olarak tanimlanmistir.

Izole edilen toplam 58 Aeromonas izolat1 tiirlere gére bulunma sikliklari
degerlendirildiginde gidalarda en fazla A. hydrophila’ ya (% 61,6) rastlanirken ¢evre

izolatlarinda ise en fazla A. veronii biovar sobria’ya (% 70,73) rastlanmistir.



Cizelge 4.3. izole edilen Aeromonas tiirlerinin incelenen gida drneklerine gore

dagilimi
No Izolat no. Aeromonas spp. Gida ornekleri
1. Ah12P* A. hydrophila Peynir
2. Ah6dP A. hydrophila peynir
3. Ah21P A. hydrophila peynir
4. Ah3P A. hydrophila peynir
5. Ah17K* A.hydrophila Kiyma
6. Ah43K A. hydrophila Kiyma
7. Ah14K A. hydrophila Kiyma
8. Ah9K A. hydrophila Kiyma
9. Ah10-1K A. hydrophila Kiyma
10. AhalS* A. hydrophila Stit
11. Ahd1S A. hydrophila Stit
12. Ahd2S A. hydrophila Stit
13. Ahc2S A. hydrophila Stit
14. Aha2S A. hydrophila Stit
15. As10-2K A.veroni biovar sobria Kiyma
16. As4P A.veroni biovar sobria peynir
17. Ac28P A.caviae peynir

*P; peynir, *K; kiyma, *S; siit




Cizelge 4.4. izole edilen Aeromonas tiirlerinin incelenen gevresel drneklerine gore

dagilimi

No Sus isimleri Aeromoas spp Kaynak (bahk)
1. Ah2S* A. hydrophila solungacg
2. AhZ1S A. hydrophila solungag
3. Ah3B* A. hydrophila bagirsak
4, AhX2B A. hydrophila bagirsak
5. Ah2D A.hydrophila Deri
6. As1S A.veroni biovar sobria solungag
7. As3S A.veroni biovar sobria solungag
8. As4S A.veroni biovar sobria solungacg
9. AsSS A.veroni biovar sobria solungacg
10. As6S A.veroni biovar sobria solungacg
11. AsTS A.veroni biovar sobria solungacg
12. AsZ2S A.veroni biovar sobria solungacg
13. AsX1S A.veroni biovar sobria solungacg
14. AsX2S A.veroni biovar sobria solungag
15. AsX3S A.veroni biovar sobria solungag
16. Asl1B A.veroni biovar sobria solungag
17. AsZ1B A.veroni biovar sobria bagirsak
18. AsZ2B A.veroni biovar sobria bagirsak
19. AsZ3B A.veroni biovar sobria bagirsak
20. AsZ4B A.veroni biovar sobria bagirsak
21. AsZ5B A.veroni biovar sobria bagirsak
22. AsZ6B A.veroni biovar sobria bagirsak
23. AsZ8B A.veroni biovar sobria bagirsak
24, AsX1B A.veroni biovar sobria bagirsak
25. AsX3B A.veroni biovar sobria bagirsak
26. AsX4B A.veroni biovar sobria bagirsak
27. As1D* A.veroni biovar sobria Deri
28. AsZ1D A.veroni biovar sobria Deri
29. AsZ2D A.veroni biovar sobria Deri
30. AsZ4D A.veroni biovar sobria Deri
31. AsZ6D A.veroni biovar sobria Deri
32. AsX1D A.veroni biovar sobria Deri
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Cizelge 4.4. (Devam) Izole edilen Aeromonas tiirlerinin incelenen g¢evresel
orneklerine gore dagilimi

33. AcZ5D A.caviae Deri

34. Ac4B A.caviae bagirsak
35. AcZ3S A.caviae solungacg
36. AcZA4S A.caviae solungac
37. AhSed.1.1 A. hydrophila sediment
38. AsSed.3.1 A.veroni biovar sobria sediment
39. AsSed.3.2 A.veroni biovar sobria sediment
40. AhSed.6.1 A. hydrophila sediment
41. AhSed.6.2 A. hydrophila sediment

Cizelge 4.5. A. hydrophila ve A.caviae ATCC suslari

No Sus isimleri Aeromonas spp. Kaynak

1. A. hydrophila A. hydrophila (ATCC 7966)

2. A.caviae A. caviae (ATCC 15368)




4.1. Mikroplate ile Biyofilm Ol¢iimii Sonuclar1

Cizelge 4.6. Gida 6rneklerinden izole edilen Aderomonas’larda yapilan biyofilm

calismasinin 570 nm’de Ol¢iimlerinin TSA ve TSB’deki sonuglari

56

esiyeri
izolat N TSA Ort. TSB Ort.
0,705/0,797/0,706 0,555/0,510/0,514
Ah12P* 0,432/0,487/0,447 0,525 0,314/0,401/0,305 0.405
0,769/0,727/0,706 0,355/0,401/0,374 ’
0,448/0,674/0,514 0,301/0,2760,307
Ah6dP 0,454/0,422/0,363 0.520 0,232/0,239/0,238 0.265
0,565/0,484/0,774 i 0,245/0,269/0,273 i
0,298/0,291/0,320 0,130/0,128/0,198
Ah21P 0,344/0,455/0,420 0,292/0,306/0,281
0,189/0,184/0,390 0,320 0,306/0,333/0,198 0,240
0,328/0,392/0,328 0,128/0,134/0,132
Ah3P 0,304/0,297/0,498 0.390 0,137/0,138/0,160 0.140
0,505/0,484/0,516 ’ 0,148/0,119/0,179 ’
0,727/0,988/1,004 0,927/1,051/0,860
As4P 0,705/0,797/0,846 0,768/0,643/0,743
1,280/1,184/1,007 0.950 0,703/0,603/0,652 0,770
0,094/0,086/0,090 0,102/0,096/0,101
Ac28P 0,086/0,088/0,098 0,090 0,095/0,088/0,085 0,090
0,096/0,092/0,098 0,086/0,084/0,087
0,346/0,337/0,335 0,183/0,196/0,180
Ah43K* 0,508/0,519/0,492 0,425 0,156/0,150/0,149 0.195
0,478/0,366/0,443 0,219/0,250/0,271 ’
0,179/0,182/0,214 0,155/0,254/0,155
Ah14K 0,281/0,299/0,274 0.255 0,12607,132/0,214 0.195
0,149/0,220/0,231 ’ 0,261/0,245/0,247 ’
0,365/0,469/0,312 0,294/0,212/0,259
Ah9K 0,363/0,386/0,334 0.370 0,204/0,202/0,206 0.200
0,333/0,416/0,505 ’ 0,132/0,148/0,129 ’

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth,*P: peynir, *K: kiyma
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Cizelge 4.6. (Devam) Gida orneklerinden izole edilen Aeromonas’larda yapilan
biyofilm c¢alismasinin 570 nm’de ol¢iimlerinin TSA ve TSB’deki

sonugclari
esiyeri
izolat N TSA Ort. TSB Ort.
0,221/0,173/0,252 0,261/0,185/0,158
Ah10-1K* | 0,187/0,225/0,174 0.200 0,239/0,230/0,234 0.225
0,180/0,194/0,194 ’ 0,274/0,252/0,202 ’
0,511/0,402/0,474 0,232/0,235/0,260
Asl10-2K 0,356/0341/0,322 0.530 0,519/0,488/0,445 0.425
0,799/0,734/0,844 ’ 0,634/0,534/0,483 ’
0,152/0,183/0,304 0,100/0,099/0,125
AhalS¥* 0,238/0,231/0,205 0.220 0,216/0,153/0,256 0,195
0,497/0,288/0,250 ’ 0,242/0,257/0,300
0,288/0,271/0,489 0,224/0,257/0,236
Ahd1S 0,280/0,304/0,359 0305 0,182/0,285/0,193 0.235
0,370/0,298/0,300 ’ 0,241/0,283/0,242 ’
0,298/0,306/0,255 0,248/0,208/0,239
Ahd2S 0,313/0,277/0,309 0.285 0,164/0,263/0,177 0.210
0,400/0,258/0,278 ’ 0,178/0,173/0,264 ’
0,499/0,545/0,494 0,295/0,203/0,213
Ahc2S 0,195/0,209/0,329 0.350 0,217/0,292/0,284 0.250
0,359/0,296/0,239 ’ 0,268/0,259/0,223 ’
0,158/0,293/0,556 0,109/0,107/0,113
Aha2S 0,316/0,319/0,296 0,193/0,292/0,296
0,205/0,205/0,159 0,245 0,132/0,165/0,215 0,200
0,362/0,458/0,364 0,352/0,323/0,393
AhalS 0,221/0,302/0,241 0.350 0,370/0,329/0,369 0.340
0,309/0,452/0,538 ’ 0,365/0,278/0,299 ’

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth, *S:

Stiit, *K: Kiyma



Cizelge 4.7. Gida 6rneklerinden izole edilen Aeromonas larda yapilan biyofilm

caligmasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin BHIA ve BHIB’ deki sonuglart

58

esiyeri
BHIA Ort. BHIB Ort.
Izolat N
0,403/0,445/0,404 0,329/0,382/0,498
Ah12P* 0,423/0,401/0,324 0.400 0,385/0,317/0,297 0.350
0,304/0,389/0,496 ’ 0,279/0,295/0,367 ’
0416/0,510/0,361 0,402/0,324/0,225
Ah6dP 0,568/0,537/0,413 0.470 0,293/0,232/0,197 0.270
0,427/0,564/0,446 ’ 0,234/0,252/0,305 ’
0,633/0,511/0,498 0,359/0,282/0,361
Ah21P 0,380/0,321/0,371 0.440 0,395/0,333/0,325 0.340
0,369/0,464/0,433 ’ 0,355/0,348/0,324 ’
0,239/0,262/0,205 0,145/0121/0,180
Ah3P 0,206/0,183/0,211 0215 0,255/0,208/0,228 0.180
0,182/0,184/0,253 ’ 0,137/0,165/0,165 ’
0,603/0,691/0,642 0,653/0,961/0,757
As4P 0,961/0,936/1,058 0.895 0,806/0,869/0,814 0.840
40,21/0,989/1,177 ’ 0,864/0,905/0,943 ’
0,072/0,082/0,075 0,087/0,096/0,122
Ac28P 0,075/0,077/0,071 0,075 0,075/0,077/0,071 0,080
0,073/0,070/0,086 0,073/0,070/0,086
0,400/0,341/0,379 0,225/0,177/0,207
Ah43K* 0,370/0,324/0,380 0.340 0,288/0,243/0,203 0.205
0,248/0,426/0,250 ’ 0,196/0,170/0,202 ’
0,120/0,252/0,151 0,253/0,190/0,258
Ah14K 0,141/0,148/0,114 0.150 0,267/0,187/0,198 0210
0,121/0,159/0,180 ’ 0,181/0,194/0,219 ’
0,353/0,447/0,411 0,212/0,315/0,188 0.270
Ah9K 0,284/0,287/0,234 0.305 0,284/0,287/0,242 ’
0,337/0,308/0,281 ’ 0,337/0,308/0,281

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth
*P: Peynir, *K: Kiyma
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Cizelge 4.7. (Devam) Gida orneklerinden izole edilen Aeromonas’larda yapilan
biyofilm g¢aligmasinin 570 nm’de dlgiimlerinin BHIA ve BHIB’ deki

sonugclari
esiyeri
BHIA Ort. BHIB ORT
Izolat N
0,343/0,311/0,385 0,373/0,388/0,359
Ah10-1K* | 0,228/0,256/0,225 0.265 0,191/0,188/0,208 0.300
0,149/0,214/0,275 ’ 0,260/0,266/0,310 ’
0,681/0,533/0,660 0,475/0,475/0,459
As10-2K 0,451/0,353/0,399 0.480 0,355/0,380/0,321 0.390
0,330/0,473/0,429 ’ 0,265/0,388/0,390 ’
0,458/0,504/0,569 0,359/0,327/0,380
AhalS* 0,435/0,492/0,355 0,283/0,295/0,203
0,301/0,318/0,326 0,420 0,209/0,211/0,177 0,250
0,397/0,357/0,323 0,360/0,266/0,267
Ahd1S 0,284/0,22370,163 0,282/0,201/0,199
0,268/0,152/0,250 0,265 0,183/0,216/0,240 0,245
0,225/0,220/0,266 0,208/0,253/0,270
Ahd2S 0,182/0,258/0,244 0.235 0,222/0,213/0,268 0.245
0,223/0,257/0,239 ’ 0,220/0,278/0,261 ’
0,298/0,240/0,281 0,250/0,191/0,290
Ahc2S 0,299/0,268/0,345 0.270 0,229/0,301/0,303 0.270
0,317/0,270/0,207 ’ 0,244/0,278/0,293 ’
0,089/0,085/0,077 0,128/0,116/0,132
Aha2§ 0,119/0,112/0,105 0.118 0,194/0,169/0,184 0.175
0,110/0,100/0,108 ’ 0,173/0,208/0,286 ’
0,308/0,346/0,394 0,146/0,200/0,194
AhalS 0,510/0,301/0,262 0.320 0,189/0,177/0,157 0.180
0,293/0,227/0,243 ’ 0,195/0,192/0,176 ’

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth
*S: Siit, *K: Kiyma



Cizelge 4.8. Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas’ larda biyofilm
olusumunun 570 nm’de 6l¢iimlerinin TSA ve TSB’ deki sonuglari
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esiyeri
TSA Ort. TSB Ort.
Izolat N
0,381/0,886/0,388 0,102/0,167/0,129
As1S* 0,611/0,616/0,601 0.510 0,202/0,254/0,269 0,210
0,434/0,502/0,663 ’ 0,259/0,249/0,250
0,342/0,251/0,590 0,119/0,205/0,109
Ah2S 0,250/0,294/0,286 0,345 0,243/0,231/0,221 0,205
0,642/0,296/0,456 0,265/0,212/0,265
0,507/0,561/0,580 0,270/0,380/0,391
As3S 0,373/0,619/0,557 0.590 0,159/0,144/0,138 0,200
0,910/0,732/0,671 ’ 0,159/0,146/0,169
0,595/0,644/0,952 0,395/0,460/0,280
As4S 0,777/0,754/0,644 0.820 0,639/0,448/0,506 0.475
1,780/1,109/1,043 ’ 0,458/0,443/0,440 ’
0,991/0,927/1,075 0,236/0,168/0,223
AsSS 0,922/1,004/0,965 0.975 0,328/0,297/0,389 0.305
0,889/1,003/1,009 ’ 0,364/0,304/0,259 ’
0,695/0,551/0,605 0,198/0,294/0,287
As6S 0,561/0,643/0,800 0.690 0,347/0,304/0,296 0.370
0,754/0,859/0,724 ’ 0,319/0,304/0,394 ’
0,454/0,537/0,787 0,335/0,510/0,440
ASTS 0,566/0,726/0,761 0.800 0,315/0,341/0,305 0,335
0,883/0,897/0,878 ’ 0,294/0,277/0,384
0,773/0,545/0,423 0,412/0,410/0,470
AhZ1S 0,475/0,441/0,326 0.540 0,376/0,372/0,339 0.330
0,691/0,616/0,567 ’ 0,340/0,312/0,387 ’
0,615/0,700/0,539 0,473/0,487/0,434
AsZ2S 0,561/0,468/0,481 0.590 0,496/0,336/0,300 0,400
0,718/0,586/0,658 ’ 0,426/0,336/0,304
*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth, *S: Solunga¢ (balik)
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Cizelge 4.8. (Devam) Cevresel 6rneklerden izole edilen Aeromonas’ larda biyofilm

olusumunun 570 nm’de 6l¢iimlerinin TSA ve TSB’ deki sonuglari

esiyeri
TSA Ort. TSB Ort.
Izolat N
0,099/0,089/0,101 0,084/0,097/0,094
AcZ3S* 0,083/0,101/0,101 0,090 0,066/0,087/0,103 0,090
0,071/0,097/0,077 0,102/0,085/0,085
0,084/0,085/0,089 0,096/0,093/0,094
AcZA4S 0,071/0,097/0,101 0,090 0,092/0,079/0,077 0,090
0,096/0,077/0,095 0,100/0,090/0,090
1,085/0,96370,274 0,708/0,740/0,690
AsX1S 0,723/0,832/0,524 0.855 0,300/0,500/0,650 0,525
0,731/0,499/0,805 ’ 0,329/0,398/0,415
0,505/0,523/0,512 0,355/0,402/0,321
AsX2S 0,265/0,321/0,431 0.465 0,343/0,391/0,362 0,365
0,44470,411/0,440 ’ 0,355/0,392/0,369
0,388/0,322/0,430 0,250/0,443/0,482
AsX3S 0,305/0,365/0,374 0.610 0,320/0,248/0,245 0,285
0,464/0,568/0,455 ’ 0,268/0,282/0,256
1,156/0,923/0,994 0,442/0,419/0,428
As1B* 0,599/0,654/0,685 0.785 0,395/0,469/0,491 0.430
0,701/0,598/0,765 ’ 0,403/0,397/0,439 ’
0,365/0,406/0,491 0,127/0,216/0,267
Ah3B 0,245/0,255/0,244 0.335 0,113/0,112/0,111 0,145
0,316/0,301/0,398 ’ 0,111/0,205/0,158
0,092/0,086/0,093 0,104/0,095/0,101
Ac4B 0,093/0,094/0,092 0,090 0,075/0,075/0,074 0,085
0,094/0,075/0,080 0,073/0,077/0,083
0,668/0,74070,731 0,599/0,687/0,643
AsZ1B 0,819/0,898/0,827 0.875 0,429/0,417/0,345 0,500
1,019/1,359/0,912 ’ 0,449/0,423/0,515

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth,
*B: Bagirsak (balik) *S: Solungag (balik)
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Cizelge 4.8. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas’ larda biyofilm

olusumunun 570 nm’de 6lgiimlerinin TSA ve TSB’ deki sonuglari

eseiyeri
TSA Ort. TSB Ort.
Izolat N

0,761/0,712/0,613 0,540/0,742/0,893

AsZ2B* 0,707/0,640/0,690 0.725 0,362/0,374/0,324 0.465
0,703/0,770/0,933 ’ 0,342/0,322/0,279 ’
0,746/0,475/0,578 0,276/0,298/0,241

AsZ3B 0,518/0,654/0,523 0,555 0,530/0,556/0,420 0,460
0,565/0,440/0,502 0,580/0,690/0,589
0,676/0,639/0,638 0,459/0,501/0,456

As7Z4B 0,459/0,472/0,530 0.670 0,257/0,210/0,245 0.280
0,760/0,699/0,628 ’ 0,227/0,284/0,279 ’
R

AsZ5B 0,520/0,601/0,419 0,470 0’305/0’308/0’345 0,360
0,481/0,550/0,565 ’ ’ ’
0,296/0,219/0,215 0,269/0,217/0,239

AsZ6B 0,330/0,445/0,238 0.265 0,183/0,112/0,163 0,155
0,201/0,199/0,246 ’ 0,132/0,103/0,145
0,446/0,513/0,639 0,245/0,212/0,202

AsZ8B 0,539/0,415/0,462 0,640 0,304/0,325/0,265 0,300
0,976/0,842/0,916 0,383/0,346/0,393
0,423/0,523/0,658 0.495 0,286/0,272/0,212

AsX1B 0,388/0,451/0,564 ’ 0,293/0,281/0,286 0,295
0,449/0,438/0,547 0,353/0,297/0,370
0,687/0,673/0,661 0,207/0,267/0,261

AhX2B 0,824/0,565/0,725 0.715 0,232/0,235/0,289 0,280
0,775/0,757/0,787 ’ 0,312/0,345/0,298
0,183/0,227/0,222 0,130/0,135/0,108

AsX3B 0,305/0,354/0,294 0.260 0,184/0,190/0,178 0,175
0,271/0,458/0,210 ’ 0,180/0,180/0,174

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth

*B: Bagirsak (balik)
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Cizelge 4.8. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas’ larda biyofilm

olusumunun 570 nm’de 6lgiimlerinin TSA ve TSB’ deki sonuglari

eseiyeri
TSA Ort. TSB Ort.
Izolat N
0,198/0,132/0,233 0,476/0,312/0,270
AsX4B 0,217/0,392/0,343 0.235 0,110/0,119/0,142 0,150
0,194/0,209/0,193 ’ 0,121/0,104/0,110
0,674/0,593/0,444 0,308/0,446/0,375
As1D* 0,523/0,569/0,745 0.590 0,268/0,218/0,240 0,285
0,700/0,728/0,838 ’ 0,268/0,230/0,317
0,363/0,348/0,333 0,254/0,145/0,224
Ah2D 0,355/0,541/0,490 0.370 0,237/0,210/0,177 0,220
0,336/0,314/0,260 ’ 0,220/0,274/0,235
0,328/0,331/0,339 0,294/0,544/0,423
AsZ1D 0,339/0,386/0,334 0,390 0,256/0,462/0,376 0,425
0,475/0,559/0,432 0,421/0,370/0,393
0,31970,27/0,338 0,357/0,476/0,350
AsZ2D 0,446/0,370/0,416 0.450 0,352/0,317/0,237 0.330
0,646/0,532/0,702 ’ 0,342/0,288/0,251 ’
0,340/0,440/0,327 0,189/0,257/0,268
AsZ4D 0,402/0,328/0,330 0,470 0,210/0,180/0,200 0,265
0,724/0,608/0,715 0,326/0,225/0,221
0,064/0,062/0,072 0,094/0,063/0,061
AcZSD 0,092/0,098/0,085 0,080 0,073/0,075/0,086 0,085
0,076/0,086/0,095 0,100/0,105/0,099
0,710/0,921/0,631 0,243/0,337/0,318
AsZ6D 0,697/0,645/0,767 0.800 0,358/0,404/0,425 0,365
0,835/0,791/1,170 ’ 0,083/0,339/0,355
1,057/1,690/1,836 1,415/1,195/1,042
AsX1D 1,064/1,013/0,837 1255 0,995/0,856/0,985 1015
1,125/1,201/1,072 ’ 0,895/0,987/0,756 ’

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Brot
*B: Bagirsak (balik) *D: Deri (balik)
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Cizelge 4.8. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas’ larda biyofilm
olusumunun 570 nm’de 6lgiimlerinin TSA ve TSB’ deki sonuglari

eseiyeri
TSA Ort. TSB Ort.
izolat no
0,646/0,613/0,636 0,383/0,304/0,305
AhSed.6.1 | 0,857/0,773/0,671 0.705 0,401/0,327/0,420 0.405
0,715/0,604/0,828 ’ 0,534/0,364/0,610 ’
0,558/0,697/0,558 0,665/0,862/0,819
AhSed.6.2 | 0,760/0,759/0,619 0.760 0,358/0,319/0,340 0,450
0,780/0,965/1,183 ’ 0,377/0,479/0,470
0,514/0,693/0,722 0,222/0,233/0,188
AsSed.3.1 | 0,656/0,464/0,518 0.630 0,279/0,285/0,195 0,250
0,656/0,781/0,668 ’ 0,219/0,278/0,336
0,437/0,558/0,552 0,514/0,452/0,451
AsSed.3.2 | 0,520/0,559/0,819 0,570 0,283/0,240/0,241 0,385
0,541/0,743/0,584 0,646/0,434/0,368
0,386/0,206/0,288 0,370/0,223/0,370
AhSed.1.1 | 0,284/0,242/0,300 0,295 0,279/0,285/0,295 0,305
0,381/0,391/0,302 ’ 0,219/0,378/0,336
A 0,222/0,239/0,319 0,212/0,205/0,182
hydrophila | 0,389/0,349/0,377 0,300 0,226/0,201/0,208 0215
(ATCC) | 0,253/0,224/0,272 0,204/0,27370,235
Acavi 0,078/0,096/0,107 0,090/0,088/0,092
A"]?é’(‘;e 0,084/0,093/0,093 0,090 0,065/0,070/0,065 0,080
( ) | 0.082/0.100/0,092 0,078/0,078/0,069
0,103/0,101/0,100 0,102/0,098/0,082
Kontrol 0,083/0,079/0,090 0,090 0,085/0,080/0,095 0,090
0,083/0,095/0,072 0,082/0,085/0,090

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth

*SED: sediment
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caligmasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin BHIA ve BHIB’ deki sonuglari
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esiyeri
BHIA Ort. BHIB ORT
Izolat N
0,440/0,420/0,390 0,270/0,242/0,233
As1S* 0,215/0,359/0,288 0,330 0,275/0,220/0,288 0,220
0,222/0,325/0,491 0,183/0,199/0,188
0,312/0,262/0,298 0,158/0,175/0,123
Ah2S 0,316/0,334/0,400 0,320 0,172/0,182/0,193 0,170
0,347/0,342/0,253 0,173/0,186/0,185
0,382/0,486/0,410 0,228/0,307/0,211
As3S 0,562/0,610/0,446 0,475 0,276/0,281/0,261 0,265
0,451/0,443/0,479 0,304/0,248/0,259
0,705/0,697/0,662 0,593/0,496/0,471
As4S 0,876/0,859/0,673 0.735 0,457/0,548/0,673 0.555
0,535/0,810/0,832 ’ 0,657/0,506/0,581 ’
0,627/0,577/0,638 0,422/0,649/0,547
AsSS 0,588/0,523/0,578 0.590 0,505/0,557/0,563 0.565
0,740/0,520/0,551 ’ 0,523/0,690/0,575 ’
0,740/0,863/0,535 0,518/0,578/0,618
As6S 0,522/0,753/0,578 0,6300,508/0,472
0,880/0,658/0,696 0,590 0,419/0,403/0,381 0,580 T
0,355/0,494/0,747 0,348/0,504/0,651
AsTS 0,895/0,788/0,474 0,685 0,426/0,387/0,506 0,440
0,880/0,658/0,696 0,401/0,481/0,410
0,352/0,342/0,334 0,341/0,310/0,220
AhZ1S 0,426/0,593/0,507 0,455 0,324/0,316/0,311 0,280
0,519/0,365/0,433 0,278/0,243/0,194
0,713/0,780/0,704 0,305/0,319/0,294
AsZ2S 0,417/0,544/0,480 0.565 0,452/0,446/0,434 0,435
0,446/0,443/0,555 ’ 0,469/0,523/0,415
0,101/0,103/0,109 0,082/0,081/0,098
AcZ3S 0,099/0,086/0,085 0,090 0,102/0,090/0,085 0,090
0,078/0,080/0,085 0,090/0,092/0,095

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth
*S: Solungag (balik)



Cizelge 4.9. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas larda yapilan
biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin BHIA ve BHIB’ deki

sonugclari
Besiyeri
BHIA Ort. BHIB ORT
Izolat No
0,099/0,091/0,090 0,095/0,104/0,092
AcZ4S* 0,091/0,083/0,088 0,090 0,090/0,085/0,088 0,090
0,097/0,095/0,080 0,087/0,089/0,080
0,353/0,509/0,461 0,266/0,28670,339
AsX1S 0,452/0,715/0,430 0,475 0,301/0,332/0,356 0.340
0,435/0,429/0,473 0,359/0,311/0,241 ’
0,380/0,558/0,545 0,305/0,319/0,294
AsX2S 0,354/0,427/0,311 0,420 0,270/0,299/0,258 0.295
0,336/0,533/0,328 0,299/0,321/0,305 ’
0,270/0,285/0,277 0,217/0,223/0,298
AsX3S 0,196/0,241/0,240 0,265 0,172/0,155/0,133 0,175
0,276/0,245/0,356 0,165/0,168/0,174
0,412/0,486/0,462 0,477/0,406/0,470
As1B* 0,515/0,440/0,665 0,465 0,330/0,439/0,299 0,420
0,362/0,472/0,358 0,380/0,533/0,431
0,235/0,308/0,216 0,149/0,177/0,181
Ah3B 0,223/0,206/0,203 0,250 0,179/0,104/0,118 0.150
0,322/0,318/0,217 0,194/0,113/0,152 ’
0,087/0,103/0,085 0,071/0,086/0,072
Ac4B 0,083/0,082/0,078 0,085 0,070/0,074/0,082 0,080
0,076/0,085/0,089 0,085/0,100/0,082
0,370/0,420/0,437 0,284/0,310/0,255
AsZ1B 0,339/0,336/0,244 0,375 0,314/0,340/0,281 0,285
0,489/0,412/0,306 0,189/0,249/0,340

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth

*S: Solungag (balik) *B: Bagirsak (balik)



Cizelge 4.9. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas larda yapilan
biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin BHIA ve BHIB’ deki

sonugclari
esiyeri
BHIA Ort. BHIB ORT
Izolat N
0,817/0,660/0,579 0,417/0,278/0,275
AsZ2B* 0,673/0,590/0,640 0,650 0,371/0,443/0,380 0,430
0,679/0,807/0,473 0,643/0,485/0,573
0,357/0,462/0,349 0,188/0,132/0,248
AsZ3B 0,227/0,321/0,424 0,340 0,301/0,241/0,276 0,250
0,421/0,314/0,279 0,222/0,241/0,278
0,472/0,494/0,402 0,200/0,231/0,276
AsZ4B 0,474/0,343/0,363 0,405 0,324/0,240/0,254 0,285
0,415/0,382/0,414 0,299/0,370/0,282
0,453/0,495/0,571 0,212/0,199/0,264
AsZ5B 0,522/0,576/0,632 0,540 0,303/0,274/0,315 0,250
0,688/0,553/0,364 0,219/0,200/0,194
0,173/0,181/0,180 0,180/0,159/0,158
AsZ6B 0,130/0,121/0,146 0,140 0,159/0,196/0,270 0,185
0,116/0,141/0111 0,161/0,214/0,172
0,364/0,368/0,297 0,417/0,419/0,386
AsZ8B 0,330/0,320/0,437 0,350 0,336/0,365/0,297 0,295
0,343/0,357/0,347 0,237/0,217/0,212
0,471/0,568/0,555 0,358/0,392/0,337
AsX1B 0,488/0,559/0,525 0,540 0,202/0,218/0,203 0,295
0,465/0,600/0,619 0,282/0,325/0,485
0,417/0,382/0,387 0,348/0,410/0,329
AhX2B 0,415/0,432/0,397 0.385 0,328/0,298/0,316 0.335
0,387/0,356/0,298 ’ 0,305/0,378/0,298 ’
0,188/0,116/0,155 0,105/0,104/0,102
AsX3B 0,122/0,122/0,141 0,165 0,105/0,106/0,108 0.105
0,128/0,297/0,205 0,109/0,109/0,111 ’

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth
*B: Bagirsak (balik)



Cizelge 4.9. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas larda yapilan
biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin BHIA ve BHIB’ deki

sonugclari
esiyeri
BHIA Ort. BHIB ORT
[zolat N

0,159/0,106/0,157 0,127/0,139/0,208

AsX4B* 0,164/0,168/0,156 0,155 0,266/0,169/0,184 0,220
0,129/0,134/0,160 0,173/0,208/0,286
0,347/0,429/0,241 0,197/0,165/0,323

As1D* 0,562/0,429/0,452 0,470 0,266/0,169/0,184 0,220
0,542/0,466/0,503 0,173/0,208/0,286
0,412/0,377/0,380 0,373/0,315/0,394

Ah2D 0,490/0,529/0,500 0,450 0,332/0,292/0,308 0,345
0,518/0,409/0,425 0,440/0,349/0,326
0,258/0,342/0,232 0,312/0,30/70,391

AsZ1D 0,248/0,296/0,238 0,265 0,189/0,272/0,298 0,275
0,261/0,235/0,278 0,312/0,257/0,246
0,329/0,252/0,223 0,304/0,309/0,320

AsZ2D 0,291/0,251/0,344 0,270 0,288/0,220/0,224 0,255
0,268/0,295/0,268 0,226/0,256/0,250
0,411/0,348/0,547 0,208/0,167/0,249

AsZ4D 0,300/0,260/0,369 0,315 0,116/0,108/0,120 0,145
0,312/0,232/0,282 0,123/0,116/0,103
0,085/0,072/0,097 0,089/0,083/0,088

AcZSD 0,074/0,070/0,068 0,080 0,071/0,067/0,067 0,085
0,080/0,090/0,088 0,081/0,070/0,082
0,252/0,362/0,259 0,322/0,350/0,300

AsZ6D 0,496/0,363/0,345 0,375 0,472/0,303/0,330 0,345
0,363/0,365/0,351 0,325/0,320/0,325
0,912/0,929/1,266 0,726/0,602/0,633

AsX1D 0,992/0,987/0,893 0.905 0,653/0,756/0,758 0.675

1,012/0,952/0,908 ’ 0,698/0,652/0,603 ’

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth

*B: Bagirsak (balik) *D: Deri (balik)



Cizelge 4.9. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen Aeromonas larda yapilan
biyofilm ¢alismasinin 570 nm’de 6l¢iimlerinin BHIA ve BHIB’ deki

sonugclari
esiyeri
BHIA Ort. BHIB ORT
Izolat N
0,540/0,620/0,663 0,332/0,483/0,492
AhSed.6.1 0,527/0,465/0,383 0,500 0,368/0,414/0,382 0.385
0,387/0,381/0,543 0,326/0,369/0,309 ’
0,591/0,604/0,617 0,383/0,426/0,301
AhSed.6.2 0,661/0,595/0,310 0,490 0,365/0,370/0,410 0,390
0,351/0,447/0,461 0,417/0,440/0,365
0,609/0,524/0,420 0,202/0,298/0,215
AsSed.3.1 | 0,372/0,420/0,329 0,3810 0,332/0,478/0,436 0,365
0,320/0,380/0,334 0,279/0,285/0,295
0,208/0,304/0,203 0,432/0,356/0,454
AsSed.3.2 0,626/0,454/0,567 0,430 0,333/0,442/0,447 0,415
0,307/0,512/0,306 0,417/0,424/0,388
0,270/0,201/0217 0,178/0,199/0,114
AhSed.1.1 0,301/0,373/0,329 0.285 0,190/0,161/0,176 0,170
0,259/0,224/0,328 ’ 0,153/0,191/0,167
A. 0,350/0,247/0,292 0,268/0,255/0,319
hydrophila | 0,365/0,334/0,403 0,345 0,244/0,291/0,255 0.280
(ATCC) 0,377/0,413/0,338 0,236/0,248/0,246 ’
Acaviae 0,073/0,075/0,085 0,070/0,092/0,085
. 0,084/0,092/0,010 0,085 0,097/0,089/0,096
(ATCC) 0,082/0,073/0,086 0,098/0,095/0,095 0,090
0,083/0,090/0,082 0,084/0,095/0,101
Kontrol 0,089/0,076/0,092 0,085 0,087/0,086/0,084 0,085
0,078/0,085/0,089 0,075/0,075/0,071

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth

*Sed: sediment



Cizelge 4.10. Gida ve ¢evresel 6rneklerden izole edilen hareketli Aeromonas
tiirlerinde biyofilm olusumunun besiyerlerine gore dagilimi
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Biyofilm .
y UREME ORTAMLARI
Olusturma
Dereceleri TSA TSB BHIA BHIB
Negatif %10 %10 %10 %10
Zayif pozitif - %8.3 %8.3 %13.33
Orta
Derecede %28.3 %53.3 %30 %55
pozitif
Kuvvetli %61.6 %283 %51.6 %233
Pozitif

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth
*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth

Biyofilm c¢alisma sonuglarina gore, tutunmadaki artigsin besiyerlerine gore dagilimina

bakildiginda biyofilm olusumunun genel olarak kati besiyerlerinde sivi besiyerlerine

gore daha iyi oldugu goriilmiistiir. Kullanilan iki kati besiyerinden ayni suslar
TSA’da (%61,6), BHIA ya (%51,6) gore biyofilm olusumda daha i1yi sonug verirken,
s1v1 besiyerlerinde ise TSB’de (%28,3) BHIB’ye (%23,3) gore daha iyi sonug verdigi

tespit edilmistir. Sonug¢ olarak biyofilm olusumununda ayni suslar iizerinde kuvvetli
pozitif biyofilm olusumu sirasiyla TSA’da %61,6, BHIA’da %51,6, TSB’de %28,3,
ve BHIB’de %23,3 dir.
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Cizelge 4.11. Gida ve gevresel 6rneklerden izole edilen hareketli Aeromonas
tiirlerinde biyofilm olusumunun TSA veTSB’de tiirlere gore dagilim1

;}‘Zom””“s UREME ORTAMLARI
TSA TSB
Negatif (-) - Negatif (-) -
Zayf ) Zayif o
N Pozitif (+) Pozitif (+) % 17,39
hvdrophila | Orta der. 0 Orta der. 0
yarop Pozitif (++) % 56,52 Pozitif (++) % 73,91
Kuvvetli o Kuvvetli o
pozitif (+++) /43,47 pozitif (+++) % 17,39
Negatif (-) - Negatif (-) -
Zayif Zayif 0
A. veronii | Pozitif (+) ) Pozitif (+) 709,67
biovar Orta der. 0 Orta der. 0
sobria | pogitif (1) | ° 1270 | pozitif 44y | 088
Kuvvetli 0 Kuvvetli 0
pozitif (+++) | ° 870 | pogitif (reny | 0413
Negatif (-) % 100 Negatif (-) % 100
Zayif ) Zayif i
_ Pozitif (+) Pozitif (+)
A. caviae | Qrta der. ] Orta der. i
Pozitif (++) Pozitif (++)
Kuvvetli ) Kuvvetli )
pozitif (+++) pozitif (+++)

*TSA: Triptic Soy Agar, *TSB: Triptic Soy Broth

Bulgular sonucunda biyofilm olusumunun tiirlere gére dagilimina bakildiginda A.
hydrophila TSA’da zayif pozitf biyofilm olusumu gostermezken, %56,52 orta
derecede ve %43,47 ise kuvvetli pozitif biyofilm olusumu gostermistir. 4. veronii
biovar sobria’da ise yine TSA’da zayif pozitf biyofilm olusumu goriilmezken
%12,90 orta derecede ve %87,9 kuvvetli pozitif biyofilm olusumu goriilmiistiir.
TSA’da kuvvetli pozitif biyofilm olusumunun %87,9 ile en ¢ok A. veronii biovar
sobria’da, daha sonra ise %43,47 ile A.hydrophila’da oldugu goriliirken, A.

caviae’da biyofilm olusumu gézlemlenmemistir.
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TSB’ de biyofilm olusum durumuna bakildiginda ise, A. hydrophila’da TSB’de
%17,39 zayif, %73,91 orta ve %17,39 kuvvetli derecede pozitif biyofilm olusumu
gortliirken, yine A. veronii biovar sobria’da %9,67 zayif, %48,38 orta ve %41,93
kuvvetli derecede pozitif biyofilm olusumu goriilmiistiir. Genel olarak bakildiginda
TSB’de kuvvetli pozitif biyofilm olusumunda A. veronii biovar sobria %41,93 ile
birinci A. hydrophila ise %17,39 ile ikinci siradayken, 4. caviae’da yine tutunma

gozlemlenmemistir.

Cizelge 4.12. Gida ve g¢evresel 6rneklerden izole edilen hareketli Aeromonas
tiirlerinde biyofilm olusumunun BHIA ve BHIBde tiirlere gore

dagilimi
Aeromonas )
spp. UREME ORTAMLARI
BHIA BHIB
Negatif (-) - Negatif (-) -
Zayif % 8,69 Zayif % 21,73
A Pozitif (+) Pozitif (+)
hydrophila Orta der. % 47,82 Orta der. % 69,56
Pozitif (++) Pozitif (++)
Kuvvetli % 39,13 Kuvvetli % 8,69
pozitif(+++) pozitif(+++)
Negatif (-) - Negatif (-) -
| Zayif % 9,67 Zayf % 38,70
A. veronii | Pozitif (+) Pozitif (+)
bzovqr Orta der. % 22,58 Orta der. % 54,83
sobria | Pogitif (++) Pozitif (++)
Kuvvetli % 67,74 Kuvvetli % 9,67
pozitif(+++) pozitif(+++)
Negatif (-) % 100 Negatif (-) % 100
Zayf - Zayf -
_ Pozitif (+) Pozitif (+)
4. caviae [ Orta der. - Orta der. -
Pozitif (++) Pozitif (++)
Kuvvetli - Kuvvetli -
pozitif(+++) pozitif(+++)

*BHIA: Brain Heart Infision agar, *BHIB: Brain Heart Infision Broth
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BHIA ve BHIB’ deki biyofilm olusumunun tiirlere gore dagilimina bakildiginda ise,

BHIA’da A4 .hydrophila %8,69 zayif, %47,82 orta ve %39,13 kuvvetli derece pozitif
biyofilm olusturuken, A. veronii biovar sobria ise %9,67 zayif, %22,58 orta ve
%67,74 kuvvetli derece biyofilm olusturmus, 4 .caviae’da ise biyofilm olusumu
gbzlemlenmemistir. BHIB’de ise A .hydrophila %21,73 zayif, %69,56 orta ve %8,69
kuvvetli derecede biyofilm olusumu gosterirken, A. veronii biovar sobria %38,70
zayif, %54,83 orta ve %9,67 kuvvetli derecede biyofilm olusumu goéstermis, A.
caviae’da ise biyofilm olusumu gézlemlenmemistir. Genel olarak bakldiginda ise, A.
veronii biovar sobria %67,74 ile kuvvetli derecede biyofilm olusumunda birinci iken

A. hydrophila %39,13 ile ikinci siradadir.

4.2. Tiipte (Cam yiizeyde tutunma) Biyofilm Ol¢iimii Sonuclar

Cizelge 4.13. Gida drneklerinden izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde tiipte
biyofilm testi sonuglari

Camda yiizeyde
No Gida izolatlan Aeromonas spp. biyofilm olusum
dereceleri

1. Ah12P* A. hydrophila ++
2. AhodP A. hydrophila ++
3. Ah21P A. hydrophila ++
4, Ah3P A. hydrophila ++
5. Ah17K* A.hydrophila ++
6. Ah43K A. hydrophila ++
7. Ah14K A. hydrophila ++
8. Ah9K A. hydrophila ++
9. Ah10-1K A. hydrophila ++
10. AhalS* A. hydrophila ++
11. Ahd1S A. hydrophila +++
12. Ahd2S A. hydrophila +++
13. Ahc2S A. hydrophila +++
14. Aha2S A. hydrophila +++
15. As10-2K A. sobria ++
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Cizelge 4.13. (Devam) Gida orneklerinden izole edilen hareketli Aeromonas
tiirlerinde tiipte biyofilm testi sonuglari

16. As4P A. sobria +++

17. Ac28P A.caviae +

*P: peynir, *K: kiyma, *S: siit
(+): zayif pozitif, (++): orta derecede pozitif, (+++): kuvvetli pozitif

Cizelge 4.14. Cevresel orneklerden izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde tiipte
biyofilm testi sonuglari

Camda yiizeyde
No Cevresel izolatlar Aeromonas spp biyofilm olusum
dereceleri
1. Ah2S* A. hydrophila ++
2. AhZ1S A. hydrophila +++
3. Ah3B* A. hydrophila ++
4. AhX2B A. hydrophila +++
5. Ah2D A.hydrophila ++
6. Asl1S A. sobria +++
7. As3S A. sobria ++
8. As4S A. sobria +H+
9. AsSS A. sobria ++
10. As6S A. sobria ++
11. As7S A. sobria ++
12. AsZ2S A. sobria +H+
13. AsX1S A. sobria +H+
14. AsX2S A. sobria ++
15. AsX3S A. sobria +++
16. As1B A. sobria +++
17. AsZ1B A. sobria +++
18. AsZ2B A. sobria +++
19. AsZ3B A. sobria +++
20. AsZ4B A. sobria +++
21. AsZ5B A. sobria +++
22. AsZ6B A. sobria +++
23. AsZ8B A. sobria +++
24, AsX1B A. sobria +++
25. AsX3B A. sobria ++
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Cizelge 4.14. (Devam) Cevresel 6rneklerden izole edilen hareketli Aeromonas
tiirlerinde tiipte biyofilm testi sonuglari

26. AsX4B A. sobria -+
217. As1D* A. sobria -+
28. AsZ1D A. sobria ++
29. AsZ2D A. sobria ++
30. AsZ4D A. sobria ++
31 AsZ6D A. sobria +++
32. AsX1D A. sobria +++
33, AcZ5D A.caviae +
34. Acd B A.caviae +
35. AcZ3S A.caviae +
36. AcZA4S A.caviae +
37. AhSed.1.1 A. hydrophila +
38. AsSed.3.1 A. sobria ++
39. AsSed.3.2 A. sobria +
40. AhSed.6.1 A. hydrophila ++
41. AhSed.6.2 A. hydrophila +H+

(+): zayif pozitif, (++): orta derecede pozitif, (+++): kuvvetli pozitif
*S: solungac, *B: bagirsak, *D: deri, *Sed: sediment

Cizelge 4.15. A. hydrophila (ATCC 7966) A.caviae (ATCC 15468) suslarinin tiipte
biyofilm testi sonuglari

Camda yiizeyde
No Sus isimleri Aeromonas spp. biyofilm olusum
dereceleri
1. A. hydrophila (ATCC 7966) A. hydrophila ++
2. A.caviae (ATCC 15468) A. caviae +




Cizelge 4.16. Tiip (cam ylizeyde tutunma) testi sonuglarinin yiizde dagilimi
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Biyofilm Olusum Dereceleri

Aeromonas spp. Orta .
Negatif | Zayif pozitif | derecede K‘:)szztf"
(%) (%) pozitif po:
A- hydrophila - %4,34 %65,21 %30,43
A. veronii biovar
sobria - %3,22 %35,48 %61,34
A. caviae i %100 ) )

*(-): negatif, (+): zayif pozitif, (++): orta derecede pozitif, (+++): kuvvetli pozitif

Tiipte biyofilm 6l¢limii sonucu 60 Aeromonas izolatinin hi¢ birinde negatif sonug

veren bir susa rastlanmazken, tiirlere gore dagilimina baktigimizda sirasiyla

Aeromonas hydrophila %4,34 zayif, %65,21 orta derecede ve 9%30,43 kuvvetli

pozitif, Aeromonas sobria %3,22 zayif, %35,48 orta derecede ve %61,34 kuvvetli

pozitif 4. caviae ise %100 zayif pozitif tutunma gostermistir. Cizelge 4.16°da de

goriildiigli lizere en iyi tutunma suslara gore sirastyla %61,34 ile 4. veronii biovar

sobria ve % 30,43 ile A. hydrophila’dir.
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4.3. Congo Red Agar (CRA) ile Biyofilm Ol¢iimii Sonuclar

Cizelge 4.17. Gida 6rneklerinden izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde
biyofilm olusumunun CRA’ daki sonuglari

No Gida izolatlar Aeromonas spp. (ﬁiﬁ;ﬂ%ﬁi:ﬁ:ﬁ
1. Ah12P* A. hydrophila +
2. AhodP A. hydrophila ++
3. Ah21P A. hydrophila +
4. Ah3P A. hydrophila +
5. Ah17K* A.hydrophila +
6. Ah43K A. hydrophila +
7. Ah14K A. hydrophila +
8. Ah9K A. hydrophila +
9. Ah10-1K A. hydrophila +
10. AhalS* A. hydrophila +
11. Ahd1S A. hydrophila +
12. Ahd2S A. hydrophila +++
13. Ahc2S A. hydrophila +
14. Aha2S A. hydrophila +++
15. As10-2K A. sobria ++
16. As4P A. sobria ++
17. Ac28P A.caviae +

*P: peynir, *K: kiyma, *S: siit
(+): zayif pozitif, (++): orta derecede pozitif, (+++): kuvvetli pozitif
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Cizelge 4.18. Cevresel 6rneklerden izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde
biyofilm olusumunun CRA’ da 6l¢iilmesi

: CRA’da biyofilm
No Cevresel Izolatlar Aeromoas spp olusum decheleri

1. Ah2S* A. hydrophila +

2. AhZ1S A. hydrophila +++
3. Ah3B* A. hydrophila +

4. AhX2B A. hydrophila ++
5. Ah2D A.hydrophila +

6. Asl1S A. sobria +++
7. As3S A. sobria ++
8. As4S A. sobria ++
9. AsSS A. sobria ++
10. As6S A. sobria +

11. As7S A. sobria ++
12. AsZ2S A. sobria +H+
13. AsX1S A. sobria +H+
14. AsX2S A. sobria ++
15. AsX3S A. sobria ++
16. As1B A. sobria +H+
17. AsZ1B A. sobria +H+
18. AsZ2B A. sobria ++
19. AsZ3B A. sobria ++
20. AsZ4B A. sobria ++
21. AsZ5B A. sobria +++
22. AsZ.6B A. sobria ++
23. AsZ8B A. sobria +

24, AsX1B A. sobria ++
25. AsX3B A. sobria +++
26. AsX4B A. sobria ++
217. As1D* A. sobria ++
28. AsZ1D A. sobria ++
29. AsZ2D A. sobria ++
30. AsZ4D A. sobria +

31. AsZ6D A. sobria ++
32. AsX1D A. sobria +++
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Cizelge 4.18. (Devam) Cevresel orneklerden izole edilen hareketli Aeromonas
tiirlerinde biyofilm olusumunun CRA’ da 6l¢iilmesi

33, AcZ5D A.caviae +
34. Ac4B A.caviae +++
35. AcZ3S A.caviae +
36. AcZ4S A.caviae +
37. Sed.1.1 A. hydrophila +
38. Sed.3.1 A. sobria ++
39. Sed.3.2 A. sobria ++
40. Sed.6.1 A. hydrophila +
41. Sed.6.2 A. hydrophila +

(+): zay1f pozitif, (++): orta derecede pozitif, (+++): kuvvetli pozitif
*S: solungag, *B: bagirsak, *D: deri

*Sed: sediment

Cizelge 4.19. A. hydrophila (ATCC 7966) A.caviae (ATCC 15468) suslarinda
biyofilm olusumunun CRA’ da 6l¢iilmesi

- . CRA’da biyofilm
No Sus isimleri Aeromonas spp. olusum dereceleri
1. A. hydrophila (ATCC 7966) A. hydrophila +
2. A.caviae (ATCC 15368) A. caviae +
Cizelge 4.20. CRA testi biyofilm sonuglarinin yiizde dagilimi
Biyofilm Olusum Dereceleri
Aeromonas spp. Orta .
Negatif | Zayif pozitif | derecede K‘:)szfl?‘
(%) (%) pozitif po:
A-hydrophila : %78.26 %13.04 %8,69
A. veronii biovar
sobria - %9.38 %29,03 %359.37
A.caviae i %100 ) )

*(-): negatif, (+): zayif pozitif, (++): orta derecede pozitif, (+++): kuvvetli pozitif
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Congo Red Agar’da biyofilm 6l¢iimii sonucu 60 Aeromonas izolatinda negatif sonug
veren higbir susa rastlanmazken, tiirlere gore dagilimina bakildiginda 4. hydrophila
%78,26 zayif, %13,04 orta derecede ve %8,69 kuvvetli pozitif;, 4. sobria %9,38
zayif, %29,03 orta derecede ve %59,37 kuvvetli pozitif, A. caviae ise %100 zayif
pozitif tutunma gostermistir. Cizelge 4.18 ‘de de goriildiigii iizere en iyi tutunma
suslara gore sirasiyla %59,37 ile Aeromonas sobria ve %38,69 ile Aeromonas

hydrophila’dir.



81

5. TARTISMA VE SONUC

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik igerisinde toplu halde
yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli islevlerin
yerine getirilmesini saglayan bakterilerin olusturdugu bir organizasyondur [Post ve
ark., 2002]. Biyofilm ayni zamanda yiizeye tutunmus olan mikroorganizmalarin,
besin diizeyi diisiik olan cevrelerde besin akisini saglayip, bakterilerin hayatta kalma
ve gelisim gosterme oranini artirarak bakteriye avantaj saglarlar [Szewzyk ve ark.,

2000].

Bu konuda yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda
bulunan ve icerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret
olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan
fonksiyonel topluluklarin olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur

[Davey ve O’toole, 2000].

Biyofilmler inert veya canli yilizeylerde olusabilirler. Klinik, ¢cevresel ve endiistriyel
alanlarda bulunan bakteriler siklikla biyofilm olusumuna yol acarlar. Bu yiizeyler
arasinda canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya icme suyu sistemlerinin
borular1 veya dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm matrikslerinin igerisinde
hiicresel olmayan mineral kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya camur pargalari

ya da kan bilesenleri bulunabilir [Donlan, 2002].

Biyofilm olusturan bakteriler, planktonik bakteriler ile karsilastirildiginda, biyofilm
olusumunun antibiyotik, reaktif oksijen tiirevleri ve deterjanlar gibi bircok
antimikrobiyal ajana kars1 daha direncli olduklar1 goriilmiis; alisilagelmis antibiyotik
ya da dezenfeksiyon yontemlerinin biyofilmlerin giderilmesinde etkili olmadigi

bildirilmistir [Costerton ve ark., 1995; 1999].

Aeromonas’lar diinya genelinde hemen hemen tiim sucul habitatlarda bulunurlar.
Sayilar kirlenmis ve kirlenmemis sucul ¢evrelerde hatta klorlanmig igme sularinda

dahi oldukga yiiksektir [Araujo ve ark., 1991].
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Aeromonas’lar etkili ylizey kolonizerleri olmalarimin yani sira, hem su aritma
sistemlerinde hem de gida isletim sistemlerinde biyofilm olusumunda 6nem arz eden
bakterilerdir. Bu nedenle son yillarda Aeromonas’lar diinya genelinde iizerinde
yogunlasilan bir bakteri olmus ve potansiyel kaynaklar1 arastirilmaya baglanmstir.
Icme sular1 ve gidalar Aeromonas tiirleri igin bir rezervuar olmalarindan dolay1 insan
enfeksiyonlarinda da 6nemli kaynaklardir. Bu mikroorganizmanin aslinda sucul
cevrelerin yerli florasina ait olmasindan dolayi, su kontaminasyonu ile baliklardan,
etlerden, sebzelerden, siit ve siit iirlinlerinden de izole edilebildigine dair literatiirler

mevcuttur [Rahim ve ark., 1984; Kooji ve Hijnen, 1988; Abeyta ve Wekell, 1988].

Meng-Ying ve arkadaglari (2009) cevre kirliligindeki biyolojik bozulma ve
ekosistemdeki besin dongiilerinde onemli rol oynayan biyofilm ile iliskili bazi
mikroorganizmalar ile yaptiklar ¢aligmada, toprak ve atik su sistemlerinden izole
ettikleri 18 izolat ile ¢alismis. Ve bu izolatlardan 7’sinin yliksek derecede biyofilm
olusturma kapasitesine sahip olduklarin1 gormiislerdir. Bu izolatlar igerisinde yer
alan Pseudomonas sp. Pseudomonas putida, Aeromonas caviae, Bacillus cereus,
Pseudomonas Plecoglossicida, Aeromonas hydrophila ve Comamonas testosteroni
gibi bakterileri iceren grupta A. hydrophila’nin biyofilm olusumunda en yliksek
sonucu verdigi gorilmistir. Bu calismada A. hydrophila ve A.caviae
karsilastinldiginda 4. caviae’nin A. hydrophila’ ya goére daha diisiik bir biyofilm
olusumu gosterdigi goriilmiistiir [Meng-Ying ve ark., 2009]

Su aritma sistemlerindeki boru yiizeylerinde biyofilm olusturan bakteriler uzun siire
kalic1 olabilirler ve biyofilm olusumu su sistemlerinde patojen mikroorganizmalara
rezarvuar gorevi yapabilir [Szewzyk ve ark.,, 2000]. Laboratuar deneyleri
Helicobacter pylori [Mackay ve ark. 1998], enterohomorojenik Esherichia coli
(EHEC) [Szewzyk ve ark., 1994/, Salmonella enterica serovar typhimurium [ Armon
ve ark., 1997] ve Campylobacter spp. [Buswell ve ark. 1998] gibi su kokenli patojen
bakterilerin uzun siire kalici biyofilmler olusturduklarini gdstermistir. Ancak bu
patojenler geleneksel kiiltiir yontemleri ile kentlerin su sistemlerinden izole
edilememis fakat Aeromonas’lar izole edilmistir. [Van Der Kooij ve Hijnen, 1988;

Gavriel ve ark., 1998; Szewzyk ve ark., 2000]. Bu nedenle biyofilmler
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Aeromonas’larin akiimiilasyonu ve kalicilig1 agisindan avantajli bir ortam saglayan

rezervuarlardir.

Yapilan son g¢alismalarda sucul cevrelerde insan enfeksiyonlar1 Aeromonas’larla
iligkilendirilmistir [Baddour 1992; King ve ark., 1992; Ghanem ve ark., 1993].
Caligmalarda Aeromonas’larin genellikle gastrointestinal enfeksiyonlar basta olmak
lizere firsatgr patojen olarak cesitli enfeksiyonlara neden oldugu bu yilizden de
cocuklar, yaslilar ve immiin sistemi baskilanmis kisiler i¢in biiyiik risk olusturdugu
bilinmektedir [Biscardi ve ark., 2002]. Aeromonas’larin neden oldugu kalici
enfeksiyonlar ve %30 varan oranda Aeromonas gastroenterit enfeksiyonlarindan
biyofilm olusumunun sorumlu oldugu bildirilmistir. [Costerton ve ark,. 1999; Gracey
ve ark., 1982; Rautelin ve ark., 2001]. Ingiltere’de gocuk diyarel fecesinden izole
edilen 4. caviae susunun yapilan ¢alismalarda laringal epitelyal Hep-2 hiicre dizisine

tutunma gosterdigi goriilmiistiir [Wilcox ve ark., 1992].

Aeromonas tirleri polar ve lateral flegella olmak tizere iki farkli flagellar sisteme
sahiptir. Polar flagella yiizme hareketinden sorumlu iken fenotipte ¢ogunlukla ifade
olan lateral flagella ise yiizeylere tutunmadan sorumludur [Gavin ve ark., 2002;

Rabaan ve ark., 2001].

Kirov ve arkadaslar1 (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada Aeromonas’larin her iki
flagellal (polar ve lateral) sisteminin tutunmada kritik rol oynadigini gostermis ve
elde edilen bulgular 1s181inda her iki flagella sistemin Aeromonas’larin biyofilm
olusumunu kolaylastirdigin1 desteklemislerdir. Ve sonuclar gostermistir ki; polar
flagella yiizme hareketinde ve baslangi¢ tutunmasinda, lateral flagella ise hiicrelerin

kolonizasyonunda rol oynamaktadir [Kirov ve ark., 2003].

Bakteri pilileri doku hiicreleri gibi kat1 ylizeylerde tutunmayi kolaylastiran ve bir ¢ok
patojen bakteride Onemli bir viriilansa faktér oldugu bilinen ekstraseliiler bir
organeldir [Sauer ve ark., 2000]. Gram negatif bakterilerde tanimlanan dort tip
piliden yalnmiz tip IV pili tutunma ve bakterinin viriilans 6zelliginden sorumludur

[Mattick, 2002].
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Type IV pilusunun insan enterositine tutunmada kritik bir 6nemi oldugu goriilmiistiir
[Kirov ve ark., 1999]. Bu konuda yapilan son c¢alismalar Aeromonas’larin
flagellalarinin  plastik ylizeylerde (microplate Olgiimii) biyofilm olusturmasini
kolaylastirdigi kadar epitelyal hiicre dizisi Hep—2 ye de tutunmasini
kolaylagtirdigini gostermistir [Gavin ve ark., 2002; Gavin ve ark., 2003; Rabaan ve
ark., 2001].

Son yillarda A. caviae varyantlar tip IV pilus olusumu gosterdikleri ve bu olusumun
yiizme ve tutunma hareketinde etkisiz olurken hizli ve oldukga giiclii bir biyofilm
olusumuna neden oldugu goriilmiistiir [Bechet ve Blondeau, 2003]. Boylece tip IV
pilusun tutunmada 6nemli oldugu [Kirov ve ark., 1999]. Ve ikinci olarak biyofilm
olusumunda da flagellarin yerine 6nemli bir rol oynayabilecegi gosterilmistir

[Masada ve ark., 2002].

Amerika’da, Texas Tech Universitesi'nde yapilan bir calismada (2009)
Aeromonas’larda tip IV pilinin biyofilm olusumu iizerine etkisi arastirilmis ve
Aeromonas salmonicida’nin biyofilm olusumu ve dogal transformasyonunda énemli

rol oynadig tespit edilmistir [Khan, 2009].

Biyofilm kiiltiirii ve 6l¢limii i¢in birkag¢ farkli yontem gelistirilmistir [Deighton ve
ark., 2001; Arciola ve ark., 2002; Harraghy ve ark., 2006]. Bu yontemlerden; tiip
testi [Mathur ve ark., 2006] , mikroplate testi [Stepanovic, 2000], radiolabeling
mikroskopi [Deighton ve ark., 2001] ve Congo Red Rgar testi [Arciola ve ark., 2002]
gibi testler biyofilm tayini icin kullanilmaktadir. Fakat mikroplate metodu biyofilm
incelenmesi i¢in yapilan Olclimlerde digerleri arasinda en sik kullanilanidir

[Stepanovic ve ark., 2007].

Bu calismada, Aderomonas’larin etkili yiizey kolonizerleri olmalarinin yani sira, su
aritma ve gida isletim sistemlerinde biyofilm olusumunda 6nem arz eden bakteriler
olmalar1 dogrultusunda bu mikroorganizmalarin yiizeylere tutunma ve biyofilm
olusumunun incelenmesi i¢in gida ve c¢evresel kaynaklardan izole edilen

Aeromonas’lar cins ve tiir ayrimi i¢in yapilan biyokimyasal testlerden sonra API 20
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NE tanimlama kitlerinden gecirilmis ve izolatlarin dogrulugu tespit edilmistir (Bkz.
Resim 3.9). Calismamizda Aeromonas izolatlarinda biyofilm olusumunun Sl¢iilmesi
amaciyla farkli yontemler kullanilmistir. 96 kuyucuklu plastik mikroplate, tiip testi

ve Congo Red Agar olmak iizere ti¢ farkli yontem kullanilmistir.

Mikroplate ile yapilan biyofilm calismasinda izolatlarin her biri i¢in test 9 kez
tekrarlanip, iki farkli ortamin sivi (TSB ve BHIB) ve kat1 (TSA ve BHIA) fazlar ile
calisilmis ve sonugta kati ortamdan alinan bakterilerin sivi ortamdan alinanlara

oranla daha iyi biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir (Bkz. Cizelge 4.10).

Stepanovic ve arkadaslart (2007) Staphylococcus’larda mikroplate yoOntemiyle
yaptiklar1 ¢alismada, kati ortamda gelisen Staphylococcus’larim sivi ortamda
gelisenlere gore bakteri ylizeyi ile iliskili molekiillerin ifadesinde farklilik oldugunu
saptamislardir. Buna bagli olarak da biyofilm olusumunda kati ortamda gelisen
suslardan alinan bakteri kolonileri ile yapilan ¢aligmada biyofilm olusumunun daha

etkili oldugu goriilmiistiir [Stepanovic ve ark., 2003].

Gavin ve arkadaslart (2002) Aeromonas’larin lateral flegellalarinin hiicrelere
tutunma ve biyofilm olusumunda 6nemi agisindan yapmis olduklar1 ¢alismada, A.
caviae Sch3N ve A. hydrophila AH-3 dogal suslarin1 sivi (BHIB) ve kat1 (TSA)
ortamlardan alarak elektron mikroskobunda yiizey organelellerinin gelisimine
bakmislardir (Bkz. Resim 2.1.). Ve sonugta siv1 besiyerinden alinan suslarda yalniz
polar flagella olusumu goriiliirken, kat1 besiyerinden alinan suslarda polar flegellanin
yani sira bir ¢ok peritrik flegella olusumu oldugu saptanmistir. Buna bagli olarakta
etkili biyofilm olusumunda kati yiizeylerden alinan suslarda lateral flagella
olusumuna ve dolayli olarakta biyofilm olusumundaki etkiye dikkat ¢ekmislerdir

[Gavin ve ark., 2002].

Thornley ve arkadaglar1 (1995) 4. caviae susunun Hep-2 hiicre dizisine tutunmasinin
kat1 ortamda gelisimine bagl olarak arttifini tespit etmislerdir [Thornley ve ark.,

1995].
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Bu aragtirmada mikroplate yontemi ile yapilan calismada biyofilm olusumunda
kullanilan besi ortamlarindan TSA, BHIA’ya gore TSB ise BHIB’ye gore daha
yiiksek sonug¢ vermistir (Bkz. Cizelge 4.10).

Scoaris ve arkadaglar1 (2007) mikroplate yontemini kullanarak Aeromonas’lar ile
yapmis olduklar1 biyofilm calismasinda Aeromonas suslarinin TSB’de iyi ilireme
gosterdigi ve 36 saat icinde yaklasik 10° cfu/ml gibi maksimum bir degere ulastigint
ve 12. saatte tutunma gosteren bakteri sayismm 107 cfu/ml oldugunu tespit

etmislerdir [Scoaris ve ark., 2007].

Mathur ve arkadaslar1 (2006) Staphylococcus izolatlar1 ile mikroplate yontemiyle
yapmis oldugu biyofilm ¢alismasinda kiiltiir ortam1 olarak TSB ve BHI besiyerlerini
kullanmigtir. TSB’de %52,6 oraninda biyofilm olusumu goriiliirken, BHI’da ise bu
oran %46,0’a diismiistiir [Mathur ve ark., 2006].

Stepanovic ve arkadaslarinin (2004) Listeria monocytogenes ve Salmonella spp.
izolatlar1 ile mikroplate yontemiyle yapmis olduklar1 biyofilm g¢alismasinda TSB,
BHI ve Meat Brot (MB) olmak iizere ii¢ farkli ortam kullanmistirlar. Sonucta
Salmonella tiirlerinde TSB’nin BHI ve MB’ye gore biyofilm olusumunda en etkili
ortam oldugu tespit edilirken, L. monocytogenes’in biyofilm olsumunda en etkili

besiyerinin BHI oldugu tespit edilmistir [Stepanovic ve ark., 2004].

Bu arastirmada mikroplate yontemiyle yapilan biyofilm ¢alismasinda
Aeromonas’larin tlir bazinda tutunmalarina bakildiginda, kuvvetli pozitif degerde en
fazla oranda tutunma A4. veronii biovar sobria’da daha sonra ise 4. hydrophila’dadir.
Mikroplate ile yapilan biyofilm calismasinda 4. caviae’da ise biyofilm olusumu

gozlenmemistir (Bkz. Cizelge 4.11. ve Cizelge 4.12.).

Gavin ve arkadaglar1 (2003) yapmis olduklar1 calismada hareketli Aeromonas
tirlerinde biyofilm olusumunu incelemis ve A. veronii biovar sobria’ da
A.hydrophila ve A. caviae’ ya gore daha yiikksek oranda biyofilm olusumu

gozlemlemislerdir [Gavin ve ark., 2003].
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Biyofilm 6l¢iimii i¢in yaptigimiz tiip testinde (cam yiizeyde tutunma) ise A. veronii
biovar sobria %61,43 ile yiiksek oranda kuvvetli pozitif biyofilm olusumunda birinci
sirada yer alirken, A. hyrophila %30,43 ile ikinci siradadir. Tim 4. caviae

izolatlarinin ise zayif tutunma gosterdigi goriilmiistiir (Bkz. Cizelge 4.16).

Meng-Ying ve arkadaslart (2009) yapmis olduklar1 calismada Luria Bertani (LB)
ortaminda kiiltiir edilen 4. hydrophila ve A. caviae’da Tiip yiizeyinde biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Sonucta A. hydrophila’da yiikksek derece biyofilm olusumu
goriiliirken, 4. caviae ile karsilagtirildiginda A. caviae’nin cam ylizeyde zayif

biyofilm olusumu gosterdigi bildirilmistir [Meng-Ying ve ark., 2009].

Bechet ve Blondeau (2003) A. caviae ile yapmis olduklar1 ¢calismada A. caviae’nin
cam yiizeyler iizerinde biyofilm olusumunu incelemis ve A. caviae LMG 13455
dogal susunun farkli ¢evre sartlarina ¢ok cabuk adapte oldugu ve buna bagli olarak
da siklikla fenotipte degisiklikler meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu susla etkili
bir biyofilm olusumu goézlemlenmemistir. Ancak bu susun mutant1 olan ve terminal
oksidaz olmasiyla 4. caviae LMG 13455°den ayrilan susg, dogal susa oranla oldukca
1yi derecede biyofilm olusumu gdstermistir [Bechet ve Blondeau, 2003].

Biyofilm 6l¢iimii i¢in fenotipik olarak Congo Red Agar testi ile de tayin edilmis ve
sonugta A. veronii biovar sobria izolatlarinin %59,37 kuvvetli pozitif biyofilm
olusturdugu goriiliirken, 4. hydrophila ise %8,69 kuvvetli pozitif biyofilm olusumu
gosterdigi goriilmiistiir. Tim 4. caviae izolatlar1 zayif poizitif olusum gostermistir

(Bkz. Cizelge 4.20).

Statner ve George’un (1987) Aeromonas’lar ile yapmis olduklar1 ¢aligmada, tiim
izolatlarin Congo Red Agar iizerinde gelisim gostererek Congo Red boyasini farkli

derecelerde aldiklar1 goriilmistiir [Statner ve George, 1987].
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Sonugta, yapilan bu c¢alisma ile yakin zamana kadar lizerinde ¢ok fazla durulmayan
fakat insanlar ve hayvanlar i¢in firsat¢1 patojen olarak degerlendirilen Aeromonas
tiirlerinin farkl yiizeylerde etkili kolonize olma ve biyofilm olusturmalarindan 6tiirii

su aritma ve gida isletim sistemlerinde ki 6nemi dikkate alinarak biyofilm olusumu

tizerine daha fazla ¢aligmalar yapilmasi gerektigi ortaya konulmustur.
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