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Ozet: Bu cgalismada, cesitli gida kaynakli patojen bakterilerin biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesinde Kongo Kirmizis1 Agar’in
(KKA) duyarliligini ve 6zgiilliiglinii mikroplak (MP) yontemi ile kiyaslanarak belirlemek amaglandi. Calisma kapsaminda, gesitli gida ve
¢evre drneklerinden elde edilen 36 Staphylococcus aureus, 30 Listeria spp., 35 Escherichia coli ve 34 Salmonella spp. olmak {izere toplam
135 izolatin biyofilm olusturma yetenekleri KKA ve MP yontemleri kullamlarak belirlendi. iki yontemin sonuglar1 arasindaki uyum Kappa
uyum katsayist hesaplanarak arastirildi. Incelenen izolatlarm %51.1°inin KKA’da, %53 {iniin ise MP’de biyofilm iirettigi tespit edildi
(P>0.05). Listeria spp. S. aureus, E. coli ve Salmonella spp. izolatlarinin sirasiyla KKA’da %60, %97,2, %11.4 ve %35.2°ii; MP’de ise
%56.6, %100, %22.8 ve %32.3’1i biyofilm pozitif olarak tespit edildi (P>0.05). KKA ydntemi sadece S. aureus’da yiiksek duyarliliga (%97)
sahip bulunurken; diger suslarda duyarlilik daha diisiik bulundu. Ozgiilliik degerleri Listeria spp.’da %39, Salmonella spp.’da %59 ve E.
coli’de %89 olarak tespit edildi. Bu degerler MP yonteminde elde edilen degerlerden daha yiiksekti. Sonug olarak, KKA yonteminin
duyarliliginin bakteri tiiriine gore degiskenlik gosterdigi; bu nedenle bakterilerin biyofilm olusturma yeteneklerinin tespit edilmesinde KKA
ve MP yontemlerinin birlikte uygulanmasinin yararli olacagi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Gida patojenleri, Kongo kirmizisi agar, Mikroplak

Comparison of the Efficacy of Congo Red Agar in Detection of Biofilm Forming Abilities of
Various Foodborne Pathogenic Bacteria

Abstract: In this study, the sensitivity and specificity of Congo Red Agar (CCA) were compared with Microplate (MP) method to assess the
biofilm-forming abilities of various foodborne pathogenic bacteria. A total of 135 isolates (36 Staphylococcus aureus, 30 Listeria spp., 35
Escherichia coli, and 34 Salmonella spp.) obtained from different food and environmental samples were examined. The agreement between
the results obtained from the two methods analyzed using the Kappa coefficient of agreement. The findings showed that 51.1% of the isolates
tested positive for biofilm formation using CCA, while 53% tested positive using MP (P>0.05). When considering individual bacterial
species, the percentages of biofilm-positive isolates were 60% for Listeria spp., 97.2% for S. aureus, 11.4% for E. coli, and 35.2% for
Salmonella spp. using CCA, and 56.6%, 100%, 22.8%, and 32.3% using MP, respectively (P>0.05). The CCA method exhibited high
sensitivity (97%) specifically for S. aureus, while its sensitivity was lower for other bacterial strains. The specificity values were 39% for
Listeria spp., 59% for Salmonella spp., and 89% for E. coli, which were higher against the MP method. Therefore, it was concluded that the
sensitivity of the CCA method varied depending on the bacterial species, suggesting that the combined application of CCA and MP methods
would be beneficial in determining the biofilm-forming abilities of different bacteria.

Keywords: Biofilm, Congo red agar, Food pathogens, Microplate

1.Giris

https://dergipark.org.tr/tr/pub/bozokvetsci

Biyofilmler, bir yiizeye veya birbirine tutunarak kendi
irettikleri bir ekzopolisakkarit (EPS) matriks igine
gomiilmiis mikroorganizma topluluklaridir. EPS’nin yapisin
polisakkaritler, proteinler, glikolipidler ve hiicre dist DNA
(eDNA) olusturmaktadir (1). Biyofilm matriksinin yapisinda
%97 su, %2-5 oraninda mikrobiyal hiicre, %1-2 polisakkarit,
%1-2 protein, %1-2 DNA ve RNA bulunmaktadir (2, 3).
Biyofilm olusumunun ilk asamasinda, mikroorganizmanin
fimbriya veya flagella gibi uzantilariyla bir yiizeye

tutunurlar. Ortamda yeteri kadar besin maddesi var ise
bakteri hiicresi, tutundugu yiizeyde koloni olusturmaya
baglar. Bu asamada  ortamda  bulunan  diger
mikroorganizmalarda es zamanli olarak koloni olusturur.
flerleyen asamalarda, mikrokoloniler salgiladiklar1 EPS
yapist igerisinde topluluk olusturarak karakteristik {i¢
boyutlu biyofilm yapist ile olgun biyofilme doniistirler.
Biyofilm yapist igerisinde, popiilasyonunun artmasi, besin
kaynag1 eksikligi ve oksijen yetersizligi gibi rekabet
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faktorlerine bagli olarak kopmalar geceklesir. Kopan
planktonik hiicreler yeni biyofilm odaklar1 olusturabilir (2,
3). EPS’nin  yapisinda  bulunan  polisakkaritler;
mikroorganizmalarin  yiizeye tutunmasi ve biyofilm
olusumundan, proteinler; biyofilm olusturan bakteriler
arasindaki  iletisimin  saglanmasindan,  glikolipidler;
mikroorganizmalarin  viriilans  6zellikler edinmesinden,
eDNA; bakteri hiicreleri arasinda yatay gen transferi ve
biyofilm toplulugunun {i¢ boyutlu bir yap1 gelistirmesinden
sorumludur (4, 5). Mikroorganizmalarin hayatta kalmalar
icin gelistirdikleri en Onemli stratejilerden biri olan
biyofilmin = graminda  yaklasik 108-1011 hiicre
bulunmaktadir (6). Biyofilm matriksi igerisinde yer alan
EPS’ler bir bariyer gorevi gorerek mikroorganizmalari
dezenfektan, antibiyotik, UV 1sin1, konak immiin yanit1 ve
diger dis etkenlere karsi korumaktadir (7).

Biyofilmdeki mikroorganizmalar, planktonik durumdaki
mikroorganizmalara gdre antibiyotiklere yaklagik 1000 kat
daha direngli olabilir (8, 9). Biyofilm igindeki
mikroorganizmalar arasinda plazmidler aracihigi ile
gerceklesen horizontal gen transferi, veya
antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasina neden olmaktadir

viriilans

(10). Bakteriyel enfeksiyonlarin %60'indan fazlasi biyofilm
olusumu fenomeni ile iligkili oldugu tahmin edilmektedir
(11). Gida iiretim ve depolama alanlari, 6zellikle et ve siit
isletmeleri, yaglar, proteinler ve karbonhidratlar acisindan
zengin atik icermelerinden otiirli mikrobiyal tutunma ve
biyofilm olusturma agisindan uygun ortamlardir. Patojen
mikroorganizmalar, gida isletmelerine ait yiizeylere (tahta,
cam, paslanmaz metal, plastik) tutunup kalict hale gelerek
onemli bir kontaminasyon kaynagi olmaktadir (12). Gida
isletmelerinde, gida ile temas eden metal ylizeylerde
biyofilm olusumu, korozyon ve tikanmalara sebep vererek
isleme prosediiriiniin aksamasina ve gida giivenligi ile
kalitesinde ciddi sorunlara neden olur (13,14). Bir¢ok Gram-
pozitif patojen bakteri (Listeria spp, Staphylococcus aureus,
S. epidermidis) ve Gram-negatif patojen bakteri (E. coli,
Klebsiella pneumoniae ve Salmonella spp.) biyofilm
olusturma yetenegine sahiptir (15-20).

Biyofilm olusumunu tespit etmek i¢in doku kiiltiirii plakasi
(Tissue culture plate, TCP), tiip yontemi (Tube method,
TM), Kongo kirmizi agar (KKA), mikroplak (MP) yontemi,

floresan  mikroskobik inceleme, taramali elektron
mikroskobu (scanning eleciron microscope, SEM), konfokal
lazer taramali mikroskop (confocal laser scanning

microscope, CSLM) ile inceleme gibi cesitli teknikler
kullanilmaktadir. SEM ve CSLM teknikleri biyofilm
yapisinin varligint ve ii¢ boyutlu yapisini goriintiilemede
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kullanilmaktadir ancak pahali ve kantitatif degerlendirmede
zaylf kalmaktadir. Biyofilm yapisini kristal viyole boyama
yolu ile gerceklestirilen yontemlerde (TCP, TM, MP) ise
tekrarli yikama asamalar1 sonucu hiicre kaybi ve biyofilm
yapisint olumsuz etkilemesi gibi dezavantajlarina karsin
ucuz ve kantitatif olarak iyi sonu¢ vermektedir. KKA
yontemi ise kolay ve ucuz bir yontem olmasina karsin
kantitatif 6l¢iim saglayamamaktadir (21-23).

Biyofilm yetenegine sahip patojen bakteriler ile ilgili
risklerin 6nlenmesine yonelik en énemli agamalardan birisi
etkenin erken ve hizli tespitidir. Bu c¢aligmada, gida
endiistrisinde halk sagligi agisindan risk olusturan onemli
patojenlerden Gram pozitif (Staphylococcus aureus ve
Listeria spp.) ve Gram negatif (Escherichia coli ve
Salmonella  spp) Dbakterilerinin ~ biyofilm  olusturma
yeteneklerinin belirlenmesinde ucuz ve kolay bir yontem
olan KKA’nin duyarlilik ve 6zgiilligiiniin arastirilmasi ve
sonuclarin  MP  yonteminden elde edilen sonuglarla
karsilagtirilmasi amaglandi.

2. Materyal ve Metot
2.1 Bakteriler

Bu calismada Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Veteriner Halk Sagligi Anabilim Dali Laboratuvart kiiltiir
koleksiyonunda bulunan 135 adet izolat (36’s1 S. aureus,
35’i E. coli, 30’u Listeria spp., ve 34’ii Salmonella spp.)
kullanildi (Tablo 1). Calismaya dahil edilen tiim izolatlar,
PZR analizi ile S. aureus, E. coli, Salmonella spp. ve
Listeria spp. izolatlar1 sirasiyla nuc, trpA, invA ve iap
genlerinin varliklar sirasiyla Ertas ve ark. (24), Clermont ve
ark (25), Rahn ve ark. (26) ve Al ve ark. (27) tarafindan
belirtilen primer ¢iftleri kullanilarak dogrulandi. Bu amagla,
%10 gliserollii Brusella broth igerisinde -20°C’de muhafaza
edilen izolatlar, kanli agara ekilerek 37 °C’de 24 h inkiibe
edilerek, saf kiiltiirleri elde edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda izolatlarin DNA’lar1 Genomik DNA Izolasyon Kiti
(InstaGene™ Matrix-7326030, Bio-Rad, ABD) kullanilarak
kit protokoliine gore ekstrakte edildi. Reaksiyon karigimi;
toplam hacim 25 pL olacak sekilde 12,5 pLL 2x Dream Taq
Green PCR Master Miks (Thermo scientific™-K1081,
ABD), 6 uL niikleaz icermeyen su, her primerden 1 pL ve 2
pl DNA olacak sekilde hazirlandi. PCR Reaksiyonu,
94°C'de 3 dk ilk denatiirasyon asamasini takiben 35 siklus
94°C'de 30 s denatiirasyon, 52.9-59 °C’de (nuc: 55°C, trpA:
59°C, invA: 53°C ve iap: 52.9°C) 30 s baglanma, 72°C'de 1
dk uzatma asamalar1 tamamlandiktan sonra, 72°C'de 2 dk
son uzatma olarak gerceklestirildi.
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Tablo 1. izolatlarin elde edildigi ortam ve kaynaklar

Bakteri Tiirii Orneklemenin Yapildig: Yer

izole Edilen Kaynak Ornek Sayisi

L Mezbaha
Listeria spp.

Karkas
Bigak

Konveyor

Atik su

Mandira

5
4
Sucuk 4
1
3

Siit

E. coli Mezbaha

Salam

Karkas
Bigak

Cengel

Mezbaha
Salmonella spp.

Bigak

Sigir Derisi

5
2
3
Konveydr 3
4
6

Karkas

Mandira

Taze Peynir

Mezbaha

Cengel
Bigak

Karkas

S. aureus

Mandira

Taze Peynir

Kasar Peyniri

Siit

Yogurt
Siit Tank1

N| 00 oo N O | N P W

Zemin

Toplam

2.2. Calismada kullanilan Referans Suslar

Izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin
belirlenmesinde, pozitif kontrol olarak giiglii biyofilm
olusturan S. epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol
olarak ise biyofilm olusturmayan S. epidermidis ATCC
12228 susu kullanildi.

2.3. lzolatlarin Biyofilm Olusturma Kabiliyetlerinin
Belirlenmesi

Bu amagla, bakterileri kolonilerinin morfolojisinin renk
degistirmesine gore biyofilm olugumunun tespit edildigi
kalitatif bir yontem olan Kongo kirmizisi agar (KKA) ve
kantitatif bir yontem olan mikroplak (MP) yontemleri
kullanild1.
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2.3.1. Kongo Kirmuzis1 Agar Yontemi

Izolatlarin  biyofilm yapabilme o6zelliklerinin ~fenotipik
olarak degerlendirilmesi amaciyla Freeman ve ark. (28)
tarafindan bildirilen yonteme gére KKA besiyeri kullanildi.
Bu amagla, litresinde 50 g sakkaroz, 37 g Brain Heart
Infusion (BHI, Merck 70138, Almanya) agar ve 0,8 g kongo
kirmizis1 (Merck 101340, Almanya) olacak sekilde besiyeri
hazirlandi. Calisma kapsaminda kullanilan izolatlar, pozitif
ve negatif kontrol suslari KKA besiyerine yayma plak
teknigi ile ekildikten sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyon
stiresinin sonunda koloni morfolojisine gore degerlendirilen
petriler oda 1sisina almarak 24 saat sonra tekrar
degerlendirildi. Kuru opak siyah ve koyu kirmizi-siyah
renkli koloniler biyofilm pozitif, pembe-kirmizi koloniler ise
biyofilm negatif olarak degerlendirildi. Salmonella spp.
izolatlarinda ise kuru-piiriizlii kirmizi, kahverengi ve pembe
renkli koloniler biyofilm pozitif, diiz ve beyaz koloniler ise
negatif olarak kabul edildi. Kongo kirmizisi agar yontemi
her izolat i¢in ii¢ tekrarl olarak uyguland.
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2.3.2. Mikroplak Yontemi

Izolatlarin biyofilm {iretiminin kantitatif dl¢iimii, Stepanovi¢
ve ark. (29) tarafindan bildirilen mikroplak yontemi ile
yapildi. Izolatlar, %2 glikoz (Merck 108342, Almanya) ilave
edilen Triptik Soy Broth (TSB, Merck 105459, Almanya)
icerisinde 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirden 0,5 McFarland standardinda (~ 1x 108
kob/mL) bakteri siispansiyonlart hazirlandi. Daha sonra diiz
tabanli steril mikroplaklarin kuyucuklarina her bir bakteri
siispansiyonundan 100 puL ve 100 pL TSB ilave edilerek
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda
plakalarin igerikleri bosaltild1 ve 200 pL fizyolojik tuzlu su
ile ¢ kez yikanarak kurumaya birakildi. Daha sonra her
kuyucuga 200uL %99°lik etanol ilave edilerek 15 dakika
siire ile biyofilm yapan bakteriler fikse edildi. Fiksasyon
islemini takiben kuyucuklar bosaltilip plakalar ters
gevrilerek kurutuldu. Kurutma islemi sonrasinda kuyucuklar
hazirlanan %?2’lik kristal viyole (Merck 101408, Almanya)
¢Ozeltisi ile 5 dakika siire ile boyandiktan sonra distile su ile
yikanarak kurumaya birakildi. Tutunan boyalarin ¢dziinmesi
amaciyla kuyucuklara %33’lik glasiyal asetik asitten 160uL
eklendi. Kuyucuklarin optik dansitesi (OD) ELISA okuyucu
(MultiskanFC-51119000, Thermo, ABD) kullanilarak 570
nm'de Olgiildii. Calismada sadece steril TSB igeren
kuyucuklar negatif kontrol, giiclii biyofilm kabiliyetine
sahip S. epidermidis ATCC 35984 inokule edilen TSB
iceren kuyucuklar ise pozitif kontrol olarak kullanildi. Her
izolat i¢in analiz li¢ kez tekrarlandi ve sonuglar ii¢ analizin
ortalamasi alinarak hesaplandi. ELISA cihazinda, her bir
izolat igin elde edilen OD’ler, negatif kontrol kuyucuklar
icin asagida belirtildigi gibi hesaplanan cut off” (sinir)
degerleri ile karsilastirilarak biyofilm varligi ve derecesi
belirlendi:

ODc= negatif kontroliin ortalama OD’si + (3 x SD negatif
kontrol)

OD < ODc: Biyofilm negatif
ODc <OD < 20Dc: Zayif biyofilm
20Dc <OD < 40Dc: Orta diizey biyofilm

40Dc <OD: Giiglii biyofilm
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2.4. istatistiksel Analiz

KKA besiyerinin etkinliginin degerlendirilmesinde, MP
yontemi referans yontem olarak kullanildi (30). Test edilen
izolatlarinin biyofilm olusturma o6zellikleri ile ilgili olarak
MP ile KKA’dan elde edilen sonuglar arasindaki farklilik
Pearson Ki kare testi ile degerlendirildi (31). Iki yontem
arasindaki uyum Cohen’in kappa katsayisi hesaplanarak
belirlendi (30). Veri analizlerinde elde edilen p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlaml1 olarak kabul edildi. Istatistiksel
analizlerde Jamovi 2.3 paket programi kullanmildi. KKA
yonteminin duyarlilign ve 6zgilliigli ise asagida belirtilen
formiiller kullanilarak hesaplandi (32):

Duyarlilik = Dogru Pozitiflik / (Dogru Pozitiflik + Yanls
Negatiflik)

Ozgiillik = Dogru negatiflik / (Dogru negatiflik + Yanls
pozitiflik)

Dogru pozitiflik: Her iki yontemde de biyofilm pozitif olan
Ornek sayis1

Dogru negatiflik: Her iki yontemde de biyofilm negatif olan
Ornek sayis1

Yanlig pozitiflik: MP yonteminde negatif, KKA yonteminde
pozitif ¢cikan Srnek sayisi

Yanlis negatiflik: MP yonteminde pozitif, KKA y6nteminde
negatif ¢cikan 6rnek sayisi

3. Bulgular

KKA yontemine gore incelenen 135 adet izolatin 69
(%51)’u siyah koloni olugturdu ve biyofilm pozitif, 66
(%A49)’s1 ise seffaf/pembe renkli koloniye sahipti ve negatif
olarak degerlendirildi (Sekil 1). MP yontemine gore ise test
edilen izolatlarin 72 (%53)’si biyofilm pozitif, 63 (%47)’d
biyofilm negatif olarak tespit edildi. Biyofilm pozitif
izolatlarin 22 (%30.6)’si giiclii, 22 (%30.6)’si orta ve 28
(%38.8)’1 zay1f biyofilm iiretme yetenegi gosterdi (Sekil 2).
Ayrica, analiz edilen 135 izolatin 47 (%34.8)’si her iki
yontemde de biyofilm olusturma yetenegi sergiledi. Bu
verilere gore, izolatlarin biyofilm olusturma yeteneklerinin
tespitine yonelik uygulanan yontemler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadigi belirlendi (P>0.05).
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Sekil 1. Biyofilm pozitif izolatlarin kongo kirmizisi agar ve
Mikroplak goriintiileri. A; Biyofilm pozitif izolatlarin kongo

kirmizis1 agarda goriiniimt: 1; Listeria spp., 2; E. coli, 3; S.

aureus, 4; Salmonella spp.

Gram pozitif bakterilerden Listeria spp. ve S. aureus
izolatlarinin sirasiyla 18 (%60)’1 ve 35 (%97.2)’i KKA
besiyerinde; 17(%56.6)’s1 ve 36 (%100)’s1 MP’de biyofilm
pozitif idi. Listeria spp izolatlarinin 10 (%33.3) unda ve S.
aureus izolatlarmin 34 (%94.4)’inde her iki yéntemin
sonuglart uyumlu bulundu. Gram negatif bakterilerden E.
coli ve Salmonella spp. izolatlarinin sirasiyla 4 (%11.4)’i ve
12 (%35.2)’si KKA’da; 8 (%22.8)’i ve 11 (%32.3)’1 ise

Orta Diizey Biyofilm

Zayif Biyofilm

Biyofilm Negatif
Giiglii Biyofilm

Sekil 2. Kristal viyole ile boyanmis mikroplaklarda farkli

yogunlukta biyofilm olusumu

Tablo 2. Analiz edilen izolatlarin biyofilm olugturma 6zellikleri

MP’de biyofilm fiireticisi olarak tespit edildi (Tablo 2).
Uygulanan her iki testte de E. coli izolatlarimin sadece biri
(%2.9) ve Salmonella spp. izolatlarinin ise 9’u (%26,5)
biyofilm pozitif olarak uyumlu sonu¢ verdi. Calisma
kapsamindan biyofilm iireticisi olarak belirlenen izolatlarin
cogunlugu karkas eti (KKA’da %41.7, MP’de %33.3) orjinli
idi.

izolatlarin Biyofilm Yapma Kabiliyetleri (%)

Analiz Edilen Tiirler

MP
KKA
Total Zayif Orta Giiglii

- Listeria spp. (n=30) 18 (%60) 17 (%56.6) 16 (%94.1) 1 (%5.9) -
8
g & S. aureus (n=36) 35 (%97.2) 36 (%100) 1 (%2.8) 14 (%38.9) 21 (%58.3)
- E. coli (n=35) 4 (%11.4) 8 (%22.8) 5 (%62.5) 2 (%25) 1 (%12.5)
s 3
[ 1l
o ° Salmonella spp. (n=34) 12 (%35.2) 11 (%32.3) 6 (%54.5) 5 (%45.5) -

Toplam (n=135) 69 (%51.1) 72 (%53.3) 28 (%38.8) 22 (%30.6) 22 (%30.6)

n: Numune sayisi, KKA: Kongo Kirmizist Agar, MP: Mikroplak

KKA yonteminin duyarlilik oranlart Listeria spp., E. coli,
Salmonella spp., ve S. aureus i¢in sirastyla %59, %13, %17
ve %97 olarak bulundu. Yontemin gercek pozitifleri ayirma
diizeyi olarak ifade edilen 6zgiilliik oranlar1 ise Listeria spp.,
E. coli ve Salmonella spp. igin sirastyla %39, %89 ve %59
olarak tespit edildi. S. aureus izolatlarinin tamami (%100)
MP yonteminde pozitif olarak belirlendigi icin istatistiksel
olarak ozgiilligi belirlenemedi. Cohen’in kappa katsayisina
(x) gore her iki yontemin sonuglarinin uyumlulugu, Listeria
spp. ve Salmonella spp. i¢in koétii (x <0), E. coli ve S. aureus
i¢in ise dnemsiz olarak (0.01<k <0.2) belirlendi (Tablo3).
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4. Tartisma ve Sonu¢

Patojenik mikroorganizmalarin gida ve gida ile temas eden
ylizeylerde biyofilm olusturmasi, gida tesislerinde
mikrobiyal kontaminasyon riskini arttirarak insan sagligin
etkileyen cesitli gida giivenligi sorunlarina neden olmaktadir
(1,26-28). Daha o6nce yapilan birgok c¢alismada, gesitli
hayvansal gidalardan izole edilen L. monocytogenes, S.
aureus, E. coli ve Salmonella spp. tiirlerinin biyofilm
olusturma 6zellikleri rapor edilmistir (15-20). Bu ¢aligmada,
gida kaynakli bazi patojen bakterilerin biyofilm olusturma
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yetenekleri  ve  biyofilm  olusturma  yeteneginin
belirlenmesinde kullanilan KKA ve MP tekniklerinin
etkinligi ve uyumu karsilagtirmali olarak arastirildi. Analiz
edilen S. aureus, E. coli, Listeria spp., ve Salmonella spp.
izolatlarimin biyofilm pozitiflik oram1 %11.4 ve %97.2
arasinda  degigkenlik gosterdi. Calismada duyarlilik
acisindan test edilen mikroorganizmalarin  biyofilm
dretimini saptamada kullanilan her iki yontemden elde
edilen sonuglarin benzer oldugu goriildii. Analiz edilen
izolatlarin %51’inin KKA’da, %53’{i MP testinde biyofilm
pozitif olarak belirlendi. Analiz edilen izolatlarin %34.8’1
her iki testte biyofilm pozitif 6zellik gosterdi.

Test edilen S. aureus izolatlarmin %35’ KKA’da, %36’s1
MP’de ve %94.40 her iki yontemde de biyofilm pozitif
olarak tespit edildi. Benzer sekilde, Shakya ve ark. (36),
sigir mastitisine sebep olan 20 MRSA izolatinin, KKA’da
%25 ve MP’de %45’inin biyofilm pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Jain ve Agarwal (37), biyofilm tespit
yontemlerini kiyasladiklar calismalarinda analiz ettikleri 84
adet S. aureus izolatinin %79’unun MP ile ve %75’inin
KKA ile biyofilm pozitif sonu¢ verdigini rapor etmislerdir.
Yine, Kirmusaoglu (22) analiz ettigi S. aureus izolatlarinin
%40’ min  KKA’da pozitiflik gosterirken, %51’inin MP
testinde pozitif sonu¢ gosterdigi bildirdi. Bu ¢alisma
sonuglart ile uyumlu olarak, daha once yapilan birgok
calisma hayvansal kaynakli gidalardan izole edilen S. aureus
izolatlarinin ¢esitli derecelerde biyofilm yapma yetenegine
sahip oldugu tespit edilmistir (15,34,36-38). Kowalska ve
ark. (39)’'min ¢alisma sonuglarina benzer olarak, analiz
edilen izolatlarm 9%58.3’lnlin giigli biyofilm yapma
yetenegine sahipti Buna karsin Uyanik ve ark. (34), Chen ve
ark. (40) ve Giingdr ve ark. (41) S. aureus izolatlarinin
genellikle zayif biyofilm iireticisi oldugunu bildirmislerdir.
Bu calismada, Listeria spp. izolatlarinin %94.1°4 zayif
biyofilm olusturma yetenegine sahipti ve KKA, MP ve her
iki testte izolatlarin biyofilm pozitiflik oranlari sirasiyla
%60, %56 ve %33.3 olarak tespit edildi. Daha dnce yapilan
birgok ¢aligmada da mezbaha ve gida kaynakli Listeria spp.
izolatlariin biyofilm &zelliklerinin belirlenmesinde MP
yontemi kullanilmis olunup, orta ve zayif diizeyde biyofilm
olusturdugu rapor edilmistir (34,39,47,48). Davarpanah ve
Bialvaei (49) analiz ettikleri 23 L. monocytogenes izolatinin
%86.95 ve %91.3 liniin sirastyla KKA ve MP yontemlerinde
biyofilm pozitif oldugunu gostermislerdir.

E. coli izolatlarinin ¢ogunlugu (%62.5) daha 6nceki ¢aligma
sonuglart (17, 34, 39, 50, 51) ile uyumlu olarak zayif
biyofilm fireticisi olarak tespit edildi. Analiz teknikleri
kiyaslandiginda, E. coli izolatlarimn 4 (%11.4)’4, 8
(%22.8)’1 ve biri (%2.9) swrasiyla KKA, MP ve her iki
yontemde biyofilm olusturma yetenegine sahipti. Benzer
sekilde Onmaz ve ark., (52) baliktan elde ettikleri E. coli

23

izolatlarinin %24’tiniin KKA’da ve %36’simin MP testinde
biyofilm pozitif oldugunu bildirmistir. Kanatli etinden izole
edilen E. coli izolatlarinin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise
pozitiflik oraninin KKA’da %72, MP’de ise %94 oldugu
tespit edilmistir (53). Jain ve Agarwal., (37) bu ¢alismadan
farkli olarak, analiz ettikleri 30 E. coli izolatimin biyofilm
olusturma yetenegini belirlemede KKA ydnteminde %90 ve
MP yonteminde %70 biyofilm pozitiflik rapor etmislerdir.
Salmonella  spp. izolatlarimin  biyofilm  olusturma
yeteneklerinin  arastirildign  ¢alismalar  incelendiginde,
Amrutha ve ark. (56), Aksoy (57) ve Cufaoglu ve ark. (58)
analiz ettikleri Salmonella izolatlarimin giiglii biyofilm
olusturdugunu gostermislerdir. Benzer sekilde, bu ¢aligmada
da izolatlarin %54.5’1 gigli ve %45.5’1 orta diizeyde
biyofilm olusturma yeteneginde oldugu tespit edildi.
Acikalin (59) ile Uyamk ve ark. (34) ise bu calisma
sonuglariin aksine, analiz ettikleri kanatli etlerinden izole
ettikleri Salmonella izolatlarinin biyofilm negatif oldugunu
tespit etmislerdir. Bu galismada, analiz edilen Salmonella
spp. izolatlarin %35.2 ve %32’sinin sirasiyla KKA ve MP
testinde biyofilm pozitif oldugu ve 9 (%26.5) izolatin her iki
testte de uyumlu sonug verdigi belirlendi. Aksoy (57) analiz
ettigi 20 Salmonella izolatinin %94 ve %100’{iniin sirastyla
KKA’da ve MP de biyofilm pozitif olarak tespit etmistir.
Amrutha ve ark. (56) ise gida kaynakli Salmonella spp.
izolatlariin  biyofilm pozitiflik oraninin KKA ig¢in
%350’sinin MP testi i¢in ise %75 olarak bildirmislerdir.

Bu calisma sonuglart MP yontemine kiyasla KKA
yonteminin S, aureus izolatlarimin biyofilm olusturma
Ozelliklerinin saptanmasinda yiiksek duyarlilikta (%97)
olmasma karsin, Listeria spp. izolatlarinda iyi duyarlilik
(%59) ve diisiik ozgiillige (%39) sahip oldugunu gosterdi
(Tablo 3). Bu veriler S. aureus’ un biyofilm yeteneginin
belirlenmesinde KKA’nmin giivenilir bir yontem oldugunu
fakat, Listeria spp.’ler igin bu yontemin tek bagina
kullanilmasinin yanlis pozitiflik veya yanlis negatiflige
neden olabilecegini gostermektedir (42). Bu c¢alisma
sonuclarma benzer sekilde, daha oOnce yapilan baz
caligmalarda, S. aureus’larin  biyofilm  yeteneginin
belirlenmesinde  kullamlan  tekniklerden = KKA’nin
duyarliliginin  yiiksek oldugu rapor edilirken (37,38);
bazilarinda ise bu yontemin duyarliligmin diisiik oldugu ve
giivenilir olmadigi one siiriilmiistiir (42-45). Melo ve ark.
(38) test ettikleri S. aureus suslarinin biyofilm olusturma
ozelliginin belirlenmesinde KKA yonteminin duyarliligin
%86 olarak belirlemislerdir. Arastirmacilar KKA’mn S.
aureus’un biyofilm 6zelliginin tespit etmesinde istatistiksel
olarak onem arz ettigini; ancak, MP ydnteminin duyarlilik
acisindan daha hassas oldugunu bildirmislerdir (36).
Dhanawade ve ark. (46)’da molekiiler analizlerle MP ve
KKA yontemlerinin arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu gostermislerdir.
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Tablo 3. Kongo kirmizisi agar yonteminin duyarlilik ve 6zgiillikk oranlar

Krit Listeria spp. (%095 E. coli Salmonella spp. S. aureus
riter

GA) (%95 GA) (%95 GA) (%95 GA)
Duyarlilik* 0.59 (0.33-0.82) 0.13(0.01-0.53) 0.17 (0.02-0.48) 0.97 (0.85-0.99)
Ozgiilliik** 0.39 (0.14-0.68) 0.89 (0.71-0.98) 0.59 (0.36-0.79) -

Cohen’in Kappa katsayis1
(K) *kx

Pearson Ki-Kare

-0.03 (-0.38-0.33)

X2=0.02 p=0.880

0.02 (-0.30-0.33)

X?=0.01 p=0.914

-0.25 (-0.54-0.05) 0.00

X?=1.12 p=0.289 -

GA: Giiven aralig1, *Gergek negatif olanlar ayirma diizeyi, ** Gergek pozitif olanlar1 ayirma diizeyi, ***1ki yontem arasindaki
uyumun belirlenmesinde k degeri; <0’dan kotii, 0.01 ile 0.20 arasi1 dnemsiz, 0.21 ile 0.40 arasi zayif, 0.41 ile 0.60 aras1 orta, 0.61

ile 0.80 aras1 iyi, 0.81 ile 1.00 arasi ¢ok iyi diizeyde

Gram  negatif bakteriler icin bu iki yOntem
karsilastirildiginda; KKA yonteminde duyarliliklar diisiik
olmasina ragmen o&zgiilliiklerinin iyi oldugu belirlendi.
Duyarlilik oranlar1 E. coli ve Salmonella spp. izolatlar1 igin
sirastyla %13 ve %17, ozgiilliikleri ise %89 ve %59 olarak
hesaplandi. Bu sonuglara benzer bir sekilde Hassan ve ark.
(21) yaptiklart c¢alismada KKA’nin E. coli izolatlarinin
biyofilm 6zelliklerini degerlendirmesinde duyarliligini %11
ve Ozgilliigiini ise %92 olarak bildirdi. Benzer bir sekilde
Fazel ve ark (54) P. aeruginosa ve E. coli izolatlarinda KKA
sonuglarinin duyarliliklarint %50 ve 6zgiilligiini ise %71
olarak belirledi. Bu caligma ve daha once yapilan ¢alisma
sonuglari, KKA’nin E. coli ve Salmonella spp. izolatlarimin
biyofilm ozelligini tespit etmesinde ger¢ek negatifleri
ayirma diizeyinde zayif, gergek pozitifleri ayirmada ise iyi
oldugunu gosterdi (21,55). Bu bulgular, KKA y&nteminin
duyarlihigmin diisitk olmasi nedeni ile E. coli ve Salmonella
spp. tirlerinde tek bagina kullanilmasi durumunda
sonuglarin yanhs degerlendirilmesine neden olabilecegi
sonucuna varildi. Fakat ozgiilliklerinin iyi olmasi, bu
yontemin MP yOntemini tamamlayict bir test olarak
kullanilmasinin uygun olacagini gostermektedir (36).

Sanchez Jr ve ark. (55)’in bildirdigi gibi, bu ¢alismada
belirlenen biyofilm olusumunun hem bakteri tiirlerine hem
de izolatlara (sus ve/veya serotip) bagli oldugunu gosterdi.
Analiz edilen izolatlardan her iki yontemde de biyofilm
iretme kabiliyeti en fazla S. aureus’larda en az ise E.
coli’lerde tespit edildi. Bu durum analiz edilen E. coli
izolatlarinin biiyiik ¢cogunlugunda flagella antijen ve flagella
ile iligkili genin (fliCH7) bulunmadigini disiindiirdi.
Verstraeten ve ark. (60) ve Vazquez-Sanchez ve ark. (61),
biyofilm olusumu ve patogenezinin zorunlu olarak
bakterilerin hareketliliklerini sergilemelerini gerektirdigini
gostermistir.  Mikroorganizmalarin ~ biyofilm  olusturma
yetenegi cevresel faktor (bakterilerin ylizeye tutunmasinda
sicaklik ve pH'm etkisi vb.) ve bakterinin kendisine bagl
(ylizey yiiki, hidrofilite, yiizey enerjisi ve organeller vb.)
oldugu bildirilmistir (58, 62, 63).
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Caligmada, izolatlarin ¢ogunlugunun biyofilm olusturma
yeteneklerinin pozitiflik dagiliminin MP yontemine kiyasla
KKA testlerinde farklilik gostermesi, KKA besiyerinde
koloni  morfolojisinin ~ kromojenik  degerlendirmeye
dayanmasi; dolayist ile kalitatif ve subjektif olmasi ile
iligkilendirilebilir (64).

Sonug olarak, bu ¢alismada mezbaha ve mandira orjinli gida
kaynakli patojen bakterilerden E. coli, Listeria spp. S.
aureus ve Salmonella spp. izolatlarinin farkli derecelerde
biyofilm yapma kabiliyetine sahip oldugu belirlendi.
Biyofilm iiretme yetenegi, bakterilerin isletme ortamda uzun
stireli kaliciligini etkileyen énemli bir faktordiir ve ciddi bir
halk sagligi sorunu olmasinin yansira teknolojik siireclerde
aksamalara neden olarak ekonomik kayiplara neden olabilir.
Bu nedenle gida endiistrisinde bulunabilecek patojenlerin
insan sagligina yonelik riskleri azaltmak igin biyofilm
iiretme potansiyelinin arastirtlmast énemlidir. Bu ¢alismada
KKA yonteminin MP’ye kiyasla S. aureus haricindeki diger
bakterilerde diisiik duyarlilik fakat daha yiiksek o6zgiilliige
sahip oldugu; bu nedenle, MP yonteminin de tamamlayici
bir test olarak KKA yontemi ile kullanilmasinin bulgularin
giivenirligini artiracagi sonucuna varildi.
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