Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2023; 34 (1): 81-88
doi: https://doi.org/10.35864/evmd.1239732

Ozgiin Arastirma
Original Article

Yersinia ruckeri izolatlarinda biyofilm olusumunun
ve bazi virulens faktorlerinin belirlenmesi
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Ozet: Calismada gokkusadi alabaliklarindan (Oncorhyncus mykiss) izole edilen 20 adet Yersinia ruckeri (Y. ruckeri)
izolatinin biyofilm olusturma yetenegi ve bazi virulens faktérleri fenotipik olarak incelendi. izolatlarin biyofilm
olusturma yeteneklerinin belirlenmesinde Kongo Red Agar (CRA), Modifiye Tup Aderans (Christensen) ve Mikroplak
yontemleri kullanildi. izolatlarin hareket &zelligi, hemolitik aktivitesi, lipaz aktivitesi ve proteaz aktivitesi fenotipik
metotlar ile ortaya konuldu. CRA ve Christensen yontemleri ile izolatlar biyofilm olusturmazken mikroplak
yénteminde izolatlarin bily(ik bir kisminin zayif diizeyde biyofilm olusturdugu saptandi. izolatlarin 13'Gniin hareketli
ve lipaz aktivitesine sahip oldugu belirlenirken, 14 izolatin ise proteaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Ek olarak
izolatlarin tamaminin non-hemolitik oldugu saptandi. Calisma sonuglarina gore sadece hareket ve lipaz aktivitesi
arasinda istatiksel olarak anlamli, pozitif yonll, gigli bir korelasyon saptandi. Mikroorganizmalarin patojenitesi
virulens faktorleri ve biyofilm olusumu ile baglantili bir stirectir. Bu nedenle, sonuglarimizin Y. ruckeri enfeksiyonlarinin
onlenmesi veya tedavi edilmesinde anti-biyofilm terapilerinin gelistiriimesi gibi yeni stratejilerin olusturulmasina
onemli katkilar saglayacagini 6ngoriyoruz.

Anahtar kelimeler: Akuakiiltir, biyofilm olusumu, virulens faktérleri, Yersinia ruckeri

Determination of biofilm formation and some
virulence factors in Yersinia ruckeri isolates

Abstract: In the current study, biofilm forming ability and some virulence factors of 20 Yersinia ruckeri (Y. ruckeri)
isolates obtained from rainbow trout (Oncorhyncus mykiss) were examined phenotypically. The Congo Red Agar
(CRA), Modified Tube Aderans (Christensen) and Microplate methods were used to determine the biofilm forming
ability of these isolates. The motility characteristics, hemolytic activity, lipase activity and protease activity of the
isolates were determined by phenotypic tests. It was determined that the majority of the isolates produced a weak
biofilm when examined using the microplate method, despite the fact that isolates did not produce biofilms when
evaluated using the CRA and Christensen methods. While 14 isolates were discovered to have protease activity, 13
of the isolates were determined to be motile and to have lipase activity. All of the isolates were also determined
to be nonhemolytic. According to the study’s results, a statistically significant, positive and strong correlation was
found only between motility and lipase activity. The pathogenicity of microorganisms is associated with virulence
factors and biofilm formation. Hence, we envisage that our results will significantly contribute to the establishment
of novel techniques such as the development of anti-biofilm therapies for prevention or treatment of Y. ruckeri
infections.

We envisage that our results will significantly contribute to the development of new photonic and light sensing
devices.

Keywords: Aquaculture, biofilm formation, virulence factors, Yersinia ruckeri

Giris

Y. ruckeri baliklarda yersiniozis veya enterik kirmizi
agiz (Enteric redmouth disease) hastaligi olarak bi-
linen hemorajik septisemi ile karakterize hastaligin
etiyolojik etkenidir (Kumar ve ark., 2015). Hastalik
salmonid cinsi baliklarin en énemli hastaliklarindan
biri olarak kabul edilmektedir ve diinya genelinde,
salmonid cinsi balk yetistiriciliginin yapildigi her

yerde gorilir. Etkenin salmonidler disinda diger
balik turlerinde de enfeksiyona neden oldugu rapor
edilmistir. Ancak diger balik tirlerine gore salmo-
nidlerin, 6zellikle de, bu cins icerisinde yer alan gok-
kusagi alabaliginin Y. ruckeri enfeksiyonuna daha
duyarli oldugu bildirilmistir. Yersiniozis sistemik bir
hastaliktir. Baliklarin tim gelisim asamalarinda go-
rilur ve yiiksek diizeyde mortaliye neden olur (Hor-
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ne ve Barnes, 1999; Tobback ve ark., 2007; Kumar
ve ark., 2015). Y. ruckeri enfeksiyonlarinda bulasma
enfekte ve tasiyici hayvanlar ile dogrudan temas yo-
luyla olmaktadir. Tasiyici durumda olan baliklar stres
altinda kaldiginda enfeksiyonu yayabilmektedirler
(Tobback ve ark., 2007; Kumar ve ark., 2015). Yapi-
lan bir calismada gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri
enfeksiyonundan 45 giin sonra dahi popdilasyonun
%25'inin, bagirsaginin son bdliminde herhangi bir
klinik tablo gorilmeden etkeni tasidig belirlenmistir
(Busch ve Lingg, 1975). Klinik tablo g&stermeyen bu
tarz baliklarda gorilen dongusel salinim, kiltir ba-
lik¢ilidr tesislerinde salginlarin tamamen dnlenmesi-
ni zorlastirmaktadir (Wrobel ve ark., 2020).

Y. ruckeri, Enterobacteriaceace familyasinin bir
dyesidir. Etken Gram negatif, fakiltatif anaerobik,
sporsuz, kapstlsiiz, comak seklinde bir bakteridir.
Bazi suslar flagellaya sahiptir ve buna bagl olarak
degisken bir bakteriyel hareket sergilerler. Y. rucke-
ri izolatlari flagella’nin varligina veya yokluguna ve
Tween 20/80'i hidrolize etme yeteneklerine bagl
olarak iki farkli biyotipe ayrilmistir. Biyotip 1 iceri-
sinde yer alan suslar hareket ve lipaz sekresyonu
yonlinden pozitif iken, biyotip 2 icerisinde yer alan
suslar negatiftir (Horne ve Barnes, 1999; Tobback
ve ark., 2007; Moreau ve ark., 2019; Wrobel ve ark.,
2019). Serolojik olarak ise suslar 4 grup igerisinde
siniflandiriimistir (Romalde ve ark., 1993). Salmonid-
lerdeki epizootiklerin blyik ¢odunluguna serotip
O1 biyotip 1'in neden oldugu bildirilmistir. Ancak
son yillarda Avrupa ve Amerika'da biyotip 1 suslari
iceren aslilar ile asilanmis olan salmonidlerde hastalik
raporlarinin sayisinin arttigr gézlenmistir. Bu salgin-
larin bir kisminin hareketsiz olan Y. ruckeri serotip O1
biyotip 2 izolatlarindan kaynaklandigi belirlenmistir
(Romalde JL ve Toranzo, 1993; Fouz ve ark., 2006;
Arias ve ark., 2007: Calvez ve ark., 2014). Bu durum
sadece biyotip 1 suslardan yapilmis geleneksel asi-
larin etkinliklerinin gdzden gegirilmesi gerektigini
ortaya koymustur. Yapilan bir calismada monovalent
Y. ruckeri asisinin biyotipler arasinda ¢apraz koruma
saglamadigini ve biyotip 1 ile biyotip 2 izolatlari ara-
sinda koruyucu antijenlerde fark oldugunu ortaya
koymustur (Tinsley ve ark., 2011).

Y. ruckeri'nin gokkusagi alabaligi ve Atlantik
somon (Salmo salar) balig yetistiriciliginde ekono-
mik kayiplardan sorumlu oldugu iyi bilinmektedir.
Buna ragmen bu patojenin virulens mekanizmala-
rini inceleyen sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Wrobel ve ark., 2019). Y. ruckeri'nin simdiye kadar
tanimlanan virulens faktorlerinin bircogunun ozel-
likle, enterobakter grubunda yer alan cesitli Gram
negatif patojenik bakterilerde ortak olan ekstraseli-

ler faktorlere benzedigi vurgulanmistir. Ekstraselller
proteazlar, hemolizinler ve sideroforlar Y. ruckeri'nin
enfeksiyon sirecinde yer alan temel ekstraseliler
molekuller arasinda yer almaktadir (Guijarro ve ark.,
2018). Akuatik ortamlardaki sediment ve havuz, tank
vb. ylzeylerdeki bakterilerin hayatta kalmasinda en
onemli etmen biyofilm olusumudur (Kumar ve ark.,
2015). Biyofilm, mikroorganizmalar icin guvenli bir
ev olarak tanimlanmaktadir ve bu yapr mikroorga-
nizmalar tarafindan Uretilen polisakkaritler, hiic-
re disi proteinler, nikleik asit ve su gibi hiicre dis
polimerik maddeleri icermektedir (Rather ve ark.
2021). Son yillarda 6nemli balik patojenlerinin bi-
yofilm olusturma yeteneklerinin, biyofilm olusumu
Uzerine etkili faktorlerin ve patojenlerin su Urinleri
endustrisinde kullanilan farkli tirdeki materyallere
kolonizasyon tercihlerinin belirlenmesi Uzerine ya-
pilan calismalarin hiz kazandigi gérilmektedir (Cai
ve Arias, 2017; Chenia ve Duma, 2017; Rios-Castil-
lo ve ark., 2018). Bununla birlikte Y. ruckeri Gzerine
yapilan calismalarin ise oldukca yetersiz oldugu
gorulmektedir (Coquet ve ark. 2002a; 2002b; Fi-
lik ve Kubilay, 2019a; 2019b; Torabi ve ark., 2019).
Yapilan calismalar Y. ruckeri'nin balik kafesleri gibi
akuakiltur altyapisinin ortak bilesenleri olan ahsap,
beton, polivinil klorir (PVC) ve fiberglass gibi ylizey
malzemeleri Uzerindeki biyofilmlerde veya mikro
kolonilerde uzun siire yasayabildigini gdstermistir
(Coquet ve ark., 2002a; 2002b; Wrobel ve ark., 2020).
Ayrica, Y. ruckeri tarafindan olusturulan biyofilmin,
gokkusagi alabaliklarinda uzun dénemler boyunca
tekrarlayan enfeksiyonlarin kaynagi olabilecegi ile-
ri strllmektedir (Coquet ve ark., 2002a). Y. ruckeri
enfeksiyonlarinda patojenite ile biyofilm olusumu
ve virulens faktorleri arasindaki olasi etkilesimlerin
anlasilabilmesi icin farkl konakgi ve cografyalardan
izole edilmis tirler Gzerinde yeni ¢alismalarin yapil-
masi gerekmektedir.

Bu calismada, Turkiye'de farkl bélgelerden izo-
le edilmis gokkusagi alabaligi kdkenli 20 Y. ruckeri
izolatinin biyofilm olusturma yeteneklerinin Gg farkli
yontem ile karsilastirmali olarak ortaya konulmasi,
izolatlarin sahip oldugu bazi virulens 6zelliklerinin
fenotipik olarak belirlenmesi ve virulens faktorleri-
nin biyofilm olusumu tzerine etkilerinin degerlendi-
rilmesi amaclanmistir.

Materyol ve Metot

Bakteriyel izolatlar ve kiiltiir sartlan

GCalismada farkl cografik bolgelerden izole edilmis,
20 adet gokkusagi alabaligi kdkenli Y. ruckeri izolati
kullanildi. izolatlarin kékenleri ve kaynagi Tablo 1'de
verildi. Calismadan dnce %15 gliserinli buyyon iceri-
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sinde -20°C'de saklanan izolatlar, trypticase soy bro-
th (TSB)'a (Merck, Almanya) pasajlanarak 25°C'de 24
saat inklibe edilerek canlandirildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan Y. ruckeri izolatlari ve izolasyon
yerleri

No izolatlar izolasyon Yeri

1 17 SA Isparta Akdeniz
2 Candir Isparta Akdeniz
3 Baysallar Isparta Akdeniz
4 15 SA Isparta Akdeniz
5 35 SA Denizli Ege

6 7 SA Denizli Ege

7 18/2 SA Denizli Ege

8 A Mugla Ege

9 B Mugla Ege

10 C Mugla Ege

11 D Mugla Ege

12 36 SA Yalova Marmara
13 5 SA Adapazari Marmara
14 29 SA Adapazari Marmara
15 27 SA Bolu Karadeniz
16 8 Samsun Karadeniz
17 80 Samsun Karadeniz
18 81 Samsun Karadeniz
19 82 Samsun Karadeniz
20 6 SA Kirikkale ic Anadolu

izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin
belirlenmesi

izolatlarin biyofilm tretme yeteneklerinin belirlen-
mesinde Kongo Red Agar (CRA), Modifiye Tup Ade-
rans (Christensen) ve Mikroplak yontemleri kullanil-
du.

CRA Yontemi: Bu yontem ile izolatlarin biyofilm
tretimi CRA (litrede 10 gr agar (Biolife, italya), 50 gr
glikoz (Himedia, Hindistan), 52 gr Brain-Heart Infu-
sion Broth (Biolife, italya), 0,8 gr Kongo red boyasi
(isolab, Almanya) ile belirlendi. Trypticase Soy Agar
(TSA)da (Merck, Almanya) saf olarak ireyen koloni-
lerden tek koloni alinarak, CRA'ya ekimleri yapildi.
Besiyerleri 25°C'de 24-48 saat aerobik kosullarda in-
kiibe edildi. inkubasyon siiresi sonunda kolonilerde
olusan renk degisimlerine gdre, siyah-gri renkte ko-
loni olusturan izolatlar biyofilm pozitif, pembe-kir-
mizi renkli koloniler biyofilm negatif olarak deger-
lendirildi (Ciftci ve ark., 2009; Atshan ve ark., 2012).

Modifiye Tiip Aderans (Christensen) Yontemi:
Bu yontem ile biyofilm varhgr Christensen ve ark.,

(1985) tarafindan belirtilen yonteme goére yapildi.
TSAda Ureyen izolatlardan %3 glikoz iceren TSB'ye
gecildi ve besiyerleri 25°C'de 24 saat sireyle inklbe
edildi. inkubasyon sonrasi tiiplerde bulunan icerik
bosaltildi ve tupler fosfatla tamponlanmis tuz solls-
yonu (PBS) ile yikanarak, her bir tlipe 10'ar ml safra-
nin (isolab, Almanya) eklendi ve 5 dakika bekletildi.
Daha sonra tlpler bosaltildi ve bir gece kurumaya
birakildi. Tplerin i¢ ceperindeki rengin koyulugu ve
kalinligina gore izolatlarin biyofilm olusturma kapa-
siteleri cok guclu (+++), glicli (++) ve zayif (+) ola-
rak degerlendirildi.

Mikroplak Yontemi: TSB'de Uretilen bakteri slispan-
siyonlarindan 200 pl alinarak her bir izolat icin Gcer
kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu diz tabanli
steril mikroplak icerisine inokile edildi ve 25°C'de
24 saat inkubasyona birakildi. ilk Gi¢ kuyucuga ne-
gatif kontrol olarak steril PBS inokule edildi. inku-
basyon sonrasi kuyucuk icerikleri bosaltilarak PBS ile
yikandi. Biyofilmin fikzasyonunu saglamak amaciyla
kuyucuklara 200'er yl metanol eklendi ve 1 dakika
bekletildi. Sonrasinda metanol dokildi ve kuyucuk-
lara 200°er pl kristal viyolet (ChemBio, Tiirkiye) ekle-
nerek 5 dakika oda sicakhiginda inkibe edildi. Daha
sonra mikroplak icerigi dokildu ve PBS ile yikanarak
30 dakika oda isisinda kurumaya birakildi. Mikrop-
lak kuruduktan sonra kuyucuklara %96'lik etanol ek-
lendi. Mikroplak iceriginin 492 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ol¢tiimleri yapildi. Negatif
kontroliin ve her bir izolatin yer aldigi ti¢ kuyucugun
ortalama OD (Optik dansite) degerleri hesaplandi.
Degerlendirmede OD (izolat) < OD (negatif kont-
rol): Biyofilm olusumu negatif; OD (negatif kontrol)
< OD (izolat) < 20D (negatif kontrol): zayif biyofilm
olusumu; 20D (negatif kontrol) < OD (izolat) < 40D
(negatif kontrol): orta diizey biyofilm olusumu; 40D
(negatif kontrol) < OD (izolat): glcli biyofilm olu-
sumu olarak kabul edildi (Stepanovic ve ark., 2007;
Yang ve ark., 2014; Akisoglu ve ark., 2019).

izolatlarin bazi virulens faktérlerinin fenotipik
olarak belirlenmesi

Hareket 6zelliginin belirlenmesi amaciyla izolatlarin
TSAda saf olarak Ureyen kilturlerinden tek koloni
alinarak yari kati besiyerine (%0.3 agar iceren TSB)
igne ucglu 6ze ile inokule edildi. Besiyerleri 25°C'de
24 saat inkubasyona birakildi ve inkubasyon sonrasi
merkezden cevreye dogru Ureme alanlarinin goral-
mesi hareket yoniinden pozitif olarak degerlendiril-
di (Torabi ve ark., 2019).

Hemolitik aktivite, %5 koyun kani eklenmis kan-
li agar (Laborlar Biyoteknoloji, Tirkiye) kullanilarak
belirlendi. Bu amagla her bir izolatin saf kiltiiriinden
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kanli agar plakalarina ekimler yapildi ve 25°C'de, 24-
48 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasi
ekim hattinin etrafinda eritrositlerin parcalanarak bir
zon olusturup olusturmamasina gore degerlendir-
me yapildi (Torabi ve ark., 2019).

Lipaz aktivitesi, izolatlarin Tween 20'yi hidroliz
etme yeteneklerine gore belirlendi. Bu amacla 500
ml distile su icerisinde, 5 gr pepton (Merck, Alman-
ya), 2,5 gr NaCl (Merck, Almanya), 0,05 gr CaCl,2H,0
(Merck, Almanya), 10 gr agar ve 5 ml Tween 20 (Mer-
ck, Almanya) iceren besiyeri hazirlandi. Daha sonra
izolatlarin TSAda saf olarak Ureyen kolonilerinden
tek koloni alinarak, besiyerine spot tarzinda ekimleri
yapildi. Besiyerleri 25°C'de 24-48 saat inkiibe edil-
di. Inkubasyon sonrasi ekim hattinin etrafinda buzlu
cam goriniminde zon olusturmasi pozitif olarak
kabul edildi (Kumar ve ark., 2012).

izolatlarin proteaz aktivitesinin belirlenmesinde
%1,5 st tozu (Neogen, USA) eklenmis nutrient agar
(Himedia, Hindistan) (skim milk agar, SMA) kulla-
nildi. SMA'ya her bir izolatin saf kiltiriinden nokta
tarzinda ekimleri yapildi ve 25°C'de 24-48 saat in-
kubasyona birakildi. inkubasyon sonrasi bakteri ko-
lonilerinin etrafinda olusan seffaf alanlar izolatlarin

istatiksel analiz

Calismada izolatlarin hareket, hemoliz, lipaz, serin
proteaz, ve biyofilm olusturma yetenekleri arasinda-
ki iliskiyi belirlemek amaci ile Spearman korelasyon
testi kullanildi. Testte korelasyon katsayilari -1,0 ila
-0,5 veya 0,5 ile 1,0 = gugld, -0,5 ila -0,3 veya 0,3
ila 0,5 = orta dereceli, -0,3 ila -0,1 veya 0,1 ila 0,3 =
zayif olarak siniflandirildi (Chenia ve Duma, 2017).
istatistiksel analizler icin SPSS 21v. paket programi
kullanildi ve p<0,05 ve p<0,01 istatistiksel olarak an-
lamli kabul edildi.

Bulgular

Calismada kullanilan 20 Y. ruckeri izolatinin 13'lndn
hareketli oldugu, 20'sinin non-hemolitik oldugu, 13
izolatin lipaz aktivitesine ve 14 izolatin proteaz ak-
tivitesine sahip oldugu belirlendi (Tablo 2). Bununla
birlikte 6 izolatin hareket, lipaz ve proteaz aktivite
testlerinin her t¢linden de pozitif sonug verdigi be-
lirlendi. Ayrica hareketsiz izolatlarin tamamimin lipaz
aktivitesi yoniunden negatif sonug verdigi gozlendi
ve bu izolatlar biyotip 2 icerisinde siniflandinidi.
Calisma sonuclarina gore sadece hareket ve lipaz
aktivitesi arasinda istatiksel olarak anlamli, pozitif

proteaz aktivitesine sahip olduklarinin géstergesi ~ yonld, giicli bir korelasyon saptandi (r,,,.,,=1.000,
olarak degerlendirildi (Igbinosa ve ark., 2017). p<0,01) (Tablo 3).
Tablo 2. Y. ruckeri izolatlarinin hareket, lipaz, hemoliz ve proteaz aktiviteleri
izolatlar Hareket Ozelligi Hemolitik Aktivite Lipaz Aktivitesi Proteaz Aktivitesi Biyotip
17 SA 7,0 cm non-hemolitik + + 1
Candir 7,5cm non-hemolitik + - 1
Baysallar 8,5cm non-hemolitik + + 1
15 SA 8,5cm non-hemolitik + + 1
35 SA 7,0 cm non-hemolitik + - 1
7 SA 85cm non-hemolitik + - 1
18/2 SA Hareketsiz non-hemolitik - - 2
A Hareketsiz non-hemolitik - + 2
B Hareketsiz non-hemolitik - + 2
C Hareketsiz non-hemolitik - + 2
D Hareketsiz non-hemolitik - + 2
36 SA 8,5cm non-hemolitik + + 1
5SA 8,5cm non-hemolitik + - 1
29 SA 1,0cm non-hemolitik + - 1
27 SA 8,5cm non-hemolitik + - 1
8 6,3 cm non-hemolitik + + 1
80 Hareketsiz non-hemolitik - + 2
81 Hareketsiz non-hemolitik - + 2
82 Hareketsiz non-hemolitik - + 2
6 SA 6,0 cm non-hemolitik + + 1
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Tablo 3. Calismadaki izolatlarin, hareket, lipaz aktivitesi, proteaz aktivitesi ve mikroplak metodunun Spearman Korelasyonlari

analiz sonuclari

Degiskenler n Ort. SS Hareket Lipaz Aktivitesi Proteaz Aktivitesi Mikroplak Metodu
Hareket 20 1,600 0,5026 - 1,000** -0,385 -0,153
Lipaz Aktivitesi 20 1,600  0,5026 - -0,385 -0,153
Proteaz Aktivitesi 20 1,650 0,4894 - 0419
Mikroplak Metodu 20 1,800 04104 -

*p<0,05, **p<0,01

Galismada izolatlarin biyofilm olusturma yete-
neklerinin belirlenmesinde 3 farkli fenotipik yon-
tem kullanilmis olup bu ydntemlerden Christensen
ve CRA ydntemi ile izolatlarin tamaminin biyofilm
olusturma yetenegine sahip olmadiklari belirlendi.

Bu iki yontemin aksine mikroplak yontemi ile izo-
latlarin buylk bir kisminin (%80) zayif dizeyde de
olsa biyofilm olusturma yetenegine sahip olduklari
belirlendi (Tablo 4).

Tablo 4. Mikroplak yontemi ile 492 nm'de izolatlara ve negatif kontrole ait elde edilen optik dansite (OD) degerleri.

izolatlar 1. Deger (OD) 2. Deger (OD) 3. Deger (OD) Ortalama Deger Sonug
Negatif Kontrol 0,8276 0,5715 0,5142 0,6377 -
17 SA 0,8465 0,9893 0,698 0,8446 Zayif
Candir 0,6148 0,5434 0,6596 0,6059 Negatif
Baysallar 0,6991 0,6857 0,8367 0,7405 Zayif
15 SA 0,6681 0,5034 0,7971 0,6562 Zayif
35SA 1,2926 1,2298 0,7709 1,0977 Zayif
7 SA 0,6171 0,6155 0,5467 0,5931 Negatif
18/2 SA 0,4968 0,5552 0,5713 0,5411 Negatif
A 0,8726 0,6582 1,0783 0,8697 Zayif
B 0,7414 0,6304 0,7621 0,7113 Zayif
@ 0,6288 0,761 0,7785 0,7227 Zayif
D 1,1751 0,8709 1,1313 1,0591 Zayif
36 SA 0,475 0,5707 0,5361 0,5272 Negatif
5SA 0,7154 0,5989 0,8691 0,7278 Zayif
29 SA 1,095 0,7503 1,2575 1,0342 Zayif
27 SA 1,1935 0,9767 1,0404 1,0702 Zayif
8 1,1546 1,1379 1,3985 1,2303 Zayif
80 0,8146 0,6582 0,6425 0,7051 Zayif
81 1,0115 1,0623 1,4574 1,177 Zayif
82 1,0921 0,8902 0,9732 0,9851 Zayif
6 SA 0,9647 0,6946 0,8207 0,8266 Zayif
Tartisma

Enfeksiyoz hastaliklar kilttr baligi yetistiriciligi icin
buylk bir tehdit olusturmakta ve yillik milyonlarca
dolar kayba neden olmaktadir (Soto ve ark., 2021).
Yersiniozis salmonid cinsi baliklarin 6zellikle, gokku-
sagi alabaliklarinin en 6nemli hastaliklarindan biridir
(Pajdak-Czaus ve ark., 2019). Ulkemizde ilk hastalik
bildirimi 1990 yilinda gdkkusagi alabaliklarindan

yapilmis olup, ilerleyen yillarda etken, Tirkiye'de
en genis dagilima sahip balik patojenlerinden biri
haline gelmistir ve bircok bdlgeden izole edilmistir
(Cagirgan ve Yureklitirk, 1991; Onuk ve ark., 2011;
Altun ve ark., 2013; Oztiirk ve Altinok, 2014; Duman
ve ark., 2017). GUnlimuze kadar Y. ruckeri izolatlar
biyokimyasal ve serolojik ¢zelliklerine dayanilarak
farkli biyotip ve serotiplere ayrilmistir. Biyotiplen-

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 34, Sayt 1, 2023, 81-88



86 Demirbas E ve ark. Yersinia ruckeri izolatlarinda biyofilm olusumunun ve bazt virulens faktérlerinin belirlenmesi

dirmede izolatlar hareket ve lipaz aktivitelerine da-
yanilarak iki biyotip'e ayrilmistir (Horne ve Barnes,
1999; Tobback ve ark., 2007). Ulkemizde biyotip
2'nin varligina dair ilk bildirim 2016 yilinda yapilmis-
tir. S6z konusu calismada 1994-2010 yillari arasinda
farkli cografik bolgelerden izole edilmis 24 izolatin
13'Unin biyotip 2 oldugu bildirilmistir (Altinok ve
ark., 2016). Bu calismada ise 20 izolattan 8'inin bi-
yotip 2 oldugu belirlenmis olup, biyotip 2'ye dahil
olan izolatlarin Ege ve Karadeniz bélgelerinden izole
edilmis olmasi dikkat ¢cekmistir.

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma ye-
teneklerinin belirlenmesinde bircok metot kullanil-
maktadir. Mikrotitre plak yontemi, biyofilm Gretimi-
nin saptanmasinda en yaygin kullanilan ve standart
test olarak tarif edilen bir yontemdir (Marma ve ark.,
2022). Bu yontem disinda CRA ve modifiye tlip ade-
rans yontemi (Modifiye Christensen yontemi) biyo-
film olusumunu saptanmasinda en yaygin kullanilan
diger yontemlerdendir (Temel ve Erag, 2018). Bu (g
yontem, cesitli bakteriyel turlerin biyofilm olusturma
yeteneklerinin belirlenmesinde karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Yapilan bir calismada 74 Staphy-
lococcus aureus izolatinin mikrotitre plak ydntemi
ile 58'inin, Christensen ydntemi ile 49'unun ve CRA
yontemi ile 42'sinin biyofilm olusturdugu saptanmis
ve mikrotitre plak yonteminin daha kantitatif ve gu-
venilir bir ydntem oldugu ortaya konulmustur (Mo-
hamed ve ark., 2016). Benzer sekilde farkli bakteriyel
turlere ait 110 klinik bakteri izolatinin kullanildigr bir
calismada, mikrotitre plak yontemi Christensen ve
CRA yontemleri ile karsilastirildiginda daha givenilir
bulunmus ve biyofilm olusturan mikroorganizma-
larin tespit edilmesinde genel bir tarama ydntemi
olarak onerilmistir (Hassan ve ark., 2011). Filik ve
Kubilay (2019a) bazi balik patojenlerinde biyofilm
olusumunun farkli in vitro (CRA, Christensen ve mik-
roplak yontemleri) metotlar kullanarak tespit ettik-
leri calismalarinda Y. ruckeri'nin biyofilm olusumunu
sadece mikroplak metodu ile tespit etmislerdir. Bu
calismada da benzer sekilde CRA, Christensen ve
mikroplak yontemlerinden sadece mikroplak meto-
du ile Y. ruckeri izolatlarinda biyofilm olusumu yo-
niinden pozitif sonuclar elde edilmistir. Bu sonuglar
Y. ruckeri izolatlarinin biyofilm olusturma yetenek-
lerinin belirlenmesinde mikroplak ydnteminin CRA
ve Christensen yontemleri oranla daha duyarli bir
yontem oldugunu ve Y. ruckeri izolatlarinda biyofilm
olusumunun belirlenmesinde mikroplak yénteminin
kullanilmasi gerektigini gdstermektedir.

Biyofilm olusumu dinamik bir slrectir ve hare-
ket, hiicre ylizey 6zelligi ve/veya hiicre metaboliz-
masi gibi bircok faktérden etkilenmektedir (Satpat-
hy ve ark., 2016; Chenia ve Duma, 2017). Bu nedenle
biyofilm olusumuna potansiyel olarak katkida bulu-
nan faktorlerin ve bunlarin biyofilm olusumu ile ilis-
kilerinin belirlenmesi dnem tasimaktadir. Bu faktor-
lerin basinda mikroorganizmalarin sahip olduklari
virulens faktorleri gelmektedir. Virulens faktorlerinin
tanimlanmasi, bakteriyel patogenezin ve etkenin ko-
nakgi icindeki etkilesimlerinin anlanmasinda nem
tasir (Banu ve ark., 2011). Glnimdze kadar farkl
bakteriyel turlerde biyofilm Gretimi ile virulens fak-
torleri arasindaki olasi iliskilerin ortaya konuldugu
bircok calisma bulmaktadir (Chenia ve Duma, 2017,
Saffari ve ark., 2017; Gajdacs ve ark., 2021). Ancak Y.
ruckeri izolatlarinin sahip olduklari virulens faktorle-
rinin biyofilm olusumu Gzerine etkilerinin degerlen-
dirildigi sadece bir ¢alismaya rastlaniimistir. S6z ko-
nusu ¢alismada, Type V sekresyon sinifinda bulunan
ve Y. ruckeri invazin (yrinv) ve Y. ruckeri invazin ben-
zeri molekdl (yrllm) olarak adlandirilan iki inverse
autotransporter adezininin Y. ruckeri'nin farkh abiyo-
tik substratlar tzerinde biyofilm olusumunu destek-
ledigi ortaya konulmustur (Wrobel ve ark., 2020). Bu
calismada ise Y. ruckeri izolatlarinin biyofilm Gretme
yetenegi ile hareket 6zelligi, hemoliz, proteaz ve li-
paz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptanamamistir.

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma ye-
tenekleri 6nemli bir virulens faktori olarak kabul
edilmekte olup (Costerton ve ark. 1999), sadece
mikroorganizmalarin patojenitesinde &nemli bir
basamak olusturmaz (Bell, 2001), ayni zamanda an-
timikrobiyal tedavinin etkinligini engeller, mikroor-
ganizmayi konakgi savunma mekanizmalarina karsi
korur ve virulens belirleyicilerinin ekspresyonuna yol
acan bakteriyel iletisimi kolaylastirir (Lavender ve
ark., 2004). Dolayisiyla mikroorganizmalarin biyo-
film ve diger virulens faktorlerinin belirlenmesi, yeni
hastalik kontrol planlarinin olusturulmasina énemli
katkilar saglayacaktir. Ozellikle akuatik cevrenin mik-
roorganizmalarin uzun slire hayatta kalmalarina ve
tekrarlayan enfeksiyonlarin olusmasina uygun bir
habitat sunmasi Y. ruckeri gibi balik sagligini tehdit
eden Onemli patojenlerin kontrol altina alinmasini
zorlastirmaktadir. Bu baglamda mikroorganizmala-
rin biyofilm olusturma yeteneklerinin engellenmesi
Uzerine yapilacak calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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