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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAZI GRAM-NEGATIF BAKTERIYEL BALIK PATOJENLERINDE
CEVREYI ALGILAMA SISTEMININ INCELENMESI

Nurdan NURCAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Danisman: Dog. Dr. Aysegiil KUBILAY

Aragtirmada bakteriyel balik patojenlerinden Vibrio anguillarum (5 sus), Vibrio
alginolyticus (3 sus), Pseudomonas fluorescens (3 sus), Aeromonas hydrophila (2
sus) ve Yersinia ruckeri (12 sus) izolatlar1 kullanilmistir. Izolatlarda oncelikle N-
butanoyl-L-homoserin lakton (BHL) ve N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton
(OdDHL) sinyal molekiillerinin tiretimi, Chromobacterium violaceum CV026 ve
Agrobacterium tumafeciens NT1 indikator suslart kullanilarak test edilmistir.
C. violaceum CV026 susu kullanilarak yapilan testlerde A. hydrophila ve Y. ruckeri
suglarmin  BHL sinyal molekiiliinii drettiginin tespit edilirken V. anguillarum,
V. alginolyticus ve P. fluorescens suslarinin ise iiretmedigi tespit edilmistir. BHL
sinyal molekiilinii iiretmeyen suslar ve iireten suslarin tamaminin A. tumefaciens
NT1 susu kullanilarak yapilan testte ise OdDHL sinyal molekiiliinii tiretebildiklerini
gostermistir. Arastirmanin sonucunda c¢alisilan tim Gram negatif bakteriyel balik
patojenlerinin OdDHL sinyal molekiiliinii iiretebildikleri tespit edilmistir. Uretmis
olduklar1 sinyal molekiilleri araciligiyla birbirleri ile iletisim kurmakta ve istedikleri
cogunluga ulastiklar1 anda balik i¢in kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir.
Gram negatif bakteriyel balik patojenleri BHL ve OdDHL sinyal molekiillerinin
tespitiyle bu molekiillere bagimli olan biyofilm, pigment, ramnolipid, elastaz,
proteaz, amilaz, hemoliz {iretimi gibi c¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol
edilen viriilens faktorlerinin varlig1 bakimindan fenotipik olarak test edilmistir.

Calisilan Gram negatif balik patojenlerinin birbirleriyle ayni ya da farkli olarak
arastirilan virlilens faktorlerini tretebildikleri tespit edilmistir. V. anguillarum,
V. alginolyticus, P. fluorescens suslarinin tamaminin biyofilm ve pigment iirettikleri
belirlenmistir. Pigment ic¢in yapilan ikinci test olan tirozin saydamlastirmada ise
sadece P. fluorescens‘in bir susunda belirlenmistir. P. fluorescens, A. hydrophila
suslarinin ramnolipid trettikleri belirlenmistir. PAO1 kontrol susuna gore daha az
elastaz aktivitesine sahip olan suslar P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri,
V. anguillarum suslaridir. PAO1 kontrol susuna gore daha yiiksek elastaz aktivitesine
sahip olan V. alginolyticus suslaridir. V. anguillarum, A. hydrophila suslar1 ve
P. fluorescens suslarindan ikisinin proteaz aktivitesi pozitifken Y. ruckeri ve
V. alginolyticus suslarinda negatiftir. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens,
A. hydrophila suslarinin amilaz testi pozititken Y. ruckeri suslari negatiftir.



V. anguillarum, P. fluorescens, A. hydrophila suslarinin hemoliz testi pozitif olarak
Y. ruckeri ve V. alginolyticus suslari negatif olarak tespit edilmistir.

Bu klinik Gram negatif bakteriyel balik patojen izolatlar1 ¢cevreyi algilama sistemiyle
organize olmakta, ayn1 anda etki gostermekte ve viriilens faktorleriyle baliklarda
cesitli sekillerde enfeksiyonlara sebep olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cevreyi algilama sistemi, biyofilm, pigment, N-acyl homoserin
lakton, bakteriyel balik patojenleri

2010, 76 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF QUORUM SENSING SYSTEM IN SOME GRAM-
NEGATIVE FISH PATHOGENIC BACTERIA

Nurdan NURCAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Some Gram Negative fish pathogen bacteria in Vibrio anguillarum (5 strains), Vibrio
alginolyticus (3 strains), Pseudomonas fluorescens (3 strains), Aeromonas
hydrophila (2 strains) and Yersinia ruckeri (12 strains) isolates were used in this
investigation. Before all else these isolates were tested for the production of N-
butanoyl-L-homoserine lacton (BHL) and N-(3-okzododekanoyl)- L-homoserine
lacton (OdDHL) signal molecules using indicator strains the Choromobacterium
violaceum strain CV026 and the Agrobacterium tumefaciens strain NTI1. V.
anguillarum, V. alginolyticus and P. fluorescens strains had no BHL activity while A.
hydrophila and Y. ruckeri strains had BHL activity by using bioassay strain C.
violaceum CV026. Strains produce had no BHL activity and strains produce had
BHL activity all A. tumefaciens NT1 strain showed using tested the produce of
OdDHL signal molecules. All working in Gram Negative fish pathogen bacteria
identified the produce of OdDHL signal molecules was investigated. The signal
molecules of the produce via communication with each other and majority of
desirable access at the same time when triggers critical gene expression for fish.
Gram Negative fish pathogen bacteria identified of BHL and OdDHL signal
molecules this molecules dependent which the produce of biofilm, pigment,
rhamnolipid, elastase, protease, amilase and hemolysis as phenotype tested as
virulence factors entity controlled of quorum sensing system.

Working in Gram negative fish pathogen bacteria with each other identified alike or
different virulence factors can produce has been invested. Biofilm and pigment
product determined of all V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens strains.
Only one strain of P. fluorescens identified if doing secondary test which make sth
transparent of thyrosine tested for pigment. P. fluorescens, A. hydrophila strains
identified rhamnolipid product. According P. aeruginosa PAO1 control strain
P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri, V. anguillarum strains had less elastase
activity. According P. aeruginosa PAO1 control strain V. alginolyticus strains had
higher elastase activity. V. anguillarum, A. hydrophila strains and two of
P. fluorescens strains are protease activity positive while Y. ruckeri ve
V. alginolyticus strains were activity negative. V. anguillarum, V. alginolyticus,
P. fluorescens, A. hydrophila strains were amilase activity positive while Y. ruckeri
strains were activity negative. V. anguillarum, P. fluorescens, A. hydrophila strains

Vi



were hemolysis activity positive while Y. ruckeri and V. alginolyticus strains were
hemolysis activity negative.

This clinic Gram negative fish pathogen bacteria isolate to have one's ducks in a row
with quorum sensing system and adduced alike at the same time show effect and
with virulence factors at fish induced cause different shape of infections.

Key Words: Quorum sensing system, biofilm, pigment, N-acyl homoserine lactones,
fish pathogens bacteria

2010, 76 pages
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1.GIRiS

"Bakteriyel direng ve direncin gelistigi zeminler, insanlik i¢in ortak tehdittir..."
(Baskin, 2005).

Yirmi birinci ylizyilin basinda, diinya capinda antibiyotiklere direngli, hatta ¢oklu
direncli, patojenik bakterilerde bir artis ile karsilagsmaktayiz. Bu nedenle, "infeksiyon
hastaliklar1" hala diinyada en 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir (Baskin, 2005).
Bakterilerin birbirleri ile iletisim kurduklarinin gdsterilmesi, mikroorganizmalarin
olusturdugu diinya hakkindaki disiincelerimizi degistirmistir. Bu iletisimde
kullanilan dil, mikroorganizmalarin c¢evreye saldiklar1 sinyal molekiillerinden
olugmaktadir. Bakteriler iirettikleri sinyal molekiillerinin yogunlugunu dlgebilmekte,
boylece ¢evrelerindeki diger mikroorganizmalarin miktarini hissedebilmektedir. Son
zamanlarda kullanilmaya baslanan g¢evreyi algilama "Quorum Sensing" (QS) terimi
de bu oOzellikten hareketle "Quorum: salt cogunluk" ve "sense: hissetme"
kelimelerinden olusturulmustur (Saragli, 2006).

Cevreyi algilama sinyalleri sayesinde bir odakta toplanan mikroorganizmalar
biyofilmin temelini olusturur. Dogal ortamda mikroorganizmalar ¢evresel uyarilara
bagli olarak planktonik veya bir yiizeye tutunmus duragan fazda bulunur. Duragan
faza gecis genellikle besin kaynaklarindaki bir yetersizlige bagli olarak gelisir ve
hiicreler kendilerini biyofilm i¢inde korumaya alir (Altun ve Sener, 2008).

Cevreyi algilama sisteminin bakteriye getirdigi pek cok avantaj vardir. Bu sistem
sayesinde bakteri davraniglari1 koordine ederek, besin kaynaklarmma adaptasyon
gelistirir. Ayn1 besin i¢in yarisan diger bakterilere karsi savasabilir. En 6nemlisi,
infeksiyon sirasinda viriilens faktorlerinin regiilasyonu sonucu konakta immiin
yanittan kacabilir. Cevreyi algilama sistemi i¢inde en énemli rolii sinyal molekiilleri
tistlenir. Bu molekiillere ayni zamanda “autoinducer”da  denilmektedir.
Bakterilerdeki sinyal molekiilleri Gram negatif bakterilerde acyl homoserine lakton
(AHL), Gram pozitif bakterilerde kiiclik peptidler, hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakterilerde “autoinducer-2”dir (Altun ve Sener, 2008).

Cevreyi algilamaya iliskin ilk gozlemler 1970’11 yillarda Vibrio harveyi ve Vibrio
fischeri isimli iki deniz bakterisinde yapilmistir. Bu iki bakteri tiirlinlin baz1 balik ve
miirekkep baliklarinin 1s1k iireten (biyoliiminesan) organlarinda yiiksek yogunlukta

bulunduklarinda liisiferaz enzim sentezi araciligiyla 1s1k trettikleri gézlenmistir. Bu



bakteriler deniz suyunda 10 bakteri/ml yogunlugunda saptanirken, bahiklarin 1s1k
organlarinda 10'- 10'"/ml yogunlukta bulunmaktadirlar ve ancak yiiksek yogunlukta
bulunduklarinda 151k yaymaktadirlar. Adi gecen bakteriler etraflarindaki bakteri
yogunlugunu ortamdaki besin maddelerinin azalmasini saptayarak degil, aksine
ortamdaki bir molekiilin yiiksek yogunlukta bulunmas1 aracilifiyla fark
etmektedirler. Her Vibrio kendine 6zgii N-acyl homoserin lakton (AHL) molekiiliinii
sentezlemekte, bu molekiil de tir yogunluguna isaret eden bir indikatoér rolil
oynamaktadir (Akova, 2005).

Cevreyi algilama sistemi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin ¢ogunu insan ve bitki patojeni
bakterilerin virlilens mekanizmalar1 olusturmaktadir. Bununla birlikte bakteriyel
balik patojenlerinde ¢evreyi algilama sistemi 4. hydrophila (Swift et al., 1997),
Vibrio vulnificus (Valiente et al., 2009), V. harveyi (Henke and Bassler, 2004) ve
V. anguillarum’da (Defoirdt et al., 2005) calisilmistir. Bruhn et al. (2005)’de
yaptiklar1 ¢alismada A. salmonicida, A. hydrophila, Y. ruckeri, V. salmonicida ve
V. vulnificus 'da ¢evreyi algilama sisteminde sinyal molekiillerini aragtirmislardir. Bu
molekiiller ilk olarak, 11k tiretimini ¢evreyi algilama sistemi kullanarak diizenleyen

deniz bakterisi olan V. fischeri’de tanimlanmistir (Nealson et al., 1970).

Bakteriler konag1 enfekte etmek ve hastalik olusturmak i¢in, patojeniteye katkida
bulunan bir seri viriilens faktorii {iretirler (Bruhn et al., 2005). Viriilens bir dizi Gram
negatif bakteride ¢evreyi algilama sisteminin kontrolii altindadir (Jones et al., 1993).
Birgok farkli Gram pozitif ve Gram negatif patojenin, viriilens faktorlerinin liretimini
koordine etmek i¢in kiigiik, difiize olabilen N-acyl homoserin laktone (AHL) tiirevi
sinyal molekiilleri iiretmek suretiyle birbiriyle haberlestikleri bilinmektedir. Cevreyi
algilama sistemi bir¢ok bitki ve hayvan patojeni tarafindan viriilensi diizenlemek i¢in
kullanildig1 i¢in bu sinyal sistemini bozmaya yonelik gelistirilen stratejilerin
muhtemelen bir¢ok potansiyel uygulama alani olacaktir. Giiniimiizde biyoteknolojik
calismalar, AHL antagonistlerinin gelistirilmesine odaklanmistir. Tipta bu tip
molekiillerin kullanimi, hiicreler arasi haberlesmenin bloke edilerek viriilensin
azaltmas1 ve dolayisiyla infeksiyonlarin kontroliine firsat verecek yeni bir tedavi
yaklasimi olarak diisiiniilmektedir. Gilinlimiizde, Gram negatif bakterilerde c¢evreyi
algilama sistemini bloke ettigi bilinen tek bilesik, kirmiz1 bir deniz algi olan Delisea

pulchura’dan (Givskov et al., 1996) izole edilen halojenlenmis furanonlardir (Bruhn



et al., 2005; Goze 2009). Bu bilesikler bakteriyel hastaliklarin kontrolii i¢in yeni
tedavi yontemi olarak oOnerilmektedir. Son yapilan ¢alismalarda furanon C30
V. anguillarium ile deneysel olarak infekte edilen alabalik yetistiricilik suyuna ilave
edildiginde kontrol grubuna goére mortalitede belirgin bir azalmanin oldugu
belirtilmektedir. Furanon C30 kullanilan konsantrasyonunun V. anguillarium’un
bliyilimesi iizerine etkisi olmadigin1 belirtmislerdir (Rasch et al. 2004; Bruhn et al.,

2005).

Balik patojenlerinde cevreyi algilama sistemi sinyal molekiillerinin {iretimiyle baslar.
AHL molekiilleri Aeromonas salmonicidae ve A. hydrophila’nin birkag susunda
tespit edilmistir. Ayni zamanda V. harveyi’nin AHL molekiillerini iiretebildigi
gosterilmistir (Cao and Meighen, 1989). V. vulnificus, V. splendidus ve
V. salmonicidae balik patojenlerinden steril filtrelerden gecirilmis siipernatantlarda
V. harveyi ve V. fischeri’de biyoliiminesense sebep olur. Enterobacteriaceae,
kapsayan balik patojenlerinin ¢ogunda AHL molekiili iretildigi goriilmiistiir

(Bruhn et al., 2005).

Bu calismada, Gram negatif bakteriyel balik patojenlerinden V. anguillarum,
V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de c¢evreyi algilama
sisteminin  incelenmesi amaglanmistir. Bu  kapsamda; V.  anguillarum,
V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri balik patojenlerinde N-acyl
homoserine lakton AHL sinyal molekiillerinin tespiti ve ¢evreyi algilama sisteminin
etkisi altinda olan viriilens faktorlerinden biofilm, pigment, ramnolipid, elastaz,

proteaz, amilaz ve hemoliz iiretimi incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Bakteriyel Patojenlerde Viriilens Faktorleri

Viriilans, bir mikrobun patojenligi, yani onun hastaliga neden olma yeteneginidir.
Patojenlik terimi mutlak anlamda hastalia neden olma yetenegi i¢in kullanilirken
viriilans ise bir patojenin ne derecede hatalik yapabileceginin gostergesi olarak

kullanilmaktadir (Wikipedia, 2010).

Viriilant bakteriler; bakterilerin hastalia yol agma yetenegini belirleyen faktorler,
infeksiyon yapan bakteri sayisi, viicuda giris yolu, konak organizmanin savunma
mekanizmalarinin etkisi ve viriilans denen, bakterinin kendine has Ozelliklerdir

(Wikipedia, 2010).

Viriilans, bir mikroorganizma grubu veya tirii icerisinde hastalik olusturma
yeteneginin (patojenitenin) derecesini tanimlamaktadir. Genel olarak iki 6zelligi
kapsamaktadir: Mikroorganizmanin hastalik baslatabilme yetenegi (infektivite) ve
ortaya c¢ikan hastaligin siddeti (derecesi). Bu 6zellikler géz oniine alindiginda patojen
bir tiir igerisinde az, orta ve ¢ok virulan suslar bulunabilmektedir. Viriilans kantitatif
olarak degerlendirilebilir. Ornegin, deney hayvanlarinin yarisim 6ldiirmek igin
gerekli mikroorganizma sayisi letal doz (LD)sp; deney hayvanlarin yarisinda
infeksiyon olusturmak icin gerekli mikroorganizma sayisi ise infeksiydz doz (ID)sg
olarak adlandirilir. Bu degerler mikroorganizmalar arasinda o6nemli oOl¢iide
degiskenlik gosterir. Bu degiskenligin temel nedeni mikroorganizmanin icerdigi

viriilans faktorleridir (Gtilay, 2010).

2.2. Hastalik Mekanizmalari

Patojen organizmalar ¢esitli mekanizmalarla infeksiyonlara yol agabilirler.

2.2.1. Adhezyon

Kolonizasyon i¢in mikroorganizmanin Oncelikle mukozaya tutunmasi ve mukus,
siliyer hareket, sivi akimi ile siiriiklenmeye direnebilecek Olgiide siki olarak
baglanmas1 gereklidir. Bu siki tutunma (adezyon) siireci, adezin olarak adlandirilan

bakteri yiizey yapilarinin konak hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanmasini

icermektedir (Salyers and Whitt, 1994; Giilay, 2010).



2.2.2. Kolonizasyon

Baz1 viriilant bakteriler 6zel proteinler salgilayarak konagin viicudunun belli
bolgelerini isgal edebilirler. Ornegin yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak
biyofilmin en kiigiik organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu
mikrokolonilerin tizerine ortamdaki planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon

saglanir (Altun ve Sener, 2008).

2.2.3. Istila

Baz1 viriilan bakteriler konak hiicre zarini bozar veya bakterinin konak hiicre i¢ine
endositoz ile alinmasina neden olur. Bu viriilans faktorleri bakterinin konak
hiicrelerin igine girmesini saglar, bdylece viicudun ylizeyindeki epitel doku yoluyla

bakterinin viicudun i¢ine girmesi miimkiin olur (Wikipedia, 2010).

2.2.4. Immiin tepki inhibitérleri

Cogu bakteri, konak organizmanin bagisiklik siteminin isleyisini bozan viriilans
faktorleri {iretir. Orne@in, yaygm bir bakteriyel strateji, konak organizmanin
antikorlarina baglanan proteinler salgilamaktir. Streptococcus pneumoniae'n
polisakkarit kapsiilii, bakterinin konak immiin hiicreleri tarafindan fagositoz olmasin1
engeller (Wikipedia, 2010). Biyofilm olusturan bakterilere karsi makrofaj fagositik
aktivitesinin veya yapilan opsonik antikorlarin yetersiz oldugu gosterilmistir

(Meluleni et.al., 1995; Sakarya, 2005).
2.2.5. Toksinler

Cogu viriilans faktorii, konak hiicreleri zehirleyip doku zararina neden olan
proteinlerdir. Ornegin, insan gidalarma bulasan bakteriler tarafindan salgilanan
cesitli gida zehirlenmesi toksinleri vardir. Bunlarin bazilart bozulmus gidalari
pisirildikten sonra imha olmazlar ve gidanin yenmesiyle hastalia yol acarlar

(Wikipedia, 2010).
2.3. Viriilens Faktorleri ve Karekterizasyonu

Mukozal yiizeylerin kolonizasyonu, penetrasyonu ve infeksiyon gelisimi igin

mikroorganizmalarin bu asamalar1 kolaylastiran bazi1 6zelliklere sahip olmasi



gereklidir. Patojen mikroorganizmalarin hastalik yapabilmelerini kolaylastiran bu
ozelliklerine virtilans faktorleri adi verilmektedir. Tiim patojen mikroorganizmalar
infeksiyon siirecinin c¢esitli basamaklarinda etkili viriilans 6zellikleri tagimalarina

ragmen, bunlar en iyi bakterilerde karakterize edilmistir (Giilay, 2010).

2.3.1. Biyofilm

Fosil kayitlarindan edinilen bilgiler prokaryotlarin 3 milyar yildan daha uzun bir

siireden beri biyofilmler igerisinde yasadiklarini ortaya ¢ikarmistir (Ciftei, 2005).

Mikroorganizmalar bir siire 0ncesine kadar, hizli ¢ogalan ve tek baslarina hareket
ederek serbestge dolagan canlilar olarak goriilmekteydi. Arastirmacilar bu yiizden bu
giine kadar, planktonik olarak da adlandirilan ve diger bakterilerden bagimsiz olarak,
tek baglarina dolasan mikrobiyal hiicrelerin davranislarini  incelemis ve
arastirmalarini bu yonde gelistirmislerdir. Bununla beraber, bakterilerin planktonik
formdan ¢ok, bir yilizeye tutunarak ve biyofilm adi verilen bir yap1 olusturarak
hayatlarin1 devam ettirdigine dair kanitlarin ortaya kondugu birgok ¢aligma
gergeklestirilmistir  (Ciftgi, 2005). Bu duruma o6rnek olarak Pseudomonas

aeruginosa’da biyofilm gelisimi Sekil 2.1.’de gdsterilmistir.

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 karmasik bir organizasyondur.
Bakteriler ekstraseliiler polimerik maddeler olarak da bilinen ve bir dizi polisakkarid,
niikleik asit ve protein igceren camur veya balgik benzeri bir matriks igerisinde

gdmiilii olarak bulunurlar (Ciftei, 2005).



e

Sekil 2.1. Biyofilm gelisiminin bes asamasi. P. aeruginosa’da biyofilm
gelisiminin fotomikrografi ile sekilde esli numaralarla gelismenin her bir
asamasinin goriintiilenerek biitlin fotomikrografilerde bu biiylimenin esit
olarak derecelendiginin gosterilmesi (Wikipedia, 2010)

Biyofilmler, matriksleri igerisinde yasamlarini siirdiiren hiicrelere esansiyel
besinlerin ve oksijenin taginmasina imkan tantyan 'su kanallarina' sahip, ¢cok tabakali
heterojen bir yapiya sahiptirler. Tam hidrate ve canli biyofilm voliimlerinin %15
hiicre, % 85 matriks materyali tarafindan olusturuldugu ve hiicrelerin matrikslerinin
cevreledigi farklh yiiksekliklerdeki 'kuleler' veya 'mantarlar’ icerisinde bulunduklari
anlasilmistir (Ciftei, 2005).

Biyofilm igerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan  sentezlenen
polisakkaridler biyofilmin ana ekstraseliiler komponentini olusturur (Sekil 2.2).
Icerisinde yasayan organizmaya bagli olarak biyofilm matriksi farkli ozellikler
tagiyabilir. Gram negatif bakterilerin notral veya polianyonik biofilmler olusturdugu
ve Gram pozitif bakterilerin katyonik matriksler olusturdugu bilinmektedir

(Ciftci, 2005).



Sekil 2.2. Biyofilmin 3 boyutlu goriiniimii (Cizim: Bryan Christie) (Ciftgi, 2005)

Donlan ve Costerton biyofilm tanimimi biraz daha gelistirmis ve biyofilmleri
asagidaki Ozelliklere sahip mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir topluluk
olarak tanimlamislardir:

1) Hiicreler diizensiz olarak bir substrata, ara yiize veya birbirlerine tutunmuslardir.
2) Hiicreler kendi trettikleri ekstarselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks
icerisinde gomiiltidiirler.

3) Biiyiime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan tiirdesleri ile
aralarinda farkliliklar vardir (Cift¢i, 2005).

Biyofilm igerisinde biiyiiyen bakteriler, planktonik olarak biiyliyenlere gore
antibiyotiklere ¢cok daha fazla direnglidir. Minimal inhibitor konsantrasyon (MiK) ve
minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) seviyesi eski biyofilm igerisindeki
bakterilerde yeni olusmus biyofilm igerisindeki bakterilere goére 100-1000 oraninda
daha fazladir (Hoiby, 2002).

Biyofilmlerin ayirt edici bir 6zelligi, hiicrelerin etrafin1 c¢evreleyen ve tamamen
kaplayan hiicre disi polimerik maddelerin (¢cogunlukla polisakkaritler) varlhigidir.
Taramal1 elektron mikroskobuyla goriintiilenen bu polisakkaritler, yiizey iizerinde
amorf materyal yapraklari halinde ya da hiicreleri yiizeye ya da birbirlerine baglayan

ince lifler halinde bulunur. Biyofilm hacminin biiyiik kismi hiicrelerden degil, bu



hiicre dis1 polimerik maddeden olusur. Bu durum, rutenyum kirmizisi ile boyama
yontemiyle ve transmisyon elektron mikroskobuyla dogrulanmistir (Donlan, 2002).
Biyofilm olusumu bakteriyel patojenitede ve 1srarci infeksiyonlarda énemli rol oynar

(Costerton et al., 1999; Middleton et al., 2002; Singh et al., 2002).
2.3.2. Pigment

Pigment, tiim nesnelerin renklerini olusturan molekiillerdir. Pigment molekiillerinin
harekete gegmesi i¢in belirli bir enerji gereklidir. Renklerin olugsmasindaki diger tiim
asamalarda oldugu gibi, pigmentlerle 151k arasinda da iliski vardir. Zira diinyaya
ulasan gilines 15181, canlilarda renk molekiilii olarak bilinen s6z konusu pigment

molekiilleri i¢in 6nemli rol oynar (Wikipedia, 2010).

Bir ¢ok patojen bakteride biyofilm gibi etkili bir virlilensin infeksiyon kapasitesi
kadar proteaz ve pigment iiretimininde konak {izerinde infeksiyon etkisi vardir

(Croxatto et al., 2002).

Tirozin, fosfofenolpiruvat’tan sentezlenen hidroksifenilpiruvat’in aminlenmis bir
derivasyondur. Aromatik bir aminoasittir. Bilhassa  Bacillus, Nocardia,
Pseudomonas, Acetobacter ve eugonic Mycobacteria’lar bu aminoasitten melanin
olusturabilir. Siyah koloni olusumu yaninda, koloni ¢evresinde ve altinda (agar
icerisinde) saydamlasma goriilmesi beklenir (Aydm, 2004). Ornegin; hpdA
V. anguillarum’u pigment iiretimini acgisindan hem tetiklemekte hem de pigmenti

meydana getirmektedir (Croxatto et al., 2002).
2.3.3. Ramnolipid

Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapisindaki ramnoz igeren glikolipid sayesinde
biyosiirfaktan etki gdsterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger siirfaktani
fosfolipidlerini ¢6ziiniir hale getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimci olur.
Ayrica mukosiliyer tasinimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder (Salyers and Whitt,

1994; Karatuna ve Yagci, 2008).



2.3.4. Elastaz

Elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir proteindir ve
akcigerlerde bulunan proteinin yaklasik %30’u elastindir. P. aeruginosa’nin
elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur. Enzimler sinerjistik
etki gostererek elastini parcalar. LasA bir serin metalloproteinazdir ve
Staphylococcus aureus’un hiicre duvarinda bulunan pentaglisinpeptidoglikan
kopriilerini yikar. LasA proteaz, elastini yikamaz ancak lasB elastazin elastolitik
aktivitesini arttirir. LasB 33 kDa agirliginda bir ¢inko metalloproteinazdir, LasA
proteazin yiprattig1 elastini parcalar. LasB elastazin proteolitik giicii oldukca fazladir
(P. aeruginosa alkali proteazinin yaklagik 10 kati). Hiicre disina tip 2 salgi sistemi ile
salgilanan elastaz infeksiyonun baslangi¢ fazinda akcigerde hasara yol agarak,
kompleman bilesenlerini ve serum ol-proteinaz inhibitoriinii pargalayarak

patogenezde dnemli rol oynar (Salyers and Whitt, 1994; Karatuna ve Yagci, 2008).
2.3.5. Proteaz

Proteinlerin parcalanmasindan sorumlu enzim grubudur. Hiicrede protein sentezi ve
yikimi hiicresel bilesenlerin ihtiya¢ duydugu homeostasisi saglar. Proteazlar veya
peptidazlar peptid baglarinin yikimini katalizler. Katalitik mekanizmalarina gore 5
ana simifa ayrilirlar; serin, treonin, sistein, aspartat ve metallo proteazlar. Proteolitik
reaksiyonlar basit veya karmasik biyolojik proseslerdir ve iyi sekilde diizenlenmeleri

gerekir (Wikipedia, 2010).
2.3.6. Amilaz

Nisasta soguk suda ¢oziinmeyen graniiller formunda olup, organizmalar i¢in depo
materyali olarak bitki hiicrelerinde depolanan onemli bir karbonhidrattir. Misir,
patates, piring ve bugday gibi bircok hububatin ana bilesenidir (Polaina and
MacCabe, 2007; Demirkan 2009).

Nisasta; a-, B-amilaz, isoamilaz ve pullulanaz gibi enzimlerle glikoz, maltoz ve
oligosakkaritlere hidrolize edilmektedir. Nisastay1r hidrolize eden amilazlar
endiistriyel acidan en Onemli enzimlerdendir. Bakteriler, funguslar ve mayalari
kapsayan bir¢ok organizma nisastay1 pargalayan enzimler iiretmektedir (Hamilton et

al., 1999; Yamamoto et al., 2000; Gawande and Patkar, 2001; Demirkan 2009).
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2.3.7. Hemoliz

Baz1 bakteriler sahip olduklar1 ¢esitli tipteki hemolizin enzimleri ile kandaki
hemoglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani pargalama yetenegine sahiptirler.
Bakterilerin hemoliz yetenegi kanli agar besiyeri kullanilarak test edilebilmektedir.
Hemoliz testi, daha ¢ok streptokok ve stafilokoklar1 kendi i¢lerinde ayirmak igin
kullanilmaktadir. Streptokoklar Kanli Agar besiyerinde a-, B- ve y-hemolitik
reaksiyon verirler. a-hemolitik streptokoklarin kanli agar besiyerinde olusturduklari
kolonilerin etrafinda, kenarlar1 keskin hatli olmayan, bulanik ve yesilimsi bir zon
olusur. B-hemolitik streptokoklar, ayni besiyerinde tam hemoliz yaparak, kolonilerin
etrafinda diizgiin bir hatla c¢evrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu olusturur.
v-hemolitik streptokoklar ise hemolizin enzimine sahip olmayan, kanli agar
besiyerinde hemoliz olusturmayan streptokoklardir (Mikrobiyoloji, 2010).
Ekzoenzim serin proteaz, ekzotoksin a-hemolizin ve hiicre dis1 protein olan siderefor
gibi viriilens faktorleri yiliksek bakteri yogunluguna bagli olarak ¢evreyi algilama

sisteminin kontroliindeki genlerin ekspresyonuyla ortaya ¢ikar (Jangid et al., 2007).
2.4. Gram Negatif Bakterilerde Cevreyi Algilama Sistemi

Erwin F. Smith, 1905, Cok sayidaki bakterinin bir kag¢ bakteriden giiglii oldugunu,
ancak bu bir ka¢ bakterinin de birlik olarak engelleri asabildigini sOylemistir
(Baskin, 2005). Iste bu sdzlerden yillar sonra, yapilan caligmalar ile tek hiicreli
bakterilerin birbirileri ile iletisim kurabildigi ve degisen bir ortama yanit
verebildikleri gosterilmistir (Baskin, 2005).

Bakterilerin izole varliklar olarak yasamadiklari, degisen ortam kosullarina
uyumlarint kolaylastirmak i¢in karmasik hiicreler arasi haberlesme sistemleri
kullanan topluluklar halinde bulunduklar1 giderek artan bir yayginlikla kabul
edilmektedir. Bu tip hiicreler arasi haberlesmenin iyi karakterize edilmis bir 6rnegi,
cevreyi algilamadir. Cevreyi algilama, bir bakteriye kendi hiicre popiilasyon
yogunlugunu izlemesine olanak veren autoinducer veya feromon olarak adlandirilan
sinyal molekiillerinin tiiretimine bagimhidir. Degisik bakteri tiirlerinde, cesitli
fizyolojik islemler, ¢evreyi algilama ile regiile edilir. Bu islemlere 6rnek olarak,
biyoliiminesens, antibiyotik biyosentezi, biyofilm olusumu, konjugasyon ve hayvan,

bitki ve balik patojenleri tarafindan olusturulan viriilens etkenlerinin {iretimi
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verilebilir (Hardman et al., 1998; Bosgelmez-Tinaz, 2003). Gram negatif bakterilerin
cogunda virlilens ¢evreyi algilama olarak isimlendirilen ¢evreyi algilama sisteminin
kontrolii altindadir (Bruhn et al., 2005). Gram negatif bakterilerde en yaygin olarak
bulunan sinyal molekiilleri N-acyl homoserin lakton tiirevleridir (acyl HSLs)
(Bosgelmez-Tinaz, 2003). Mikrobiyolojik monitor sistemleriyle (A. tumefaciens NT1
[pZLR4] ya da C. violaceum CV026) bakteriyel balik patojenlerinin iletisimde
kullandiklar1 AHL’lerin belirlenmesi Cizelge 2.1.°de verilmistir. Gram negatif
bakterilerde bakteriyel iletisimde kullanilan tipik ¢evreyi algilama molekiili acyl

HSLs Sekil 2.3.’de verilmistir.

R O
/(’\,}J\/U\N 0
n N
O
AHL

Sekil 2.3. N-acyl homoserin lakton (AHL) molekiilii, Gram negatif bakterilerde
tipik ¢evreyi algilama molekiilii (OpenWetWare, 2010)
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Cizelge 2.1. Mikrobiyolojik monitor sistemleriyle (4. tumefaciens NT1 [pZLR4] ya
da C. violaceum CVO026) bakteriyel balik patojenlerinde AHL’lerin
belirlenmesi (Bruhn et al., 2005)

Vibrio anguillarum

Photobacterium damselae
ssp. damselae

Vibrio salmonicida

Vibrio splendidus

Vibrio vulnificus

Yersinia ruckeri

NBI10 (pos. control)
DM27 (neg. control)
ATCC 33539
940801-1/1
950810-3/5
94-11-229
96-2-25/1
NCIMB 2262
VS8l

VS201
VS224
VS288
VS289
VS297
VS399
DMC-1
LMS-1
LTS-3
LTH-3
DTC-5
DTY-1
NCIMB 1
NCIMB 2251
NCIMB 2136
ATCC 27562
94-8-108
98-2-32
NCIMB 1316
88-6-32
88-6-44
89-4-77
89-5-11

<15
<15
<15
<15
>60
>60
>60
>60
>60

Balik patojeni Sus AHL-indiiksiyon zon (mm)
NT1(PZLR4) CVO026
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 25 <15
92-9-210 19 16
96-3-35 30 20
90-8-184 19 16
Aeromonas salmonicida NCIMB 1102 <15 <15
02-9-1 18 35
02-9-37 18 35
93-8-294 19 35
94-6-87 19 35
219 16 50
234 - <15
Apik ssp. smithia NCIMB 13210 - -
Aeromonas salmonicida ssp. masoucida ATCC 27013 - -
ssp. pectinolytica DSM 12609 31 50
spp. achromogenes ATCC 19261 - -
NCIMB 1110 15 32
209 - -
204 - -
183 - -
93 - -
51 - -
NCIMB 1947 - -
Flavobacterium 950106-1/1 - -
psychrophilum 900406-1/3 - -
030514-1/A1A - -
030522-1/2 - -
F288/95 - -
Moritella viscosa F195/94 — -
F288/95 - -
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Gram negatif bakterilerde ¢evreyi algilama sisteminin temel isleyisinde; vibriolarda
tanimlanan sistemde de oldugu gibi /ux/ ve [uxR adi verilen iki temel gen soz
konusudur. LuxI’nin kodladig1 enzim bir otoindiikleyici AHL sentezler. Sentezlenen
AHL Vibrio hiicresinin i¢ine ve disina difflize olarak /uxR geni tarafindan
sentezlenen LuxR proteinine baglanir. Otoindiikleyici ile baglanan LuxR proteini bir
yandan 1s1k {retimini saglayan genlerin, 6te yandan da daha fazla AHL
sentezlenmesini saglayacak LuxI proteini iiretimini saglayan genlerin eksprese
olmasina neden olur. Bu iki parcali gen sistemi temel olarak diger bakteri tiirlerinde
de farkli isim ve molekiillerle benzer sekilde ¢alisir (Donabedian, 2003; Akova,
2005).

Bu mekanizmanin temel mantigi, bir bakteri hiicresinde her hangi bir metabolik
degisimin ancak o tiir bakteriler ortamda yeterli yogunlukta olduklarinda bakteriye
yarar saglamasi esasina dayanmaktadir. Ornegin Streptococcus pneumoniae diger
pnomokoklardan DNA alimin1 ancak belli bakteri yogunluklarinda saglayabilmekte,
bu sayede Ornegin penisiline diren¢ genlerini elde edebilmektedir. Dolayisiyla
bakteri hiicresi belli bir islem i¢in enerjisini, ancak bu islemden elde edecegi sonug
kendine bir avantaj saglayacaksa harcamaktadir (Donabedian, 2003; Akova, 2005).

Bakteriyel iletisimin bir diger 6rnegi; Escherichia coli populasyonundaki her bir
bakteri diger bakterilerle tipki1 meslektas gibi ayn1 anda ¢aligsma prensibine gore hizli
bir sekilde caprazlama olarak birlikte hareket edebilmekte ve ayarlanmis molekiiler
saat gibi davranarak proteinleri ve genlerinden bir network (sebeke, ag)
kurgulamaktadir (Fussenegger, 2010). E. coli populasyonundaki haberlesme Sekil

2.4.’de verilmistir.
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a Positive
feedback loop

LuxR-AHL
complex

b Negatwe feedback loop

Sekil 2.4. E. coli populasyonundaki her bir bakteri diger bakterilerle birlikte
hareket edebilme ve molekiiler saat gibi davranarak olusturduklari
mekanizma (Fussenegger, 2010)

2.4.1. Cevreyi algilama sistemini kullanan organizma gruplari

2.4.1.1. Chromobacterium violaceum (CV026)’da viriilens faktorleri ve ¢evreyi

algilama

C. violaceum bir Gram negatif bakteridir ve ¢ogunlukla toprakta ve suda bulunur ve
mor pigment violacein d6zelligini iretir. Daha Once yazarlar bir violacein-negatif,
pigment liretiminin siipernatant ile inkiibasyon ile iade edilebildigi C. violaceum
(CV026)’nin mini-Tn5 mutant’1 olarak tanimlamislardir. Bu mutant1 AHL i¢in genel
bir biyosensor gelistirmek i¢in, dogal C. violaceum AHL molekiilii 6ncelikle
kimyasal olarak karakterize edilir. Solvent ekstraksyonunu kullanarak, HPLC ve
kiitle spektrometri, bir tek AHL, N-hexanoyl-L-homoserin lakton (HHL) dogal sus C.
violaceum kiiltiir = siipernatantlar1 i¢inde tanimlanmis, bunlarda CV026’de
bulunmamaktadir. Violacein iiretimi AHL tespiti i¢in basit bir analiz olustursa da,
CV026’nin bir sentetik AHL serisine ve N-acyl homocysteine thiolakton (AHT)
analoglar1 cevap verebilme kabiliyeti oldugunu kesfetmislerdir. CV026’da violacein
biitiin AHL ve AHT bilesikleri tarafindan C4 ve Cg’nin N-acyl yan zincirleri uzunluk
olarak duyarlilik bakimindan cesitlilik gostererek degerlendirilir. Cjo’den Ci4’e
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N-acyl yan zincirleri AHL bilesikleri violacein iiretimi yapamamasina ragmen, eger
aktive edici AHL (e.g.HHL) agar icinde birlestirilmemis ise, bu uzun zincirli
AHL’ler, violacein iiretimini inhibe etme kabiliyetleri ile tespit edilmektedir. Kiiltiir
ve ince tabakali kromotografi ile ayrilmis siipernatantlarinda ¢ikartilan AHL
karigimlarinin  tespitinin  kolaylastirilmas1 ispatlanmistir.  CV026 AHL sinyal
molekiillerinin genis bir spektrumunu tespit etme kabiliyetini artirmaktadir (McClean
et al., 1997). C. violaceum’da HHL, kismi olarak antibiyotik {iretimini, viriilens
faktorlerini, kitinolitik aktiviteyi ve mor pigment {iretimini bu sinyal molekiillerine
dayanan ¢evreyi algilama mekanizmasini kullanarak diizenler. Yine bu bakterinin
sinyal molekiilii liretemeyen mutanti, diger bakterilerin acyl homoserin lakton

molekiilii tiretimlerini test etmek i¢in kullanilmaktadir (Sharma et al., 2003).

2.4.1.2. Agrobacterium tumefaciens (NT1)’de viriillens faktorleri ve cevreyi

algilama

A. tumefaciens, onkojenik DNA’nin kendi ¢ekirde§ine transferi tarafindan tag
tiimoriine neden olan ve bitkilerde goriilen bir patojendir. A. tumefaciens tarafindan
kullanilan tiimdrler opinler salgilamaktadir. 4. tumefaciens’in asil viriilensi biiytik bir
plazmid olan Ti plazmididir. Nutrient kaynagi veya kimyasal sinyal olarak
A. tumefaciens, Ti plasmidi‘nin timor icinde Agrobacterium hiicrelerinden Ti
plasmid’i olmayana konjugal transferini salgilar. Oktopine-tipi Ti plasmidlerinin
transferi, oktopine tarafindan, agrokinopine tarafindan nopaline-tipi Ti plasmidleri
transferi olurken salgilanmaktadir. Opine-salgilamanin esasi, konjugasyon igin
gerekli olup A. tumefaciens i¢inde uygun opine’nin katabolismasinin salgilanmasidir

(Farrand, 1998; Zhu et al., 2000; Whitehead et al., 2001).

Plazmit, 195 protein kodlayan 196 gene sahiptir. Ti plazmid yapisal RNA
bulundurmaz ve 206,479 niikleotid uzunluktadir. GC igerigi %56'dir genetik ve
materyalin %81'1 gen kodlar, pseudogen bulundurmaz (Wikipedia, 2010).

Ti plazmid iizerinde bulunan tra genleri LuxI ve LuxR homologu olan Tral ve TraR
proteinleri ve sinyal molekiilii olan N-3(okzokitonol)-L-homoserin lakton araciligiyla

aktive edilirler (Bosgelmez-Tinaz, 2003).
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2.4.1.3. Vibrio anguillarum’da, viriilens faktorleri ve ¢evreyi algilama

V. anguillarum, viriilens faktorleri ve cesitli toksinler lireterek baligin savunma
mekanizmasii etkilemektedir. V. anguillarum’un {rettigi toksinler hemolizin,
proteaz, metalloproteaz, sitotoksin, dermatoksin, hemaglutinin, amilaz, kazeinaz,
jelatinaz, elastaz, lipaz, 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, tripsin ve ekstraselliiler
gibi toksinlerdir. Viriilens faktorleri ise hareketi saglayan flagella, hiicre tutunmasini
saglayan faktorler, ylizey antijeni, pJM1 plazmidi, siderofor ve demiri tutan hiicre
zar1 reseptoriidiir (Austin and Austin, 1999; Rodkhuma et al., 2005; Ekici, 2010).

V. anguillarum hibrit sistemini kullanarak viriilens faktorlerinden biri olan proteaz
aktivitesini olugturmaktadir (Henke and Bassler, 2004).

V. anguillarum; c¢evreyi algilama sistemi sinyal molekiillerinden 3-Okzo-C10-HSL
molekiiliinii salgilayarak regiilatér proteinleri Vanl/VanR sayesinde fenotipik
etkilerini gosterir (Ulusoy, 2007). Cevreyi algilama incelemelerinde tiirler arasindaki
farklilig1 belirlemek i¢in yliksek hiicre populasyon yogunlugunda g¢evreyi algilama
sistemleri model ¢alismalar1 da yapilmistir (Sekil 2.5.).

Cogu patojenik bakteri icin viriilens faktorlerinden proteazlar ve pigmentlerin iiretimi
biyofilm olusturma kapasitesiyle esdegerdir. Sonu¢ olarak vanT, V. anguillarum
infeksiyonlarinin patogenezi i¢in esasli birsey olmadig1 sasirticidir. V. anguillarum
viriilansina katkida bulunan bir¢ok faktor bilinmektedir. Iyi karakterize edilen sidefor
bazli demir bosaltim sisteminin plasmid pJMI1 iizerinde tasinmasi in vivo ve
dolayistyla  viriilensda  biiyiimeye  katkida  bulunmasi  i¢in  Onemlidir.
Lipopolisakkaridler serum direncine katkida bulunurken, hareketlilikte balik icine
girebilmek i¢in 6nemlidir. Ayrica, genetik olarak ispatlanmamis olmasina ragmen,
hemolizin, lipaz, proteaz ve bir norotoksik asetilkolinesteraz gibi dis hiicre iirtinleri,

vibriosis patolojisinde biiyiik bir rol oynadig1 sdylenmistir.

VanT mutasyonunun V. anguillarum viriilansint neden azaltmadigi heniiz agik
olmamasina ragmen, vanT’ nin sadece metalloproteaz, pigment iiretimi ve biyofilm

olusumu igin gerekli olabilecegi belirlenmistir (Croxatto et al., 2001).
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Sekil 2.5. V. anguillarum cevreyi algilama sistemlerinin modeli. Yalnizca tiirler
arasinda farklilig1 belirlemek i¢in yiiksek hiicre populasyon yogunlugunda
model gosterilmesi (Milton, 2006)
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2.4.1.4. Vibrio alginolyticus’da, viriilens faktorleri ve cevreyi algilama

LuxS; cevreyi algilama sisteminde proteaz iiretimi ve EPS, biyofilm tabakasi,
flegella/motilite (hareket) gibi fenotipikle iliskisi olan bir¢ok diizenleme kadar

V. alginolyticus 'un viriilensinde de dnemli bir rol oynamaktadir (Ye et al., 2008).
2.4.1.5. Pseudomonas fluorescens’de, viriilens faktorleri ve ¢cevreyi algilama

P. fluorescens’in Luxl ya da LuxM gruplarindan her ikisine de ait olmayip AHL
sentaz (HAtS) {iglincli potansiyeli bakteriyel iletisimde kullandigi goriilmiistiir
(Laue et al., 2000).

E. coli’de belirtilen ve HdAtS yonetimiyle P. fluorescens trafindanda sentezlenen
AHLs [N-(3-hydroxy-7-cis-tetradecenoyl) homoserin lakton (3-hydroxy-C14:1HSL),
N-decanoylhomoserin lakton (C10-HSL) ve N-hexanoylhomoserin lakton (C6-HSL)]
molekiilleriyle aynidir. P. fluorescens kontrolii ¢evreyi algilama sisteminde olan 3-
Ox0-C10-HSL sinyal molekiiliiniin disar1 birakilmasindan sonra Mupirosini fenotipik

etki olarak gosterir (Williams, 2007).
2.4.1.6. Aeromonas hydrophila’da, viriilens faktorleri ve ¢evreyi algilama

Aeromonas spp. Gram negatif ¢cubuk seklinde Vibrionaceae ailesine mensup olan,
memeliler ve baliklarin 6nemli ve firsat¢i patojenlerinden birisidir ve a-hemolizin
(Ljungh et al., 1981), glisero-fosfolipid-kolesterol acyltransferaz (Maclntyre and
Buckley 1978), lipaz (Anguita et al., 1993) ve serine proteaz (Whitby et al., 1992)
iceren bir dizi virlilens mekanizmalarina sahiptir. Bu dis {irtinlerin bir ¢ogunun
ifadesi,  yiikksek  hiicre = yogunluklari  ge¢  eksponansiyel/duragan  faz
(Ljungh et al., 1981; Whitby et al., 1992; Anguita et al., 1993) ile iliskili ve onlar
sonug olarak cevreyi algilama ile kontrol i¢in varsayilan fenotipik 6zellikleri temsil
etmektedirler (Swift et al., 1997). Swift et al., (1997), yaptiklar1 calismada AHL (V-
butanoyl-L-homoserin lakton [BHL])’nin A. hydrophila’da bir cognate LuxRI
homolog AhyRI ve A. salmonicida’da ise cognate LuxRI homolog AsaRI’nin
varligin1 bildirmektedirler. Ayrica, A. hydrophila ve A. salmonicida’da serine
proteaza bagli diizenlemelerinin c¢evreyi algilama i¢in bir kanit oldugunu rapor

etmislerdir (Swift et al., 1997).

19



Aeromonas’larim degisik virlilans faktorleri ve toksijenik mekanizmalar1 vardir.
Bunlar arasinda, enterotoksinler, hemolizinler, hemaglutininler, endotoksinler, yiizey

adezinleri (fimbria) ve ¢esitli proteazlar sayilabilir (Baylan ve Yilmaz, 2004).

A. hydrophila’da N-butanoyl-L-homoserin lakton (C4-HSL) c¢evreyi algilama
sinyalinin sentezi icin gerekli proteinden sorumlu olan ahyl geni kodlar.
A. hydrophila’daki ahyl geni inaktive edilerek C4-HSL molekiillerinin olugmasi
engellenebilir. A. hydrophila ekzoproteaz aktivitelerinden serine proteaz ve
metalloproteaz aktivitelerinin her ikisini de olusturabildigi gibi hem molekiildeki
azot kokil tastyan kazeini pargalama hem de jelatini eritme kabiliyetine sahiptir

(Swift et al., 1999).
2.4.1.7. Yersinia ruckeri’de viriilens faktorleri ve cevreyi algilama

Beyaz mutant C. violaceum CVOblu ile karsilikli capraz olarak Y. ruckeri’nin gevreyi
algilama sistemine sahip oldugu saptanmistir. Cevreyi algilama; Gram negatif
patojenlerin viriilens kontroliinii hiicreler arasindaki gen ekspresyon araciligiyla
olusturmasidir. Y. ruckeri’nin g¢evreyi algilama sistemi pUCI18 plazmit tasiyicisi
olarak kurgulanan gen kiitliphanesinden klonlanmis ve yruR/yrul olarak

adlandirilmigtir (Temprano et al., 2001).

2.4.1.8. Pseudomonas aeruginosa (PAO1)’da cevreyi algilama sistemi ve viriilens

faktorleri

Insanlarda infeksiyon olusturan P. aeruginosa, viriilensinin ortaya ¢ikmasinda rolii
olan, ¢ok ¢esitli hiicre dis1 iiriin sentezler. Bu viriilens faktorlerinin iiretilmesi, hiicre
yogunluguna bagli olarak diizenlenir. Bu gen mekanizmasi, P. aeruginosa‘nin
konagin savunma mekanizmasi ile bas etmesini saglar. Ayrica konakta infeksiyon
olusturabilecek gerekli hiicre yogunluguna ulasincaya kadar bagisiklik sistemi
tarafindan mikroorganizmanin fark edilmemesini saglar. Diger bircok Gram negatif
bakteri gibi P. aeruginosa’da, AHL sinyal molekiillerine dayanan, kendi popiilasyon
yogunluklarin1 algilamalarin1  saglayan ve c¢evreyi algilama sistemi olarak
adlandirilan mekanizmay1 kullanirlar (Kleerebezem et al., 1997; Van Delden and

Iglewski, 1998; Williams et al., 2000; Ulusoy,2007).
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Bu iletisim sisteminin temeli iki protein molekiiliine baglidir. Bunlardan birisi LuxI
ailesine mensup AHL sentez ve digeri de LuxR ailesine ait AHL reseptor proteinidir.
Hiicre yogunlugundaki artisa paralel olarak AHL sinyal molekiillerinde de artis
gozlemlenir. Hiicre yogunlugunun artmasiyla AHL sinyal molekiilleri sayica artar ve
sinir degere ulastigt zaman AHL LuxR-tip reseptor proteine baglanarak hedef
genlerin uyarilmasini1 veya baskilanmasini saglar. P. aeruginosa’da transkripsiyonal
aktivatorii LasR ve AHL molekiillerinin sentezini saglayan Lasl, ayrica
N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton (OdDHL) molekiiliiniin sentezini kontrol
eden las sistemi ve RhIR ve Rhil’den olusan ve N-butanoyl-L-homoserin lakton
(BHL) molekiiliiniin sentezini kontrol eden 4/ olmak iizere iki adet ¢evreyi algilama
sistemi mevcuttur. Iki sistem birbirinden bagimsiz degildir ve las sistemi rhlR ve
rhilnin ekspresyonunu pozitif olarak diizenler. las sistemi, elastaz A, elastaz B ve
alkalin proteaz gibi viriilens faktorlerinin  ekspresyonunu kontrol eder
(Passador et al., 1993). rhl sistemi, ramnolipid ve piyosiyanin biyosentez
enzimlerinin ekspresyonunu kontrol eder (Brint and Ohman, 1995; Pessi and Haas,
2000; Ulusoy, 2007). las ve rhl sistemleri birlikte iki yiizden fazla genin
ekspresyonunda etkilidirler (Whiteley et al., 1999).

2.5. Cevreyi Algllama Sisteminin Molekiiler Mekanizmasi

Salgilanan molekiiler ve kullanilan algilama diizenegine gore ii¢ tip quorum-sensing
mekanizmas1 vardir: Gram negatif bakterilerde LuxI homologlar1 denilen baz1
enzimler tiire ozgl AHL molekiillerini katalizler. Bu
AHL’lar LuxR tipi transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan algilanir. Gram pozitif
bakterilerde ise sinyal iletimii¢in oligopeptitlere bagli olarak iki bilesenli
fosforlama zinciri kullanilir (Ornegin Bacillus subtilis’de iyi arastirilmistir). Ugiincii
ve son mekanizma “Hibrit sistem”dir. V. harveyi modelide denir. Burada hem
oligopeptidleri goriiriiz hemde LuxI/LuxR tipi proteinler hiicre i¢inde sinyal yolunda
gorev alir. Iki tip sinyal iiretili: LuxXLM tarafindan AI-1 ve LuxS tarafindan;

AI-2 sinyal molekiilleri. AI-1 molekiilii tiir i¢i sinyallesmeyi saglarken; AI-2 (LuxS)

tiirler aras1 sinyallesme de gorev alir. Tiirler aras1 sinyallesmeye “cross-talk” da denir
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(Sequences, 2008). Bakterilerin ¢evreyi algilama sisteminde kullandiklari

ligandlarinin (mesaj molekiilii) kimyasal yapilar1 Sekil 2.7.’de gosterilmistir.

Gram negatif basillerde otoindiiksiyon (6rnegin, homoserin laktonlar) ilgili LuxI
kimyasal reaksiyon iiriinleri araciligiyla sentezlenir, salinir ve sonra bakteri ve
baglarla reseptore dogru baska bir hiicreye hiicresel elementle (LuxR) cevap verir.
Gram pozitif basillerde AIP’dir. Ayrica baga dogru bakteri dis ylizeye yayilir ardisik
olarak fosforilasyon etkinlestirir, transkripsiyonal degisim baslatilir ve amino asitler
ya da kisa peptidler disartya birakilir. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin her
ikisinde de tastyict LuxS/Lsr’dir. Otoindiiksiyon (6rnegin, furanonlar) sentezlenir
(6rnegin, LuxS ile ilgili kimyasal reaksiyon {iirlinleri araciligiyla) salinir ve bakteri
ayrica (O0rnegin, Lsr tastyicisi araciligiyla) yeniden kaydeder ve genlerin

diizenlenmesini yapar (Sekil 2.6.) (Raffa et al., 2005).

Phosphorylation
cascade

Lsr

( b transporter 1

Sekil 2.6. Bilinen ii¢ cevreyi algilama kimyasal reaksiyon sinyallerinin sematik
gosterimi. A, Gram negatif; B. Gram pozitif; C. Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilerde (Raffa et al., 2005)
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Sekil 2.7. Baz1 ¢evreyi algilama ligandlarinin (mesaj molekiilii) kimyasal yapilari.
A-E, N-acyl-homoserin lakton, R tiire 6zgii olan aliphatik zincir. F, AIP
otoindiiksiyon. G, AI-2. Standart tek harf kisaltmalariyla onlarin
aminoasitlerinin ifadesi (Raffa et al., 2005)

2.6. Cevreyi Algilama Mekanizmasinin Diizenledigi Fenotipler

Vibrio, Agrobacterium, Erwinia ve Yersinia gibi bir¢ok bakteri tiiri gibi
Pseudomonaslar da, gevreyi algilama adi verilen mekanizmayla ortamda kendi
yogunluklarin1 algilayabilirler. Bu sistemde bakterilerin {trettigi diisikk molekiil
agirliklt molekiiller, hiicre disi ortamda birikirler. Bu molekiillerin miktar1 esik
degere ulastifi zaman populasyonun cevabi uyarilir (Ulusoy, 2007). Bu cevaplar
sporulasyon, toplu kacis, konjugasyon, hiicre boliinmesi, antibiyotik iiretimi,
biyoliiminesans, lag fazindan ¢ikma, biyofilm olusumu, nodiil sayisint sinirlama,
viriilans faktorlerinin salgilanmasi, ekstraselliiler proteaz iiretimi, ekzoenzimlerin
tiretimi gibi fenotipikler tiire 6zgii davramiglardandir (Sequences, 2008). AHL nin

kontroliindeki bakteri tiiriine 6zgii baz1 fenotipler Cizelge 2.2.”de belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. QS sistemine bagimli AHL’nin

(Williams, 2007)

kontroliindeki bazi fenotipler

Organizma

AHLs

Fenotip

Aeromonas hydrophila

C4-HSL, C6-HSL

Biyofilm, ekzoproteaz, viriilens

Aeromonas salmonicida

C4-HSL, C6-HSL

Ekzoproteaz

Agrobacterium
3-Oxo0-C8-HSL Plasmid konjugasyon
tumefaciens
Agrobacterium vitiae Cl14 : 1-HSL, 3-0x0-C16 : 1-HSL Viriilens
3-Hydroxy-C8-HSL, 3-hydroxy-C10-
HSL, C12-HSL,
Acidithiobacillus 3-hydroxy-C12-HSL, C14-HSL, 3-oxo-
Bilinmiyor
ferrooxidans C14-HSL,
3-hydroxy-C14-HSL, 3-hydroxy-C16-
HSL

Burkholderia cenocepacia

C6-HSL, C8-HSL

Ekzoenzim, biyofilm olusumu,
titreme motilite (hareket),

siderefor, viriilens

C8-HSL, C10-HSL, 3-hydroxy-C8-HSL,

Burkholderia 3-hydroxy-C10-HSL, 3-hydroxy-C14- )
Viriilens, ekzoproteaz
pseudomallei HSL
Burkholderia mallei C8-HSL, C10-HSL Viriilens
Chromobacterium
C6-HSL Ekzoenzim, siyanid, pigment
violaceum
Karbapenem, ekzoenzim,

Erwinia carotovora 3-Oxo0-C6-HSL )

viriilens
Pantoea (Erwinia) ) )

3-Ox0-C6-HSL Ekzopolisakkarid

stewartii

Pseudomonas aeruginosa

C4-HSL; C6-HSL, 3-ox0-C12- HSL

Ekzoenzimler, ekzotoksinler,
protein salgilama, biyofilm,
titreme motilite, ikincil metabolit

4-quinolone signalling, virulens

Pseudomonas

aureofaciens

C6-HSL

Phenazinler, proteaz, koloni
olusumu, Bir araya toplanma,

tutunan kolonizasyon

24




Cizelge 2.2. (devam)

Pseudomonas

C6-HSL Phenazin-1-carboksiamid
chlororaphis
Pseudomonas putida 3-Ox0-C10-HSL, 3-0x0-C12-HSL Biyofilm gelisimi
Pseudomonas fluorescens 3-Ox0-C10-HSL Mupirosin

Pseudomonas syringae

3-Ox0-C6-HSL

Ekzopolisakkarid, ylizme

motilite, viriilens

Rhizobium leguminosarum

bv. Viciae

C14 : 1-HSL, C6-HSL, C7-HSL, C8-
HSL,
3-0x0-C8-HSL, 3-hydroxy-C8-HSL

Tutunan nodiiller/simbiyozis,
plasmid transferi, Biiylimeyi
engelleyiciler; adaptasyon

fazinda duraganlasma

Rhodobacter sphaeroides

7-cis-C14-HSL

Bir araya toplanma

Serratia sp. ATCC 39006

C4-HSL, C6-HSL

Antibiyotik, pigment, ekzoenzim

Serratia liquefaciens MG1

C4-HSL, C6-HSL

Titreme motilite, ekzoproteaz,

biyofilm

Serratia marcescens SS-1

C6-HSL, 3-ox0-C6-HSL, C7-HSL, C8-

Kayma motilite, biyosiirfaktan,

pigment, niikleaz, Sik sik

HSL transpozisyon (yer degistirme)

Serratia proteamaculans
3-Ox0-C6-HSL Ekzoenzimler
B5a
C8-HSL, C12-HSL, 3-ox0-C14-HSL, 3- Etkinlesmis nodiiller,
oxo-C16 : 1-HSL, C16 : 1-HSL, C18- simbiyozis,

Sinorhizobium meliloti

HSL ekzopolisakkarid
Vibrio fischeri 3-Oxo0-C6-HSL Biyoliiminesans

Yersinia enterocolitica

C6-HSL, 3-0x0-C6-HSL, 3-0x0-C10-
HSL,
3-0x0-C12-HSL, 3-ox0-C14-HSL

Yiizme ve titreme motilite

Yersinia

pseudotuberculosis

C6-HSL, 3-ox0-C6-HSL, C8-HSL

Motilite, bir araya toplanma
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bakteriyel suslar

Arastirmada S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi'nden ve Mugla Universitesi Su
Uriinleri  Fakiiltesi'nden temin edilen bazi Gram negatif bakteriyel balik
patojenlerinden Vibrio anguillarum (5 sus), Vibrio alginolyticus (3 sus),
Pseudomonas fluorescens (3 sus), Aeromonas hydrophila (2 sus) ve Y. ruckeri (12
sug) izolatlart kullanilmigtir. Patojenler 25°C’de tretilmistir ve -80°C’de ve %20

gliserin igerisinde muhafaza edilmistir.

S.D.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden temin edilen pozitif kontrol
olarak kullanilan Pseudomonas aeruginosa PAO1 (1 sus) susu, LB besiyerinde
30°C’de iiretilmistir ve -80°C’de ve %20 gliserol igerisinde muhafaza edilmistir

(Ausubel et al., 1988).

AHL sinyal molekiillerinin tespiti Chromobacterium violaceum CV026 (1 sus) susu
(McClean et al., 1997) ve Agrobacterium tumefaciens NT1 (1 sus) susu (Shaw et al.,
1997; Cha et al., 1998; Ravn et al., 2001) kullanilarak yapilmistir. Bu suslar %1.2
agar iceren katilastirllmis ve 4. tumefaciens NT1 susu i¢in gentamisin (20 pg/ml);
C. violeceum susu i¢in kanamisin (20 pg/ml) LB (%1 tripton, %0.5 maya ekstrakti,
%0.5 NaCl) besiyerinde iiretilmistir. Bu stok kiiltiirler farkl: testler i¢in kullanilmistir
(Ulusoy, 2007). Arastirma sirasinda kullanilan tiim suslar Cizelge 3.1.’de verilmistir.

3.1.1.1. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri
suslarimin iiretim ve depolanmasi

Deneylerde kullanilan her bakteri suslart uzun sureli saklama amaciyla (3-6 ay),
-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmigtir. Depolanan bakteriler giinliik
kullanim i¢in -80°C” den alinarak -20°C’de bekletildikten sonra TSA besiyerlerine
ekilmigtir. Ekimleri yapilan bakteriler 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Daha sonra giinliik kullanim amactyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de saklanmugtir.
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Cizelge 3.1. Arastirma sirasinda kullanilan suslar

Sus Adi Ozellik Kaynak
P. aeruginosa PAOI PTS orijinal tip S.D.U. Fen I}?Zgzi)]igfra{tcliz}(%ﬁ?egilggioji Bolimii
C.violaceum CV026 S.D.U. Fen %gzﬁggtiziiﬁ?eglggioji Bolimil
A. tumefaciens NTI S.D.U. Fen I}?Zgzﬁggtcliz}(%lﬁ?eglggioji Bolimii
V. anguillarum ATCC S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. anguillarum A4 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. anguillarum A6 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. anguillarum Istanbul levrek S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. anguillarum Mersu S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. alginolyticus ATCC S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. alginolyticus V5 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
V. alginolyticus V6 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
P. fluorescens Cl1 Mugla Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
P. fluorescens NCIMB 1953 Mugla Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
P. fluorescens F1 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
A. hydrophila ATCC 700183 Mugla Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
A. hydrophila i1 Mugla Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri Yavuzlar S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 15 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 17 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 18/1 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 18/2 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 28 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 29/1 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 30 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 33 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 34 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 35 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Y. ruckeri 36 S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
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3.1.1.2. C. violaceum CV026, A. tumefaciens NT1 ve P. aeruginosa PAO1

suslarinin iiretim ve depolanmasi

Deneylerde kullanilan her bakteri suslari uzun sureli saklama amaciyla (3-6 ay),
-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Depolanan bakteriler gilinliik
kullanim i¢in LBA igeren besiyerlerine ekilmis 30°C’de 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Daha sonra giinliik kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de

saklanmustir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada; gliserol, kristal viyolet, X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galaktopiranosid), gentamisin (Oxoid;10pg), etanol, kanamisin, lugol soliisyonu, L-
Tyrosin, Na,HPO., KH,PO4, NaCl, NH4Cl, MgS0,.7H,0, CaCl,.2H,0, glikoz,
glutamat, metilen mavisi, cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB), tris, CaCl,, elastin

kongo red (ECR) kullanilmustir.
3.1.3. Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Besiyerleri ve kullanilan tim c¢ozeltiler saf su kullanilarak hazirlanmistir. Ayni
zamanda besiyeri ve ¢ozeltiler i¢in otoklavda 121°C’de 15 dakika siireyle
sterilizasyon islemi uygulanmistir. Kullanilan besiyeri ve c¢ozeltiler Cizelge 3.2.’de

verilmigtir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler

Besiyeri ve Cozeltiler Gram/Litre

Luria Bertani Agar (LBA) 10 g Tripton

5 g Yeast Extract
5 g NaCl

15 g Agar

Luria Bertani Broth (LBB) 10 g Tripton
5 g Yeast Extract
5 g NaCl

Luria Bertani Broth Salinity (LBBS) 10 g Tripton
5 g Yeast Extract
20 g NaCl

Tryptic Soy Broth (TSB) 30 g Tryptic Soy Broth

Tryptic Soy Agar (TSA) 40 g Tryptic Soy Agar

Tryptic Soy Broth Salinity (TSBS) 30 g Tryptic Soy Broth
10 g NaCl

Tryptic Soy Agar Salinity (TSAS) 40 g Tryptic Soy Agar
10 g NaCl

Tryptic Soy Broth L-Tyrosin (TSB) 30 g Tryptic Soy Broth
0.9 g L-Tyrosin

MO9-glutamat minimal 48mM Na,HPO,
medium agar 22mM KH,PO,

8.5mM NacCl

18.7mM NH,CI

0.1mM CaCl,.2H,0

15g Agar

%0.2 Glikoz

%0.05 Glutamat
%0.0005 Metilen Mavisi

%0.02 CTAB
Elastin Kongo Red (ECR) 100 mM Tris
tamponu 1 mM CaCl,

pH 7.5

20 mg Elastin Kongo Red
Kristal viole 10 g Kristal viole
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3.2. Yontem
3.2.1. AHL molekiillerinin tespiti

AHL sinyal molekiillerinin tespiti, C. violaceum CV026 (McClean et al., 1997) ve
A. tumefaciens NT1 (Shaw et al., 1997; Cha et al., 1998; Ravn et al., 2001) indikator
suslar kullanilarak gergeklestirilmistir. Acyl yan zincirinde 4-8 karbona sahip AHL
molekiillerinin tespiti i¢in, C. violaceum CV026 indikator susu kullanilmistir.
Ortamdaki mevcut AHL molekulleri, C. violaceum CV026 indikatdr susunda mor bir
pigment olan viyolasinin iiretimini uyarir (McClean et al., 1997). Diger bir indikator
olarak, pZLR4 plazmiti tasiyan A. tumefaciens NT1 susu kullanilmistir
(Shaw et al., 1997; Cha et al., 1998; Ravn et al., 2001). 4. tumefaciens NT1 indikator
susu, ortamda X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-pB-D-galaktopiranosid) varliginda,
N-acyl yan zincirinde 6-12 karbona sahip AHL molekiiliinlin uyarmasiyla mavi renk

meydana getirir (Bruhn et al., 2005; Ulusoy, 2007).

3.2.1.1. C. violaceum CV026 indikator susu kullamlarak V. anguillarum,
V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de AHL sinyal

molekiillerinin iiretiminin arastirilmasi

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslari
TSA besiyerinde 25°C’de 24 saat tretilmistir. AHL molekiil varliginin tespiti i¢in
V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslar
steril ekiivyon ile bir koloni olacak sekilde TSA kiiltiirlinden alinarak Luria-Bertani
Agar (LBA) besiyeri igeren petrilerdeki besiyerine iizerine 1.5 cm’lik ¢izgi seklinde
ekilmis C. violaceum CV026 indikator susu da patojen bakterilerle arasinda birkag
mm aralik olacak sekilde 1.5 cm’lik ¢izgi seklinde ekilmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ortamdaki mevcut AHL molekiilleri, C. violaceum
CV026 indikator susunda mor bir pigment olan viyolasinin iiretimini uyarmaktadir
(McClean et al., 1997; Ulusoy, 2007). Boylece inkiibasyon sonucunda mor renk
olusumuna bakilarak ¢evreyi algilama sisteminin sinyal molekiiliinden N-butanoyl-L-

homoserin lakton (BHL) nun varlig1 belirlenmistir.
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3.2.1.2. A. tumefaciens NT1 indikator susu kullamlarak V. anguillarum,
V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de AHL sinyal

molekiillerinin iiretiminin arastirilmasi

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslar
TSA besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. AHL molekiil varliginin tespiti i¢in
V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslari
steril kiirdanla bir koloni olacak sekilde TSA kiiltiiriinden alinarak 20 pg X-Gal boya
maddesi ilave edilmis Luria-Bertani Agar (LBA) besiyeri iceren petrilerdeki
besiyerine iizerine 1.5 cm’lik ¢izgi seklinde ekilmis A. tumefaciens NT1 indikator
susu da patojen bakterilerle arasinda birka¢ mm aralik olacak sekilde 1.5 cm’lik ¢izgi
seklinde ekilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 4. tumefaciens NT1
indikator susu, ortamda X-Gal varliginda, AHL molekiiliiniin uyarmasiyla renk
meydana gelir (Shaw et al., 1997; Cha et al., 1998; Ravn et al., 2001; Ulusoy, 2007).
Inkiibasyon sonucunda yesil renk olusumu incelenen séz konusu bakterilerin ¢evreyi
algilama sisteminin sinyal molekiiliinden N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton

(OdDHL)’nun varlig1 belirlenmistir.

3.2.1.3. AHL molekiillerinin tespiti i¢cin ¢capraz dogrulama testi

Caligilan suglarda AHL molekiillerinin tiretimi, her iki indikator sus (CV026 ve NT1)
ile besiyeri iizerinde paralel ¢izilerek test edilmistir. Sonuclar P. aeruginosa PAOI

susuyla karsilagtirilarak degerlendirilmistir (Ulusoy, 2007).

3.2.2. Biyofilm testi

O’Toole and Kolter (1998)’ de tamimladigi metoda gore gergeklestirilmistir
(Ye et al., 2008). Kisaca V. alginolyticus, V. anguillarum, P. fluorescens suslari
Luria-Bertani ortamda (%3 NaCl eklenmis) (LBS) 16 saat iiretilmistir.
Inkiibasyondan sonra bakteri yogunlugu ODgo’de 0,8’¢ ayarlanmugtir. Bakteri
kiiltiiri 1/100°1lik steril LBS ortami ile sulandirilmistir. Sulandirilan kiiltiirlerin
tiimiinden diiz tabanli 96 ¢ukurlu pleytlere (mikroplak) 100 pl olarak 24 ¢ukura ilave
edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben cukurlar distile su

ile yikandi ve biyofilmle iligkili hiicre kalintilar1 %1°lik kristal viole ile 15 dk
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siiresince boyanmustir. Boya fazlasi hafif akan ¢cesme suyunda dikkatli bir sekil
yikanmig ve bakterilerin olusturdugu 96 cukurlu plakalara tutunmus biyofilm
fotograflanmistir. Biyofilm olusumunu kantitatif olarak belirlemek icin pleytlere
2x200 pl %095 etanol saf su ile 4 ml ye tamamlanarak ilave edilmistir. Pleytlerin 490
nm’de ELISA okuyucusunda (BioTek) optik yogunluklar1 &l¢iilmiistiir (Ye et al.,
2008). Her bakteri i¢in 24 sonucun OD degerleri ortalamalar1 alinmistir. Sonuglar
test sirasinda LBS negatif kontrol, PAO1 susu ise pozitif kontrol olarak ¢alisilip

degerlendirilmistir.
3.2.3. Pigment testi

Test edilecek V. anguillarum ve V. alginolyticus suslar1 %1 NaCl igeren 10 ml LBS
besiyerinde 25°C’de 24 saat iretilmistir. P. fluorescens suslari ise 10 ml LB
besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. Inkiibe edilen bakteri kiiltiirleri ODgoo’de
0.05’e¢ ayarlanmistir. Diliisyonda LB ve LB i¢inde SmM’lik L-Tryosine (Tirozin)
igeren ortam kullanilmis ve hazirlanan kiiltiirler 25°C’de karistirilarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Cesitli zaman araliklarinda tirozin igeren ve icermeyen kiiltiirlerden 1 ml
ornek alinarak 12000 devirde 2 dk santrifiij edilmis ve siipernatanti toplanmustir.
Stipernatantlardan 96 cukurlu diiz tabanl pleytlere 100 ul olarak her bakterinin
siipernatantindan 8 gukura ilave edilerek calisilmistir. Pigment iiretimi; slipernatantin
her defasinda 405 nm’de ELISA okuyucusunda (BioTek) optik yogunluklarinin
Olciimii ile hesaplanmistir (Croxatto et al., 2002). Her bakter i¢in 8 sonucun OD
degerlerinin ortalamalar1 alinmistir. Sonuglar test sirasinda LB negatif kontrol,

C. violaceum 12472 susu ise pozitif kontrol olarak ¢alisilip degerlendirilmistir.

Bakterilerde pigment olusumu ayrica tirozin saydamlastirma testi ile de yapilmistir.
TSA igerisine 0.1% tirozin ilave edilerek ekim yapilmistir, 30°C’de inkiibe edilerek
tirozinli agara ekim yapildiktan sonra her giin koloni olusumu yaninda, koloni
cevresinde ve altinda saydamlagsma goriilmesi beklenmistir. Koloni ¢evresinde

agarda saydamlagma pozitif test sonucu olarak yorumlanmistir (Aydin 2004).
2.3.4. Ramnolipid iiretimi testi

Ramnolipid iiretimi testi; 0,2 g cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5 mg/l”

metilen mavisi igeren M9-glutamat minimal medium agar petrileri kullanilarak
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gerceklestirilmistir (Siegmund and Wagner, 1991). Test edilecek V. anguillarum ve
V. alginolyticus suglart %1 NaCl iceren Luria Bertani Broth Salinity (LBBS)
besiyerinde 25°C’de 24 saat iretilmistir. P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri
suslar ise Luria Bertani Broth (LBB) besiyerinde 25°C’de 24 saat liretilmistir. Bu
suslarin bir gecelik LBB Kkiiltiirlerinden 20’ser pl alinarak M9-glutamat minimal
medium agar petrilerinin ortasina damlatilmis ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon ramnolipid
aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmistir. Test sirasinda LBB negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Sonuglar PAOI1 susuyla karsilagtirilarak degerlendirilmistir
(Ulusoy, 2007). Ramnolipid iiretim testi ii¢ defa tekrarlanmustir.

2.3.5. Elastaz testi

Elastaz aktiviteleri test edilecek V. anguillarum, V.alginolyticus, P. fluorescens,
A. hydrophila ve Y. ruckeri suslarina Elastin Kongo Red (ECR) testi uygulanmistir
(Ohman et al., 1980). V. anguillarum ve V. alginolyticus suslart %1 NaCl iceren
Luria Bertani Broth Salinity (LBBS) besiyerinde 25°C’de 14 saat iiretilmistir.
P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslar ise Luria Bertani Broth (LBB)
besiyerinde 25°C’de 14 saat iiretilmistir. Bu kiiltiirlerin siipernatantlarindan 100 pl
tizerine 900 pl ECR tamponu (100 mM Tris, 1 mM CaCl2, pH 7.5, 20 mg ECR)
ilave edilmis ve 30°C’de 3 saat karistirilarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda ¢oOziilmemis olan ECR 12000 devirde 2 dk santrifiij edilerek
uzaklastirilmig ve siipernatantlar 96 ¢ukurlu yuvarlak tabanli platlere 100 pl olarak
her bir bakteri siipernatantindan 7 ¢ukura ilave edilerek ¢alisilmistir. Pleytler OD’si
630 nm’de ELISA okuyucusunda (BioTek) optik yogunluklari olgiilerek
hesaplanmistir. Her bakteri i¢cin 7 sonucun OD degerlerinin ortalamalar1 alinmustir.
Test sirasinda LBB negatif kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglar PAOI1 susuyla
karsilastirilarak degerlendirilmistir (Ulusoy, 2007).

3.2.6. Proteaz testi

Test edilecek V. anguillarum ve V. alginolyticus suslar1 %1 NaCl igeren Tryptic Soy
Broth (TSBS) besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. Her bir kiiltiirden % 2 yagsiz
slit tozu iceren %1 oraninda tuz (NaCl) ilaveli Tryptic Soy Agar (TSAS) petrilerinin
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ortasna agilan 3 mm’lik cukurlara 20 pl ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslar1 ise TSB
besiyerinde 25°C’de 24 saat tiretilmistir. Her bir kiiltiirden % 2 yagsiz siit tozu igeren
TSA petrilerinin ortasina acilan 3 mm’lik ¢ukurlara 20 pl ilave edilmis ve 25°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Suglarin proteolitik aktiviteleri bakteri kiiltlirti
ilave edilen bolgedeki berrak zon c¢ap1 Olgiilerek kaydedilmistir. Inkiibasyon
sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon proteolitik aktivitenin gostergesi
olarak kabul edilmistir (Arda, 1997; Swift et al., 1999; Dong et al., 2005; Ulusoy,
2007) Proteaz testi iic defa tekrarlanmistir. Ayni zamanda proteolitik aktiviteyi

gormek i¢in besiyerine ¢izgi tarzinda ekimlerde yapilmistir.
3.2.7. Amilaz testi

Test edilecek V. anguillarum ve V. alginolyticus suslar1 %1 NaCl igeren TSBS
besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. Her bir kiiltiirden % 2 nisasta igceren %1
oraninda tuz (NaCl) ilaveli TSA besiyerine ¢izgi tarzinda ekim yapilmis ve 25°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri suslari
ise TSB besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. Her bir kiiltiirden % 2 nisasta
iceren %1 oraninda tuz (NaCl) ilaveli TSA besiyerine ¢izgi tarzinda ekim yapilmis
ve 25°C°de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra koloniler {izerine
lugol soliisyonu dokiilmiis, pozitif reaksiyonlar koloni etrafinda berrak alan
olugmasiyla tespit edilmistir (Arda, 1997; Swift et al., 1999). Pozitif reaksiyonlarda,
koloni etrafinda renksiz bir halka olusmustur (a-amilaz enziminin nigastay1
hidrolizasyonu sonu). Negatif durumlarda ise besiyeri mavi renkte goriilmiistiir.
Koloni etrafindaki olugan pembe-esmer bolge siipheli reaksiyonu ifade etmektedir.
Reaksiyon 5 dk i¢inde okunmustur (Arda, 1997; Swift et al., 1999). Amilaz testi her

bakteri i¢in ii¢ defa tekrarlanmistir.
3.2.8. Hemoliz testi

Test edilecek V. anguillarum ve V. alginolyticus suslar1 %1 NaCl igeren TSBS
besiyerinde 25°C’de 24 saat liretilmistir. Her bir kiiltiirden %5 insan kan1 i¢ceren %1
oraninda tuz (NaCl) ilaveli TSAS petrilerinin ortasina, 20’ser pl ilave edilmis ve

25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. P. fluorescens, A. hydrophila ve
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Y. ruckeri suslar1 ise TSB besiyerinde 25°C’de 24 saat tiretilmistir. Her bir kiiltiirden
%S5 1nsan kani iceren TSA petrilerinin ortasina, 20 pl ilave edilmis ve 25°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Suslarin hemolitik aktiviteleri bakteri kiiltiirii ilave
edilen bolgedeki berrak zon capi dlgiilerek kayit edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon hemoliz aktivitenin gostergesi olarak kabul
edilmistir (Swift et al., 1999).

Ayni zamanda hemolitik aktiviteyi gérmek icin besiyerine ¢izgi tarzinda ekimlerde

yapilmistir. Hemoliz testi her bakteri i¢in ii¢ paralel olarak ¢aligilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Indikator Suslar (C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1), Pozitif
Kontrol Susu P. aeruginosa PAO1, Gram Negatif Bahk Patojenleri
V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’nin

Koloni Yapilan

C. violaceum 12472 orijinal susta olusan mor renkte koloni ve C. violaceum CV026
mutant susta ise pigmentsiz koloni olusumu LB agar iizerinde gozlenmistir (Sekil

4.1)).

. 05.0220/0
7 124 ¥2

4

Sekil 4. 1. Choromacterium violaceum 12472 orijinal sus (sol tarafta) ve mutant
sus Choromacterium violaceum CV026 (sag tarafta)

OdDHL sinyal molekiiliinii tiretimini gosteren 4. tumefaciens NT1 mutant susunun

LB agar lizerinde koloni olusumu Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Agrobacterium tumefaciens NT1

Denemelerde pozitif kontrol olarak kullanilan insan patojeni P. aeruginosa PAO1 ve
balik patojenlerinden V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila,
Y. ruckeri’nin LB agar iizerinde koloni olusumu Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.,
Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.” de verilmistir.

Sekil 4.3. Pseudomonas aeruginosa PAO1
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Sekil. 4.5. Vibrio alginolyticus
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Sekil 4.7. Pseudomonas fluorescens
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Sekil 4.8. Yersinia ruckeri

4.2. indikator Suslar Aracihgiyla V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens,
A. hydrophila, Y. ruckeri’de N-acyl Homoserin Lakton (AHL) Sinyal
Molekiillerinin Tespiti

Arastirmada hasta baliklardan izole edilen bazi Gram negatif bakteriyel patojen
suslar ve referans suslarinda sinyal moliikiiliniin varligi fenotipik olarak

arastirilmistir.

[zolatlarda oncelikle BHL ve OdDHL sinyal molekiillerinin iiretimi, C. violaceum
CV026 ve A. tumafeciens NTI1 indikator suslart kullanilarak arastirilmistir.
C. violaceum CV026 susu kullanilarak yapilan testlerde 4. hydrophila’da, Y. ruckeri
suslarinin BHL sinyal molekiiliinii {rettiginin tespiti Sekil 4.9.°de gosterilirken
V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens suslarinin ise lretmedigi tespit
edilmistir. BHL sinyal molekiiliinii iiretmeyen suslar ve {ireten suslarin tamaminin
A. tumefaciens NT1 susu kullanilarak yapilan testte ise OdDHL sinyal molekiiliinii
tiretebildiklerini gostermistir. Arastirmada c¢alisilan tim Gram negatif bakteriyel
balik patojenlerininde OdDHL sinyal molekiiliinii iiretebildikleri tespit edilmistir
(Sekil 4.10. ve Sekil 4. 11.).
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Sekil 4.9. C. violaceum CV026 indikator susu kullanilarak A. hydrophila,
Y. ruckeri ve pozitif kontrol P. aeruginosa PAO1 susunda BHL sinyal
molekiillerinin tiretimi

ke

Sekil 4.10. A. tumefaciens NT1 indikator susu kullanilarak P. fluorescens,
Y. ruckeri ve pozitif kontrol P. aeruginosa PAOI1 susunda OdDHL
sinyal molekiillerinin tiretimi
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Sekil 4.11. A. tumefaciens NT1 indikator susu kullanilarak V. anguillarum,
V. alginolyticus ve A. hydrophila’da, OdDHL sinyal molekiillerinin
iiretimi

4.3. BHL ve OdDHL Sinyal Molekiillerine Bagimh Viriilens Faktorlerinin
Uretimi

Deneysel caligmalarla Gram negatif bakteriyel balik patojenleri; biyofilm, pigment,
ramnolipid, elastaz, proteaz, amilaz, hemoliz {iretimi gibi ¢evreyi algilama sistemi

tarafindan kontrol edilen viriilens faktorlerinin varligi bakimindan test edilmistir.

4.3.1. V. anguillarum, V. alginolyticus ve P. fluorescens’da biyofilm testi ve

bulgular

Kristal viole ile boyanmis pleytlerin (Sekil 4.12.) etanol ilavesinden sonraki (Sekil
4.13.) absorbans ol¢iimiiyle V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens suslari
icin yapilan biyofilm testinde V. anguillarum (A4, A6, ATCC, ist. Levrek, Mersu),
V. alginolyticus (V5, ATCC, V6), P. fluorescens (C1, F1, NCIMB 1953) suslarinin
tiimiinde biyofilm olusumu tespit edilmistir. Bununla birlikte 6zellikle V5 ve A6
suslarinda biyofilm viriilens faktorii olusumunun PAO1 pozitif kontrol susuna oranla

absorbans degerlerinin yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.13. Kiristal viole ile boyandiktan sonra pleytlere etanol ve saf su
ilave edilen pleytlerde biyofilm olusumunun goériiniimii
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Biyofilm uretimi

m Biyofilm tretimi

Sekil 4.14. LBB (- kontrol) ve P. aeruginosa PAO1 (+ kontrol), V. anguillarum
(A4, A6, ATCC, Mersu, Istanbul Levrek), V. alginolyticus (V5, ATCC,
V6), P. fluorescens (NCIMB 1953, C1, F1) suslarinda biyofilm
iiretiminin grafik gosterimi

4.3.2. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens’de pigment testi ve

bulgular

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens suglarinin viriilansinda etkili oldugu
bilinen pigmentin varli§inin arastirtlmasi i¢in tirozin kullanilmistir. Pigment
tiretiminin 6l¢limiiniin sonuclarina bakildiginda tirozin ilave edilen suslarda pigment
tiretiminin optik yogunlugu 20., 40. ve 50. saatlerde yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.). 20., 40. ve 50. saatlerde yapilan Ol¢iimlerde pigment
yogunlugunun degisimi Cizelge 4.1.’de verilmistir. Pigment iiretiminin 20. saatte
(P. fluorescens) NCIMB 1953, F1 suslari hari¢ tiim suslarda arttig1 gozlenmistir. 40.
saatte de (20. saatte azalis gosteren) NCIMB 1953, F1 suslar1 da dahil olmak {izere
tiim suslarda artisin devam ettigi belirlenmistir. Ancak 50. saate gelindiginde yapilan
Olcimde pigment iiretimindeki arti tiim suslarda devam ederken (V. anguillarum)
A6 ve (P. fluorescens) F1 suglarinin pigment iiretiminde azalma, (P. fluorescens) C1
susunda ise herhangibir degismenin olmadigi belirlenmistir.

Sonugta V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens suslarmin tlimiiniide
tirozinin varlig1 pigment tiretimini artirmistir. En yiiksek deger pozitif kontrol olarak
kullanilan C. violaceum 12472 susunda goriilmiistiir. Test edilen bakteriyel suslardan

en yiiksek deger P.fluorescens F1 susunda bulunmustur.
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Sekil 4.15. C. violaceum 12472 (+ kontrol), LBB (- kontrol), V. anguillarum A4,
A6, ATCC, Mersu, Istanbul levrek suslarinda tirozinli ve tirozinsiz LBB
ortaminda pigment iiretiminin gosterimi
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Sekil 4.16. C. violaceum 12472 (+ kontrol), LBB (- kontrol), V. alginolyticus (V5,
ATCC, V6), P. fluorescens (NCIMB 1953, C1,F1) suslarinda tirozinli ve
tirozinsiz LBB ortaminda pigment iiretiminin gdsterimi
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Cizelge 4.1. C. violaceum 12472 (+ kontrol), LBB (- kontrol), V. alginolyticus
(V5, ATCC, V6), P. fluorescens (NCIMB 1953, C1,F1) suslarinin tirozinli
LBB ortaminda pigment artis1

Sus Adi 20. saat 40. saat 50.saat
V. anguillarum ATCC 1 1

—

V. anguillarum A4

V. anguillarum A6

V. anguillarum Istanbul levrek

V. anguillarum Mersu

V. alginolyticus ATCC

V. alginolyticus V5

V. alginolyticus V6
P. fluorescens C1
P. fluorescens NCIMB 1953

P. fluorescens F1
C. violaceum 12472 (+kontrol)
LB (- kontrol)

1
!
T
T
T
T
T
T
!
T
T

—| = —| —| = > o o o > >
—| = = = = = o o o o 2| —

Bakterilerde pigment olusumu ayrica tirozin saydamlagtirma testi ile de yapildiginda
inkiibasyondan 24 saat sonra Sekil 4.17.” de gosterilen P. fluorescens F1 susunda ve
pozitif kontrol olarak kullanilan Sekil 4.18’de gosterilen P. aeruginosa PAOI1
suslarinda koloni ¢evresinde saydamlasma goriilmiistiir. Ancak diger suslarda koloni
olusmasina ragmen herhangibir saydamlagma goriilmemistir. Pigment tespiti i¢in
agarda yapilan tirozin saydamlagtirma sonuglar1 Cizelge 4.2.’de verilmistir. Tirozin

saydamlastirma testi iki defa tekrarlanmistir.
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Sekil 4.17. P. fluorescens F1 susunda tirozin saydamlastirma testinde pozitif

sonug

Sekil 4.18. Pozitif kontrol P. aeruginosa (PAOIl) susunda tirozin
saydamlastirma testinde pozitif sonug
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Cizelge 4.2. Pigment tespiti i¢in agarda tirozin saydamlagtirma sonuglari

Tirozin saydamlastirma testinin

Sus ad1
sonuclari

P. aeruginosa PAO1 +

V. anguillarum ATCC -

V. anguillarum A4 -

V. anguillarum A6 -

V. anguillarum Istanbul levrek -

V. anguillarum Mersu -

V. alginolyticus ATCC -

V. alginolyticus V5 -

V. alginolyticus V6 -

P. fluorescens C1 -

P. fluorescens NCIMB 1953 -

P. fluorescens F1 +

A. hydrophila ATCC 700183 -

A. hydrophila 11 -

Y. ruckeri Yavuzlar -

Y. ruckeri 15 -

Y. ruckeri 17 -

Y. ruckeri 18/1 -

Y. ruckeri 18/2 -

Y. ruckeri 28 -

Y. ruckeri 29/1 -

Y. ruckeri 30 -

Y. ruckeri 33 -

Y. ruckeri 34 -
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Cizelge 4.2. (devam)

Y. ruckeri 35 -

Y. ruckeri 36 -

4.3.3. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de

ramnolipid iiretim testi ve bulgular

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri’ de
yapilan ramnolipid testi sonuglart Cizelge 4.3.°de gosterilmistir. Sonucunda
V. anguillarum, V. alginolyticus ve Y. ruckeri suglarinda ramnolipid liretimi tespit
edilmemistir. P. fluorescens ve A. hydrophila suslarimin ise ramnolipid irettigi
goriilmiistiir (Sekil 4.20.). Pozitif kontrol P. aeruginosa PAO1 susunun yesil renkli
MO9-glutamat minimal medium agar iizerinde sar1 renk vererek zon olusturmasi ve
negatif kontrol LBB’nin herhengibir renk degisimi ile zon olusumu gostermeyerek

verdigi ramnolipid cevabi Sekil 4.19.’de gosterilmistir.

Sekil 4.19. Pozitif kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa (PAO1) susunun M9-
glutamat minimal medium agar {lizerindeki sar1 renk ve zon olusumuyla
ramnolipid liretimi ve negatif kontrol steril LBB
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Sekil 4.20. P. fluorescens F1 ve A. hydrophila ATCC 700183 suslarinda M9-
glutamat minimal medium agar iizerindeki sar1 renkli zon olusumuyla
ramnolipid liretimi
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Cizelge 4.3. Ramnolipid iiretimi i¢in test sonuglari

Sus Adi Ramnolipid aktivitesi
P. aeruginosa PAO1 +
V. anguillarum ATCC -
V. anguillarum A4 -
V. anguillarum A6 -
V. anguillarum Istanbul levrek -
V. anguillarum Mersu -
V. alginolyticus ATCC -
V. alginolyticus V5 -
V. alginolyticus V6 -
P. fluorescens C1 +
P. fluorescens NCIMB 1953 +
P. fluorescens F1 +
A. hydrophila ATCC 700183 +
A. hydrophila 11 +

Y. ruckeri Yavuzlar

Y. ruckeri 15

Y. ruckeri 17

Y. ruckeri 18/1

Y. ruckeri 18/2

Y. ruckeri 28

Y. ruckeri 29/1

Y. ruckeri 30

Y. ruckeri 33

Y. ruckeri 34
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Cizelge 4.3. (devam)

Y. ruckeri 35 -

Y. ruckeri 36 -

4.3.4. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de

elastaz testi ve bulgular

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri’ de
yapilan elastaz testi sonuclari Cizelge 4.4.°de gosterilmistir. Sonucunda pozitif
kontroliin optik yogunluguna bakilarak V. alginolyticus (V6) susunda yiiksek elastaz
aktivitesinin oldugu bulunurken P. fluorescens (C1 ve NCIMB 1953), 4. hydrophila
(ATCC 700183), P. fluorescens (F1), V. anguillarum (Mersu) ve Y. ruckeri (18/1)
suslarinin daha az elastaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bakteriyel balik

patojenlerinin elastaz testinde optik yogunluklar1 Sekil 4.21.’de gdsterilmistir.

Elastaz uiretimi

M Elastaz Gretimi

Sekil 4.21. P. aeruginosa PAO1 (+kontrol), V. anguillarum (Mersu), V. alginolyticus
(V6) P. fluorescens (NCIMB 1953, C1, F1), 4. hydrophila (ATCC 700183),
Y. ruckeri (18/1) suslarinda elastaz tiretiminin grafik gosterimi
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Cizelge 4.4. Elastaz {iretimi i¢in test sonuglari

Bakteriyel suslar Elastaz tiretimi ODg30 (nm)
V. alginolyticus V6 0,436
P. aeruginosa PAOI1 (+kontrol) 0,292
P. fluorescens C1 0,290
A. hydrophila ATCC 700183 0,284
P. fluorescens NCIMB 1953 0,277
Y. ruckeri 18/1 0,254
P. fluorescens F1 0,247
V. anguillarum Mersu 0,236

4.3.5. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de

proteaz testi, zon ¢aplar1 ve bulgulari

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri’de
yapilan proteaz testi sonucglarit Cizelge 4.5.°de verilmistir. Sonucunda
V. alginolyticus, Y. ruckeri suslarinda proteaz tespit edilmemistir. P. fluorescens
suslarindan iki susta proteaz testi pozitif iken bir susun negatif oldugu goriilmiistiir.
V. anguillarum ve A. hydrophila suslarinin tiimiine proteaz varlig1 fenotipik olarak
tespit edilmistir (Sekil 4. 22.). V. anguillarum suslarinda proteaz aktivitesinin diger
suslardan fazla oldugu goriilmiistiir. Zon c¢aplarina bakilarak proteaz viriilens
faktoriinlin V. anguillarum (A6) susunda en fazla oldugu goriiliirken P. fluorescens
(C1 ve NCIMB 1953) suslart V. anguillarum suslarimi takip etmektedir.
A. hydrophila (11 ve ATCC 700183) suslarinin ise proteaz aktivitesi bakimindan son

sirada yer aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4. 22. V. anguilarum Mersu susunda proteaz zonu

Cizelge 4.5. Proteaz aktivitesi i¢in well diffusion agar testi sonuglari

Sus Adi Olusan ortalama zon ¢ap1 (mm)
V. anguillarum ATCC 12,3
V. anguillarum A4 16
V. anguillarum A6 18
V. anguillarum Istanbul levrek 16
V. anguillarum Mersu 17
V. alginolyticus ATCC -
V. alginolyticus V5 -
V. alginolyticus V6 -
P. fluorescens C1 13,3
P. fluorescens NCIMB 1953 14,6
P. fluorescens F1 -
A. hydrophila ATCC 700183 11,6
A. hydrophila I1 13
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Cizelge 4.5. (devam)

Y. ruckeri Yavuzlar -

Y. ruckeri 15 -

Y. ruckeri 17 -

Y. ruckeri 18/1 -

Y. ruckeri 18/2 -

Y. ruckeri 28 -

Y. ruckeri 29/1 -

Y. ruckeri 30 -

Y. ruckeri 33 -

Y. ruckeri 34 -

Y. ruckeri 35 -

Y. ruckeri 36 -

4.3.6. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de

amilaz testi ve bulgular

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de yapilan
amilaz testi sonuglar1 Cizelge 4.6.’de verilmistir. Sonucunda Y. ruckeri suslarinda
amilaz tespit edilmemistir. V. anguillarum, V. alginolyticus, A. hydrophila ve
P. fluorescens suslarinin tiimiinde ise amilaz testi pozitif olarak belirlenmistir (Sekil

4.23. ve Sekil 4.24.).
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Sekil 4. 23. P. fluorescens (C1 ve NCIMB 1953) suslarinda lugol
solisyonu damlatilmadan 6nce amilaz aktivitesi

Sekil 4. 24. Lugol soliisyonu damlatilmis 4. hydrophila (ATCC 700183
ve I1) suslarinda net amilaz zonu olusumu
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Cizelge 4.6. Amilaz aktivitesi i¢in test sonuglari

Sus Ad1 Amilaz aktivitesi
V. anguillarum ATCC +
V. anguillarum A4 +
V. anguillarum A6 +
V. anguillarum Istanbul levrek +
V. anguillarum Mersu +
V. alginolyticus ATCC +
V. alginolyticus V5 +
V. alginolyticus V6 +
P. fluorescens C1 +
P. fluorescens NCIMB 1953 +
P. fluorescens F1 +
A. hydrophila ATCC 700183 +
A. hydrophila 11 +

Y. ruckeri Yavuzlar

Y. ruckeri 15

Y. ruckeri 17

Y. ruckeri 18/1

Y. ruckeri 18/2

Y. ruckeri 28

Y. ruckeri 29/1

Y. ruckeri 30

Y. ruckeri 33

Y. ruckeri 34

Y. ruckeri 35

Y. ruckeri 36
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4.3.7. V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila, Y. ruckeri’de

hemoliz testi, zon ¢aplar1 ve bulgular1

V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri’de
yapilan hemoliz testi sonuglar1 Cizelge 4.7.°de verilmistir. Sonucunda
V. alginolyticus, Y. ruckeri suslarinda hemoliz viriilens faktorii tespit edilmemistir.
V. anguillarum, P. fluorescens, A. hydrophila suslarinin tiimiinde ise hemoliz
viriilens faktorii tespit edilmistir (Sekil 4.26. ve Sekil 4.27.). (4. hydrophila) 11
susunda hemoliz aktivitesinin en yiiksek seviyede oldugu goriilmiis ve zon cap
seviyelerinin sirasiyla (4. hydrophila) ATCC 700183, (V. anguillarum) A6, ATCC,
A4, Mersu, Ist. Levrek, (P. fluorescens) C1, F1 ve NCIMB 1953 suslarinda oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda hemoliz aktivitesi i¢in ¢izgi tarzinda da ekimler yapilmis

ve sonuglarin well difiizyon testiyle ayni oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.25.).

Sekil 4.25. A. hydrophila’da, ¢izgi ekiminde hemoliz zonu
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Sekil 4.26. A. hydrophila (11 ve ATCC 700183) suslarinda
well difiizyon testinde hemoliz zonu

Sekil 4.27. V. anguillarum (A6) susunda, well difiizyon testinde hemoliz

zonu
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Cizelge 4.7. Hemoliz aktivitesi i¢in well diffusion agar testi sonuglari

Sus Adi Olusan ortalama zon ¢ap1 (mm)
V. anguillarum ATCC 14,6
V. anguillarum A4 14
V. anguillarum A6 15,3
V. anguillarum Istanbul levrek 12
V. anguillarum Mersu 12

V. alginolyticus ATCC -

V. alginolyticus V5 -

V. alginolyticus V6 -

P. fluorescens C1 11
P. fluorescens NCIMB 1953 8
P. fluorescens F1 9
A. hydrophila ATCC 700183 16
A. hydrophila 11 17

Y. ruckeri Yavuzlar -

Y. ruckeri 15 -

Y. ruckeri 17 -

Y. ruckeri 18/1 -

Y. ruckeri 18/2 -

Y. ruckeri 28 -

Y. ruckeri 29/1 -

Y. ruckeri 30 -

Y. ruckeri 33 -

Y. ruckeri 34 -

Y. ruckeri 35 -

Y. ruckeri 36 -
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5. TARTISMA VE SONUC

Birgok mikroorganizma tiirii sosyal bir davranis sergilemektedir. Uretmis olduklar
sinyal molekiilleri aracilig1 ile birbirleri ile iletisim kurmakta, belirli bir ¢cogunluga
ulasip ulasmadiklarimi izlemekte ve yeter cogunluga ulastiklar1 anda da viriilens
faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir. Boylelikle,
konagin bagisiklik sistemini zamanindan 6nce uyarmayarak basarili bir infeksiyon

stirecini olusturmaktadir (Saragli, 2006).

Bakterilerin kullandiklar1 sinyallerin yapay sinir aglar1 ile olan benzerlikler gbze
carpmaktadir. Bakterilerin bir sinir ag1 o6zelliklerinin birgogunu barindirdig
bulgusundan hareketle bakteriler i¢in diisilk diizeyde bir zeka yapisi s6z konusu

olabilir (Hellingwerf, 2005).

Cevreyi algilama taramasi icin tiim hiicrelerde ¢ok yararli ve pratik bir yaklagim olan
0zel bakteriyel biyosensorler kullanilarak yapilan fenotipik biyoassay testlerinden
yararlanilmaktadir. Bu yontem olduk¢a hassastir ve yiliksek performansli sivi
kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography [HPLCs]) ile yiiksek
coziintirliikli kiitle spektrometresi (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry [LC-
MS]) gibi kapsamli enstriimantasyon (cerrahi aletlerle yapilan ¢aligma) arastirmasi
gerektirmez (Kawaguchi et al., 2008). Bu calismada da bakterilerde ¢evreyi algilama

sistemi fenotipik testlerle yapilmistir.

Izolatlarda &ncelikle BHL ve OdDHL sinyal molekiillerinin iiretimi, C. violaceum
CV026 ve A. tumafeciens NTI1 indikator suglarit kullanilarak arastirilmistir.
C. violaceum CV026 susu kullanilarak yapilan testlerde A. hydrophila’da, Y. ruckeri
suslarinin BHL sinyal molekiiliinii {irettiginin tespit edilirken V. anguillarum’un,
V. alginolyticus’un, P. fluorescens suslarinin ise tiretmedigi tespit edilmistir. BHL
sinyal molekiiliinli iiretmeyen suslar ve {ireten suslarin tamaminin A. tumefaciens
NT1 susu kullanilarak yapilan testte ise OdDHL sinyal molekiiliinii tiretebildiklerini
gostermistir.  Arastirmada ¢alisilan  tim Gram negatif Dbakteriyel balik
patojenlerininde OdDHL sinyal molekiiliinii iiretebildiklerinin tespitiyle bu
bakteriyel balik patojenlerinde ¢evreyi algilama sisteminin varlig1 ortaya konmustur.

Testin prensibine gore renk degisimine bakilarak s6z konusu balik patojenlerinin
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cevreyi algilama sistemini kullandig1 ispatlanmistir. Bakterilerdeki ¢evreyi algilama
sistemi; bakterilerin kendi arasinda olusturdugu operasyonun ta kendisi olup yeterli
cogunluga ulastiklarini algilayarak viriilens faktorlerini ayn1 anda aktiflestirmelerini

saglayan bir sistemdir.

Daha 6nce ki aragtirmalarda, balik patojenlerinden A. hydrophila BHL ve HHL,
A. salmonicida BHL ve HHL, V. anguillarum (Milton et al. 1997) ODHL, V. harveyi
OHBHL ve AI-2, V. vulnificus AL-2, V. fischeri (Williams, 2007) 3-Oxo0-C6-HSL,
P. fluorescens (Allison et al., 1998) HHL, P. fluorescens (Williams, 2007) 3-Oxo-
C10-HSL sinyal molekiillerinin varligr bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismalar ile
A. hydrophila’da BHL, V. anguillarum’da ODHL suslarindaki sonuglar benzerlik
gostermistir. Ancak Temperano et al. (2001)’de, Y. ruckeri’de sinyal molekiillerinin
varligmin belirlenmedigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada kulanilan Y. ruckeri
suslarinda BHL ve ODHL’nin varlig1 tespit edilmistir. Bununla beraber bildirilen

calismalardan farkli olarak P. fluorescens suslarinda BHL tespit edilmistir.

Cevreyi algilama araciligl ile kontrol edilen davranig bigimleri, ancak bir grup
bakteri tarafindan gergeklestirildiginde fonksiyonel olabilmektedir. Bu davranig
bicimleri arasinda bazi Vibrio tiirlerinde 151k olusturulmasi, P. aeruginosa’da
biyofilm yapimi, Photorhabdus luminescences’de antibiyotik iiretimi, ayrica degisik
tiir bakterilerde c¢esitli virlilens faktorlerinin sekresyonu, sporiilasyon, konjugasyon

ve pigment tiretimi sayilabilir (Xavier and Bassler, 2003).

Adezyon ve biyofilm olusumunun, c¢evresel kosullara ve kullanilan biyofilm
arastirmasinin tipine gore tek basina veya birbiriyle uyum i¢inde hareket eden birden
cok bakteriyel faktoriin katilimini gerektiren karmasik bir mekanizma oldugu goriisii
giderek daha fazla kabul gormektedir (Willems and Bonten, 2007). Bu denli
karmagik bir yapmin olusumu, hiicreler arasinda iletisimi gerekli kilmaktadir; bu
iletisim, bakteriler tarafindan, konsantrasyona bagimli bir bi¢imde bakteriyel
genlerin diizenlenmesinde degisiklige yol acan kii¢iik molekiillerin salinmast ve
baglanmas aracilifiyla gerceklesir. Bu molekiiller, DNA aligveris sinyallesmesi ve
toksin yapimi gibi g¢esitli islevlere sahiptirler (Post et al., 2008). Biyofilm

Ozelliklerinden bazilari; keratinositlere tutunma, c¢evreyi algilama genlerinin

62



ekspresyonu ve in vitro biyofilm olusturma sayilabilir (Wang et al., 2005; Post et al.,

2008).

Baliklarda ciddi viriilans olusturarak cesitli dokularda zararlara sebep olan bakteriyel
patojenlerden V. anguillarum, V. alginolyticus, P. fluorescens suslarinin tiimiinde
fenotipik olarak biyofilm olusumunun pozitif oldugu belirlenmistir. Biyofilm
olusumunu 4. hydrophila’da (Swift et al. 1997; Swift et al., 1999; Lynch et al.,
2002), V. alginolyticus (Ye et al., 2008) suslarinda, V. anguillarum (Croxatto et al.,
2002) suslarinda ele almiglardir. Bununla birlikte P. fluorescens’in (Giin ve Ekinci,
2009) LapA yiizey proteini araciligtyla biyofilm olusumunda doniigiimsiiz, tutunma
asamasinda ise destekleme fonksiyonlarini olusturdugunu bildirmislerdir. Bildirilen
bu c¢alismalardaki V. alginolyticus, V. anguillarum, P. fluorescens suslarindaki

biyofilm olusumu arastirmamizda da benzerlik gostermistir.

Kjelleberg et al. (1997), C. violaceum pigment iiretimini fenotipik olarak
diizenledigini bildirmislerdir. Arastirmamizda C. violaceum susu bildirilen bu
calismayla benzerlik gostermis ve ayni zamanda bu sus pigment aranan balik

patojenlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Croxatto et al. (2002), yaptiklart kapsamli bir ¢calismayla V. anguillarum suslarinda
tirozinle pigment tespitini belirtmiglerdir. Yaptigimiz c¢alismada V. anguillarum,
V. alginolyticus ve P. fluorescens suglarinin tamaminda tirozinin pigment iiretimini
artirdigt  optik  yogunluklarla goriilmistiir. Agarda yapilan c¢alisma da
P. fluorescens‘in bir susu ve P. aeruginosa PAOI tirozini saydamlastirmistir.
Testteki saydamlagsma gdsteren bakteriyel balik patojenlerinde tirozin aminoasidinin

pigment iiretimini uyardig1 sonucuna varilmistir.

Cevreyi algilama sistemi, besin kaynaklariin yetersiz oldugu durumlarda ramnolipid
liretimini uyararak besin kaynaklarinin bulundugu ortamlara dogru bakterinin hareket
etmesini saglar (Ulusoy, 2007; Gdze 2009). Insan patojeni olan P. aeruginosa PAO1
susuna 0zgi bir viriilans faktorii olan ramnolipid aktivitesi P. aeruginosa PAO1 susu
pozitif kontrol olarak kullanilan bu testte, bakteriyel balik patojenlerinden
P. fluorescens ve A. hydrophila suslarinin da tiimiiniin ramnolipidi {irettigi tespit

edilmistir. Ancak Y. ruckeri, V. anguillarum ve V. alginolyticus suslari ramnolipid
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testine cevap vermemistir. P. aeruginosa PAOI1 susuna 6zgii bir diger viriilans
faktorii olan elastaz aktivitesi P. aeruginosa PAO1 pozitif kontrol susunun olarak
kullanilan bu testte, pozitif kontrolin OD degerine bakilarak bakteriyel balik
patojenlerinden V. anguillarum, P. fluorescens, A. hydrophila ve Y. ruckeri
suslarinda daha az elastaz aktivitesine rastlanirkan V. alginolyticus suslarinda yiiksek

seviyede elastaz aktivitesine rastlanmistir.

Ye et al. (2008), V. alginolyticus suslarini ¢alisip bazi proteazlarin liretiminin ¢evreyi
algilama sisteminde LuxS tarafindan gergeklestigini belirtmislerdir. Ancak
arastirdigimiz V. alginolyticus suslar1 proteazi iiretmemistir. Baliklarda hastalik
olusumuna zemin hazirlayan ciddi viriilens faktorlerinden biri olan proteaz;
A. hydrophila, V. anguillarum’un tiim suslarinda ve P. fluorescens (C1 ve NCIMB
1953) suglarinda tespit edilirken bu aktiviteye V. alginolyticus suslarinda ve

P. fluorescens’in bir susunda rastlanmamustir.

Swift et al. (1997), A. hydrophila ve A. salmonicida izerinde yaptiklari bir calismada
proteaz aktivitesinin pozitifligiyle ¢evreyi algilama sisteminin bu bakterilerde oldugu

belirtmistir. Incelenen A. hydrophila suslarinda da proteaz sonuglari pozitiftir.

A. hydrophila, V. anguillarum, V. alginolyticus ve P. fluorescens’in tiim suslarinda
amilaz aktivitesi tespit edilmistir. Ancak c¢alisilan Y. ruckeri suslarinda amilaz
aktivitesi yoktur. Hatha et al. (2005), izole ettikleri hareketli Aeromonas suslarinin
kanli besiyerinde P-hemoliz olusturduklarini yaptiklar1 c¢alismayla bildirmistir.
A. hydrophila, P. fluorescens ve V. anguillarum’un tiim suslarinda tespit edilen
hemoliz aktivitesi baliklarda hastalik olusumuna zemin hazirlayan ciddi viriilens

faktorlerindendir.

Arastirmacilar DNA’larina yiiklenen programla bakterileri birbirleriyle iletisime
sokarak yaptiklar1 deneyde, milyarlarca bakterinin topluca ayni komutu yerine
getirdigini belirtmislerdir. Bilim insanlar1 birbirleriyle iletisim kurabilen milyarlarca
bakterinin ayni anda yonetilebilecegini ve belli gorevlere yonlendirilebilecegini

belirtmektedirler. Gelecekte akilli biyolojik cihazlarin giinliik yasama da
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yanstyacagini isaret etmektedirler. Akilli biyolojik cihazlarin bagariyla tip alani basta
olmak iizere, doku rejenerasyonunda dahi kullanilabilecegini belirtmislerdir

(Aleksandra, 2010).

Baliklarda hastalik yapabilmek icin bakteriyel patojenler birbirlerini sinyal
molekiilleri ile hissederek istedikleri cogunluga ulastiklarin1 anladiklar1 anda viriilens
faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarimi tetikler ve konak tizerindeki
etkisini gosterirler. En basit yapili canlilardan biri olarak bilinen bakterilerin
sistemlesmis milyarlarca hiicreden olusan baliklarda hastalik olusturarak dogal
ortamda ve yetistiricilik iinitelerinde nasil ciddi kayiplara sebep oldugu sorusunun
cevaplarindan birisi: ¢evreyi algilamadir. Hatta ¢evreyi algilamanin kontroliindeki en
etkili viriilens faktorii olan biyofilm; cansiz ya da canli bir yiizeye tutunmus bir¢ok
bakterinin salgiladiklart mukoz yap1 igersinde bir araya gelmesiyle olusan,
“mikroplar sehri” (Watnick and Kolter, 2000) olarak nitelenmistir. Biitiin bunlar ne
akillica davrandiklarini ispatlar niteliktedir. Cevreyi algilama bakterilerin diisiinerek
hareket ettiklerininde bir gostergesidir. Aralarindaki bakteriyel iletisimin kesilmesi

baliklar lizerindeki olumsuz etkilerini de biiylik oranda bitirecektir.

Su drlinleri yetistiriciliginde 1yi bir yoOnetim i¢in alternatif stratejiler olan
probiyotiklerin uygulanmas1 (Gatesoupe, 1999; Verschuere et al., 2000),
immunostimulantlar (Sakai, 1999) ve asilar (Newman, 1993; Gudding et al., 1999;
Heppell and Davis, 2000) gibi antimikrobiyeller basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir.
Ancak bu metotlara alternatif yeni metotlara gereksinim vardir ¢evreyi algilama da

bunlardan bir tanesidir (Defoirdt et al., 2004).

Bakteriyel patojenitenin hiicumunda, bakteriyel ¢evreyi algilama karmasik oldugu
icin (Wu et al., 2000; Kendall and Sperandio, 2007; Boyen et al., 2009), bakteriyel
patojenler tarafindan iiretilen sinyal molekiilleri, bakteriyel infeksiyonlarin takibi ve
teshis i¢in biyolojik isaretleyicilerdir (Kumari et al., 2008; Boyen et al., 2009).
Cevreyi algilama sinyal molekiillerinin tespiti, bakteriyel infeksiyonlar1 belirlemek

icin bir arac¢ olarak, ¢cok erken bir sathada daha yararli olabilir. Su anda 6nemli
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veteriner bakteriyel patojenlerin ¢evreyi algilama sinyal molekiillerinin belirlendigi

mevcut olan raporlar bulunmamaktadir (Boyen et al., 2009).

Bakteri kadar kiiclik bir canlinin tek giicii genleridir. Cevreyi algilama genlerinin
ekspresyonuna hilkkmeden bir sistem olduguna gore bu alanda ¢alismalarin artirilmasi
cevreyi algilama ile ilgili her sorunun detaylica aragtirilmasi bakteri diinyasindaki
infeksiyon giicilinlin azaltilmasi su {riinleri yetistiriciliginde hastaliktan korunmanin

alternatif bir metodu olarak onerilebilir.
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