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ETIiK BEYANI

Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii tez yazim
kurallarina uygun olarak ve bilimsel ahlak ve geleneklere aykir diisecek bir yol ve
yardima basvurmaksizin hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi, tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar bilimsel etik
ve ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu, tez c¢aligmasinda yararlandigim
eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak gosterdigimi, kullanilan verilerde ve
ortaya ¢ikan sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde sundugum
¢alismanm 6zgiin oldugunu, tezimle ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara katlanacagimi
bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarm kabullendigimi
beyan ederim.
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OZET
Doktora Tezi

KULTUR BALIKLARINDAN iZOLE EDILEN Aeromonas hydrophila
SUSLARINDA FENOLIK BILESENLERIN CEVREYI ALGILAMA
SISTEMI UZERINE INHIBiSYON ETKISi VE SUSLAR ARASINDAKI
KLONAL ILiSKIiNiN PULSED FIELD JEL ELEKTROFOREZ
YONTEMIYLE BELIRLENMESI

Nurdan FiLiK

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

II. Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ebru ONEM

Arastirmada baliklarda 6liimciil Motile Aeromonas Septisemisi etkeni viriilans faktorlerini
cevreyi algilama sistemiyle yoneten toksikolojik agidan oldukga giiglii Aeromonas hydrophila
suslar1 ¢calisilmistir.

Hasta baliklardan izole edilen 20 A. hydrophila susu ile A hydrophila ATCC 7966 referans
susunun antibiyotik diren¢ profilleri incelenmis, viriilanslardan sorumlu ahyl ve ahyR genleri
Polymerase Chain Reaction (PCR) ile arastirilmistir. Ayrica bazi fenolik bilesenlerin A.
hydrophila suslarinda ¢evreyi algilama sisteminin yonetimindeki biyofilm, B-hemolitik aktivite,
elastolitik aktivite {izerine inhibisyon etkisi aragtirilmig ve suslar arasindaki iligki Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE) yontemiyle incelenmistir.

A. hydrophila suslar1 28 antibiyotige karsi taranmus 12 antibiyotige direngli, 14 antibiyotige
duyarli, 2 antibiyotige orta derecede duyarli oldugu belirlenmistir. Antibiyogramda en dikkat
¢eken suglarin tedavide etkili oldugu bilinen oksitetrasikline direngli olusudur.

PCR analiziyle ¢evreyi algilama sisteminin yonetimindeki viriilans olusumundan sorumlu ahyl
ve ahyR genlerinin ikisi de tiim A. hydrophila suslarinda saptanmustir.

A. hydrophila suglarinda gevreyi algilama sisteminin yonetimindeki viriilans faktorleri biyofilm,
B-hemolitik aktivite, elastolitik aktivite iizerine inhibisyon etkisi arastirilmak iizere fenolik
bilesenlerden gallik asit, rosmarinik asit, vanilik asit kullanilmistir ve viriilans inhibisyon
testlerinde taranan fenolik bilesenlerin onemli inhibisyon etkisinin oldugu belirlenmistir.
Ozellikle rosmarinik asidin biyofilm iizerine, vanilik asitin p-hemolitik aktivite ve elastolitik
aktivite {izerine inhibisyon etkisinin gii¢lii oldugu bulunmustur. Sonuglarin istatistiksel olarak
anlaml oldugu (P<0.05) gorilmustiir.

PFGE yontemiyle suslar arasindaki molekiiler epidemiyolojik iliskinin arastirilmasinda 21 A.
hydrophila sugunun 17 farkli genotip (pulsotip) olusturdugu saptanmistir.

Sonugta A. hydrophila’nin viriilansindan g¢evreyi algilama sistemi sorumludur ve bu sayede
hastalik siirecini yonetir. Hastalik olusumunda kritik 6nemde olan cevreyi algilama sisteminin
fenolik bilesenlerle inhibisyonunun saglanarak aralarindaki iletisimin bloke edilmesiyle
hastaliklarin kontrol altinda tutulmasi bakterilerle miicadelede 6nemli bir stratejidir.

Anahtar kelimeler: Cevreyi algilama sistemi, Molekiiler epidemiyolojik iliski
(PFGE), A. hydrophila, Fenolik bilesenler

2020, 127 sayfa



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

INHIBITION EFFECT OF PHENOLIC COMPOUNDS ON QUORUM
SENSING SYSTEM AND DETERMINATION OF CLONAL
RELATIONSHIP BETWEEN STRAINS BY PULSED FIELD GEL
ELECTROPHORESIS IN Aeromonas hydrophila ISOLATED FROM
CULTURE FISHES

Nurdan FiLiK

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ebru ONEM

Research deadly Motile Aeromonas Septicemia agent in fish virulence factors manage with
guorum sensing system toxicologically very strong Aeromonas hydrophila strains were studied.
Antibiotic resistance profiles 20 A. hydrophila strains isolated from sick fish and A. hydrophila
ATCC 7966 reference strain were examined, ahyl and ahyR genes responsible for virulence
investigated by Polymerase Chain Reaction (PCR). Additionally some phenolic compounds
investigated inhibition effect on biofilm, B-hemolytic activity, elastolytic activity management
guorum sensing system A. hydrophila strains and relationship between strains examined by
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) method.

A. hydrophila strains were screened against 28 antibiotics, 12 antibiotic resistant, 14 antibiotic
sensitive, and 2 antibiotics moderately sensitive. The most striking strains antibiogram resistant
oxytetracycline which known to be effective treatment.

Both ahyl and ahyR genes responsible for virulence formation management quorum sensing
system by PCR detected all A. hydrophila strains.

A. hydrophila strains, phenolic components gallic acid, rosmarinic acid, vanilic acid were used to
investigated virulence factors biofilm, B-hemolytic activity, elastolytic activity management
guorum sensing system and determined phenolic components screened virulence inhibition tests
significant inhibition effect. Especially rosmarinic acid found strong inhibitory effect on biofilm
and vanilic acid on B-hemolytic activity and elastolytic activity. Results observe statistically
significant (P<0.05).

Investigation molecular epidemiological relationship between strains by PFGE method found 21
A. hydrophila strains formed 17 different genotypes (pulsotypes).

Ultimately quorum sensing system responsible for virulence of A. hydrophila and manages
disease process. Keeping diseases under control by blocking communication between them by
disease formation ensuring critical quorum sensing system inhibition with phenolic components
important strategy struggle against bacteria.

Key Words: Quorum sensing system, Molecular epidemiological relationship
(PFGE), A. hydrophila, Phenolic components

2020, 127 pages
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1. GIRIS

Bakteriler arasi iletisimin temeli “Sanirim bir bakteri toplulugu, birka¢ bakteriden
daha giiglii ve bu nedenle bir¢ok engeli asabiliyorlar” yorumu ile “Cevreyi Algilama”
(Quorum Sensing, QS)’in dolayl olarak ilk taniminin yapilmasiyla olmustur (Smith,
1905). Iste bu sdzlerden yillar sonra, yapilan ¢alismalar ile tek hiicreli bakterilerin
birbirileri ile iletisim kurabildigi ve degisen bir ortama yanit verebildikleri
gosterilmistir. Giinlimiizde bakterilerin sinyal molekiillerini kullanarak, genlerinin alt

gruplarini senkronize edip birlikte hareket edebildikleri bilinmektedir.

Cevreyi algilama sistemlerinin belirlenmesi ile bakterilerin sinyal molekiillerini
kullanarak biyofilm olusturduklari, antibiyotiklere diren¢ gelistirdikleri, kronik
enfeksiyonlara neden olduklar gosterilmistir (Fuqua vd., 1994).

Cevreyi algilama sisteminin ayrintili olarak agiklandigi ilk ¢alisma Vibrio fischeri ve
Vibrio harveyi Dbakterileri lizerinde gerceklestirilmistir. Denizde yasayan
biyoliiminesans bakterisi V. fischeri sivi kiiltiirlerde gelistirilmis ve 1s1k olusumunun
yalnizca ortamdaki bakteri sayisinin ¢ok fazla oldugu yogunluklarda meydana
geldigi gozlemlenmistir (Greenberg, 1997). Bu c¢aligma, bugiin diger c¢evreyi
algilama sistemlerine 6rnek olan, V. fischeri’deki ¢evreyi algilama mekanizmasinin
esas modelini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica bu ¢alismada ¢evreyi algilama sistemi sinyal

molekiilii olan N-3-0kzo-hekzanoil-L-homoserin lakton bulunmustur (Onem, 2013).

Bunu takip eden yillarda, N-acyl homoserin lakton (AHL)’ye bagli ¢evreyi algilama
mekanizmalarinin sadece V. fischeri ve V. harveyi bakterileriyle sinirli olmadigi
bircok bakteri tiirlinde bu molekiillerin bilinen 50°den fazla 6rneginin var oldugu
ortaya konmustur (Gray ve Garey, 2001). 1990 larin baslarinda bir grup arastirmaci
(Bainton vd., 1992) karbapenem antibiyotiklerini iiretemeyen Erwinia carotovora
mutantlarda eksik genlerin tespiti lizerine ¢alismistir. Mutant gruplarmdan
antibiyotik tliretemeyen grup ikinci bir mutant grubuyla birlikte besi ortamina
karbapenemi iiretebildiklerini tespit etmislerdir. Arastirmalar sonunda ikinci gruptaki
mutantlarin birinci grupta antibiyotik tretimini tetikleyen bir “sinyal molekilii”
sentezledigini anlamiglardir. Calismada ilging olan mutant bakteride goriilen sinyal

molekiiliniin V. fischeri’de 1s1tk olusumunu tetiklemek ig¢in kullanilan sinyal
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molekiilii ile ayn1 olmasi olup bu calisma c¢evreyi algilama sisteminin farkli bir
yoniiniin ortaya ¢ikmasini saglamistir (Bainton vd., 1992; Onem, 2013). Daha sonra
bu konu iizerine yapilan bir¢cok calisma da farkli organizmalrda ¢ok fazla sayida

cevreyi algilama sistemi oldugu tanimlanmistir (Winson vd., 1995; Onem, 2013).

Giliniimiizde ¢evreyi algilama sistemini kullanan bir¢ok bakteri tiirliniin sosyal bir
davranig sergiledigi, liretmis olduklar1 sinyal molekiilleri araciligi ile birbirleri ile
iletisim kurdugu, belirli bir ¢ogunluga ulasip ulagsmadiklarini izledigi ve yeter
cogunluga ulastiklar1 anda da virillans faktorlerinin sentezi gibi kritik gen
ekspresyonlarini tetikledigi ispatlanmigtir. Bakterilerin konagin bagisiklik sistemini
zamanindan Once uyaramayarak basarili bir hastalik silirecini olusturdugu
goriilmistiir (Saragli, 2006). Bu nedenle biyoteknolojik ¢alismalar artik sistemin en
onemli pargasi ve iletisimi baslatan molekiil olan AHL ve AHL antagonistlerinin
gelistirilmesine odaklanmistir. Balik hastaliklarinin tedavisinde bu tip molekiillerin
kullanimi, bakteriler arasi haberlesmenin bloke edilerek viriilansin azaltmasi ve
dolayistyla hastaliklarin kontroliine firsat verecek yeni bir tedavi yaklagimi olarak

distiniilmektedir.

A. hydrophila'nin ¢evreyi algilama sistemi {izerine fenolik bilesiklerle inhibisyon
etkisinin arastirilmasi bu firsat¢1 patojene karsi antibiyotik gereksinimini azaltarak
dogal maddelerin kullaniminmi esas almaktadir. Cevreyi algilama sisteminin viriilans
faktorlerinin regiilasyonundan sorumlu olmasindan dolay1 bu sistemin inhibisyonu
saglanarak bakterilerle miicadelede yeni profilaktif stratejileri giindeme gelmektedir.
Bu amagcla cevreyi algilama siteminde Onemli rolii olan acil homoserin lakton
molekiillerinin  analoglar1 ¢evreyi algilama sisteminin inhibisyonu {iizerine
denenmektedir. Bu ¢alisma ile baliklarda 6nemli bir patojen olan A. hydrophila’da
viriilanstan sorumlu olan ve Tlretimi c¢evreyi algilama sistemi kontroliinde
gerceklesen bazi viriilans faktorleri ile biyofilm olusumunun inhibisyonu bazi fenolik

bilesikler (gallik asit, vanilik asit, rosmarinik asit) kullanilarak arastirilmistir.

A. hydrophila ve hareketli Aeromonas'larin patojenitesi, tiretmis olduklart sitotoksik
(B-hemolisin) ve sitotonik (kolera benzeri) enterotoksinlerden kaynaklanan
ekzotoksin tlireten 6nemli bir patojen olmasi nedeni ile baliklarda hastalik olusturarak

yiksek mortalite gostermektedir. Balik oliimlerine neden olan A. hydrophila
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suslarmin farkli bolgelerdeki epidemiyolojik iligkinin ortaya konulmasi patojenin
orjini ve yayilimi hakkinda bilgi verecektir. Bu anlamda suslar arasindaki klonal
iliskinin pulsed field jel elektroforez yontemiyle belirlenmesi salginlarin belirlenmesi

ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir.

Bu aragtirmanin amaci patojenik bir bakteri olan A. hydrophila suslarinda cevreyi
algilama sisteminin yonetimindeki viriilans faktorlerinin olusumundan sorumlu olan
ahyl ve ahyR genlerinin varliginin saptanmasi, A. hydrophila suslarinda ¢evreyi
algilama sisteminin yonetimindeki biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve
elastolitik aktivitenin bazi fenolik bilesenlerle (gallik asit, rosmarinik asit ve vanilik
asit) inhibisyonunun arastirilmasit ve A. hydrophila suslar1 arasindaki molekiiler

epidemiyolojik iliskinin incelenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Cevreyi Algilama (Quorum Sensing)

Cevreyi algilama sistemi bakteriye hayatina devam etmesi igin gii¢ katan bir
sistemdir (Chu vd., 2015). Bakteriler sosyal bir davranisla, {iretmis olduklar1 sinyal
molekiilleri aracilifiyla birbirleri ile iletisim kurmakta, belirli bir ¢ogunluga ulasip
ulagmadiklarin1 izlemekte ve yeter c¢ogunluga ulastiklari anda da viriilans
faktorlerinin sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir. Bdoylelikle,
bakteri esik degere ulasmadan immun sistem kendisini fark etmeden Once biyofilm
olusturarak konagin bagisiklik sistemini zamanindan 6nce uyarmayarak basarili bir
hastalik siirecini olusturmaktadir (Saragli, 2006). Bakterilerde ¢ok fazla sinyal
molekiilii tanimlanmis olup Gram negatif bakterilerde yaygin olarak N-Acyl
homoserin lakton sinyal molekiilii adi1 verilen molekiiller goriilmektedir. Firsat¢1 bir
patojen olan A. hydrophila’da ¢evreyi algilama sistemini, viriilans faktorleri tiretmek,
biyofilm olusumunu saglamak gibi hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii olan

olaylarin diizenlenmesinde kullanir (Anguita vd., 1993).

Bakteri-bakteri iletisim ile popiilasyon yogunluguna bagli iletisim mekanizmasi
cevreyi algilama sistemi olarak adlandirilmakta ve pek c¢ok bakteri cinsinde
goriilmektedir. Bakteriler arasindaki bu iletisimin temeli, bakterilerin bulunduklar
ortama otouyarict (Al) sinyal molekiilii olarak adlandirilan birtakim maddeleri
sentezlemeleri ve sentezlenen bu maddelerin yogunlugu ile ortamdaki popiilasyon
yogunluklarini algilayabilmeleri ve bunun neticesinde de sinyal molekiillerinin 6zel
genlerin ekspresyonun da rol oynamasina dayanmaktadir. (Lerat ve Moran, 2004).
Bakterilerde bu sekliyle yiizlerce kolektif davranis mevcuttur, fakat bunlar igerisinde

en 6nemli olan1 virlilans faktorlerinin sentezidir (Henke ve Bassler, 2004).

Firsatc1 bir patojen olan A. hydrophila’da ¢evreyi algilama sistemiyle viriilans
faktorleri tretmek, biyofilm olusturmak, proteaz aktivitesi gibi hastaligin
patogenezinde Onemli rolii olan olaylar1 diizenler. Cevreyi algilama sisteminin
bakterilerin viriilans faktorlerinin regiilasyonundan sorumlu oldugunun kesfinden

sonra bakterilerle miicadelede yeni profilaktif stratejiler olarak bu sistemin



inhibisyonunun saglanmasi énem kazanmigtir (Xavier ve Bassler, 2003; Henke ve
Bassler, 2004; Onem, 2013).

Bakterilerin her gegen giin antibiyotiklere gosterdikleri direng ve o6zellikle bu
direncin bakterilerde goriilen bazi mekanizmalar disinda biyofilm olusumu ile de
artiyor olmasi bakterilerle miicadelede yeni stratejilerin gelistirilmesini zorunlu hale
getirmistir. Biyofilm olusumunun enfeksiy6z hastaliklarin %80’inden sorumlu
olmasi ve etkin bir tedavinin gergeklestirilmesini engellemesi nedeniyle ¢evreyi
algilama sistemi kontroliinde gerceklesen biyofilm olusumunun inhibisyonu {izerine
calismalar yogunlagsmistir. Bakteri kokenli enfeksiyonlarda enfeksiyona neden olan
viriilans faktorlerinin ¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol ediliyor olmast,
calismalar1 bu sistemin inhibisyonu iizerine yogunlastirmistir. Bu amagcla sistemin
inhibisyonu iizerine ¢ok fazla sayida sentetik molekiil taranmaktadir. Bununla
birlikte A. hydrophila kaynakli balik enfeksiyonlarinda miicadelede ¢alisilan suslarin
molekiiler epidemiyolojik olarak tanimlanmasiyla olasi bir bulaginin ortaya konarak

etken ile savasta basar1 artacaktir.

2.2. Aeromonas hydrophila

A. hydrophila (Sekil 2.1) Gram negatif, ¢ubuk sekilli, firsatgi, hareketli, spor
olusturmayan, sitokrom oksidaz pozitif, O/F glukoz testinde fermantatif reaksiyon
veren, Vibriostat (O/129) testine direngli, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir (Hazen
vd., 1978; Aoki, 1999; Rey vd., 2009; Laith ve Najiah, 2013; Austin ve Austin,
2016). A. hydrophila Tryptik Soy Agarda (TSA) piiriizsiiz, digbiikey, yuvarlak
formda ve krem renkli koloniler olusturur (Abbott vd., 2003; El-Fatlawy ve El-
Hadrawy, 2014). Bu bakteri, 1lik iklimlerde, diinya genelinde tatli, aci su, deniz,
nehir, klor ve klorsuz su kaynaklarinda yiliksek miktarlarda bulunur (Hazen vd.,
1978; Kaper vd., 1980; Van der Kooj, 1988). Bakteri 28°C'de optimal gelisrken,
ancak ayni zamanda 4°C ile 37°C aralikta yasayabilir (Agger vd., 2018). Bu bakteri
jelatin, hemoglobin ve elastin gibi maddeleri sindirebilir (Mathewson ve Dupont,
1992).

A. hydrophila hem baliklarda (Santos vd., 1998; Rehulka, 2002) hem de insanlarda
hastalik olusturan zoonoz bir bakteridir (Werner ve Rutherford, 1990; Bottarelli ve
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Ossiprandi, 1999; Lehone ve Rawlin, 2000; Davies vd., 2001; Castro, 2002).
Aeromonas tiirleri baliklarda Hareketli Aeromonas Septisemi (Motile Aeromonas

Septisemisi, MAS) hastaligina neden olur ve ciddi mortaliteyle sonug¢lanir (Austin ve
Austin, 2016).

.

Sekil 2.1. A. hydrophila (Gavin, 2002)

2.2.1. Genom yapisi

A. hydrophilasusu ATCC 7966™ susunun genomunun tamami bilinmektedir
(Seshadri vd., 2006). Genom, %61.5 GC igerigi olan single circular 4.744.448 bp
kromozomdan olusur (Seshadri vd., 2006; NCBI Genome Project, 2006). Tiim
genom 4.122 protein kodlayan gen ve 159 RNA geninden (128 tRNA genleri ve 30
rRNA genleri) olusur (Grigoriev vd., 2012; Nordberg vd., 2014).A.
hydrophila ATCC 7966 nin tiim genom dizisi, bu patojenin kimligini agiklar,
ortamda biiylimesini saglar, viriilansin1 olusturur, tim hayatsal mekanizmasini
yonetir, oksijensiz ortamda hayatta kalabilmesini saglar, insanlarda ve baliklarda

kolonileserek hastaliga neden olmasini yonetir (Seshadri vd., 2006).
2.2.2. Hiicre yapisi ve metabolizmasi

A. hydrophila'nin biyosentetik yetenekleri kapsamlidir. Krebs doéngiisiine (TCA
cycle) biyosentetik reaksiyonlariyla katilmaktadir (Seshadri vd., 2006).



2.2.3. A. hydrophila patogenezi

A. hydrophila hem baliklarda hem de insanlarda hastaliklara neden olur (Seshadri
vd., 2006). A. hydrophila yapisi nedeniyle ¢ok toksiktir. Bilim adamlar1 A.
hydrophila’nin patojenik bir bakteri oldugunu ispatlamislardir (Seshadri vd., 2006).
Polar flagella A. hydrophila’nin yilizeye tutunmasini lateral flagella ise
kolonizasyonunu ger¢eklestirir (Al-Fatlawy ve Al-Hadrawy, 2014). A. hydrophila bir
polar flagellum tarafindan harekete gecer. Doku hasarina neden olan aerolisin
sitotoksik enterotoksin iiretir (Agger vd., 2018). Balik veya insan viicuduna
girdiginde kan dolagimiyla organlara geger. Tip II salgi sistemiyle Act toksini tiretilir
ve salgilanir. Toksin, hiicreye giiglii reseptorlerle baglanir, hiicre yiizeyinde
heptamerik porlar olusturur, oligomerizasyonu baslatir, hiicre 6liimii ve sonugta doku
tahribatina neden olur. A. hydrophila bagisikligi zayif baliklar1 aninda enfekte eder
(Albert vd., 2000; Chopra vd., 2000). Yakin zamanda calisilan Tip III sekresyon
sistemi (TTSS) Aeromonas patogenezine tanimlanmistir. TTSS, viriilans faktorlerini
konak hiicreye istila eder. Patojenik bakteriler tarafindan salgilanan ve TTSS yoluyla
transloke edilen viriilanslar hiicre hasarin1 ve apoptozunu (programli hiicre
Olumiiniin) gerceklesitirilmesinden sorumlu olan efektéor molekiillerdir. Bu
viriillanslar ve toksinler, balikta hastaliga neden olan patojenik A. hydrophila’da
tespit edilmistir (Snower vd., 1989). Tip IV pilinin tutunmasi, ekstraseliiler proteazin
dokulara zarar vermesi, kapsiiliiniin toksik yetenekleri, polar ve lateral flagella gibi
tim viriilans faktorleri hiicrenin elemanlarini yok etmeye ve hiicreleri 6ldiirmeye
odakhidir (Seshadri vd., 2006; Al-Fatlawy ve Al-Hadrawy, 2014). Aeromonas
tiirlerinin patojenitesi, aerolizin, lipaz, kitinaz, amilaz, jelatinaz, hemolisin ve
enterotoksin gibi bir dizi ekstraseliiler protein tarafindan gelisir. Bununla birlikte

patojenik mekanizmalar: hala arastirilmaktadir (Snower vd., 1989).

2.3. Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS)

A. hydrophila baliklarda hemorajik septisemi ile seyreden ve agir kayiplarla
sonuclanan MAS enfeksiyonuna neden olur (Austin ve Austin, 2016). Hareketli
Aeromonas Septisemisi “’Red Fin Disease’’, ’Red Pest”’, “’Infectious Abdominal
Dropsy’’ adlariyla da bilinmektedir ve literatiirlere ge¢mistir (Roberts ve Shepherd,
2001; Oztiirk ve Altinok, 2014). MAS genellikle baliklarda firsatg1 veya sekonder
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patojen olarak diisiiniilse de A. hydrophila’nin mortalite ve salginlarda primer etken
oldugu belirlenmistir (Pathiratne vd., 1994; Yambot, 1998; Nielsen vd., 2001; Fang
vd., 2004; Xia vd., 2004). Bu bakteri 1-2 hafta gibi kisa bir siirede %80-100 6liim
oraniyla sonuglanan hastalik salginlar1 olusturmaktadir (Lukistyowati, 2012;
Kusdarwati vd., 2017; Christy vd., 2019). MAS hastaliginin en énemli semptomlari
baliklarda deri ve kaslarda kanama, karaciger, bobrek ve dalakta hiperemi, i¢
organlarda doku kaybi, iilserler, yiizge¢c kaybi, epidermiste hiperplazi, agiz
cevresinde erozyonlar, periorbital 6dem, ekzoftalmus, dropsi olarak goriilmektedir

(Mancini vd., 1997; Erer, 2002; Saglam vd., 2006).

2.4. A. hydrophila’da Cevreyi Algilama Sistemi

Cevreyi Algilama Sistemi bakteri-bakteri arasindaki iletisim mekanizmasi olup, N-
acyl homoserin lakton (AHL) molekiilleri (Sekil 2.2) araciligiyla bakterilerin yeterli
sayida cogunluga ulastiklarim1 anladiklar1 anda viriilans faktorleri gibi kritik gen
ekspresyonlarini tetikledikleri ve hastaligi olusturduklar1 bir siirectir (Bosgelmez-
Timnaz, 2003). Boylelikle, konakta hastalik olusturabilecek yeterli ¢ogunluga
ulagincaya kadar bagisiklik sistemi tarafindan patojen bakterinin fark edilmemesi
saglanarak basarili bir hastalik siireci olusturulur (Jayaraman ve Wood, 2008). QS

sistemi hiyerarsik bir QS dongiisii tarafindan kontrol edilir (Zhu ve Winans 2001).

R O

O
AHL

Sekil 2.2. N-acyl homoserin lakton (AHL) molekiilii (Dong ve Zhang, 2005)

Giiniimiizde bakterilerin asosyal olmadiklari, degisen ortam Kosullarina uyumlarini
kolaylastirmak i¢in karmasik hiicreler arasi iletisim sistemlerini kullandiklar1 kabul
edilmektedir (Swift vd., 1994).



Cevreyi algilama, bakterinin autoinducer veya feromon olarak adlandirilan sinyal
molekiillerini tireterek kendi hiicre yogunlugunu bakteriye izleten bir sitemdir (Sekil
2.3). Viriilans faktorlerinin tiretimi, lag fazindan ¢ikma, ekzoenzimlerin {iretimi, bazi
pigment lretimleri, plazmidlerin konjugasyonla transferi, sporulasyon, toplu kagis,
konjugasyon, hiicre bdliinmesi, biyoliiminesens, antibiyotik biyosentezi, biyofilm
olusumu, konjugasyon gibi bakteriyel hayati fonksiyonlar bu sistemle
yonetilmektedir (Fuqua vd., 1994; Hardman vd., 1998; Bosgelmez-Tinaz, 2003;
Bruhn vd., 2005; Sequences, 2008).
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Sekil 2.3. Bakteriyel QS sinyal molekiillerinin yapisi, sinyal molekiillerinin 3 ana
molekiil smifi; N-acyl homoserine laktonlari, autoinducer-2 ve
autoinducer peptidler (Lade vd., 2014)

Gram (-) ¢ubuk sekilli bakterilerde otoindiiksiyon (6rnegin AHL molekili) bir
bakteri tarafindan LuxI kimyasal reaksiyon triinleri araciligiyla sentezlenir ve salinir.
Bagka bir bakterinin LUXR kimyasal reaksiyon iiriinii cevap vererek reseptor
proteinine baglanir ve AHL molekiiliinii algilar (6rnegin A. hydrophila). Gram
pozitiflerde sinyal molekiilii AIP’dir. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin her

ikisinde de tasiyic1 LuxS/Lsr’dir. Otoindiiksiyon sentezlenir LuxS ile ilgili kimyasal



reaksiyon triinleri araciligryla salinir ve bakteri ayrica Lsr tasiyicist aracilifiyla

yeniden kaydeder ve genlerin diizenlenmesini yapar (Raffa vd., 2005).

A. hydrophila’daki AHL ile Escherichia coli QseB ve QseC gen sistemi arasinda
tiirler arasi iletisimde s6z konusudur (Kozlova vd., 2012; Sarkodie vd., 2019).

E. coli bakterisi QseB ve QseC gen sistemleriyle bakteri iletisimine cevap vermek ve
virlilans faktorlerini sentezlemek igin kullanir. QseC'nin engelenmesinin, tiir ici
iletisimi keser ve viriilanst 6nemli dl¢lide azaltir (Kostakioti vd., 2009). En yaygin
Autoinducer molekiilleri N-acylhomoserin laktone (AHLs) molekiilleridir ve bu
sinyallesme mekanizmasi birgok literatiirle kanmitlanmistir (Haque vd., 2018). A.
hydrophila’da bu autoinducer molekiillerden biri olan ¢evreyi algilama sistemi
yonetimindeki N-acylhomoserin lakton (AHL) molekiilleriyle iletisim oldugu gibi A.
hydrophila’da QseB ve QseC sistemi de vardir. A. hydrophila’daki AHL ile QseB ve
QseC gen sistemi arasinda cross talk yani tiirler arasi iletisimde s6z konusudur. A.
hydrophila’da autoinducerler Al-1, Al-2 ve AL-3 sistemleri birbirleriyle koordine
halinde biyofilm olusumundan sorumludur. A. hydrophila’nin klinik suslarinin
gevreyi algilama virtilans faktorlerini diizenlemesinde QseB ve QseC genleri de
etkilidir (Kozlova vd., 2012; Sarkodie vd., 2019).

E. coli populasyonundaki her bir bakteri diger bakterilerle tipki arkadas gibi ayni
anda calisma 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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Sekil 2.4. E. coli populasyonundaki her bir bakterinin kurulmus birer molekiiler saat
gibi davranarak olusturduklar1 ¢evreyi algilama sistemi (Fussenegger,
2010)

2.5. A. hydrophila’da Cevreyi Algilama Sistemi Yonetimindeki Viriilans

Faktorleri

Viriilans, bir bakteri grubu veya tiirii igerisinde patojenitesinin derecesini
tanimlamaktadir. Bakterinin hastalig1 baglatmasi (infektivite) ve bu hastaligin siddeti
(derecesi) olmak iizere genel anlamda iki 6zelligi kapsamaktadir. Bu 6zellikler g6z
Ontine alindiginda patojen bir tiir igerisinde az, orta ve c¢ok viriilent suslar

bulunabilmektedir (Giilay, 2010).

Bakterinin viriilans1 genomda bulunan patojenite adalari (PI) denilen 6zel bolgelerde
ve plazmidlerde kodlanan viriilans genleri ile diizenlenir. Bagka bir deyisle bakteri
genomunda viriilanstan sorumlu genlerin yer aldigt DNA segmentidir (Tendolkar
vd., 2003; Shankar vd., 2006; Upadhyaya vd., 2009).

Aeromonas sp. tiirlerinde viriilans faktorleri yiiksek bakteri yogunluguna bagli olarak
cevreyi algilama sisteminin kontroliindeki genlerin ekspresyonuyla ortaya ¢ikar
(Jangid vd., 2007). A. hydrophila'nin viriilans seviyesi, tirettigi toksinlere baglhidir
(Rahman vd., 1997).
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Viriilans faktor iiretimi bakteride genetik diizeyde regiile edilir. DNA diizeyindeki
regiilasyonun biiyiikk kismi spesifik viriilans faktorleri kodlayan gendeki yeniden
diizenlemeleri, promotor veya diger regiilator elemanlar1 igeren genlerdeki
degisimleri veya yeniden diizenlemeleri igerir (Woods, 2004). Viriilans faktorlerinin
tiretimindeki farkliligin olast bir mekanizmasi; viriilans faktorlerini kodlayan
genlerin expresyonunun, kompleks bir diizenleyici gen ag1 ile farkli cevresel

uyarilara yanit olarak diizenlenmesidir (Pier, 2007).

A. hydrophila AHL molekiilleri araciligiyla c¢evreyi algilama sisteminin
yonetimindeki viriilanslar hemolizinler, sitotoksinler, enterotoksinler, proteazlar ve
dermonekrotik faktorlerdir (Sekil 2.5) (Angka, 1990; Mateos vd., 1992; Rodrigues
vd.,, 1992a; Rasmussen-lvey vd., 2016). A. hydrophila’nin dermonekrotik
faktorlerinin balik dliimleri tizerindeki etkileri kanitlanmistir (Leblanc vd., 1981).
Hasta baliklardaki A. hydrophila’nin tespiti i¢in elastaz 6nemli taksonomik bir
kriterdir (Santos vd., 1988).

Aeromonas spp. a-hemolizin (Ljungh vd., 1981), hemoaglutinasyon (Burke vd.,
1984), glisero-fosfolipid-kolesterol acyltransferaz (Macintyre ve Buckley 1978),
lipaz (Anguita vd., 1993), yiizey adezinleri (fimbria) (Baylan ve Yilmaz, 2004),
metalloproteaz (Swift vd., 1999) ve serine proteaz (Whitby vd., 1992) igeren bir dizi
viriilans mekanizmalarina sahiptir. A. hydrophila’da AHL molekiilii olan (N-
butanoyl-L-homoserin  lakton [BHL]) LuxRl homologu AhyRIl geniyle
kodlanmaktadir ve serine proteaz iiretimini gevreyi algilama sistemiyle tiretmektedir
(Swift vd., 1997).

A. hydrophila’da ¢evreyi algilama sinyal molekiillerinden BHL ve OdDHL
molekiilleri araciligiyla ramnolipid, proteaz, amilaz, hemoliz, elastaz gibi ¢evreyi
algilama sistemi tarafindan yonetilen baliklarda hastalik olusturan tehlikeli viriilans

faktorlerini tiretmektedir (Filik ve Kubilay, 2020).

A. hydrophilanin viriilans seviyesi, irettigi toksinlere baghdir. A. hydrophila
enfeksiyonunun patojenitesi sitotoksinler, proteazlar, S tabakalar1 ve aerolysin gibi
cesitli virlilans faktorlerinin iiretilmesinden kaynaklanmaktadir (Rahman vd., 1997).

Aerolysin, Aeromonas sp. tarafindan iiretilir ve hemolitik ve enterotoksik aktiviteden
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sorumludur (Xu, vd., 1998). Aerolysin (aerA), Aeromonas susunun patojenitesini
tanimlamak i¢in kullanilan viriilanslardan biri olarak tanimlanmistir (Zhang vd.,
2013; Christy vd., 2019). Christy vd., (2019)’e gore A. hydrophila, niikleaz,
acrolisin, serin ve proteaz olarak bilinen dort viriilans genine daha sahiptir. Aera ve
hlyA geni, hemoliz ve aerolisin toksinlerinin iiretilmesinden sorumlu olan ana
genlerdir, aerolisin, hemolitik ve sitolitik ozelliklere sahip A. hydrophila suslart
tarafindan tretilen hiicre dis1 bir proteindir. A. hydrophila’daki aerolysin toksinleri,
yag tabakasina girmeden ve delikler olusturmadan Once Okaryotik hiicrelerin
ylizeyindeki spesifik glikoprotein reseptdrlerine baglanir. Delikler olusturan
aerolysin toksinleri, apreprotoksin igeren peptidler bakteriyel membrana gecer. Bu
toksinler epitel hiicrelerine saldirabilir ve gastroenterite neden olabilir (Christy vd.,

2019).

13



M Secreted | Regulates Gene Protein Effect J

at P Ast
alt Pl A
aerC H
aerB H
aerd Pl AerA Hemolysis
—_— y
hya Pl HyA >
—_—
dam " Dam Fluid
I = secretion
tRNA
gidA P [ b 4
I methylase > apoptosis
act B Act e
I=———
aaxU Pl AexU
=
ADP-ribosylatin
axl P lnlin(A:lTj'
ascV
AexU/AexT
acrH Pl AcrH —l-> d'sﬁr;::l:::m
o 1 assembly
aopD P AopD | A"HWA‘:';?"AWD
=11
aopB Pl AopB
rtxCHBDE
1 Host cells' actin A is of
i poptosis of | ¢
reed -)IRTX toxin cross-linked host cells |
Type IV pilus| W Secretion of (AexU/AexT\
tapABCD bil i disrupt actin [
filament
Aqueous
\flaAB, flat, flid, Polar flagella assembly
| f1iM, maf-1, firC mw—m _:.[ﬁ_ﬁ
 SEEE— Cell roundin Apoptosis
poN )I o54 Lateral Surface *
flagella movement A A
NIAB, IgE, figN, I
i, fiiJ, lafK, and| Mucosal [€ A4 | —
mofs dh Biofilm Quorum
. formation sensing
inD D> MinD
=" Cell division
=
VacB
B P
e (RNase R) Motility
vasH Permits
growth at 4°C —
e [ Hcp injected
hep P Hep Hep
— _,—b
ToxR-regulated —
tagA P lipoprotcin (TagA) Ver
ieavage of
ahn P Nuclease Cil"?:ﬂse
ibitor
ahyR  Pfl  AnyR
I g 1
ahyl |<>{| BHL -r
==
N-hexanoyl-L-
bomoscrin lactone eno
lwxO LuxO vopd
—
hxU Pl LuxU 1€ spsD
—]
wN P Len [ S-layer S-layer protein activity
ahsA o 3 { Host evasion
= | protein secretion Serum
< | 5
resistance
hxPQ P LuxPQ ahpBlahyB [pf Elasase Post
s Pl Lws P AL2 o el
= — nctallopro
lwxlM Pl LuxLM [ Al-1 and hemolysin

Sekil 2.5. A. hydrophila’nin viriilansindan sorumlu genlerin, molekiiler etkilesimlerin
ve fonksiyonlarinin diyagrami (Rasmussen-Ivey vd., 2016)
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2.5.1. Biyofilm

Literatiirde biyofilm igin farkli birgok tanim yapilmustir. Fosil kayit bilgileri 3 milyar
yildan daha uzun siireden beri bakterilerin biyofilmler icerisinde yasadiklarini ortaya
cikarmistir (Ciftgi, 2005). Biyofilm kalinligi 0.2 mikronsa bakterinin mutlaka bu
biyofilm igerisinde yer aldigi ve diinyadaki mikrobiyal kiitlenin tamaminin %80
kadarinin biyofilm formunda oldugu iddia edilmektedir (Davies, 2003; Richards ve
Melveer, 2009; Filik, 2019). Siv1 ile temas eden yiizeylere tutunan bakterilerin
olduk¢a hidrate, aniyonik bir matriks olan glikokaliks ile kapli oldugunu
bildirmiglerdir (Costerton vd., 1976; Costerton vd., 1987). Daha sonra farkli
arastiricilar tarafindan da yapilan biyofilm tanimlarinda ortak temel faktorler;
mikroorganizma, yiizey ve glikokaliks olarak goriilmektedir (Carpentier ve Cerf,
1993; Elder vd., 1995).

Biyofilm (Sekil 2.7 ve Sekil 2.8) bir yiizeye yapisarak, belirli bir yapisal biitiinliik
icerisinde toplu halde yasayan ve birbirleriyle haberleserek varliklarinin devamai 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 igeren ¢camur veya balc¢ik benzeri bir matriks
icerisinde gdomiilii olarak bulunurlar (Ciftci, 2005). S6z konusu biyofilm bakteriyel
patojenitede ve 1srarct infeksiyonlarda 6nemli rol oynar (Costerton vd., 1999;

Middleton vd., 2002).

Biyofilmin ilk adim: adherans olup dokunma ani hastaliklar igin Kritiktir. Balik
viicudu, dokular1 ve pullari, bakterilerin yagamasi ve bolgede biyofilm olusturmasi
i¢in 6nemli noktalardir. Bakterinin yiizeye EPS (Extracellular Polymeric Substances)
ile yapismasi bir biyofilm stratejisidir (Sekil 2.6) (Patti vd., 1994).
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Sekil 2.7. Mikroplar sehri: biyofilm (Game Changer Detox, 2018)

Biyofilm mimarisinde g¢evreyi algilama sistemindeki AHL molekiilleri rol
oynamaktadir. Biyofilm olusumu ¢evreyi algilama sisteminin yonetiminde oldugu

icin bu sistemin bloke edilmesi yeni tedavilerden biridir (Davies vd., 1998; Hartman

ve Wise, 1998; Stickler vd., 1998).
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: .
Sekil 2.8. Biyofilmin 3 boyutlu goriinlimii (Cizim: Bryan Christie) (Cift¢i, 2005),
biyofilmin scanning elektron mikroskobundaki goriintiisii (Donlan ve
Costerton, 2002)

2.5.2. p-Hemolitik aktivite

2.5.2.1. Hemolizin, ozellikler, mekanizma, por olusumu, yapi, hastahk

sirasindaki rolii, gen ekspresyonunun diizenlenmesi

Hemoliz eritrositlerin, sitoplazmanin ve kan plazmasinin lizisidir. /n vivo ve in vitro
sartlarda gergeklesir (Wells, 2008). Hemoliz olay1 ya patojen bakterinin toksini olan
hemolizinler aracilifiyla gergeklesir ya da canlinin yogun hareket etmesi sonrasi
gerceklesir (Witek vd., 2017). Hemolizinler, eritrositlerin sitoplazmik membranina
zarar vererek lizise ve sonunda hiicre Oliimiine neden olur (Madigan, 2010).
Hemolizin ayrica sitoplazmik membran {izerinde por olusturarak eritrositlerin,
l16kositlerin ve trombositlerin pargalanmasina neden olabilen por olusturucu
toksinlerdir (PFT). Hemolizin bakteriler tarafindan normalde suda ¢oziniir bir
sekilde salgilanir. Bu monomerler, spesifik alicilar araciligiyla ataga gecer ve hedef
hiicrelere yayilir. Bu yapildiktan sonra halka seklinde heptamer kompleksleri
yaparak oligomerize olurlar (Thompson vd., 2011). Por olusturucu hemolizin
heptamerle 6rnegin alfa-hemolizin porunu olusturur. Alfa-hemolizin monomeri
salgilanir ve zaten duyarli oldugu hiicrenin dis membranina baglanir. Baglanmadan
sonra monomerler araciligiyla su, iyonlar ve kiigiik organik molekiiller kontrolsiizce
hiicrenin i¢ine yayilir ve hiicre oligomerize olur. ATP, zar potansiyelinin ve iyon
gradyanlarinin  dagilmasi, hiicre duvart yirtilmasina (lizis) neden olan geri
doniistimsiiz ozmotik sislik gibi hayati molekiillerin hizla bozulmasina ve konak

hiicrenin 6limiine neden olur (McGillivray vd., 2009). Bir viriilans olan hemoliz
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yiiksek bakteri yogunluguna bagli olarak c¢evreyi algilama sisteminin kontroliindeki

genlerin ekspresyonuyla ortaya ¢ikar (Jangid vd., 2007).

2.5.2.1.1. Alfa hemolizin (a-hemolizin)

a-hemolizin toksini, sitoplazma ve monomerinin oligomerizasyonuyla dis membrana
baglanarak hiicre 6liimiine neden olur. a-hemolizin ozmotik fenomenlerden, hiicre
depolarizasyonundan ve hayati molekiillerin kaybindan (6rnegin ATP) sorumludur
ve bunlarin 6liimiine neden olur (McGillivray vd., 2009). a-hemolizin tireten bakteri
kanli agarda koyu ve yesilimsi koloni olusturur. Bazi literatiirlerde bu renk degisimi
nedeniyle “’yesil hemoliz”’ olarak adlandirilir. Alfa hemolizin bakterinin trettigi
hidrojen peroksit araciligiyla hemoglobinin oksitlenerek yesil renkte methamoglobin
tirevi bir madde olusturmasiyla gergeklesir (Ray vd., 2004). Methemoglobin,
oksijenin tagmabilmesi icin ferrdz (Fe*?) seklinde olmasi gereken hemoglobin
demirinin ferrik (Fe*®) sekline oksidasyonu ile olusur (Honig, 2000). Methemoglobin
oksijeni baglayamaz, bu da dokulara oksijen tasiyamayacagi anlamina gelir. Mavimsi

cikolata-kahverengi renktedir (Denshaw-Burke, 2006).

2.5.2.1.2. Beta hemolizin (p-hemolizin)

-hemolizin fosfolipaz C toksinidir. Koyun eritrositlerinin arastirilmasinda bu toksik
mekanizmasi, hiicre zarinin %50'sini olusturan spesifik bir membran lipidini ve
sfingomiyelini hidrolize etmistir. Bu degradasyonu, ciddi oranda fosforil-kolin
yiikselisi takip etmistir. Organik fosforun salinmasindan dolay1 da sfingomiyelin ve
en sonunda hiicre lizisine (6liimiine) neden olmustur (Maheswaran ve Lindorfer,
1967).

2.5.2.1.3. Gama hemolizin (y-hemolizin)

y-hemolizin aym a-hemolizin gibi por olusturucu toksinlerdir (PFT). Iki tane
birbirine benzemeyen bilesenden olusur ve iki bilesenli toksinler olarak ta
adlandirilir.  Bu iki bilesenli toksin, "S" ve "F" bileseninin sinerjik
kombinasyonundan olusan toksinlerdir. Bu toksinler protein yapilarinda bozulmalar

ve hedef hiicre zarinda oligomerik porlar olusturur. Hedeflenen ana hiicreler
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polimorfoniikleer hiicreler, monositler, eritrositler ve makrofajlardir (Kamio vd.,

1993; Morinaga vd. 2003; Dalla Serra vd., 2005).

2.5.3. Elastolitik aktivite

A. hydrophila’nin patojenitesinde elastolitik aktivite yani elastaz olduk¢a 6nemli rol
oynamaktadir (Cascon vd., 2000). A. hydrophila suslarmin toksijenik biyokimyasal

Ozellikleri arasinda elastolitik aktivite bulunmaktadir (Lallier ve Higgins, 1988).

A. hydrophila ahyB geniyle elastolitik aktiviteyi kodlamaktadir. ahyB geninin 62.728
molekiiler agirlginda olup 588 aminoasit protein koduyla 1.764 niikleoitten olustugu
sekans analizinde ortaya konmustur. Bircok A. hydrophila susu kiikiirt dioksit i¢eren
¢ozlinmez elastin niitrient agarda elastolitik aktiviteyi tiretmektedir ve bu suslarda
elastin salgist ¢alismalar1 devam etmektedir (Cascon vd., 2000). Cascon vd. (2000)
ahyB geninin A. hydrophila bakterisinin elastolitik aktivitesine katkida bulunduguna
dair kanitlar1 bildirmistir. Allelik yer degistirme yoluyla bir A. hydrophila ahyB
mutant1 olusturduklarini ve bu ahyB genininde baliklarda hastalik olusumnda 6nemli
bir viriilans faktorii oldugunu bildirmislerdir. Hatta A. hydrophila ahpB mutantinin
ortalama 6ldiirticti dozu (LDsp) dogal sustan yaklasik 100 kat daha yiiksektir (Cascon
vd., 2000).

A. hydrophila tarafindan {iretilen elastolitik aktivitenin karacigerde yaglanmaya ve
nekroza neden oldugu ispatlanmistir (Nieto vd., 1991; Rodriguez vd., 1992; Gado,
1998; Afifi vd., 2000). Baligin bagirsak mukozasinin istilasindan ve bakterinin
baligin diger dokularina yerlesmesinden de elastaz sorumludur (Cascon vd., 2000).
Damarlarda elastin bulundugundan, elastinin par¢alanmasi hemorajilere neden olur

(Salyers ve Whitt, 1994).

2.6. A. hydrophila’da Antibiyotik Direnci ve A. hydrophila’nin Neden Oldugu
Hastalikta Risk Yonetimi

Antimikrobiyal ajanlar genellikle etkenlerin hedef protein bolgelerini bozarak
bakteriostatik ya da bakterisidal etki eder (Carpenter ve Chambers, 2004; Romero
vd., 2012; Duman, 2017).
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A. hydrophila yiiksek genetik heterogenezis gosterdigi icin MAS’a karsi koruyucu
as1 ve probiyotik gibi profilaktif uygulamalar ile hastaligin kontroliinde agisindan
zorluklar yasanmaktadir (Poobalane vd., 2010). Ulkemizde hareketli Aeromonas
septisemi etkenleri yaygin olarak izole edilmistir (Baran vd., 1980; Timur, 1983;
Giivener, 2001; Oztiirk, 2007; Durmaz ve Tiirk, 2009; Korun ve Toprak, 2010;
Boran, 2013). Antimikrobiyallerin yaygin kullanimi, balik ve cevresel patojenlere
kars1 antimikrobiyal diren¢ gelisimine neden olmaktadir (Angulo ve Griffin, 2000;
Witte, 2000; Petersen vd., 2002; Angulo vd., 2004; Alcaide vd., 2005). Profilaktik
amagla kullanilan bazi antimikrobiyaller ise baliklarda immun sistemi baskilayarak
baliklarin hastaliklanmasina yol agmaktadir (Naylor ve Burke, 2005; Cabello, 2006).
Antibiyotiklere kars1 direngli populasyonlarin ortaya ¢ikmasiyla antibiyotiklerin
giderek etkisiz kalmasi, dolayisiyla hastaliklarin tam anlamiyla tedavi edilememesi

sonucu antibiyotik direnci ile sonuglanmaktadir (Rasko ve Sperandio, 2010).

Bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasi su sekildedir. Transformasyonda
bakteriler direng genlerini dis ortamdan alirlarken transdiiksiyonda bakteriler direng
genlerini viral bir DNA’dan (bakteriyofaj) alirlar. Konjugasyonda ise bakteriler
diren¢ genleri ya da plazmidleri hiicreler arasi1 direkt baglanti ile alirlar. Bakteriler
arasinda direng genlerinin tasginmasinda genellikle transpozonlar ve plazmidler rol
oynar. Transpozonlar hareketli genetik elementlerdir ve plazmidler aracili ile
tagimirlar.  Bakteriler arasinda tasinan bu hareketli genetik elementler

antimikrobiyallere kars1 direng kazanmalaria neden olur (Kumarasamy vd., 2010).

Antimikrobiyallerin hastaliklara etkisiz kalmasi sonucu hastaliklarda tedavi i¢in yeni
fikirler ortaya ¢ikmustir. Bakterilerde iletisim sisteminin engellenmesi de (Cevreyi

algilama inhibisyonu) yeni hedefler arasinda yer almaktadir (Danase, 2002).

2.7. Cevreyi Algilama Sisteminin Inhibisyonu (Quorum Quenching)

Quorum Sensing (QS) ile Quorum Quenching (QQ) birbirinin tersi proseslerdir.
Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu mikroorganizmalar arasi sinyal iletisimini
bozmaktir (Uroz vd., 2009; Chen vd., 2013). Zhang vd. (2019)’a gore QQ, bakterileri
oldiirmeden QS tarafindan yonetilen viriilansin engellenmesi antibiyotik gibi hastalik

kontrol stratejilerindendir.
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QQ ilk kez Dong vd. (2002), yilinda yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sp. tiiriinde
gozlenen AiiA enziminin AHL’leri inhibe ettigini gozlemeleri ve bu olayr QS

sistemini bastiran mekanizma olarak tanimlamalariyla ortaya konmustur.

Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu (QS molekiil iiretiminin 6nlenmesi, QS
molekiiliiniin degradasyonu veya inhibisyonu, QS sinyal alimminin &nlenmesi),
prokaryot-prokaryot quorum quenching, okaryot-prokaryot quorum quenching, QS
Inhibisyonu ise QS mimikleri, QQ enzimleri, QQ mekanizmasindaki spesifik
molekiiller kullanim1 gibi stratejiler bakteriyel iletisimi bloke etmek igin

denenmektedir (A¢ikgdz, 2012; Turan ve Engin, 2018).

Bakterilerin ¢oklu diren¢ oOzelligi kazanmalari sonucu calismalar giiglenen bu
bakterilere kars1 savasabilecek yeni yaklagimlar iizerinde yogunlagsmaktadir.
Bakterilerle alternatif savas seceneklerinden son zamanlarda en ¢ok tizerine diisiilen,
bakterilerin konakta hastalik olusturmasina sebep olan viriilans faktorlerinin
tiretilmesinden sorumlu olan g¢evreyi algilama sistemidir (Hartman ve Wise, 1998;
Hentzer ve Givskov, 2003). Bu sistemin inhibisyonu gergeklestirmek igin sentetik

molekiiller ya da bitkisel maddeler kullanilmaktadir (Hartman ve Wise, 1998).

2.7.1. AHL sinyal molekiiliiniin ahmmasimin engellenmesi

Bakteriler arasi iletisim molekiiliiniin bakteri tarafindan algilanmasini engellemekte
bir stratejidir. Bu olay dogal AHL sinyal molekiilii ile reseptor proteine baglanmak
icin rekabete giren molekiiller ile gerceklestirilmektedir. AHL ile rekabete giren
molekiiller AHL’ye benzer ve AHL baglanma bdlgesi gibi islem yaparak reseptorii
inaktive eder. AHL analogu inhibitorlerin sentezi iizerine yogunlasan calismalarin
¢ogu farkli yollarla acyl yan zincirin modifikasyonu ile ger¢eklesmektedir (Hentzer
ve Givskov 2003). Bazi bitkiler iirettikleri AHL analogu bilesikler ile kendileri igin
zararli olan Pythium torulosum'un iiremesini 6nlemek i¢in Bacillus cereus tarafindan
antibiyotik sentezini tetiklerler (Raffa vd., 2005). P. aeruginosa’da viriilans
faktorlerini N-dekanoyil ciklopeptilamitin inhibe etmektedir (Ishida vd., 2007).
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2.7.2. AHL sinyal molekiiliiniin sentezinin engellenmesi

AHL sinyal molekiilii tireten bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu V. fischeri 'deki luxl
homologu bir ya da birden fazla gen icerir. Homoserin lakton molekiiliiniin halka
kism1 S-adenozil metiyonin tarafindan sentezlenir ve ACP (agil tastyici protein) AHL
sinyal molekiiliiniin agil yan zincirine uygun olarak yonlendirilmesini saglar. Sinyal
molekiilii iiretimi hakkinda bilinenler ¢evreyi algilama sisteminin inhibisyonunda
sinyal lretimini hedef alan ¢aligsmalar1 arttirmis ve S-adenozil metiyonin analoglar
(SAM) bu amagla arastirmalara kaynak olmustur (Parsek vd., 1999; Hentzer ve
Givskov, 2003). Boylece SAM analoglarinin ¢evreyi algilama sisteminde AHL

sentezi inhibitdr aday1 olarak kullanilmasi umudunu arttirmistir (Tateda, 2001).

2.7.3. AHL sinyal molekiiliiniin yikilmasi

Aktif sinyal molekiillerinin azaltilmasiyla da  bakteriler —arasi iletisimi
engellenebilmektedir. Dong vd. (2000), yaptiklari bir caligmada bir Bacillus tiiriiniin
aiiA adi verilen bir enzim araciligi ile AHL sinyallerini engellemislerdir. aiiA geninin
ekspresyonunun bir bitki patojeni olan E. carotovara da AHL sinyallerini azalttig1 ve
test edilen bitkilerde ciirtikliik hastaliginin semptomlari hafiflettigi goriilmiistiir
(Dong vd., 2000; Hentzer ve Givskov, 2003). Ayrica bazi Bacillus tiirleri iiretmis
olduklari bir enzim araciligi ile AHL molekiiliinii etkisiz hale getirir. Bu bakterilerin
klinik 6nemi bilinmemekle birlikte, AHL yikan enzimlerin klinik 6nemi agiktir. Bazi
bitki ve mantarlar, bakterilerin AHL sinyal iletisimini bozmay1 basarmigtir. Delisea
pulchra adi verilen bir kirmizi bir deniz yosunu tarafindan iiretilen dogal maddeler
olan halojenlenmis furanonlarin, bakterilerin kolonize olmasin1 onledigi, AHL
araciligi ile gelisen biyofilmi engelledigi, viriilans sentezini engelledigi saptanmistir
(Manefield vd., 1999).

2.8. Fenolik Bilesenler (Polifenoller)

Fenolik bilesenler her molekiilde birden fazla fenol grubunun bulundugu
bilesiklerdir. Fenolik bilesenler genelde bitkilerde bulunur ve bitkilerin
renklenmelerinden, Ornegin sonbahardaki yaprak renklerinden sorumludurlar.

Antioksidan 6zellikleri vardir (Kegeli ve Gordon, 2001).
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Fenolik bilesenler, yapisinda bir benzen halkasi ile bu benzen halkasina bagl bir
veya daha ¢ok sayida hidroksil gruplari icermektedirler. Sahip olduklar1 pek ¢ok
biyolojik ve kimyasal oOzellikleri nedeniyle; serbest kokleri ve metal iyonlarini
bglama ve oksijeni yatistirma Ozellikleri ile iyi bir antioksidan olabildikleri gibi
esmerlesme reaksiyonlarinda substrat olarak da gorev yapabilmektedirler (Kegeli,
2000). Fenolik bilesenler, meyvenin duyusal 6zelliklerinde 6nemli parametrelerdir ve
ozellikle o-difenoller, meyve veya yagin oksidasyona karsi dayanikliliginda

antioksidan olarak gorev yapmaktadir (Kegeli ve Gordon, 2001).

Fenolik bilesenlerin 100-300 mg/kg canli agirlik doz seviyesinde kanama zamani,
pihtilasma zamani, lizerine etkileri tespit edilmistir. Fenolik bilesenler reaktif oksijen
tirlerini kontrol alarak, enflamasyon onleyici konumlari boyunca endotel saghgi

gelistirmeye yardimci olmaktadirlar (Covas vd., 2006).

Bitkilerde yaygin olup, meyve ve sebzelerde degisik miktarlarda bulunmaktadirlar.
Meyveler fenolik bilesenler bakimindan daha zengin kaynaklardir. Onemli oranda
fenolik igeren bitkiler arasinda kus tiziimii, bogiirtlen, ahududu, ¢ilek, baklagiller,
kakao, erik, armut, kiraz, nar, tiziim, elma, portakal gibi meyveler ile brokoli, lahana,
maydanoz, sogan gibi sebzeler sayilabilir. Bitkilerin disinda en yogun ve bol

miktarda polifenol, hiimik asitlerde bulunmaktadir (Covas vd., 2006).

Fenolik bilesenler dogal antioksidanlarin en Onemli grubunu olusturmaktadir.
Fonksiyonel ve teknolojik agidan onemli gorevleri bulunmaktadir; Bunlar iiriinde
lezzet olusmasi (acilik ve burukluk), meyve sebzelerde kendine 6zgii renk olusmasi
(antosiyaninler;  kirmizi-mavi  renk),  polifenoloksidaz ~ (PPO)  enzimi
katalizorliigiindeki esmerlesme reaksiyonu ile iirliniin esmerlesmesi, antimutajenik
etki (klorojenik asit, katesinler gibi), antikarsinojenik etki, proteinleri ¢oktiirme etkisi
(tanenler, dabaklama islemi), berrak meyve sular1 ve saraplarda bulanma ve tortu
olusumu gibi aktivitelerdir. Kimyasal olarak aromatik benzen halkas1 igeren
maddeler ve tiirevleridir. -OH grubu i¢eren benzen fenol olarak adlandirilir. En basit
fenolik bilesik; 1 tane -OH grubu igeren benzen, yani fenoldiir. Fenolik bilesikler,
bitkininin g¢evresel stres kosullarma (UV radrasyon, patojenler vb.) kars1 savunma
mekanizmasinin sonucunda olusan sekonder metabolitlerdir (Tiirksoy, 2018).

Kimyasal yapilar1 bir veya birden fazla hidroksil igeren aromatik halkalardan
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olugsmaktadir. Basit fenolik molekiilden kompleks polimerlere kadar degisen genis
bir aralig1 kapsayan bu gruplar genellikle polifenoller olarak da anilmaktadir (Bravo,
1998). Polifenoller igerdikleri fenol halkalarmma ve bu halkalar1 birbirine baglayan
yapisal elementlere gore cesitli siniflara ayrilmaktadir. Polifenollerin temel gruplari
flavonoidler, fenolik asitler, fenolik alkoller, stilbenler ve lignanlardir (D Archivio

vd., 2007; Demircan, 2016).

Bitkilerde, fotosentez sonucu olusan karbonun yaklasik %?2’si fenolik bilesiklere
doniismektedir. Bu doniisiimiin  aromatik amino asit metabolizmasi sirasinda
gerceklestigi varsayilmakta ve bu nedenle fenolik bilesikler, bitkilerde aromatik

ikincil metabolit say1llmaktadir (Karadeniz ve Eksi, 2001).

2.8.1. Gallik asit (GA)

Gallik asit (GA) ilk kez 1786'da Isvegli kimyager Carl Wilhelm Scheele tarafindan
tamimlanmustir (Carl Wilhelm Scheele, 1786). GA, hidroksi gruplarinin 3, 4 ve 5
pozisyonlarinda oldugu bir trihidroksibenzoik asittir. Antioksidandir. GA kokusuz,
beyaz, kati formda olup suda batar. Molekiiler formiili C;HeOs ya da
CeH2(OH)3COOH olup molekiiler agirligi 170.12 g/mol’diir (National Center
Biotechnology Information, 2019a). Hem serbest hem de hidrolize edilebilir
tanenlerin bir pargasi olarak bulunur. GA gruplart genellikle elajik asit gibi
dimerlerin baglanmasindan olusur (Andrew, 2004). GA digallik ve trigallik asitler ve
eter-ester dongiisii gibi molekiiller arasi esterlerden olusur (Edwin, 2007). GA,

farmasotik endiistrisinde kullanilir (Fiuza vd., 2004).

Gallik asit Cynomorium coccineum gibi  (Zucca vd., 2013), Myriophyllum
spicatum’da, mavi-yesil alg olan Microcystis aeruginosa’da (Nakai, 2000), ¢esitli
mese tiirlerinde (Mammela vd., 2000), Caesalpinia mimosoides’da (Chanwitheesuk
vd., 2007) bulunur. Ayrica ¢ay (Pandurangan vd., 2015), sumak (Andrew, 2004),
cilek, tizim, muz gibi meyvelerde (Koyama vd., 2007) ve sirkelerde (Galvez vd.,
1994) olmak tiizere bir¢ok gida maddesinde ¢esitli miktarlarda GA bulunur. Gallik
asidin molekiiler formiilii Sekil 2.9’da verilmistir. Ayrca GA’in bazi bakterilerin

cevreyi algilama sistemi yonetimindeki fenotiplere etkisi Sekil 2.10°da verilmistir.

24


https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/hydroxy
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O5
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrolyzable_tannin
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrolyzable_tannin
https://en.wikipedia.org/wiki/Ellagic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Dimer_(chemistry)
https://en.wikipedia.org/wiki/Digallic_acid
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Trigallic_acid&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Folin-Ciocalteu_reagent
https://en.wikipedia.org/wiki/Cynomorium_coccineum
https://en.wikipedia.org/wiki/Gallic_acid#cite_note-16
https://en.wikipedia.org/wiki/Myriophyllum_spicatum
https://en.wikipedia.org/wiki/Myriophyllum_spicatum
https://en.wikipedia.org/wiki/Alga
https://en.wikipedia.org/wiki/Microcystis_aeruginosa
https://en.wikipedia.org/wiki/Gallic_acid#cite_note-Nakai-17
https://en.wikipedia.org/wiki/Caesalpinia_mimosoides
https://en.wikipedia.org/wiki/Gallic_acid#cite_note-Kilburn-19
https://en.wikipedia.org/wiki/Gallic_acid#cite_note-Kilburn-19
https://en.wikipedia.org/wiki/Sumac
https://en.wikipedia.org/wiki/Vinegar
https://en.wikipedia.org/wiki/Gallic_acid#cite_note-25

BF
BE

I - 4 mg/mL

N anreny
[OX 05-2
ng'ml
g BF 0.0625 - 4
S mutans ;
e BE me/mL
‘\'ll,_'.”ir:j}:“ BF & mg/ml.
N anrens BF
o L monacytagenes . 1000 /L.
HO E. cali BE
Gallic acid \]: kK OH P. aeruginosa
allic acid
- = L. manocyiogenses
HO™ 7 O 00 - 100
i P. aeruginsa MOT 106 - 1000
OH Eonli ug/mL
TG
P, aernginosa BT 30 \LH'.I
mg/L
L : 50 - 200
L wiolaoenm 0% wafml
. wiolgrednm 05 1000 gl
. 30- 1000
' pgml
. vielacenm 15 - 500

MACHT .
pg/mlL

Sekil 2.9. Gallik asitin molekiiler formiilii, baz1 bakterilerin ¢evreyi algilama sistemi
yonetimindeki fenotiplere etkisi; QS, Quorum Sensing, BF, biyofilm
olusumu; BE, biyofilmi engellemesi; MOT, hareketlilik; TOX, toksin gibi
fenotipleri ve oranlari (Silva vd., 2016)

2.8.2. Rosmarinik asit (RA)

Rosmarinik asit (RA), bir kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asit esteridir
(Petersen ve Simmonds, 2003). Molekiiler formiilii C1g8H160g olup molekiiler agirligi
360.3 g/mol’diir (National Center Biotechnology Information, 2019b). RA, bir kafeik
asit esteri ve 3,4-dihidroksifenillaktik asittir. Genellikle Boraginaceae tiirlerinde ve
Lamiaceae'nin Nepetoideae alt familyasinda bulunur. Bu biraz ¢6ziiniir olan bir
kirmizi-turuncu toz formu suda az ¢ozinir ama organik ¢oziiciilerde iyi
¢oziiniir. RA, perilla (Perilla frutescens L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.),
adagay1 (Salvia officinalis L.), nane (Mentha arvense L.) ve feslegen (Ocimum
basilicum L.) gibi bitkilerinde bulunan polifenolik maddelerden biridir. Bu bitkilerin
giiclii fizyolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Petersen ve Simmonds, 2003;
Baba vd., 2004). RA antioksidan ve antienflamatuar aktiviteleri olan dogal olarak
olusan bir polifenoldiir (Sanbongi vd., 2003). RA oksidasyon reaksiyonlarini inhibe
eden veya geciktiren dogal olarak olusan veya sentetik madde olup oksidasyonun
hayvan dokularindaki zararli etkilerini ortadan kaldirir (National Center
Biotechnology Information, 2019b). RA anti-enflamatuar ve immiinomodiilator
aktiviteleri oldugu bilinmektedir (Lee vd., 2008a). RA hiicreleri oksidatif stres
kosullar1 altinda koruyabilmektedir (Psotova vd., 2006; Lee vd., 2008b). Rosmarinik
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asitin molekiiler formiilii Sekil 2.10°de verilmistir. Ayrica RA’in bazi bakterilerin

cevreyi algilama sistemi yonetimindeki fenotiplere etkisi Sekil 2.10°de verilmistir.

OH 8. mutans ENZ 201 pM
0. .OH OH BF
4 —
¢ Liﬁ’ MOT
. e o, Ty
Rosmarinic acid O/\\\)L 0 P. aeruginosa _TOX_ 750 pg/ml.
P
HO ENZ
OH

Sekil 2.10. Rosmarinik asitin molekiiler formiilii, baz1 bakterilerin ¢evreyi algilama
sistemi yonetimindeki fenotiplere etkisi; BF, biyofilm olusumu; MOT,
hareketlilik; TOX, toksin; ENZ, enzim gibi fenotipleri ve oranlar1 (Silva
vd., 2016)

2.8.3. Vanilik asit (VA)

Molekiiler formiilii CgHgO3z olup molekiiler agirhgr 152,15 g/mol’diir (National
Center Biotechnology Information, 2019c).

Vanillik asit (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit), bir lezzetlendirici madde olarak
kullanilan bir dihidroksibenzoik asit tiirevidir. Vanilinin oksitlenmis seklidir. Ayn
zamanda ferulik asitten vanilin tiretiminde bir ara maddedir (Lesage-Meessen vd.,
1996; Civolani vd., 2000). Vanilik asitin molekiiler formiilii Sekil 2.12°de verilmistir.
Ayrica VA’in bazi bakteriler lizerindeki ¢evreyi algilama sistemi lizerindeki etkisi

Sekil 2.11°de verilmistir.
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Sekil 2.11. Vanilik asitin molekiiler formiilii, baz1 bakterilerin ¢evreyi algilama
sistemi yonetimindeki fenotiplere etkisi; QS, Quorum Sensing BF,
biyofilm olusumu gibi fenotipleri ve oranlar (Silva vd., 2016)
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2.9. Molekiiler Yontemler

2.9.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) biitiin molekiiler klonlama tekniklerinin ilkidir.
PCR c¢ok hizli ve hassas sekilde ¢ok biiylik boyuttaki karmasik DNA’nin i¢indeki
hedef genini tanir ve milyonlarca kopyasmi olusturur. Hedef gendeki niikleotidi

sorumsuzca kolayca tanir (Green ve Sambrook, 2019).

2.9.2. Degisimli alan jel elektroforezi (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)

Molekiiler epidemiyoloji hastaliklarin tanisi, etkenin biyokimyasal ve molekiiler
seviyede tanimlanmast ve tiplendirilmesi, patogenezden sorumlu genlerin
saptanmasi, genetik duyarliligin belirlenmesi, konak-patojen iliskisi, viriilans ve
bulasici olabilme yoniinden farklilik gdsterebilen suslarin arastirilmasi, hastaligin
yayilmasi, yayilmasinin énlenmesi {izerinde duran bir bilim dalidir (Feil ve Enright,
2004; Andrei ve Zervos, 2006; Uysal, 2012). Bakteriyel tiplendirmeyle
hastaliklarinin epidemiyolojileri, salginlarin kdkenleri, patogenezi ve bakteri genetigi

gibi konularda bilgiler edinilebilmektedir (Durmaz, 2008).

Molekiiler epidemiyolojiyle hastaliklarinin epidemiyolojisinde biiytlik ilerlemeler
rapor edilmistir. Molekiiler epidemiyolojiyle suslarda sabit belirli bir genetik
gostergeyle salgin sirasinda toplanan ayni tiir igindeki suslarin genetik olarak da
iliskili olup olmadiklari arastirillmaktadir. Bu arastirmayla “suslar farkli mi, aymi
m1?" sorusuna cevap aranmaktadir. Salgin suslar1 (epidemiyolojik yonden iliskili
suslar) klonal olarak da iliskilidirler (Tompkins, 1998; Pfaller, 2001; Durmaz, 2007;
Uysal, 2012).

Plazmit profilinin belirlenmesi ilk jenerasyon olsa da yerini artik kromozomal DNA

tizerinde yogunlasan PFGE molekiiler yontemine birakmistir (Swaminathan ve

Matar, 1993).
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[k tarif edildigi 1983 yilindan sonra "pulsed field jel elektroforezi" birgok bakteriyel
patojen i¢in kullanilan molekiiler epidemiyolojik analizler arasinda "altin standart"

metot haline gelmistir (Goering, 2004).

Islem sonras1 restriksiyon profillerinin analizi ve suslarin yakinlik derecelerine gére
siiflandirilmasi igin ortak ya da salgin profili belirlenir. Ortak profil yoksa biiyiik
olasilikla suslar birbirleriyle iliskisizdir. Salgin susunun profili belirlendikten sonra,
buradaki bantlarin say1 ve boyutlar1 diger suslarinki ile karsilastirilir. Her bir susun

profili, salgin susuyla olan iliskisine gore siniflandirilir (Durmaz ve Durmaz, 2001).

PFGE yonteminde kromozomal benzerlikler karsilastirilmaktadir (Goering, 2004).
Tenover vd. (1995), iliskiyi tarif edebilmek i¢in bir yontem gelistirmistir. Buna gore,
bant profillerine bakarak, suslarin birbirleriyle iliskilerinin derecelendirilmesi yapilir.

Bu kriterler Cizelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1. PFGE profillerini yorumlama kriterleri (Tenover vd.,1995)

Kategori Salgin susu profiline Salgin susundan Epidemiyolojik yorum
gore meydana gelen farkhilik gosteren
genetik faklhihk sayisi bant sayis1
Ayni 0 0 Sus, salginin bir parcasi
Yakin iligkili 1 2-3 Sus, salginla yakin iligkili
Olast iliskili 2 4-6 Sus, salginla olast iliskili
Farkl >3 >7 Sus, salginla iligkisiz

Aym sus: Say1 ve boyutlar1 ayni olan suslardir. Bu suslar, genetik olarak farksiz
kabul edilir. Salgin susu ile ayni profili gosteren suslar, epidemiyolojik olarak
iligkilidir (Smith vd., 2000; Uysal, 2012).

Yakin iligkili sus: Salgin susu ile aralarinda 2-3 bant farki olan suslar i¢in kullanilir.
Sus, salgin susuyla yakindan iliskili olarak degerlendirilir ve epidemiyolojik olarak,
salginin bir parcasi olma olasilig1 yiiksektir. Bu farklilik, bir nokta mutasyon, bir
insersiyon veya bir delesyon gibi tek bir genetik olayla iliskilidir (Sader vd., 1993;
Tenover vd., 1995; Uysal, 2012).
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Muhtemelen iliskili sus: Salgin suglar ile aralarinda 4-6 bant farki olan suslar i¢in
kullanilir. Bu degisim, iki bagimsiz genetik degisikligin (insersiyon/delesyon ya da
restriksiyon bolgelerinin kazanimi veya kaybi) sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Epidemiyolojik yonden, bu sus, salgin susuyla olasi iliskili olarak degerlendirilir. Bu
suslar salgin susuyla ayni genetik soydan (lineage) olabilirler, ancak genetik olarak
yakin iliskili degildirler. Epidemiyolojik olarak iligkili olma ihtimalleri daha azdir
(Tenover vd., 1994; Tenover vd., 1995; Durmaz ve Durmaz, 2001; Uysal, 2012).

Mliskisiz sus: Suslarin DNA’sinda, ii¢ ya da daha fazla genetik olay sonucu olusan
degisikliklere bagli olarak salgin susundan yedi ya da daha fazla bant farki
gozlenmektedir. Epidemiyolojik olarak, salgin susuyla iliskisizdir (Tenover vd.,
1995; Uysal, 2012).

Salgin suslarina ait DNA restriksiyon profilleri genelde "tip A"olarak rapor edilir.
Salgin susunun profili ile yakin iliskili profiller, “tip A”nin alt tipleri olarak
degerlendirilip tip Al, tip A2 olarak; salgin susundan c¢ok farkli ve iligkisiz olarak

siiflandirilan profiller ise tip B, tip C olarak gosterilir (Durmaz ve Durmaz, 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. A. hydrophila suslarimin temini

Arastirma da Bursa Uludag Universitesi (BUU), Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi (ISUBU), Ondokuz Mayis Universitesi'nden (OMU) hasta baliklardan
izole edilen ve identifikasyonu ilgili Universiteler tarafindan yapilan A. hydrophila
suslart (20 sus) ve A. hydrophila ATCC 7966 referans susu kullanilmistir (Cizelge
3.1). A. hydrophila suslar1 25°C’de iretilmistir ve suslar kullanilincaya kadar %20

gliserin icerisinde -80°C’de muhafaza edilmistir (Ausubel vd., 1988).

Cizelge 3.1. Farkli koleksiyonlardan elde edilen A. hydrophila suslari

Say1 Sus kodu izolasyon bolgesi izolasyon kaynag
Referans Sus | ATCC 7966 Amerika Birlesik Devletleri Siit

1. Sus AH RSKK 05049 | Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK) | RSKK

2. Sus AH SAHA Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
3. Sus AHS Akdeniz/Tiirkiye Sazan Balig1

4. Sus AHJ Akdeniz/Tiirkiye Japon Balig

5. Sus AH 2 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalig
6. Sus AH 3 Ege/Tiirkiye Gokkusag Alabalig
7. Sus AH 4 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalig
8. Sus AH 121 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabalig
9. Sus AH 14 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag1 Alabalig
10. Sus AH 15 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
11. Sus AH 16 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
12. Sus AH 108 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
13. Sus AH 113 I¢ Anadolw/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi
14. Sus AH 216 Ege/Tiirkiye Kefal

15. Sus AH 217 Ege/Tiirkiye Levrek

16. Sus AH 219 Ege/Tiirkiye Tekir

17. Sus AH 220 Ege/Tiirkiye Cipura

18. Sus AH 222 Ege/Tiirkiye Kefal

19. Sus AH 230 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabalig
20. sus AH 232 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabalig

ATCC: American Type Culture Collection

RSKK: Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
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3.1.2. A. hydrophila suslarimin iiretim ve depolanmasi

A. hydrophila suslar1 temin edildikten sonra 1 kez genglestirilip her sustan 6 paralel
olacak sekilde TSB ortamindaki cryo tiliplere aseptik sartlarda ekilmistir. Her test i¢in
sus iceren tek bir cryo tiip kullanilmig ve analiz sonucunda kullanilan cryo tiip

atilmistir.

Aragtirmada kullanilan A. hydrophila susu uzun sureli saklama amaciyla %20’lik
gliserin i¢eren 2-3 ml TSB ortaminda cryo tiiplerde, -80°C’de derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Depolanan bakteriler giinliik kullanim i¢in -80°C’den alinarak -
20°C’de bekletildikten sonra aseptik sartlarda TSA besiyerlerine saf koloni olacak
sekilde ekilmistir. Ekimleri yapilan bakteriler 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Daha sonra giinliik kullanim amaciyla hazirlanan bu suglar maximum 7

giin siireyle +4°C’de saklanmustir.

3.1.3. Kullanmilan fenolik bilesenler

A. hydrophila suslarinda ¢evreyi algilama sistemi iizerine inhibisyon etkisi tespitinde
kullanilan fenolik bilesenlerden Sigma-Aldrich marka gallik asit (G7384-100G),
rosmarinik asit (536954-5G), vanilik asit (94770-10G) ticari olarak temin edilmistir.

3.1.4. Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Aragtirma da A. hydrophila suslarin1 gelistirmek igin kullanilan besiyeri ile

¢ozeltilerin kompozisyon ve hazirlik durumlar verilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. A. hydrophila suslarini arastirmada kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler
Besiyeri ve Cozeltiler Kompozisyon (Gram/Litre) Preparation (Hazirhk)

Tryptic Soy Agar (TSA) 1000 ml i¢in 40 gr 1. 121°C'de 15 dk otoklavlama.
2. Petriler agik ve sari
1. 121°C'de 15 dk otoklavlama.
2. Tiipler acik ve sar1

Tryptic Soy Broth (TSB) 1000 ml i¢in 30 gr

O/F Basal Medium

900 ml i¢in 11,0 gr O/F Agar
Glikoz 100 ml i¢in 1 gr

1. 121°C'de 15 dk otoklavlama.
2. Tiipler acik ve yesil
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Cizelge 3.2. A. hydrophila suslarini arastirmada kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler

(Devam)

Aeromonas Isolation Agar | 500 ml igin 28,15 gr 1. 121°C'de 15 dk otoklavlama.

(Base) 2. Petriler yesil

GSP Agar (Pseudomonas | Sodyum L (+) glutamat | 1. 45 g/lt siispansiyon, 121°C'de

Aeromonas Selective Agar | (10,0) 15 dk otoklavlama.

Base) Nisasta (20,0) 2. 45-50°C’de sogutma.
Potasyum dihidrojen fosfat | 3. 100,000 1U penisilin g/lt ve
(2,0) eger gerekliyse 0,01 pimarisin
Magnezyum siilfat (0,5) g/lt ekleme, karistrma ve
Fenol kirmizis1 (0,36) petrilere dokiim
Agar-agar (12,0) pH: 25°C'de 7,2 £ 0,2
Ayrica eklenmesi gereken: Petriler acik ve kirmizidir.
Penisilin G 100,000 IU - eger
gerekliyse pimarisin (0,01)

Mueller Hinton Agar 35 gr Mueller Hinton Agar 1. 121°C'de 15 dk otoklavlama.

2. Petriler ¢ok agik sar1 renkte

Pimarisin MERCK MERCK

Penisilin G Potasyum Salt MERCK MERCK

DMSO (Dimetil Siilfoksit) ISOLAB ISOLAB

Gallik Asit SIGMA-ALDRICH SIGMA-ALDRICH

Rosmarinik Asit SIGMA-ALDRICH SIGMA-ALDRICH

Vanilik Asit SIGMA-ALDRICH SIGMA-ALDRICH

Dulbecco’s Phosphate | SIGMA-ALDRICH SIGMA-ALDRICH

Buffered Saline

Elastin Congo Red SIGMA-ALDRICH SIGMA-ALDRICH

3.2. Yontem

3.2.1. A. hydrophila suslariin identifikasyon testleri

Arastirmada farkli balik tiirlerinden izole edilen MAS hastaliklik etkeni A.
hydrophila suslar1 kullanilmistir. Bu suslarin identifikasyonu GSP Agarda sar1 koloni
olusturmasi, Gram boyama testi, vibriostat testi, O/F testi, suslarin hareket testi,
katalaz testi, sitokrom oksidaz testleri yapilarak teyidi yapilmistir (Cappuccino ve
Sherman, 1992; Lasee, 1995; Austin ve Austin, 2016).
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3.2.2. A. hydrophila suslarnmin GSP agar (Glutamate starch phenol red)
pseudomonas aeromonas selective agar base acc. to KIELWEIN

mediumda sus analizi

A. hydrophila suslart TSB besiyerinde ekilerek 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Uretilen geng suslar TSA besiyerine ¢izgi tarzinda ekilerek 25°C’de 24 saat tekrar
retilmistir. GSP Agar (Pseudomonas Aeromonas Selective Agar Base) acc. to
KIELWEIN petrileri kullanilarak gergeklestirilmistir. 45 g/It siispansiyon, 121°C'de
15 dk otoklavlanmistir. 45-50°C’de sogutulmustur. 100,000 IU penisilin g/It ve eger
gerekliyse 0,01 pimarisin g/It eklenmis, karistirilmis ve petrilere dokiilmistiir. pH:
7.2 + 0.2 ortam sartlarinda besiyeri a¢ik ve kirmizi renkte olarak elde edilmistir
(Stanier vd., 1966; Kielwein vd., 1969; Kielwein, 1969; Kielwein, 1971). TSA
Agardan alman A. hydrophila suslar1 GSP Agara ekim yapilarak inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda GSP Agara ekim yapilan tiim A. hydrophila
suslarinin koloni morfolojisi arastirildiginda sar1 renkte koloni olusumu ve koloni
etrafinda sar1 renkli bolge olusumu susun teyit edilmesinde baz alinmistir (Stanier
vd., 1966; Kielwein vd., 1969; Kielwein, 1969; Kielwein, 1971). Besiyeri
selektivitesini artirmak i¢in penisilin G ve eger gerekli ise antimikotik olan pimarisin
ilave edilmistir. 25°C 'da 3 giin yapilan inkiibasyon sonunda olugan 2-3 mm c¢aph
sar1 renkli ve etrafi sar1 zonlu koloniler Aeromonas, yine 2-3 mm ¢apl kirmizi ve
etrafi kirmizi zonlu koloniler Pseudomonas olarak degerlendirilmistir. Testte pozitif
kontrol olarak A. hydrophila ATCC 7966 susu, negatif kontrol olarak Pseudomonas

sp. kullanilmistir. Test 3’er defa tekrarlanmistir.

3.2.3. Antibiyotik duyarhhk testleri

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi

Antibiyotik duyarliliklar1 Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017)
kriterleri temel alinarak Mueller Hinton agarda (MHA) Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle arastiritlmistir. Calismada kullanilan A. hydrophila ATCC 7966 referans
susu ve A. hydrophila suslarinin antibiyotik direng profilleri 28 farkl: antibiyotige
kars1 disk diflizyon testi uygulanarak arastirilmistir. Mc Farland 0.5 (Biosan DEN-1)

bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan Miiller Hinton Agar (Merck)
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besiyerine 0,1 ml konularak besi yeri yiizeyine steril ekiivyon ¢ubuklar ile yayilmasi
saglanmistir. Daha sonra petriler oda sicakliginda 5-10 dakika bekletilmistir. Agarin
ylizeyine ¢esitli konsantrasyonlarda degisik antibiyotikleri iceren diskler steril pens
ile yerlestirilerek 25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
diskler etrafinda gelisen zonlarin ¢aplart milimetrik olarak odlgiilerek suslarin duyarli
ve direngli olup olmadiklar1 hassas (S), diren¢li (R) ve orta derece de duyarh (I)
olarak CLSI, 2017 kriterlerine gore degerlendirilmistir (Mueller ve Hinton, 1941;
Hendriksen, 2002; Hudzicki, 2009; CLSI, 2017). Test 3 defa tekrarlanmustir.

3.2.4. ahyl, ahyR genlerinin PCR ile analizi

DNA Ekstraksiyonu

Lizozim ve Proteinaz K tliplerine 275’er ul steril su ilave edilmis ve -20 °C’de

saklanmustir.

1. Homojenize 6rnekten veya 24 saatlik bakteri kiiltiirtinden 1 ml alinarak steril 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tlipiine aktarilmis ve 13,000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir.

2. Siipernatant dokiilmiistiir ve pelletin {izerine 564 pl Soliisyon SE eklenerek
vortekslenmistir.

3. 5 ul Peptit Kompleksi ve 30 ul SLS soliisyonu eklenip tiip ters/diiz edilerek
karistirilmustir, 37°C°de 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon soliisyonda berraklasma
ve viskozite goriiliinceye kadar stirdiirtilmiistiir.

4. 100 pl Soliisyon SP eklenip karistirilmis ve 65°C’de 2 dk inkiibe edilmistir.
Onceden 65°C’ye getirilmis 80 pl Soliisyon SLC ¢ozeltisi eklenip karistirilmis ve
65°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

5. Esit hacimde [kloroform: izoamil alkol] (24:1) alinip tiipiin i¢ine aktarilmigtir
(yaklasik 800 pL). 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonrasi tist faz steril bir tiipe alinmis ve iizerine esit hacimde (yaklasik
800 uL) [fenol: kloroform: izoamil alkol] (25:24:1) eklenip 13,000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlenmistir.
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7. Santriflij sonrast DNA igeren iist faz steril bir tiipe aktarilmis ve istiine esit
hacimde (yaklasik 800 uL) [kloroform: izoamil alkol] (24:1) eklenip 10,000 rpm’de
5 dakika santrifiijlenmistir.

8. DNA igeren Ust faz steril bir tiipe aktarilmis ve bu hacmin 0,7 kat hacminde
(yaklasik 560 pL) izopropanol eklenmistir. Tiip c¢alkalanarak niikleik asitlerin
¢okmesi saglanmigtir. 55-60 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

9. Tip, 13,000 rpm’de 15-30 dk santrifiijlenmistir. Bu asamada DNA’nin tiipiin
dibinde beyaz bir ¢okelti gibi goriilmesi beklenmistir. Izopropanolden olusan
stipernatant dikkatlice dokiilmiistiir.

10. DNA pelleti 500 pl %70 EtOH ile 1 kez yikanmig 13,000 rpm’de 15-30 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiilmiistiir.

11. DNA pelleti SpeedVac’de 5 dk kurutulmus ve 100 pl SE’de ¢oziilmiistiir. DNA
¢ozeltisi +4°C’de 2 hafta / -20°C’de daha uzun siire saklanmuistir.

12. DNA sus1 hazirlanmasi i¢in optimize edilen DNA izolasyon Kiti

SentroPure® Bac-X Bakteriyel DNA Izolasyon Kiti (50)
Buffer Miktar Agiklama
Soliisyon SLC (CTAB igerir) 42 ml Hiicre lizisi
Soliisyon SLS 2ml Hiicre lizisi
Soliisyon SP 6 ml Hiicre lizatindan DNA aritma
Soliisyon SE pH 8.5 40 ml DNA toplama
Kit Peptit Kompleksi -20 °C’de saklayiiz 2.75mg Degradasyon/inaktivasyon
Igerigi Kullanim Kilavuzu 1 adet Protokol
Ek 96-100% Etanol, izopropanol, (Fenol, Kloroform, Isoamil Alkol) ve 1,5 mL steril mikrosantrifiij
Malzeme tiipleri

PCR Protokolii

1. PCR calismast i¢in gerekli tiim reagentlar buzda bekleterek c¢oziindiiriilmstiir.
Tiipler hafif¢e vortekslenip santrifiijlenmistir (Spin).

2. Reaksiyon karistmin1 hazirlamak {izere hedef DNA disinda tiim reagentlar
(SentroMix, primer, su) belirlenen miktarlarda tek tiipe eklenerek hafifce
vortekslenip santrifiijlenmistir (Spin).

3. Plate ya da tiiplere 6nce reaksiyon karisimi, sonra da DNA 6rnekleri eklenmis ve

bekletmeden cihaza yerlestirilmistir.
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Toplam 25 pl’lik reaksiyona 8 uLL SentroMix eklenir.
10 uM Forward primer 1.25 pl (500 nM)
10 uM Reverse primer 1.25 pl (500 nM)

SentroMix 8 ul

H-0 12.5 pl

Hedef DNA 2 ul
25 ul

Protokol:

95°C 5:00 dk

95°C 0:30 dk

50-65°C 0:30 dk

72°C 1:30 dk

Go to Step 2, 40X
72°C 10:00 dk 4°C

ahyl geni;
ileri primer CTTTCGCAATCGCGTCTTCT
Geri primer ATCGAAACTGTCCTGCTCCA

ahyR geni;
fleri primer CCCATCCTCTCCTGGATGTC
Geri primer CTCCTGAGGGTCATCTTCCC

Agaroz Jel Goriintilleme: %2 agaroz jel TAE buffer icinde 70V’da elektroforez
cthazinda 50 bp DNA markor ile yuriitilmiistiir. (Sentromer DNA, 2020; Fernandez
vd., 2008; Onem, 2013).

3.2.5. Fenolik bilesenlerle viriilans iiretim ve inhibisyon testleri
Biyofilm inhibitér konsantrasyonunun belirlenmesi (BiK)
Testler i¢in c¢evreyi algilama sistemi inhibitorleri (QSI) GA, RA, VA Sigma'dan

ticari olarak temin edildi. Farkli konsantrasyonlarda (250, 500, 750 ve 1,000 pg ml-
1) GA, RA ve VA bilesenlerinin A. hydrophila’nin biyofilm olusturma kabiliyeti
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lizerindeki etkisi Thenmozhi vd. (2009)’nin oranlarma gore arastirilmustir. BIK,
kontrolle kiyaslandiginda biyofilm olusumunda toksik etki gdstermeyip sadece
virlilanse inhibe etkisi gosterdigi en etkili konsantrasyon degeri olarak belirlenmistir
(Thenmozhi vd., 2009). Test sonucunda biyofilm inhibisyonu i¢in en etkili
konsantrasyon degeri olarak BIK 750 pg ml-1 olarak belirlenmistir. B-Hemolitik

aktivite ve elastolitik aktivite i¢in de 750 pg ml-1 degeri tiim suslar i¢in ¢alisilmistir.

3.2.5.1. Biyofilm olusum testi

A. hydrophila suslarinda fenolik bilesenlerinin biyofilm olusumuna etkisi Kristal
viyole (CV) yontemiyle incelenmistir. Bu amagla bakteriler TSA besiyerinde
25°C’de 16-18 saat iiretilmistir. Ertesi giin biyofilm olusumu tespiti i¢in inhibisyon
etkisi test edilecek olan fenolik bilesenler DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmis ve 200 ul
TSB besiyeri olan ependorf tiiplere 750 pg ml? eklenmistir. 16-18 saat iiretilen
bakteri kiiltiirlerinin bulanikligi 0.5 McFarland bulanikligina esdeger bulanikliga
ayarlanarak 200 pl TSB+6 ul fenolik bilesen igeren ependorflara 10 pl ilave
edilmistir. Her molekiil ve bakteri i¢in ti¢ plastik tiip kullanilmistir. Her bakteri igin
besiyeri iceren plastik tiiplere sadece bakteri kiiltiirii eklenerek kontrol gruplari
olusturulmustur. Negatif kontrol i¢in sadece TSB besiyeri igeren tiipler
kullanmilmistir. 24 saat sonunda ependorf tiiplerdeki kiiltiirler OD 570 nm’de
okunarak ve degerler kaydedilmistir. Daha sonra kiiltiir igeren ependorf tiiplerin
igcerigi dokiilerek 3 kez saf su ile yikanmis ve yikama islemi tamamlandiktan sonra
tiiplere %0.1°lik kristal viyole ¢ozeltisinden 250 pl eklenmistir. 30 dakika kristal
viyole ile muamele edilen ependorf tiipler 5 kez saf su ile yikanmugtir. Yikama iglemi
tamamlandiktan sonra 250 pl %95°lik etanol ilavesiyle 15 dakika muamele edilen
ornekler 96 kuyucuklu mikroplate igerisine aktarilmis ve ELISA okuyucusunda optik
yogunluk sonuglar1t 570 nm’de okunmustur. Sonuglar biyofilm olusturma 6zelligine
sahip olan referans susla karsilastirilarak degerlendirilmistir (Onem, 2013; Rajalaxmi
vd., 2016; Rama Devi vd., 2016).

3.2.5.2. p-Hemolitik aktivite testi

B-Hemolitik aktivite kalitatif ve kantitatif metotlar kullanilarak tayin edilmistir. %7

koyun kani iceren TSA besiyerine belirlenen oranda inhibisyon etkisi arastirilacak
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olan fenolik bilesenler 750 pg ml? olacak sekilde eklenmistir ve petri kaplarmna
dokiim yapilmistir. Daha sonra agar {izerine steril uglarla cukurlar agilarak A.
hydrophila suslar1 10 pl ilave edilmis ve 25°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kolonilerin etrafinda goriillen zon PB-hemolitik aktiviteyi
gostermistir. Zon olugsmamasi durumunda fenolik bilesenlerin etkinligi belirlenmistir.
Kantitatif analizde ise 100 pl steril bakteri siipernatant kismi 900 pl %2 yikanmis
koyun eritrositi igeren PBS (Phosphate Buffer Saline) ile karistirilarak 20 dakika
buzda bekletilmistir. Santrifiij edilen orneklerin stipernatant kismi 530 nm de
okunarak agiga ¢ikan hemoglobin miktart belirlenerek B-Hemolitik aktivite tespit
edilmistir (Scheffer vd., 1988; Rama Devi vd., 2016).

3.2.5.3. Elastolitik aktivite testi

A. hydrophila suslart 10 ml TSB besiyerine inhibiyon etkisi arastirilacak olan fenolik
bilesenlerin 750 pg ml™ eklenerek 25°C’de, calkalamali inkiibatérde 14-16 saat
inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirlerin supernatant kismidan 100 pl tizerine 900 ul ECR
tamponu (100 mM Tris, 1 mM CacCly, pH 7.5, 20 mg ECR) ilave edilmis ve 25°C’de
3 saat 200 rpm de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda ¢dziilmemis
olan ECR santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve supernatant kistm OD 495 nm’de
okunmustur (Ohman vd., 1980). pH 7.5 dengelemesine gerek duyuldugunda pH’1
disiirmek i¢in kuvvetli asit HCI ve pH’1 yiikseltmek i¢in kuvvetli baz NaOH
kullanilarak saglanmistir (Scheffer vd., 1988).

3.2.6. Molekiiler epidemiyolojik iliski

Degisimli alan jel elektroforezi (pulsed field jel elektroforez, PFGE) yontemi
Tez kapsaminda tiirler arasindaki klonal iliskinin ortaya konulmasinda kullanilan
PFGE yontemi agaroz i¢ine gomiilii bakterinin yapisal biitinliigiinii bozmadan izole
edilen kromozomunun, restriksiyon enzimi (RE) ile kesim profilinin belirlenmesi

esasina dayanir (Durmaz vd., 2007). PFGE yontemi uygulanirken asagidaki

basamaklar izlenmistir.
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Suslarin hazirlanmasi,

1. Biyokimyasal ve/veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamas1 yapilmis
bakterilerden kanli triptikaz soy agar besiyerine tek koloni ekimi yapilmis ve bir
gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiiriin saflig1 kontrol edilmistir.

2. Burada olusan tek koloniden tekrar triptik soy agar besiyerine tek koloni ekimine
uygun olarak pasaj yapilarak bir gece inkiibasyona birakilmistir.

3. Saf kiiltiir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak 1 (2-3 ml de olabilir)
ml hiicre siispansiyon tamponu (HST) (10mM Tris- HCL, 50 mM EDTA, 20mM
NaCl, pH 7.2) iginde siispanse edilmis ve her hiicre siispansiyonu 2500 x g’de
(yaklasik 11200 rpm) 4°C’de, 15 dk (alternatif olarak 13000 x g 4C’de 2 dk)
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tistteki HST atilmis ve pelletin iizerine tekrar
1 ml soguk HST eklenerek pipetaj yapilmistir.

4. Bakteri yogunlugu spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco,
Germany) yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans (yaklasik Mc Farland 4 bulanikligr)
olacak sekilde ayarlanip, bakteri silispansiyonu kisa siire icinde (5 dk) agaroza

gomiilecek ise oda 1sisinda bekletilmistir.

Suslarin agaroza gomiilmesi
1. HST igerisinde %1°lik diisiik erime 1sili agaroz (Gibco BRL Paisley, UK)
hazirlanmistir.

5 ml HST + 0,05 gr agaroz

3-5 sn mikrodalgada ara ara bekletilerek kaynatmadan agarozun tamamen
erimesi saglanmistir.

%1°lik SDS eklenerek

Is1 blogu iizerine yerlestirilen ependorflara aktarilmig

Ependorf tiiplere her 6rnek i¢in 100 ul eklenmistir.
2. HST icinde hazirlanmis bakteri slispansiyonundan 100 pl alinarak 50°C de tutulan
ve igerisinde 100 pl diisiik erime 1s1l1 agaroz bulunan tiiplere eklenip, lizerine 5 pl
Proteinaz K (20 mg/ml) eklenerek pipetaj yapilmustir.
3. Bekletmeden hiicre-agaroz karisimindan 100 pl hava kabarcigi olmayacak sekilde
agaroz kalibma (10 mmx Smmx 1,5 mm, Bio Rad Laboratories) dagitilip, kaliplar
agaroz katilasincaya kadar +4°C’de 10 dk bekletilmistir. Bu asamada agaroz

kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA hazirlanmasi i¢in 6nemlidir. Boylece erken
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hiicre parcalanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalirken agarozun homojen

katilagmasi saglanir.

Agaroz i¢indeki hiicrelerin par¢alanmasi

1. 5 ml lik steril kapakli tiiplere 0,5 ml hiicre lizis soliisyonu (HLS-1) (50mM Tris-
HCI (ph 8), 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konulup
igerisinde bakteri bulunan agaroz kaliptan ¢ikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirilmis.
2.37°C de 1 saat galkalamali su banyosunda bekletilmistir.

3. HLS-1 dokiilerek yerine 0.5 ml hiicre lizis solisyonu -2 (HLS-2) [ES: 0,5 M
EDTA, %1 sarkozil, 400 mg/ ml proteinaz K] eklenip, 55°C de 2 saat ¢alkalamali su

banyosunda bekletilmistir.

Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmasi i¢in tiipler buz igerisinde en az
15 dk bekletilip, HLS-2 dikkatlice aspire edilmis ve agaroz kaliplar1 4 kez (her biri
50°C'de 30 dk olmak fiizere) TE [10mM Tris- HCI (pH 7.6), 0.1 mM EDTA]

tamponuyla yikanmustir.

Agaroz kaliplar icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

1. DNA igeren agaroz kalibi bir lam iizerine alinarak bir bistiiri yardimi ile %
oraninda kesilip, parcalardan biri 100 pl Spel tamponu (fermantas—buffer tango)
icine konularak calkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dk bekletilecektir (diger
parca -biliylik olan daha sonraki caligmalarda kullanilmak {izere TE tamponu
igerisinde +4°C de saklanmistir).

2. Her agaroz kalib1 i¢in 10x Spel tamponu, Spel enzimi i¢eren tampon hazirlanip,
bu karisimdan 100 pl ependorf tiiplere alinip igerisine kesilen agaroz kaliplar
konulacak ve ¢alkalamali su banyosunda 37°C 2 saat inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dk bekletilecek olup, kaliplar

elektroforez igin hazir hale gelmistir.
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Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

1. 0.5 X TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik asit, 1mM EDTA, pH 8.4)
icinde 100 ml olacak sekilde %1°lik agaroz (pulsed—field certified agarose, Biorad
Laboratories) hazirlanmistir.

2. Agaroz dokiilecek kaset hazirlanip, sizdirmamasi i¢in etrafi bantlanmaistir.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri 15 disli taragin dislerinin ug
kismina (yani tarag: yatay pozisyonda tutup dislerin u¢ kismina 4 oraninda kesilmis
olan jeller dikkatlice yerlestirilmistir. Taragin iki kenar ve ortasindaki dislerine
kontrol susuna ait kaliplar yerlestirilmistir.

4. Kurutma kagid1 veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivi fazlasi alinip,
maksimum 5 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra 6rnek konulan kisim DNA’nin
yiriiyecegi yone gelmek kaydiyla tarak agaroz dokiilecek kaset igerisine
yerlestirilmistir.

5. Sicaklig1 45-50°C olan jel dikkatlice hava kabarcig1 olusturmayacak sekilde kaset
i¢cerisine dokiilmiistiir.

6. Oda 1s1sinda en az 20 dk katilagmaya birakilip, tarak dikkatlice ¢ikarilmstir.

7. Agaroz kasetinin ¢ergeveleri ¢ikarilip, tabla lizerindeki agaroz, igerisinde 1900-

2000 ml 0.5 X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirilecekmistir.

Elektroforez

CHEF-DR Il sisteminde (Biorad Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan
elektroforez kosullari:

Baslangic vurus siiresi: 5 sn

Bitis vurus stiresi: 45 sn

Vurus agist: 120°

Akim: 6 V/cm?

Sicaklik: 14°C

Stre: 20 saat
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Sonucun gozlenmesi ve analiz

Elektroforez sonrasi jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf su igine
alinip 20 dakika boyanarak UV 15181 altinda goriintiilenmis, biyoinformatik program
olarak 6zel bir program olan BioNumerics 7.5 programi kullanilarak bant profilleri
analiz edilmistir. ‘Unweighted pair group method with mathematical averaging
(UPGMA) kullanilarak PFGE profillerinin dendogrami olusturulup ve kiimelesme
analizi yapilmistir. Bantlara bagli ‘Dice’ benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki
iliski belirlenmistir (Yetkin vd., 2006). PFGE'de kullanilan "Dice" benzerlik

katsayis1 belirtilmistir (%1,5 tolerans, %1 optimizasyon ile).

3.2.7. istatistik

Tiim deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Veri setlerinin normallik dagilimi
Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edilmistir. Normal dagilim gosteren
parametrik sonuglar tek yonlii ANOVA testi, normal dagilim gostermeyen non-
parametrik sonuglar ise Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmistir. Farklarin hangi
gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Tukey HSD ve Dunnett’s C post hoc
testleri uygulanmistir. Sonuclar ile kontrol arasindaki fark P<0.05 seviyesinde

istatistik olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. A. hydrophila Suslarmin Identifikasyonu

Farkli hasta baliklardan izole edilmis farklt koleksiyonlardan temin edilen
A. hydrophila suslarinin biyokimyasal 6zelliklerine ait test sonuglart Cizelge 4.1°de
verilmistir. Bu sonuglara gore suslarin tamaminin GSP Agarda sar1 pigmentli koloni
olusturdugu, Gram (-), sitokrom oksidaz ve katalaz (+), vibriostata direncli, O/F
testinde fermentatif ve hareketlilik testinde hareketli oldugu belirlenmistir. Boylece
calisilan tiim A. hydrophila suslarinin teyidi yapilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil
4.4, Sekil 4.5 ve Cizelge 4.1). A. hydrophila suslarinin TSA besiyerinde olusturdugu

koloni morfolojisi Sekil 4.1°de verilmistir.

43



Sekil 4.2. A. hydrophila suslarinda O/F testi sonuglart

Sekil 4.3. A. hydrophila suslarinda vibriostat testi sonuglari

Sekil 4.4. A. hydrophila suslarinda katalaz testi sonuglari
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Sekil 4.5. A. hydrophila suslarinda sitokrom oksidaz testi sonuglari

Cizelge 4.1. A. hydrophila suglarinda fenotipik identifikasyon

Sus kodu GSP Gram Hareket | Sitokrom | O/F | Katalaz 0/129 TSA AIAB -
Agar boyama oksidaz Vibriostat | (Koloni | (Koloni | Hemoliz

(Koloni rengi) rengi) Kanh

rengi) Agar

ATCC Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
7966 yesil

AH RSKK Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(PB)
05049 yesil

AH SAHA Sari - + + +/+ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH S Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AHJ Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 2 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 3 Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(PB)
yesil

AH 4 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 12.1 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 14 Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(PB)
yesil

AH 15 Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(PB)
yesil

AH 16 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 108 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 113 Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(PB)
yesil

AH 216 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 217 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 219 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 220 Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 222 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 230 Sari - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

AH 232 Sar1 - + + ++ + R Krem Sari- +(B)
yesil

R: Direngli

O/F: Oksidatif/Fermentatif
GSP: Glutamate Starch Phenol Red Agar

TSA: Triyptik Soy Agar

AIAB: Aeromonas Isolation Agar Base
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4.3. Farkh Besiyerlerinde (TSA, Aeromonas Isolation Agar Base, GSP, Kanh
Agar) A. hydrophila Suslarimin Koloni Profilleri

A. hydrophila suslarinin koloni profilleri Tryptic Soy Agar (TSA), Aeromonas
Isolation Agar Base, Glutamate starch phenol red (GSP: Pseudomonas Aeromonas
Selective Agar Base acc. to KIELWEIN Medium) ve Kanli Agar besiyerlerinde A.
hydrophila’nin koloni morfolojisi arastirilmistir (Cizelge 4.2). Ayni zamanda tez
protokoliindeki 20 susun referans sus A. hydrophila AH ATCC 7966 ile aym

morfolojide koloni olusturdugu bulunmustur.
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Cizelge 4.2. TSA, Aeromonas Isolation Agar Base, GSP, Kanli Agar besiyerlerindeki A. hydrophila suslarinin koloni profillerinin A. hydrophila
ATCC 7966 referans susuyla desteklenmesi

Bakteri Besiyeri Sicaklik- siire | Koloni morfolojisi | A. hydrophila ATCC 7966 susunun koloni | A. hydrophila’nin  diger tim suslarmin  koloni
sonug morfolojisi (Orijinal tez bulgulari) morfolojisi (Orijinal tez bulgulari)
A. hydrophila | Tryptic Soy Agar | 25°C — 24 h Biiyiime: Iyi
(TSA) Koloni rengi: Krem
koloni
Koloni yapist:
Biyik, 2-3 mm
capinda, krem,
karakteristik koloni
A. hydrophila | Aeromonas 25°C —24h Biiyiime: Iyi
Isolation Base Koloni rengi: Cok
Mediumda koyu sari-yesil
(AIAB) Koloni yapist:
Biyiik, 2-3 mm

¢apinda, opak,
karakteristik koloni
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Cizelge 4.2. TSA, Aeromonas Isolation Agar Base, GSP, Kanli Agar besiyerlerindeki A. hydrophila suslarinin koloni profillerinin A. hydrophila

ATCC 7966 referans susuyla desteklenmesi (Devam)

A. hydrophila | GSP Agar | 25°C —24h Biiyiime: Iyi
(Glutamate Starch Koloni rengi: Sari ‘ .
Phenol Red) Koloni yapist: | | AT :
“Pseudomonas Biiyiik, 2-3 mm | B g
Aeromonas capinda, sar1, sarl \ o
Selective  Agar ile gevrili bolge
Base acc. to
KIELWEIN
Medium®’
A. hydrophila | Kanli Agar 25°C -24h Biiyiime: Iyi
Koloni rengi: Krem
Koloni Yapist:
Biyik, 2-3 mm
capinda, diiz, krem,
dairesel ve
digbiikey, B-hemoliz

yapan koloni
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4.4. A. hydrophila’nin GSP Agar (Glutamate Starch Phenol Red) Pseudomonas
Aeromonas Selective Agar Base acc. to KIELWEIN Mediumda Sus Analizi

Glutamate starch phenol red (GSP) agarda iireyen Aeromonas spp. tiir ayriminda
prensip Pseudomonas spp. tiirlerinin pembe pigmentli koloni olustururken (Sekil

4.7), Aeromonas spp. tiirlerinin sar1 pigmentli koloni olusturmasidir.

Dogas1 geregi TSA agarda krem pigmentli koloni olusturan referans sus ile A.
hydrophila suslarinin tamaminin tiir saptanmasinda selektif bir besiyeri olan GSP

agarda sar1 pigmentli koloni olusturarak pozitif sonu¢ verdigi ve Aeromonas spp.

tiri oldugu saptanmustir (Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Testte pozitif kontrol
olarak A. hydrophila ATCC 7966 susu (Sekil 4.8) negatif kontrol olarak
Pseudomonas spp. susu (Sekil 4.7) kullanilmistir.

¥

Sekil 4.6. Sirayla orijinal A. hydrophila susu: krem pigmentli koloni, negatif sonug:
Pseudomonas sp. pembe pigmentli koloni ve pozitif sonug: Aeromonas sp.
sar1 pigmentli koloni

Sekil 4.7. Glutamate starch phenol red (GSP) garda iireyen negatif kontrol susu
Pseudomonas spp.
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Sekil 4.8. Glutamate starch phenol red (GSP) agarda tireyen A. hydrophila ATCC
7966 referans susu

Sekil 4.10. Glutamate starch phenol red (GSP) agarda iireyen A. hydrophila AH
SAHA susu
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4.5. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemiyle Antibiyogram Testi Sonuclar:

Zon c¢aplart mm bazinda Olgiilerek yapilan bu testte farkli suslarin farkl
antibiyotiklere kars1 olusturduklar1 diren¢ ve duyarliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.11,
Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Cizelge 4.3).

Bu arastirmada 20 A. hydrophila susu ve A. hydrophila ATCC 7966 referans susunun
antimikrobiyal duyarlilik test sonuglar1 incelendiginde, suslarin duyarliliklarinin
farkli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). A. hydrophila suslarinin tamaminin 28
antibiyotigin, 14 tanesine duyarli oldugu bulunurken 12 tanesine karsi direngli

oldugu ve 2 tanesine orta derecede duyarli oldugu saptanmastir.

Aragtirma A. hydrophila suslariin oksasilin (%100), ampisilin (%100), vankomisin
(%100), penisilin G (%100), klindamisin (%95.23), tilosin (%95.23), oksitetrasiklin
(%90.47), ciprofloksazin (%90.47), pristinamisin (%90.47), sefalotin (%80.95),
oksolinik asit (%80.95), nitrofurantoin (%61.90) antibiyotiklerine karsi direngli
oldugunu gostermistir. A. hydrophila suslarimin norfloksasin (%100), gentamisin
(9%95.23), enrofloksasin (%95.23), flumekuin (%90.47), kloramfenikol (%90.47),
kolistin ~ (%80.95),  streptomisin  (%80.95), nalidiksik  asit  (%71.42),
sulfametoksazol/trimetoprim (%71.42), seftriakzon (%66.68), sefoperazon (%52.38),
stilfadiazin (%47.61), kanamisin (%47.61), doksisiklin (%42.85), karsi duyarli
oldugunu gostermistir. A. hydrophila suslarinin eritromisin (%76.19) ve apramisin
(%57.14) antibiyotiklerine karsi orta derecede duyarli oldugu bulunmustur.
Antibiyotik duyarlilik yiizdeleri Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. A. hydrophila suslarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari (CLSI, 2017)

Antibiyotikler

Sensitivity; R: Resistans, S: Susceptible I: Intermediate (Zon ¢ap1: mm) Suslar

ATCC | AH AH AH |AHJ |AH2 |AH3 |[AH4 | AH |AH |AH |AH |AH |AH |AH [AH |AH |[AH [AH |AH |AH
7966 | RSKK | SAHA | S 121 |14 15 16 108 | 113 | 216 | 217 | 219 | 220 |222 |230 | 232

SD300 S(19) g?g?g S(20) | R(0) | S(20) | S(16) | S(20) | S(23) | S(18) | I(14) | R(I0) | R(O) | S(20) | S(22) | R(O) | R©) | R(O) | RO) | S(8) | R(O) | I(13)
NA30 S(26) | R(0) S(34) | S(30) | S(25) | S(27) | S(27) | S(26) | S(25) | R(0) | S(23) | R(O) | S(25) | 1(18) | S(27) | S(22) | S(24) | S(21) | s(25) | R(0) | R(O)
ENR5 S(30) | S(28) S(0) | S(34) | S(@0) | S(31) | S(30) | S(30) | R(10) | S(25) | S(34) | S(35) | S(31) | S(26) | S(31) | S(34) | S(35) | S(34) | S(40) | S(33) | S(27)
CEP75 120) | 1(19) S(30) | 1(20) | S(24) | 1(20) | 1(20) | S(22) | S(26) | S(29) | S(25) | 1(20) | 1(20) | S(30) | 1(20) | S(27) | S(26) | R(14) | S(21) | S(22) | 1(20)
CT10 S(12) | R(I0) | S@3) | s2) | S(12) | S(13) | s(12) | S(13) | S(14) | s(12) | RO) | S(12) | S(1) | S(3) | S(20) | S(19) | RO) | S(15) | S(AL) | RO) | S(13)
T30 R(0) R(20) 123) | R(O) | R(0) | RO) | RO) | RO) | RO) |1(22) | RO | RO) | RO | RO | RO |RO) |REL) | RO) |RO) | R@6) | RO)
NOR10 S(33) | S(33) S(41) | S(33) | S35) | S(32) | S(31) | S(32) | S(28) | S(23) | S(19) | S(32) | S(30) | S(20) | S(27) | S(34) | S(24) | S(26) | S(29) | S(24) | S(30)
CRO30 S(25) | S(42) S(33) | S(24) | S(24) | S(26) | S(25) | S(26) | R(16) | S(31) | 1(22) | S(28) | S(25) | R(18) | 1(21) | S(30) | R(16) | R(I5) | S(26) | R(9) | S(25)
OX1 R(0) R(0) R(0) RO) | RO) |RO) |RO) |RO | RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO
APR15 I(15) | 1(15) I(15) | 1(15) | R(13) | I(14) | I(15) | I(15) | S(8) | I(15) | R(12) | I(15) | I(15) | R(11) | R(I3) | I(16) | S(8) | R(12) | R(13) | R(13) | 1(16)
CIP5 S(35) | S(28) S(@42) | S(35) | S(38) | S(37) | S(37) | S(35) | S(34) | S(26) | S(33) | S(35) | S(36) | S(30) | S(33) | R(O) | S(37) | 1(20) | S(38) | S(26) | S(29)
DA2 R(0) R(0) R(0) RO) | RO) |RO) | RO) | RO | RO |RO |RO |RE |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |S@22) |R0O
TY15 R(0) R(0) R(0) RO) | RO) |RO) | RO) |RO | RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |RO |S@2) |R0O
FLM30 S(34) | S(43) S(36) | S(35) | S(34) | S(33) | S(34) | S(34) | S(32) | R(1L) | S(31) | S(34) | S(25) | S(36) | S(35) | S(29) | SG1) | s@7) | s@5) | s@7) | 1(22)
KF30 R(0) R(0) R(0) RO) | S20) | RO) | RO) | RO) | RO) | RO) |R@E |RO) |RO) |R@0) |S@23) |S@2) |RO) |sS@2) | RO) |R@ | RO
PTI5 R(0) R(0) R(0) RO) | RO) |RO) | RO) | RO |RO) |RAL [ R@0) | RO) | RO) | R(0) | RO) | R(O) | S(25) | R(0) | R(O) | S(25) | R(1)
F300 R(0) R(13) | S@26) | R(O) |S@1) | RO) | RO) | RO) | RO) | S@0) | RO) | RO) | RO) | RO) | RO) | S(0) | S@7) | I(15) | RO) | S(9) | S(23)
CN10 S(20) | R(IL) | S(20) | S(20) | S(20) | S(21) | S(20) | S(21) | S(24) | S(20) | S(21) | S(20) | S(21) | S(15) | S(18) | S(2L) | S(24) | S(23) | S(21) | S(21) | S(22)
SXT25 S(25) | R(0) S(29) | RO) | S(25) | S(27) | S(24) | S(26) | S(23) | S(16) | S(26) | S(25) | S(24) | S(27) | S(26) | R(O) | R(O) | RO) | S(7) | RO) | S(21)
0A2 R(0) R(0) 126) | R(O) | 127) | RO) | RO) | RO) | RO) | RO) | R@8) | RO) | RO) | I(25) | R7) | R(20) | R@20) | 126) | RO) | R(22) | R(0)
K30 S(18) | S(19) S18) | S(18) | 1(16) | 1(17) | 1(17) | S(18) | S(19) | S(18) | S(20) | S(18) | 1(14) | R(O) | RO) | 1(14) | 1(17) | RO) | S(1) | 1(14) | 1(A7)
DO30 A1) | S(24) S(24) | S(24) | S(8) | R@0) | 1(12) | 111) | S(22) | S(25) | S(16) | 1(12) | R() | R(O) | 1(12) | 1(13) | S(28) | I(13) | R(10) | S(23) | R(10)

52




Cizelge 4.3. A. hydrophila suslarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari (CLSI, 2017) (Devam)

Antibiyotikler Sensitivity; R: Resistans, S: Susceptible I: Intermediate (Zon ¢capi: mm) Suslar

ATCC AH AH AH AHJ | AH2 | AH3 | AH4 AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH AH

7966 RSKK SAHA S 12.1 14 15 16 108 113 216 217 219 220 222 230 232
C30 S(35) S(()S?g)‘lg S(37) S(36) | S(32) | S(25) | S(35) | S(36) | S(34) | S(32) | I(16) S(35) | S(33) | S(18) | S(28) | S(24) | S(34) | S(22) | S(39) | S(30) | R(11)
S10 S(20) S(21) S(22) S(20) | S(22) | S(20) | S(20) | S(20) | S(29) | S(20) | S(25) | S(20) | S(21) | S(18) | R(10) | 1(14) S(28) | 1(12) S(21) | S(16) | R(0)
AM10 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(9) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(9) R(0) R(0) R(0) R(0)
E15 1(15) 1(15) 1(20) 1(14) | 1(27) | 1(16) 1(15) | 1(15) | 1(22) 1(13) 1(19) 1(14) | 1(14) R(0) R(0) R(0) 1(21) R(0) 1(17) S(31) | 1(22)
VA30 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0)
P10 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0)

CLSI: The Clinical & Laboratory Standards Institute

R: Resistant: Direngli, I: Intermediate: Orta duyarli, S: Susceptible: Duyarlt

SD300: Sulfadiazine (Siilfadiazin), NA30: Nalidixic Acid (Nalidiksik Asit), ENR5: Enrofloxacin (Enrofloksasin), CEP75: Cefoperazone (Sefoperazon), CT10: Colistin (Kolistin), T30:
Oxytetracycline (Oksitetrasiklin), NOR:10 Norfloxacin (Norfloksasin), CRO30: Ceftriaxone (Seftriakzon), OX1: Oxacillin (Oksasilin), APR15: Apramycin (Apramisin), CIP5: Ciprofloxacin
(Siprofloksasin), DA2: Clindamycin (Klindamisin), TY15: Tylosin (Tilosin), FLM30: Flumequine (Flumekuin), KF30: Cephalothin (Sefalotin), PT15: Pristinamycin (Pristinamisin), F300:
Nitrofurantoin (Nitrofurantoin), CN10: Gentamicin (Gentamisin), SXT25: Sulphamethoxazole/Trimethoprim (Sulfametoksazol/Trimetoprim), OA2: Oxolinic Acid (Oksolinik asit), K30:
Kanamycin (Kanamisin), DO30: Doxycycline (Doksisiklin), C30: Chloramphenicol (Kloramfenikol), S10: Streptomycin (Streptomisin), AM10: Ampicillin (Ampisilin), E15: Erythromycin
(Eritromisin), VA30: Vancomycin (Vankomisin), P10: Penicillin G (Penisilin G)
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Cizelge 4.4. Antibiyotik duyarlilik yilizdeleri

Antibiyotik | Antibiyotik Direngli Sus Orta Duyarh Sus | Duyarh Sus
Konsantrasyonu | Sayisi ve Yiizdesi Sayisi ve Yiizdesi | Sayisi ve Yiizdesi
SD300 (300 pg) 9 (%42,85) 2 (%9,52) 10 (%47,61)
NA30 (30 ng) 5 (%23,80) 1 (%4,76) 15 (%71,42)
ENRS (5 ng) 1 (%4,76) 0 (%0) 20 (%95,23)
CEP75 (75 mcg) 1 (%4,76) 9 (%42,85) 11 (%52,38)
CT10 (10 mcg) 4 (%19,04) 0 (%0) 17 (%80,95)
T30 (30 mcg) 19 (%90,47) 2 (%9,52) 0 (%0)
NOR10 (10 mcg) 0 (%0) 0 (%0) 21 (%100)
CRO30 (30 mcg) 5 (%23,80) 2 (%9,52) 14 (%66,68)
OX1 (1 mcg) 21 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
APR15 (15 mcg) 7 (%33,33) 12 (%57,14) 2 (%9,52)
CIP5 (5 mcg) 1 (%4,76) 1 (%4,76) 19 (%90,47)
DA2 2 ng) 20 (%95,23) 0 (%0) 1 (%4,76)
TY15 (15 mcg) 20 (%95,23) 0 (%0) 1 (%4,76)
FLM30 (30 ng) 1 (%4,76) 1 (%4,76) 19 (%90,47)
KF30 (30 mcg) 17 (%80,95) 0 (%0) 4 (%19,04)
PT15 (15 mcg) 19 (%90,47) 0 (%0) 2 (%9,52)
F 300 (300 pg) 13 (%61,90) 1 (%4,76) 7 (%33,33)
CN10 (10 pg) 1 (%4,76) 0 (%) 20 (%95,23)
SXT25 (25 png) 6 (%28,57) 0 (%0) 15 (%71,42)
OA2 (2 ng) 17 (%80,95) 4 (%19,04) 0 (%0)
K30 (30 ng) 3 (%14,28) 8 (%38,09) 10 (%47,61)
D030 (30 ng) 5 (%23,80) 7 (%33,33) 9 (%42,85)
C30 (30 ng) 1 (%4,76) 1 (%4,76) 19 (%90,47)
S10 (10 pg) 2 (%9,52) 2 (%9,52) 17 (%80,95)
AM10 (10 pg) 21 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
E15 (15 png) 4 (%19,04) 16 (%76,19) 1 (%4,76)
VA30 (30 ng) 21 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
P10 (10 UNITS) 21 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
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Sekil 4.11. A. hydrophila AH 216 susunun KF30 ve CN10’a duyarliligi, E15, K30,
PT15, TY15, OX1 e kars1 direnci

Sekil 4.12. A. hydrophila AH 220 susunun antibiyogram sonucu
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Sekil 4.13. A. hydrophila AH 108 susunun CN10’a duyarliligi ve P10’a direnci

Sekil 4.14. A. hydrophila AH 217 susunun ENR5’e, FLM30’a duyarlilig1 ve T30’a,
SXT25’e direnci

Sekil 4.15. A. hydrophila AH 217 susunun antibiyogram sonucu
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4.6. ahyl, ahyR Genlerinin PCR ile Analizi Sonug¢lar:

Arastirmada PCR yontemiyle A. hydrophila ahyl ve ahyR genlerinin varligi
arastiritlmistir.  Suslardan DNA  ekstraksiyonu yapilip UV  spektrofotometrede
konsantrasyon ve saflik degerleri 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.6). Hedef genlere uygun
primerler sentezlenip amplikon boylart ahyl geni i¢in 78 bp, ahyR geni i¢in 86 bp
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

A. hydrophila suslarinin tamaminda QS sistemine ait ahyl, ahyR genlerinin varlig
tespit edilmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

Cizelge 4.5. ahyl ve ahyR genlerine sahip olan suslar

Sus Kodu ahyl geni ahyR geni
(78 bp amplikon) | (86 bp amplikon)
ATCC 7966 + +
AH RSKK 05049 + +
AH SAHA + +
AH S > +
AHJ + +
AH 2 + +
AH 3 + +
AH 4 + +
AH 121 + +
AH 14 + +
AH 15 + +
AH 16 + +
AH 108 + +
AH 113 + +
AH 216 + +
AH 217 + +
AH 219 + +
AH 220 + +
AH 222 + +
AH 230 + +
AH 232 + +
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Cizelge 4.6. Suslarin UV-Spektrofotometre Sonuglari

Sus Kodu ng/ul 260/280 260/230
ATCC 7966 717.10 2.06 1.45
AH RSKK 05049 75.16 2.14 1.79
AH SAHA 288.01 2.00 1.86
AH S 585.19 2.05 1.91
AHJ 435.69 2.03 2.04
AH 2 96.12 1.93 1.11
AH 3 1346.67 1.58 1.11
AH 4 84.42 2.02 1.34
AH12.1 85.95 2.06 2.10
AH 14 137.54 2.08 1.93
AH 15 167.82 1.82 1.06
AH 16 302.90 2.06 1.95
AH 108 440.81 2.06 1.77
AH 113 553.01 2.13 1.92
AH 216 365.10 201 1.73
AH 217 145.31 1.72 1.01
AH 219 818.60 2.27 2.17
AH 220 553.60 1.99 2.01
AH 222 365.41 1.93 1.78
AH 230 251.45 2.16 1.88
AH 232 342.86 1.98 1.99
1 2 3 4 5 & 8 3 10 11

Marker (50 bp)

1. 165 A. hydrephilg ATCC 7966 [+ kontrol)
2. 165 Laboratuvar bakterisi [+ kontrol)

3. 165 AH RSHK 05045

4. ghy! A. hydrophilg ATCC 7966+ kontrol)
5. ghy! A. hydrophilg ATCC 7966+ kontrol)
&. ghyl AH RSKK 05045

T.NTC

8. ghyR A. hydrophilg ATCC 7966+ kontrol)
5, ghyR A. hydrophila ATCC 7966 [+ kontrol)
10. ghyR AH RSKK 05049

11. NTC
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78 bp:

Marker (50 bp)
AH ATCC 7966
NTC

1. AH RSKK

2. AH SAHA
3.AH]

4.AH S

5.AH 2

6.AH 3

7.AH 4
8.AH12.1
9.AH 14

78 bp.

M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Marker (50 bp)
10.AH 15
11.AH 16
12.AH 108
13.AH 113
14. AH 216
15. AH 217
16. AH 219
17. AH 220
18. AH 222
19. AH 230
20.AH 232

Sekil 4.17. ahyl geni jel gortintiisii

Marker (50 bp)
AH ATCC 7966
NTC

1. AH RSKK
2.AH SAHA
3.AH]

4.AHS

5.AH 2

6.AH 3

7.AH 4
8.AH12.1
9.AH 14

M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Marker (50 bp)
10. AH 15
11.AH 16
12. AH 108
13.AH 113
14. AH 216
15. AH 217
16. AH 219
17. AH 220
18. AH 222
19. AH 230
20.AH 232

Sekil 4.18. ahyR geni jel goriintiisii

4.7. Fenolik Bilesenlerle Viriilans Uretim ve Inhibisyon Testlerinin Sonuclar

Viriilans faktorleri iiretim ve inhibisyon testlerinde kullanilan fenolik bilesenler

Gallik Asit (GA), Rosmarinik Asit (RA) ve Vanilik Asit (VA)’tir.

4.7.

1. Biyofilm olusumu test sonuclari

Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu lizerine yapilan g¢alismalarda kullanilan

inhibitdr adaylarinin bakteri gelisimini engellemeyip sistem iizerine inhibisyon

aktivitesinin olmasi istenmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada cevreyi algilama sistemi

izerine potansiyel inhibitor adayi1 olarak tespit edilen GA, RA ve VA fenolik

bilesenleri ¢alisiimistir.

A. hydrophila suslarinin tamaminin biyofilm viriilesini olusturdugu saptanmistir

(Sekil 4.19). Fenolik bilesenler GA, RA ve VA’in gevreyi algilama sisteminin
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yonetimindeki bu viriilans faktoriinii tiim suslarda engelledigi bulunmustur. A.
hydrophila suslarinin biyofilm olusumu ve biyofilm inhibisyon sonuglar1 Cizelge

4.7°de gosterilmistir. Ozellikle RA’in biyofilmi daha iyi engelledigi belirlenmistir.

On testlerde A. hydrophila’nin biyofilmi iizerinde inhibisyon etki noktas1 750 pg ml™
olarak belirlenmis ve bu orandaki gallik asit (GA), rosmarinik asit (RA) ve vanilik
asit (VA) fenolik bilesenlerinin A. hydrophila suslarinin viriilans giicii olan biyofilm
tizerinde Onemli derecede inhibisyon etkisinin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.20,

Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Inkiibasyon sonucunda ependorflardaki A. hydrophila suslar1 dokiilerek patojene ait
biyofilm kristal viyoleyle boyanmistir (Sekil 4.19) Stereo Mikroskop 1s1gimnin
yardimiyla ependorflardaki A. hydrophila’nin biyofilm goriintiisii ve biyofilm
inhibisyonu goriintiisii alinmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Sekil 4.19. Kristal viyole ile boyanma sonrast A. hydrophila suslarinin ependorfta
biyofilm olusumu

60



Sekil 4.20. A. hydrophila ATCC 7966 referans susunun biyofilmi (iist) ve sirayla
GA, RA ve VA fenoliklerinin biyofilm inhibisyonu (alt)

Sekil 4.21. A. hydrophila AH 220 susunun biyofilmi (iist) ve sirayla GA, RA ve VA
fenoliklerinin biyofilm inhibisyonu (alt)
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Sekil 4.22. A. hydrophila AH 230 susunun biyofilmi (iist) ve sirayla GA, RA ve VA
fenoliklerinin biyofilm inhibisyonu (alt)
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Cizelge 4.7. A.hydrophila suslarinin biyofilm viriilansi ve biyofilm inhibisyon sonuglari
Negatif AT | RSKK ot [AHS | AHJ [AH2 | AH3|AH4 | AH121 | AH14 | AH15 [ AH16 | AH108 | AH 113 | AH216 | AH217 | AH 219 | AH220 | AH 222 | AH 230 | AH 232
7966 | 05049

Biyofilm 0049 | 0211 | 0190 | 0409 | 0,199 [ 9301 |0.201 [ 0,251 0283 | 0392 | 0181 | 0,175 | 0,193 | 203 | 0302 | 0298 | 0288 | 0,199 | 0290 | 0256 | 0261 | 0300
Bivofilm 0,049 | 0222 | 0188 | 0402 | 0,201 | 0,297 | 0,205 | 0,259 | 0,291 | 0,385 | 0,189 | 0,156 | 0199 | 0,218 | 0,322 | 0,281 | 0290 | 0191 | 0289 | 0248 | 0,263 | 0309
Biyofilm 0,048 | 0219 | g1g1 | 0400 | 0,198 | 0291 0,210 | 0,248 | 0296 | 0,399 | o170 | 0.153 | 0,176 | 0206 | 0319 | 0271 | 0273 | 0189 | oo75 | 0278 | 0255 | 0,301
GA Biyofilm | °080 | 0131 [ 0140 | 0301 [0,109 [ o056 | 0.161 [ 0,184 [ 0203 | 0292 [ 0,149 | 0101 | 0162 | 0132 | 0222 | 0202 | 0202 | 0109 [ 0195 [ 0176 | 0193 [ o8
GA Biyofilm | 0053 | 0130 [ 0139 | 0312 [0.168 0237 [0.152 [0.178 [ 0,199 | 0280 [ 0,145 | 0102 | 0159 | 0152 | 0202 | 0201 | 0223 | 0123 | 0183 [ 0208 | o187 [ 0254
A Biyofilm | °%80 | 0101 [ 0145 | 0317 [0.182 0232 [ 0,148 [ 0,167 [ 0203 | 0287 [ o160 | 0129 [ 0142 [ 0148 | 0243 | 0281 | 0213 | 0134 | o7 | 0212 | 0200 | 0203
RA Biyofilm | 009 | 011 | 075 [ 0299 [0.112 [ o235 [ 0202 [ 0.174 0199 | 0,202 [ 0,099 | 0100 [ 0413 [ 910 | 0109 | 0200 [ 0191 [ 0099 | 087 | 0159 | 0191 | g005
RA Biyofilm | 0061 | 0105 | 008 [ 0279 | 0421 [ 0207 [011 [0159 [0200 | 0181 | 0091 | 0,106 | 0112 [ 008 [ 0107 | 0192 | 0187 [ 0111 [ 0172 [ 0142 | 0199 | 0101
RA Bivofiim | % | 0107 | 0112 | 0265 [0.108 [0243 [0.186 [ 0,168 [ 0198 | 0,176 [ 00 | 0098 [ 006 [ 032 [ 0101 | 0191 [ 0179 | 0159 | o131 | 0169 | 0200 | 0,098
VA Biyofilm | 006 | 0178 | 0190 | 0323 [ 0,099 [ 9243 | 0098 [ 0,431 [0.200 | 0300 [ 0100 [ 00,99 | 0133 [ 0184 | 0.192 [ 0098 | 0201 | 0,109 | 0090 | 0136 | 0161 | 9222
VA Biyofilm | 0% | 0182 | 0108 [ 0342 [0174 [0217 [ 0205 [ 0159 [ 0097 | 0254 | 0,089 | 0103 [ 0139 | 0158 | 0200 | 0200 | 0197 | 0091 | 0163 | 0128 | 0173 | 0209
VA Biyofilm | °%L | 0139 | 0121 | 0301 [ 0428|0211 062 [0.200 [0.189 | 0200 [ go79 | 0.106 | 0115 [ 0102 | 0189 [ 0471 | 0183 | 0089 | ggs7 | 0078 | 0151 | 0201
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4.7.2. B-Hemolitik aktivite testi sonuclar:

A. hydrophila suslarinin tamaminin kanli agarda eritrositleri biiyiik boyutlarda liziz
etmesiyle B-hemolitik aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir (Sekil 4.23). Kalitatif
ve kantitatif analizlerin ikisinde de tiim suslarin B-hemolitik aktivitesi pozitif
bulunmus ve fenolik bilesenler GA, RA ve VA’in g¢evreyi algilama sisteminin

yonetimindeki bu viriilansi tiim suslarda engelledigi bulunmustur.

On testlerde A. hydrophila’nin p-hemolitik aktivitesi {izerinde inhibisyon etki noktasi
750 ug ml? olarak belirlenmis ve bu orandaki gallik asit (GA), rosmarinik asit (RA)
ve vanilik asit (VA) fenolik bilesenlerinin A. hydrophila suslarinin viriilans giicii
olan B-hemolitik aktivitesi {izerinde onemli derecede inhibisyon etkisinin oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29,
Sekil 4.30).

A. hydrophila’nin kanli agarda yaptigi hemoliz zon ¢api1 Olgiilerek B-hemolitik
aktivitesi kaydedilmis ve Gallik Asit Igeren Kanli Agar (GA-KA), Rosmarinik Asit
Iceren Kanli Agar (RA-KA) ve Vanilik Asit Iceren Kanli Agar (VA-KA) olmak
tizere fenolik iceren kanli agarlarda da olusturdugu zon ¢aplar1 Olciilerek sonuglar
degerlendirilmis bdylece inhibisyon tespit edilmistir. Zon caplar Cizelge 4.8°de

gosterilmistir.

Kalitatif analizde zonlardaki kiiciilme fenolik bilesenlerin B-hemolitik aktiviteyi

engelledigi anlamina gelmektedir. En iyi inhibisyon etkisini VA’in gosterdigi tespit

edilmigtir. VA’in bazi suslarda hemoliz zon c¢apmi sifirladiginin  bulunmasi

inhibisyon ag¢isindan ¢ok dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.28 ve Sekil 4.29).

Sekil 4.23. A. hydrophila ATCC 7966, AH 2 ve AH 219 suslarinin kanli agarda -
hemolitik aktivite olusturmalari
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Sekil 4.24. A. A. hydrophila AH ATCC 7966 susunun kanli agarda 17 mm hemoliz
zonu ve B. AH ATCC 7966 susunda GA-KA’da 12 mm zonla 5 mm’lik
hemoliz inhibisyonu

Sekil 4.25. A. A. hydrophila AH 219 susunun kanli agarda 17 mm hemoliz zonu ve
B. AH 219 susunda GA-KA’da 0 mm zonla 17 mm’lik hemoliz
inhibisyonu

-

Sekil 4.26. A. A. hydrophila AH S susunun kanli agarda 13 mm hemoliz zonu ve B.
AH S susunda GA-KA 0 mm zonla 13 mm’lik hemoliz inhibisyonu
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Sekil 4.27. A. A. hydrophila AH 12.1 susunun kanli1 agarda 24 mm hemoliz zonu ve
B. AH 12.1 susunda RA-KA 19 mm zonla 5 mm’lik hemoliz inhibisyonu

B

Sekil 4.28. A. A. hydrophila AH ATCC 7966 susunun kanli agarda 17 mm hemoliz
zonu ve B. AH ATCC 7966 susunda VA-KA’da 0 mm zonla 17 mm’lik
hemoliz inhibisyonu

Sekil 4.29. A. A. hydrophila AH 113 susunun kanli agarda 12 mmhemoliz zonu ve
B. AH 113 susunda VA-KA’da 0 mm zonla 13 mm’lik hemoliz
inhibisyonu
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Cizelge 4.8. A. hydrophila suslarinin f-hemolitik aktivite zon ¢aplarinin mm Jl¢iim sonuglari

AH | e | an
ATC | "20 | SAl | AH | AH | AH [ AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH | AH
c s| 3| 2|3 | 4| 121 |14 | 15 | 16 | 108 | 113 | 216 | 217 | 219 | 220 | 222 | 230 | 232
0504 | A
7966 | g
Hemoliz Zonu (mm) | 17 | 15 | 12 | 13 | 16 | 17 | 16 | 15 | 24 17 | 10 | 10 16 12 11 12 17 14 13 20 15
Hemoliz Zonu (mm) | 16 | 15 | 13 | 14 | 16 | 17 | 16 | 15 | 24 16 | 10 9 15 12 11 11 17 15 13 20 15
Hemoliz Zonu (mm) | 17 | 15 | 13 | 13 | 16 | 17 | 16 | 15 | 24 15 | 10 9 15 12 12 11 17 15 13 20 14
(GmAm'?emo"z Zonu 12 | 13 9 0 |10 |14 | 12|11 | 22 15 | 9 | 10 | 14 10 9 12 0 14 13 12 14
&Am';emo"z ol | 13| 9 | o0 |13 13812 22 [15] 9 | 9 |14 | 12| 9 |13 | o0 |13 12| 12|10
GAHemolizZonu | 45 | 45 | 11 | o | 10| 14|12 |10 | 22 |15 | 8 | 9 | 14 | 12 | 10| 12| 0o | 15| 13| 13| 14
(mm)
(Rn']“mk)'emo"z ol g5 |15 | 11 (10 | 13|13 |14 | 12| 19 |14 | 10 | 11| 14 | 1 | 1| 12| 16| 12| 10| 16 | 10
(Rnfmk)'emm'z Zonu g4 |13 | 12 |13 |13 |13 |14 | 12| 19 | 13| 10 | 10| 16 | 12 | 11| 10| 15 | 12 | 138 | 17 | 10
(Rn']“mk)'emm'z ol gs |13 | 11 (13|12 |13 |15 12| 19 | 15| 9 | 10| 13 | 11 | 12| 10| 14 | 12| 11| 18 | 10
z’rfm';emo"z Zonu o | 9| 8 |o]o|w]|7 13| 9 |12]|10]8] 9 0 7 0 0 0 9 0 7
E/nfm';emo"z Zond g | 9 | 8 | o009 |7 |14 9 |10|11]| 8| o0 0 7 0 0 8 0 0 | 10
E/nfm';emo"z Zond g | 9 | 9 | o097 13| 9 |1| 9| 8| o0 0 7 7 0 0 0 0 | 10
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Arastirmada kantitatif analizle agiga ¢ikan hemoglobin miktart belirlenmistir (Sekil
4.30). B-hemolitik aktivitenin inhibisyonun kantitatif analiz sonug¢larinda da GA, RA
ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila‘nin bu viriilans giiciine etki ettigi
bulunmustur. En iyi inhibisyon etkisini VA’in gosterdigi tespit edilmistir. A.
hydrophila suslarinin B-hemolitik aktivitesi ve B-hemolitik aktivitesinin inhibisyon

sonuclar1 Cizelge 4.9°da gdsterilmistir.

Sekil 4.30. Kantitafif analiz i¢in %2 yikanmig koyun eritrositi igeren PBS ile
karistirtlan ve buzda bekletilmek tizere hazirlanan A. hydrophila AH
ATCC 7966 susunun hemoglobin miktar1 tespiti i¢in santrifiije
hazirlanmasi
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Cizelge 4.9. A.hydrophila suslariin f-hemolitik aktivitesi ve B-hemolitik aktivitesinin inhibisyon sonuglari

Negatif A$2C RQEK Sﬁ:ll::A AHS | AHJ | AH2 | AH3 | AH4 |AH121 | AH14 | AH15 | AH16 | AH108 | AH 113 | AH 216 | AH 217 | AH 219 | AH 220 | AH 222 | AH 230 | AH 232
7966 | 05049
B-hemolitik 0,050 | 0,111 | 0,100 | 0,209 | 0,301 | 0,350 | 0,069 | 0,121 | 0,120 0,391 | 0,151 | 0,075 | 0,092 | 0,034 0,102 0,148 0,088 0,091 0,091 0,096 0,111 0,092
B-hemolitik 0,051 | 0,102 | 0,191 | 0,213 | 0,203 | 0,341 | 0,201 | 0,13 | 0,292 0,302 | 0,111 | 0,099 | 0,089 | 0,092 0,111 0,111 0,029 0,091 0,077 0,098 0,093 0,099
B-hemolitik 0,048 | 0,216 | 0,151 | 0,207 | 0,317 | 0,295 | 0,121 | 0,149 | 0,202 0,203 | 0,121 | 0,059 | 0,101 | 0,206 0,112 0,121 0,073 0,088 0,075 0,078 0,09 0,103

GA p-hemolitik | 0,031 | 0,101 | 0,091 | 0,179 | 0,294 | 0,235 | 0,061 | 0,091 | 0,102 | 0,321 | 0,101 | 0,071 | 0,091 | 0,034 | 0,092 0,081 | 0,081 | 0071 | 0,071 | 0,076 0,101 0,081

GA p-hemolitik | 0,051 | 0,101 | 0,431 | 0,183 | 0,171 | 0,302 | 0,091 | 0,104 | 0,272 | 0,262 | 0,100 | 0,091 | 0,069 | 0,072 0,101 0,071 | 0,089 | 0,082 | 0,067 | 0,078 0,073 0,089

GA B-hemolitik | 0,048 | 0,201 | 0,131 | 0,197 | 0,265 | 0,221 | 0,082 | 0,109 | 0,302 0,153 | 0,100 | 0,079 | 0,099 | 0,186 0,022 0,091 0,056 0,068 0,055 0,069 0,079 0,093

RA g-hemolitik | 0,050 | 0,102 | 0,091 | 0,173 | 0,271 | 0,301 | 0,061 | 0,101 | 0,092 | 0,311 | 0,101 | 0,054 | 0,101 | 0,052 0,094 | 0111 | 0,081 | 0,088 | 0,063 | 0,076 0,101 0,088

RA p-hemolitik | 0,031 | 0,102 | 0,161 | 0,183 | 0,183 | 0,311 | 0,099 | 0,102 | 0,202 0,284 | 0,112 | 0,073 | 0,081 | 0,071 0,082 0,101 0,034 0,091 0,071 0,090 0,049 0,099

RA g-hemolitik | 0,044 | 0,201 | 0,131 | 0,167 | 0,267 | 0,221 | 0,101 | 0,119 | 0,176 | 0,183 | 0,098 | 0,059 | 0,099 | 0,166 0,101 04111 | 0,071 | 0,062 | 0,081 | 0,093 0,059 0,081

VA g-hemolitik | 0,051 | 0,111 | 0,078 | 0,109 | 0,201 | 0,157 | 0,061 | 0,101 | 0,012 0,302 | 0,101 | 0,067 | 0,081 | 0,084 0,031 0,083 0,065 0,079 0,067 0,065 0,100 0,092

VA B-hemolitik | 0,05 0,095 | 0,101 | 0,111 | 0,203 | 0,171 | 0,101 | 0,093 | 0,191 0,234 | 0,078 | 0,091 | 0,073 | 0,109 0,078 0,081 0,067 0,074 0,071 0,058 0,083 0,069

VA B-hemolitik | 0,041 | 0,116 | 0,101 | 0,119 | 0,199 | 0,185 | 0,101 | 0,079 | 0,152 0,165 | 0,082 | 0,068 | 0,101 | 0,096 0,094 0,12 0,061 0,081 0,071 0,091 0,079 0,073
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4.7.3. Elastolitik aktivite testi sonuclari

On testlerde A. hydrophila’nin elastolitik aktivitesi iizerinde inhibisyon etki noktasi
750 pg ml? olarak belirlenmis ve bu orandaki gallik asit (GA), rosmarinik asit (RA)
ve vanilik asit (VA) fenolik bilesenlerinin A. hydrophila suslarinin viriilans giicii
olan elastolitik aktivitesi tizerinde onemli derecede inhibisyon etkisinin oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.31 ve Sekil 4.32). A. hydrophila suslarinin elastolitik aktivitesi
ve alastolitik aktivitesinin inhibisyon sonuglar1 Cizelge 4.10°da gdosterilmistir.

Elastolitik aktivite lizerinde en iyi inhibe etkisini VA’in gosterdigi bulunmustur.

Sekil 4. 31 A hyd rophlla suslarlmn elastohtlk aktivite ol¢limii

Sekil 4.32. VA nin A. hydrophila suslarlnda elastolitik akt1v1te tizerine etkisi

Biyofilm, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite viriilans giicleri ilgili genlerin

ekspresyonuyla ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan inhibisyon testleriyle GA, RA ve VA
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fenolik bilesenlerinin biyofilm, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite viriilans
giiclerini O6nemli derece inhibe ettigi belirlenmistir. Sonuglar yorumlandiginda
biyofilm {izerinde RA’in, B-hemolitik aktivite iizerinde VA’in, elastolitik aktivite

tizerinde VA’in en iyi inhibe etkisi gosterdigi bulunmustur.
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Cizelge 4.10. A. hydrophila suslariin elastolitik aktivitesi ve elastolitik aktivitesinin inhibisyon sonuglari

Negatif A"?'\EC RQEK SQEA AHS |AHJ | AH2 | AH3 | AH4 |AH121 | AH14 | AH15 | AH16 | AH108 | AH 113 | AH 216 | AH 217 | AH 219 | AH 220 | AH 222 | AH 230 | AH 232
7966 | 05049
Elastolitik 0,044 | 0,282 | 0,191 | 0,389 | 0,204 | 0,489 | 0,263 | 0,291 | 0,281 | 0,401 | 0,200 | 0,281 | 0,279 | 0,376 0,299 0,212 0,275 0,201 0,202 0,283 0,290 0,301
Elastolitik 0,042 | 0,284 | 0,199 | 0,399 | 0,212 | 0,478 | 0,204 | 0,298 | 0,271 | 0,415 | 0,191 | 0,259 | 0,292 | 0,395 0,291 0,201 0,251 0,281 0,217 0,292 0,283 0,289
Elastolitik 0,043 | 0,289 | 0,195 | 0,401 | 0,267 | 0,491 | 0,219 | 0,234 | 0,256 | 0,398 | 0,187 | 0,292 | 0,299 | 0,399 0,300 0,178 0,234 0,265 0,173 0,294 0,251 0,291
GA Elastolitik | 0,052 0,21 | 0,174 | 0,309 | 0,201 | 0,391 | 0,201 | 0,251 | 0,203 | 0,311 | 0,131 | 0,275 | 0,213 | 0,323 0,233 0,171 0,202 0,199 0,201 0,216 0,261 0,222
GA Elastolitik | 0,051 | 0,202 | 0,501 | 0,299 | 0,213 | 0,307 | 0,217 | 0,259 | 0,201 | 0,293 | 0,108 | 0,156 | 0,229 | 0,338 0,272 0,195 0,199 0,191 0,193 0,198 0,233 0,279
GA Elastolitik | 0,050 | 0,235 | 0,151 | 0,361 | 0,248 | 0,311 | 0,210 | 0,248 | 0,199 | 0,299 | 0,157 | 0,253 | 0,276 | 0,351 0,267 0,362 0,201 0,489 0,204 0,278 0,225 0,301
RA Elastolitik | 0,049 | 0279 | 0,181 | 0,312 | 0,177 | 0,349 | 0,211 | 0,222 | 0,179 | 0,355 | 0,143 | 0,279 | 0,258 | 0,341 0,299 0,042 0,195 0,201 0,202 0,233 0,282 0,276
RA Elastolitik | 0,052 | 0,301 | 0,176 | 0,390 | 0,200 | 0,375 | 0,201 | 0,224 | 0,141 | 0,357 | 0,123 | 0,300 | 0,272 | 0,371 0,231 0,191 0,151 0,301 0,216 0,241 0,271 0,300
RA Elastolitik | 0,059 | 0,245 | 0,134 | 0,311 | 0,201 | 0,382 | 0,101 | 0,165 | 0,186 | 0,310 | 0,172 | 0,201 | 0,259 | 0,369 0,285 0,178 0,094 0,262 0,173 0,278 0,211 0,295
VA Elastolitik | 0,064 | 0,199 | 0,101 | 0,239 | 0,134 | 0,359 | 0,278 | 0,202 | 0,199 | 0,299 | 0,121 | 0,282 | 0,123 | 0,301 0,214 0,162 0,199 0,171 0,302 0,201 0,299 0,234
VA Elastolitik | 0,042 | 0,209 | 0,193 | 0,211 | 0,112 | 0,318 | 0,165 | 0,217 | 0,184 | 0,230 | 0,101 | 0,139 | 0,262 | 0,312 0,263 0,181 0,171 0,181 0,117 0,134 0,203 0,212
VA Elastolitik | 0,041 | 0,104 | 0,174 | 0,204 | 0,153 | 0,291 | 0,178 | 0,097 | 0,189 | 0,271 | 0,141 | 0,222 | 0,221 | 0,286 0,221 0,131 0,200 0,160 0,103 0,298 0,202 0,199
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4.8. GA, RA ve VA Fenolik Bilesenlerinin AH ATCC 7966, AH RSKK 05049,
AH SAHA, AH S, AH J, AH 2, AH 3 Suslarinda Biyofilm Olusumu, B-
hemolitik Aktivite ve Elastolitik Aktivite Uzerine Etkisi

Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu lizerine yapilan c¢alismalarda kullanilan
inhibitdr adaylarinin bakteri gelisimini engellemeyip sistem iizerine inhibisyon
aktivitesinin olmasi istenmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada cevreyi algilama sistemi
tizerine GA, RA, VA bilesenlerinin toksik olmayip en iyi inhibisyon etki gostedigi
750 pg mlt derisiminde ¢alisiimistir. Biyofilm olusum testi sonuclarina gore ATCC
7966, AH SAHA, AH S, AH J, AH 3 suslarinda galisilan derisimde her ti¢ fenolik
bilesigin de inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir. Elastolitik aktivite lizerine ise
AH ATCC 7966, AH SAHA, AH S suslarinda sadece vanilik asit inhibisyon etki
gosterirken AH J susu iizerine her ii¢ fenolik bilesen de inhibisyon gostermistir. AH
3’lin gosterdigi elastolitik aktiviteye ise etkisi arastiran fenolik bilesenlerden
hicbirinin anlamli inhibisyon etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir. Caligmaya dahil
edilen suslardan AH RSKK 05049, AH 2’nin iirettigi viriilans faktorleri ile biyofilm
olusumu tiizerine fenolik bilesenlerin higbiri etkili olmamustir (Sekil 4.33, Sekil 4.34,
Sekil 4.35 ve Sekil 4.36).

Fenolik bilesiklerin viriilans faktorleri tizerinde gosterdigi inhibisyon etki istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

nm AH ATCC 7966 nm AH RSKK
0.4+ A 0.5
E3 Biyofilm =3 Biyofilm
B3 Elastaz 0.4 E3 Elastaz
=1 Hemoliz 3 =1 Hemoliz
0.24
0.1+
0.0-
SFFY CFI SN Fonalit hilacantor SFFET SFFY (SF¥a¥  Fenolik hilesenier
*_é‘ & *_o“ *oo *‘oe *90

Sekil 4.33. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH ATCC 7966 ve
AH RSKK 05049 suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve
elastolitik aktivite tizerine inhibisyon etkisi
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B3 Biyofilm
a1 Elastaz
=1 Hemoliz

‘so\(,\"ng\" _@c,vqmv \@\evqyy Fenalil hilesenler
« «

AHS

nm

0.4+ s e
Ea Biyofilm
B3 Elastaz
=1 Hemoliz

&(o\evqyg\v- &"\GVQyAY &@\(’v-quV Fenalik hilecenler
© & o

Sekil 4.34. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH SAHA ve AH S
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite

tizerine inhibisyon etkisi

nm
0.6

&

=3 Biyofilm
B3 Elastaz
=1 Hemoliz

> 3 Y -
o‘(o AR\ &(o A2\ &@ FQ¥AY  Fenalik hilecenler

e ©

nm AH 2

0.3+
E3 Biyofilm
B3 Elastaz
=3 Hemoliz

. v O Y \d v, e
\«"\0 ng\ :\‘oe qy'\\ :\(o\(’ Qy.Q

Fenalile hilecenler

¥ © ¥

Sekil 4.35. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH J ve AH 2
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite

tizerine inhibisyon etkisi

0.4

+0 +0

» N
Q\‘o (AL As\o &@\QV'Q?AV’ &(o a8\

4_0

B3 Biyofilm
B3 Elastaz
=1 Hemoliz

Fennlik hilecenler

Sekil 4.36. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 3 susunda
biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite {izerine

inhibisyon etkisi

74



4.9. GA, RA ve VA Fenolik Bilesenlerinin AH 4, AH 12.1, AH 14, AH 15, AH 16,
AH 108, AH 113 Suslarinda Biyofilm Olusumu, B-hemolitik Aktivite ve
Elastolitik Aktivite Uzerine Etkisi

AH 4, AH 12.1, AH 14, AH 15, AH 16, AH 108, AH 113 suslarinda biyofilm
olusumu iizerine calisilan derisimde (750 pg ml?) her ii¢ fenolik bilesigin de
inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir. Elastolitik aktivite iizerine ise AH 4, AH
12.1, AH 14 suslarinda ii¢ fenolik bileseninde inhibisyon etki gosterirken AH 15, AH
16, AH 108, AH 113 suslari iizerine ii¢ fenolik bilesenin de anlamli inhibisyon etkiye
sahip olmadigi tespit edilmistir.

Aragtirilan suslardan sadece AH 14 susunun B-hemolitik aktivitesi lizerine li¢ fenolik
bileseninde istatistiki agidan anlamli inhibisyon etki gosterirdigi belirlenirken AH 4,
AH 12.1, AH 15, AH 16, AH 108, AH 113 suslarinin B-hemolitik aktivitesi {izerine
fenolik bilesenlerin higbirinin istatistiki agidan etkili olmadigi bulunmustur (Sekil
4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39 ve Sekil 4.40).

Fenolik bilesiklerin viriilans faktorleri lizerinde gosterdigi inhibisyon etki istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

nm AH4 nm AH 12.1
0.4 ) 0.5+ o
B3 Biyofilm 5 X =3 Biyofilm
0.34 B3 Elastaz 2 B Elastaz
=1 Hemoliz =3 Hemoliz
0.2+
0.1
0.0-
analik hilecenlar annlik hilacenler
&@\QVQS'AV' &@0\»@3 &@ov-@mv Fenalik hilecenl Q\@\OV-Q_?QY o\‘o\ovqmv é@e\rqy\\v Fenalik hilecenl
© © © & & &

Sekil 4.37. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 4 ve AH 12.1
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite
tizerine inhibisyon etkisi
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0.00-

+0 *.0 +0
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Ea Biyofilm
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0.1

0.0-
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Sekil 4.38. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 14 ve AH 15
suglarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite
lizerine inhibisyon etkisi

nm AH 16
0.4+

0.3+

0:24 3

0.1+

0.0-

& &

> N Y I
o"‘o i\ &(o 0?‘4}'4?'0 &‘o ¥ ¥QAY  Fenalik hilecenler
NG

nm
. 0.5+
B3 Biyofilm
3 Elastaz 0.4
=1 Hemoliz
0.3

0.2+

0.14
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+O

AH 108
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B3 Biyofilm
B3 Elastaz
=1 Hemoliz

Sekil 4.39. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 16 ve AH 108
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite
tizerine inhibisyon etkisi

045 NM

0.3

0.2

0.1

0.0-

+0

AH 113

CFEF SFFF SFeF
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B3 Biyofilm
B3 Elastaz
=3 Hemoliz

Fennlil hilaceanlar

Sekil 4.40. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 113 susunda
biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite iizerine

inhibisyon etkisi

76



4.10. GA, RA ve VA Fenolik Bilesenlerinin AH 216, AH 217, AH 219, AH 220,
AH 222, AH 230, AH 232 Suslarinda Biyofilm Olusumu, p-hemolitik
Aktivite ve Elastolitik Aktivite Uzerine Etkisi

AH 216, AH 217, AH 219, AH 220, AH 222, AH 230, AH 232 suslarinin ¢alisilan
derisimde (750 pg ml™) biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite
lizerine etkisi arastirilan fenolik bilesenlerin degisik oranlarda inhibisyon etki
gosterdigi gozlenmistir. Bu sounuglardan elastolitik aktivite lizerine sadece AH 217
susunda ii¢ fenolik bileseninde inhibisyon etki gosterirken AH 216, AH 219, AH
220, AH 222, AH 230, AH 232 suslar iizerine ii¢ fenolik bilesenin de anlamli
inhibisyon etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.

Aragtirilan suslardan sadece AH 216 susunun B-hemolitik aktivitesi iizerine ¢
fenolik bileseninde istatistiki agidan anlamli inhibisyon etki gosterirdigi belirlenirken
AH 217, AH 219, AH 220, AH 222, AH 230, AH 232 suslarinin B-hemolitik
aktivitesi lizerine fenolik bilesenlerin higbirinin istatistiki agidan etkili olmadig:

bulunmustur (Sekil 4.41, Sekil 4.42, Sekil 4.43 ve Sekil 4.44).

Fenolik Dbilesenlerin viriilans faktorleri {izerinde gosterdigi inhibisyon etki

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

nm AH 216 nm AH 217
0.4+ ) 0.4+ o
=3 Biyofilm e Biyofilm
a a
o3 T = Elastaz 03d ° X = Elastaz
i b =1 Hemoliz b [ =1 Hemoliz
0.2 > 0.2 = © t?c Y g
; T [ - 5 o
S pr pr
0.1 = L 0.1
0.0-

0.0~

v &@\ T SFIY  Fenalik hilaconler AR A\ &@\ K SFFY  Eanalik hilowonler
¥ ¥ © «© ¥ «

Sekil 4.41. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 216 ve AH 217
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite
iizerine inhibisyon etkisi

77



nm AH 219 nm AH 220
0.5 o 0.4 )
=3 Biyofilm 3 Biyofilm
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Sekil 4.42. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 219 ve AH 220
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite

tizerine inhibisyon etkisi
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Sekil 4.43. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 222 ve AH 230
suslarinda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite

tizerine inhibisyon etkisi

nm AH 232 nm Negatif Kontrol
0.4 -
] = Biyofilm 9:08 = Biyofim
o B B3 Elastaz ab L ab 3 Elastaz
=3 Hemoliz a =3 Hemoliz
0.2
0.1
0.0-
oééer?Qv o\‘&GVQ?‘\v. oéo\eyey-\\v- Fenalik hilecenler éo\ov.Qy.Av. x‘o\(’v.qy.Av. \éo\(?v.Qy.Qv. Fennlik hilecenler
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Sekil 4.44. Negatif kontrol ve GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila
AH 232 susunda biyofilm olusumu, B-hemolitik aktivite ve elastolitik
aktivite tizerine inhibisyon etkisi

abcdprsxyzile jsaretli sonuglarla kontrol arasindaki fark P<0.05 seviyesinde

Onemlidir.
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4.11. GA, RA ve VA Fenolik Bilesenlerinin Tiim Suslarda p-hemolitik Zon Cap1

Uzerine Etkisi

A. hydrophila suslarinin hastalik yapmada rolii olan B-hemolitik aktivite (kalitatif:
zon ¢ap1 Ol¢iimiiyle arastirma) viriilans faktorii lizerine inhibisyon etkisi arastirilan
fenolik bilesenler GA, RA ve VA’in inhibisyon etkileri istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Calisilan derisimde (750 pg mlt) B-hemolitik aktivite kalitatif yani zon ¢ap1 dlgiimii
testi sonuclarina gore; AH ATCC 7966, AH RSKK 05049, AH SAHA, AH S, AH J,
AH 2, AH 3AH 4, AH 12.1, AH 14, AH 16, AH 108, AH 113, AH 216, AH 217, AH
219, AH 220, AH 222, AH 230, AH 232 suslarinda ¢alisilan derisimde her ti¢ fenolik
bilesigin de istatistiksel olarak anlamli inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir.
Sadece AH 15 susunda ii¢ fenolik bileseninde anlamli inhibisyon etkiye sahip
olmadig tespit edilmistir (Sekil 4.45, Sekil 4.46, Sekil 4.47 ve Sekil 4.48).

Fenolik bilesiklerin viriilans faktorleri lizerinde gosterdigi inhibisyon etki istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

mm
204
a mm AH ATCC 7966 mm AHS
= AHRSKK = AHJY
B3 AH SAHA = AH2
.5"\0?'?? % @o"q? s \«"\OV'Q? % Fenolik hilocnlor @e"e? v &’\e"e-‘? N \‘o\ev.qy. A Fenolilc hilecenler
¢ & ¢ « « «

Sekil 4.45. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH ATCC 7966, AH
RSKK 05049, AH SAHA, AH S, AH J, AH 2 suslarinda -hemolitik zon
olusumuna inhibisyon etkisi
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Sekil 4.46. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 3, AH 4, AH
12.1, AH 14, AH 15, AH 16 suslarinda B-hemolitik zon olusumuna

inhibisyon etkisi
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Sekil 4.47. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 108, AH 113,

AH 216, AH 217, AH 219, AH 220 suslarinda B-hemolitik zon

olusumuna inhibisyon etkisi
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Sekil 4.48. GA, RA ve VA fenolik bilesenlerinin A. hydrophila AH 222, AH 230,

AH 232 suslarinda -hemolitik zon olusumuna inhibisyon etkisi
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4.12. A. hydrophila Suslarimin PFGE ile Tiplendirilmesi

Suslar arasindaki klonal iliskinin saptanmasinda Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) yontemi kullanilmis ve elde edilen DNA paternleri biyoinformatik program
olarak 6zel bir program olan BioNumerics 7.5 programi ile degerlendirilmistir.
Molekiiler epidemiyolojik ¢alismada hasta baliklardan izole edilen A. hydrophila’nin
2 susu BUU’nden, 4 susu ISUBU’nden ve 14 susu OMU’nden olmak iizere 4 farkli
Universite koleksiyonlarindan temin edilmistir. 1 adet referans sus A. hydrophila
ATCC 7966 ise USA'den temin edilmistir. Toplamda 21 susun genetik benzerlikleri
karakterize edilmistir. Hasta baliklardan izole edilen A. hydrophila suslarinin
genomik DNA’larinin benzerlik dendrogrami ve PFGE patternleri tespit edilmistir
(Sekil 4.49). A. hydrophila’nin 21 susunun 19 farkli genotip (pulsotip) olusturdugu
saptanmistir. 19 pulsotip igerisinde yer alan 4 izolat kiime genisligi 2 olan 2 kiime

olusturmustur. Kiimelesme orani (4/20) = %20 olarak bulunmustur (Cizelge 4.11).

%095 ve lizeri benzerlik oranina gore ise Ege bolgesi-kefal AH 216 ve Ege bolgesi-
cipura AH 220 suslarinin klonal yonden iliskili oldugu ve Ege bolgesi-gokkusagi
alabaligt AH 108 ve Karadeniz bolgesi-gokkusagi alabaligt AH 12.1 suslarmin
aralarinda molekiiler epidemiyolojik yonden iligkili oldugu belirlenmistir. Boylece
caligilan suslardan yakin cografik ve uzak cografik bolgelerdeki bazi suslarin

benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.49. A. hydrophila suslarinin PFGE dendrogram goriintiisii
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Cizelge 4.11. PFGE sonucu belirlenen pulsotipler

Sus kodu izolasyon bélgesi Izolasyon kaynag Pulsotip
AH 222 Ege/Tiirkiye Kefal 1
AH 230 Ege/Tiirkiye Gokkusag Alabaligi | 2
AH 216 Ege/Tiirkiye Kefal 3
AH 220 Ege/Tiirkiye Cipura 3
AH 14 Karadeniz/Ttirkiye Gokkusag Alabaligi | 4
AH S Akdeniz/Tiirkiye Sazan Baligi 5
AH 217 Ege/Tiirkiye Levrek 6
AH 16 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligr | 7
AH 15 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusag Alabaligi | 8
AH 232 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligr | 9
AH SAHA Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 10
AH ATCC Amerika Birlesik Devletleri Siit 11
7966
AH RSKK Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltir | RSKK 12
Koleksiyonu (RSKK)
AHJ Akdeniz/Tiirkiye Japon Baligi 13
AH 4 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 14
AH 113 I¢ Anadolw/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 15
AH 2 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 16
AH 219 Ege/Tiirkiye Tekir 17
AH 3 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 18
AH 108 Ege/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 19
AH12.1 Karadeniz/Tiirkiye Gokkusagi Alabaligi | 19
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5. TARTISMA VE SONUC

Bakterilerin kullandiklar1 sinyallerin yapay sinir aglariyla benzerlikleri bilim
insanlarinin  dikkatini ¢ekmis ve bakterilerin sinir ag1 barindirdigi bulgusundan
hareketle bakteriler i¢in diisiik diizeyde bir zeka yapisi fikri de gliglenmistir
(Hellingwerf, 2005).

Bu nedenle bakteriyel direng ve direncin gelistigi zeminler son yillarda insanlik i¢in
ortak tehdit haline gelmistir. Yirmi birinci ylizyilin basinda, diinya c¢apinda
antibiyotiklere direngli, hatta ¢oklu direngli, patojenik bakterilerin sayisinda ciddi bir
artisin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle ‘infeksiyon hastaliklari’ hala diinyada en
onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Robert Koch’un 1884 yilinda yayimlanan
varsayimlarinin zaman iginde tartisilmasi sonucunda 1978'de Bill Costerton, kalici
tibbi cihazlarin takili oldugu hastalardaki kronik enfeksiyonlarinda etkenin,
antibiyotik tedavilerine ve konak bagisik yanitina direngli, biyofilm olusturan
bakteriler oldugu konusunda uyarilarda bulunmustur. 2012 yilinda ise “biyofilmin
babas1” olarak anilan Costerton’a adanan “polimikrobiyal etkenlerin olusturdugu
biyofilm” teorisi ile konu daha farkli bir boyuta taginmistir. Gelinen bu noktada,
Smith (1905), yilinda ilk kez giindeme getirdigi “bakterilerin kendi aralarinda
haberlesmeleri” kavrami, oOkaryotik ve prokaryotik hiicrelerin biribirileri ile
haberlesmesi boyutuna kadar ayrintilandirilan “gevreyi algilama” kavrami ile birlikte
diisiiniilmeye baslaninca, enfeksiyon hastaliklarinin degerlendirilmesinde yeni bir
boyuta ge¢ilmistir. Giiniimiizde “mikroorganizmalarin  olusturdugu  sinyal
molekiillerinin yonettigi biyofilm, hemoliz ve elastaz viriilanslar1” kavrami iginde,
tiire 6zgii bir tan1 ve tedavi diisiiniildiigiinde, nanobiyoteknoloji de dahil olmak iizere,
yeni ve farkli stratejilerin g6z Oniline alinmasi gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir

(Bayrakal ve Baskin, 2018).

Gerek insan gerekse balik hastaliklarina neden olan bircok patojen bakteri
patojenitesinde cevreyi algilama sistemini virlilans faktorlerinin sentezinde aktif
olarak kullanmaktadir. Baliklarda hastaliga neden olan 6nemli patojenlerden biri A.
hydrophila olup bu sistem araciligi ile elastaz enzimi iretebilmekte, hemoliz
reaksiyonlar: yapmakta ve biyofilm olusumunu gerceklestirmektedir. Yapilan son

caligmalar infeksiy6z hastaliklari ile miicadelede sistemin inbisyonunun yeni ve umut
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vaat eden bir secenek oldugunu gostermis ve sistemin inhibisyonu iizerine yapilan

caligsmalar son on yilda ivme kazanmistir.

Bu amagla yapilan bu tez ¢alismasinda farkli baliklardan izole edilen A. hydrophila
suslarinda viriilanstan sorumlu olan elastaz, hemoliz ve biyofilm olusumu {izerine
gallik asit, rosmarinik asit ve vanilik asitin inhibisyon etkileri arastirilmis, sistemden
sorumlu olan genler tespit edilmeye calisilarak, aralarindaki klonal iliski ortaya

konulmaya ¢alisilmustir.

S-tabakasi, hiicre zarfinin bir parcasidir ve genellikle Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilerde bulunur. Yapisinda protein ve glukoprotein vardir. Gram-negatif
bakterilerde, S-tabakasi dogrudan dis membrana baglidir. S-tabakas1 hiicreyi iyon ve
pH degisimleri disinda ozmotik basing ve yabanci enzimlere karsi da korur. Ayrica
bazi bakteri hiicrelerinde seklin olusumunda ve zarfin saglamliginda rol oynar.
Ancak, bu bir hiicre membrani degildir. S-katmani1 A. hydrophila’da viriilans
olusturmasinda pigment iiretiminde etkilidir (Ford ve Thune, 1992; Figueiredo ve
Leal, 2008).

Singh (1997), Ryan's Aeromonas Medium (RAM), GSP agar Pseudomonas
Aeromonas Selective Agar Base (GSP) ve Starch Ampicillin Agar (SAA)
besiyerlerinde Aeromonas spp. tiirlerini arastirildig1 bir ¢alisma da GSP, SAA ve
RAM besiyerlerinde Aeromonas spp. kolonilerini saptadigini ve bu agarlarin

Aeromonas spp. tiirlerini belirleyici bir besiyeri oldugunu bildirmistir.

Telaumbanua vd. (2019), tarafindan TSA agarda krem renkteki A. hydrophila’nin
GSP agarda sar1 koloni olusturdugu rapor edilmistir. Arastirmamizda da ayn1 durum
s0z konusu olup TSA agarda orijinal rengi krem olan A. hydrophila’nin tiim suslari
GSP agarda sartya doniismiistiir. A. hydrophila suslarinin GSP agarda sar1 koloni
olusturmasiyla c¢alisilan tiim suslarin  A. hydrophila oldugu saptanmig ve

raporlanmaistir.

Bir¢ok antibiyotige karst gerek intrinsik gerekse kazanilmis direng gostererek sinirli
tedavi secenegine sahip olan, 6zellikle glikopeptid grubu antibiyotiklere direnci diger

bakterilere kolaylikla transfer edebilen ve bagirsak florasinda asemptomatik kalicit
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kolonizasyon gosteren bakterilerin hastaliklardaki 6nemi giderek artmaktadir (Uttley

vd., 1988; Leclercq vd., 1988).

Aeromonaslarin, penisilin G, ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, streptomisin, sefalotin
ve 1. ve 2. kusak sefalosporinlerin ¢oguna karsi direngli; ¢ogu aminoglikozide,
azlosilin, piperasilin  kloramfenikol, tetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol,
kinolonlar ve 3. kusak sefalosporinlere duyarli olduklar1 belirtilmektedir (Baron ve
Finegold, 1990; Von-Graevenitz vd., 1991). Arastirmamizda da enrofloksasin,
sefoperazon, siprofloksazin, gentamisin, kloramfenikol, flumekuin antibiyotiklerine
kars1 tiim suslarin duyarli oldugu sadece 1’er susun direng gosterdigi belirlenmistir
ve bu ilgili antibiyotiklerin tedavide tercih edilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica A.
hydrophila’nin tiim suslarinin norfloksasine duyarli oldugu tespit edilmistir ve
tedavide norfloksasinin tercih edilebilecegi diistiniilmektedir. Arastirmamizda
suslarin direng profili giiglii bulunarak oksasilin, ampisilin, vankomisin, penisilin G
antibiyotiklerine karsi tim A. hydrophila suslarinin direngli oldugu belirlenmis
klindamisin ve tilosin antibiyotiklerine kars1 ise 1 sus diginda tiim suslarin direngli

oldugu belirlenmistir.

Sarkodie vd. (2019), tarafindan A. hydrophila’nin 15 klinik susu antibiyotik
hassasiyetleri agisindan incelenmis ve neredeyse bir¢ok antibiyotige direng
gelistirdigi bulunmustur. Hatta A. hydrophila hastaliklarinin tedavisinde penicillin ve
tetracyclinden kagiilmasi gerektigini savunmuslardir. Arastirmamizda da benzer
durum s6z konusu olup arastirilan A. hydrophila suslarinin nerdeyse yarisinin tiim
antibiyotiklere diren¢ gelistirdigi goriilmiistiir ve penicillin G (%100) ve
oxytetracycline (%90.47) kars1 gordiigiimiiz direng Sarkodie vd. (2019) ile benzer

sonuglar elde edilmistir.

Hossain vd. (2019), tarafindan zebra baligi kaynakli 43 Aeromonas spp. suslarinin
antibiyogrami, antimikrobiyal diren¢ genleri ve integronslart ¢aligilmigtir. Suslarin
alt1 farkli Aeromonas tiirii oldugunu bildirerek A. veronii biovar veronii (n=26), A.
veronii biovar sobria (n=3), A. hydrophila (n=8), A. caviae (n=3), A.
enteropelogenes (n=2) ve A. dhakensis (n=1) seklinde suslari tanimlamistir.
Tanimlanan bu suslarin antibiyogramini, amoksisiline (%100.00), nalidiksik aside
(%100.00), oksitetrasikline (%2100.00), ampisiline (%93.02), tetrasikline (%74.42),
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rifampisine (%67.44) ve imipeneme (%65.15) karsi direngli olarak rapor etmistir.
Arastirmamizda da benzer olarak oksitetrasikline 19 sus (%90.47), ampisiline 21 sus
(%100.00) direng gosterirken nalidiksik aside sadece 5 sus (%23.80) direng

gostermistir.

Zhu vd. (2020), tarafindan g¢oklu-ilag direnci olan A. hydrophila’nin neden oldugu
septiseminin son on yilda katlanarak arttigin1 ve endise verici bir orana ulastigini
bildirmistir. Hasta baliklardan izole ettikleri suslarin antibiyotik hassasiyetlerinin tiim
suslarda farklilik gosterdigi ve her susun farkli bir antibiyotige direngli oldugunu
rapor etmistir. Aragtirmamizda da ayni durum s6z konusu olup her susun farkli bir

antibiyotige direncli oldugu saptanmistir.

Radu vd. (2003), baliklarda Aeromonas hastaliklarinda antibiyotik direncini
arastirmig ampisilin, karbenisilin, eritromisin ve streptomisine karsi oldukga direngli

oldugunu bildirmistir.

Onuk vd. (2017), farkli oranlarda ilag direncinin saptanmis olmasi hem balik hem de
insan hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyel ajanlarin secilmesinin
onemini ortaya koymakla birlikte Aeromonas tiirleri i¢in etkin ulusal antimikrobiyal
direng izleme sistemlerine ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir. Arastirmamizda da

ayni durum s6z konusu olup farkli oranlarda ilag direnci tespit edilmistir.

Aeromonas suslar1 genel olarak amioglikozitlere duyarli olarak bilinmektedir (Laith
ve Najiah, 2013). Arastirmamizda da bir aminoglikozit olan gentamisine karsi
suslarin  %95.23’1 duyarli olarak bulunmustur. Aksit vd. (2008) test ettikleri
Aeromonas suslarinin tamaminin gentamisine duyarli oldugunu saptamiglardir.
Arastirmamizda da benzerlik s6z konusu olup suslarin gentamisine karsi duyarli

olduklar1 belirlenmistir.

Durmaz ve Tirk (2009), Streptomycin, oxytetracycline, trimethoprim ve
nitrofurantoin gibi antibiyotiklere karst Motil Aeromonaslar’in diren¢ kazandiklar
saptamistir. Antibiyotiklere bu denli direng kazanmig A. hydrophila’yla savasta artik
yeni Onlemlerin gelistirilmesi ve s6z konusu patojen iizerinde cevreyi algilama

sisteminin inhibisyonu gibi fenomen stratejilerin denenmesi sarttir.
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Kirke vd. (2004) ve Swift vd. (1997), tarafindan PCR ile yaptiklar1 bir arastirmada A.
hydrophila’da gevreyi algilama sistemi AHL molekiilii olan N-butanoyl-L-homoserin
lakton (BHL) sinyal molekiiliiniin tiretimini ahyl ve ahyR geniyle kodladigini, bunun
sonucunda da A. hydrophila’nin viriilans faktorii olan biyofilm ve serine proteaz
tiretimini gergeklestirdigini bildirilmistir. Arastirmamizda da ayni durum séz konusu
olup PCR yontemiyle A. hydrophila suslarinin tamaminin ahyl ve ahyR genlerinin

ikisi de tespit edilmistir.

Swift vd. (1999) ve Lynch vd. (2002), tarafindan A. hydrophila ¢evreyi algilama
sistemin yoOnetimindeki ahyR geni BHL molekiiliiyle biyofilm olusumunu ve
extraselliiler proteaz iiretimini gerceklestirdigi rapor edilmistir. Arastirmamizda
benzer sekilde PCR yontemiyle A. hydrophila suslarmin tamaminda ahyR geni tespit

edilmistir.

Swift vd. (1999), gére A. hydrophila’da N-butanoyl-L-homoserin lakton (C4-HSL)
cevreyi algilama sinyal molekiilii sentezi igin gerekli proteini ahyl geni kodladigi ve
A. hydrophila’daki ahyl geni inaktive edilerek bu molekiillerinin olusmasinin
engellenebilecegini ifade etmistir. Bu tez arastirmasinda A. hydrophila suslarinda
viriilans faktorlerinin tiretiminden sorumlu ahyl ve ahyR genlerinin her ikisi de
saptanmis ve tiim suslarin bu genlere sahip olmasina ragmen farkli oranlarda viriilans

kapasiteleri oldugu gozlenmistir.

Kostakioti vd. (2009), tarafindan E. coli bakterisi QseB ve QseC gen sistemleriyle
bakteri iletisimine cevap verdigi ve viriilans faktorlerini sentezlemek i¢in kullandigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada QseC'nin engelenmesinin, tiir i¢i iletisimi kesdigi ve
viriilansi 6nemli Olgiide azalttigida bildirilmistir. Sarkodie vd. (2019) A.
hydrophila’nin AHL molekiilleriyle iletisime gectigini, viriilans faktorlerini tirettigini
ve ayni ¢alismada Kozlova vd. (2012)’nin belirttigi gibi A. hydrophila’da cevreyi
algilama sistemi yonetimindeki AHL molekiilleriyle iletisim oldugu gibi ayni
zamanda QseB ve QseC sisteminin de bulundugunu bildirilmistir. A. hydrophila’daki
AHL ile QseB ve QseC gen sistemi arasinda tiirler arasi iletisiminde oldugu
bildirilmistir. A. hydrophila’nin ¢evreyi algilama sistemiyle tiir i¢i iletisime gectigi
bilinirken bu ¢aligmayla tiirler arasi iletisime gectigininde vurgulanmasiyla A.

hydrophila dikkatleri tizerine ¢ekmektedir. Bu klinik balik patojenin ¢evreyi algilama
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sistemiyle organize olmasi, ayn1 anda etki gostererek viriilans faktorleriyle baliklarda
cesitli sekillerde hastaliklara sebep olmasi nedeniyle c¢evreyi algilama sisteminin

inhibisyonu tedavi diinyas1 agisindan ¢ok onemlidir.

Cevreyi algilama sisteminin inhibisyonu yeni anti-enfektif ajanlarin gelisimi i¢in
¢ekici bir hedeftir. Son zamanlarda bazi bilesenler yeni, giivenli ve etkili QS
engelleyici madde olarak biiyiik ilgi goriirler. QS engelleyicileri olarak fenolikler,
flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler ve poliasetilenler igerdikleri ikincil derece
metabolitlerin spektrumu nedeniyle mikrobiyal hastalik kontroliinde olduk¢a

cekicidir. Bu anti-QS bilesikleri bakteriyel patojeniteyi onler (Asfour, 2018).

Smith (1905), ¢ok sayidaki bakterinin birka¢ bakteriden gii¢lii oldugunu, ancak bu
birkag¢ bakterinin de birlik olarak engelleri asabildigini sdylemistir (Baskin, 2005).
Iste bu sozlerden yillar sonra bakterilerin birbirileri ile iletisim kurdugu ve yanit
verebildikleri ispatlanmistir (Baskin, 2005). Bakteriler arasi iletisim sisteminin
bozulmasiyla bakteriler koordineli  davranamayacaklar, konakta kolonize
olamayacaklar ve bunun sonucunda basarili bir hastalik siireci ortaya

koyamayacaklardir (Rasko ve Sperandio, 2010).

Bilim insanlar1 QS sistemlerinin kontrol ettigi biyofilmlerin karmasik yapim ve
bilesim siireclerini anlamaya baslamistir. Tedavi yaklasimlar1 konusunda
https://patents.google.com/ adresinden patent sorgusu “quorum sensing inhibitor”
olarak yapildiginda bu konuda 1134 patentin, “biofilm inhibitor” olarak yapildiginda
ise 875 patentin igeriginde “quorum sensing” ve biyofilm kavramlarinin yer aldigi

goriilmektedir (Bayrakal ve Baskin, 2018).

Biyofilm iligkili hastaliklarda antimikrobiyalin biyofilm i¢indeki mikroorganizmalara
etki edebilmesi i¢in normalin 10-100-1000 kat ytiksek konsantrasyonda uygulanmasi
gerekmektedir (Stewart ve Costerton, 2001). Antibiyotik tedavilerinin basarisinin
diisiik olmasindan dolayr cevreyi algilamanin inhibisyonu gilinlimiizde °’ilag’

degerindedir.

Williams (2007), QS sistemine bagimli AHL’nin kontroliindeki bazi fenotipleri
bildirdiginde A. hydrophila’nin C4-HSL ve C6-HSL molekiillerini iiretterek biyofilm
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ve virillans faktorlerini olusturdugunu bildirmistir. Kumar vd. (2019), A.
hydrophila’nin ¢ok gii¢lii biyofilm olusturdugunu bildirmistir. Yapilan bu tez
calismasinda da A. hydrophila’nin ¢ok gii¢lii biyofilm olusturdugu goézlenmistir.
Biyofilmin oldukca etkili bir viriilans giicii oldugu, kronik hastaliklarda alt yapinin
olugmasinda ne denli etkili oldugu da yapilan bir¢ok calisma ile rapor edilmistir.
Birgok literatiirde bahsedilen A. hydrophila’nin biyofilminin engellenmesi igin
stratejiler gelistirilmektedir, bu arastirma sorusunda da fenolik bilesenlerle (GA, RA

ve VA) engellenme stratejisi denenmistir.

Rama Devi vd. (2016), A. hydrophila suslarina karsi rosmarinik asitin (RA) gevreyi
algilama inhibit6rii (QSI) potansiyeli agisindan degerlendirdigi bir ¢calismada enfekte
zebra baligindan izole edilen A. hydrophila suslarinin tiir spesifik gen (rpsL)
amplifikasyonun tanimlanmasi ve biyokimyasal analizlerle identifikasyonu
yapmistir. Ahhl, aerA, lip ve ahyB gibi dogrulanan viriilans genlerinin gen
ekspresyon analizini yapmistir. A. hydrophila suslarina karsi RA'nin biyofilm
inhibitér konsantrasyonunun (BIK) 750 pg ml? oldugunu bulmus ve bu
konsantrasyonda RA’nin, A. hydrophila'da QS yonetimindeki hemoliz, lipaz ve
elastaz {iretimini azalttigini1 belirtmistir. FT-IR analizinde, RA ile muamele edilen A.
hydrophila hiicrelerinin hiicresel bilesenlerinde bir azalma gosterdigi belirlenmistir.
A. hydrophila ile enfekte olmus zebra baliginin RA ile tedavi edilmesiyle yasama
oranlarmin arttigint ve RA'nmin A. hydrophila'da QS yonetimindeki biyofilm
olusumunu ve virlilans faktor tiretimini kontrol etmek icin degerli bir fitoterapotik
bilesik oldugunu bildirmislerdir. Bu tez calismasinda da ayni durum s6z konusu olup
750 pg ml?t konsantrasyonunun A. hydrophila‘da biyofilm, B-hemolitik aktivite ve
elastolitik aktivite viriilans faktorlerinin {iretimini engelledigi belirlenmistir.
Arastirma sonuglarimiz Rama Devi vd. (2016) RA'min A. hydrophila'da QS
yonetimindeki biyofilm olusumunu ve viriilans faktor tiretimini kontrol etmek i¢in
degerli bir fitoterapotik bilesik oldugu iddiasimi destekler niteliktedir, ayni fikir

tarafimizca da savunulmaktadir.

Ponnusamy vd. (2009), dogal ortamlarda bir mikroorganizmanin biyofilm olusumuna
neden olan farkli QS molekiillerini iirettigini birgok makalede oldugu gibi s6z
konusu yazarlarda belirtmislerdir. Biyofilm olusumunun QSI olarak g¢evre dostu

maddeler kullanarak azaltilabilecegini de ifade etmislerdir. Iyi bilinen bir gida
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tatlandirici olan vanilini, biyosensor suslari kullanilarak acyl homoserin lakton
(AHL) molekiillerine karst QSI 6zelligi bakimindan incelemislerdir. Vanilinin, kisa
zincirli [C4-HSL (%69) ve 3-Okso-C8-HSL (%59.8)] ve uzun zincirli AHL
molekiillerinde belirgin inhibisyon gosterdigini rapor etmislerdir. Vanilinin QSI
aktivitesini, biyofilm bakterileri A. hydrophila {izerinde ters osmoz (RO) membrani
teknolojisinde test etmislerdir. Polistiren yiizeyi iizerinde biyofilm olusumu %46,3'e
kadar inhibe edildigini gérmiislerdir. Sonuglarinda vanilinin, RO membranlarinda
biyofilm olusumunu azaltacak potansiyel bir QSI bilesigi olarak kullanilabilecegini
onermiglerdir. Aragtirmamizda da vanilik asidin bakteriyel balik patojeni A.
hydrophila’nin 6nemli viriilanslarindan olan biyofilmi dikkat ¢ekici sekilde
engelledigi tespit edilmistir, iyi bir gevreyi algilama sistemi inhibitorii olabilcegi

tarafimizca da savunulmaktadir.

Chu vd. (2014), balik patojeni A. hydrophila'nin biyofilm olusumuna ve viriilans
faktorlerinin tretilmesine Bacillus sp. QSI-1’in quorum quencher olarak etkisini
arastirmiglardir. A. hydrophila YJ-1 ile QSI-1’in birlikte kiiltiirlendiginde (co-
culture) QSI-1’in A. hydrophila YJ-1'in biiyiimesini etkilemedigini ancak AHL'lerin
birikimini azalttigin1 gérmiislerdir. Sonugta QSI-1'in siipernatantinin A. hydrophila
YJ-1'de proteaz iretiminde (%83.9), hemolitik aktivitede (%77.6) ve biyofilm
olusumunda (%77.3) énemli derecede inhibisyon etkisi gosterdigini raporlamigslardir.
Biyokontrol deneyinde, QSI-1, zebra baligi (Danio rerio)'da A. hydrophila sus YJ-
I'in patojenitesini Onemli Olgiide azalttigin1 gérmislerdir. QSI-1 ile beslenen
baliklarin %80.8'lik hayatta kalma oran1 gozlenmistir. Sonuglarinda AHL bloke eden
bakterilerin, su iriinleri yetistiriciliginde bakteriyel balik hastaliklarinin
biyokontroliinde antibiyotige alternatif olarak diisiiniildiigli savunmuglardir. LBA
(Luria Bertani Agarda) QSI-1 siipernatantini igeren kuyucuktaki bakterilerin koyun
eritrositleri tizerindeki hemoliz zonundaki kiigiiltmeyi gosteren bulgu resmiyle de net
olarak ortaya koymuslardir. Tez arastirmamizda quorum quencher olarak Bacillus sp.
QSI-1 kullanilmamis ancak bazi fenolik bilesenler quorum quencher olarak
distiniilmiis ve calisilmistir. Sonugta tez arastirmamizda da A. hydrophila’da
biyofilm, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite viriilanslarini GA, RA ve VA’in
engellemesinin bulunusuyla bu fenolik bilesenlerin Aeromonas kaynakli hastaliklarin
biyokontroliinde iyi bir Quorum Sensing Inhibitorii (QSI) olabilecegi tarafimizca

iddia edilmektedir. Ayrica GA, RA ve VA’in B-hemolitik aktiviteyi engellemesiyle
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eritrositlerin parcalanmasindaki azalma yani hemoliz zonundaki kiiciilme tezde de
net olarak ortaya konmustur. Ozellikle vanilik asidin hemoliz zon ¢aplarin1 oldukca
kiiciiltmesi hatta baz1 suglarda hemoliz zonunu sifira indirmesi ¢ok carpici bir

sonugtur.

Annapoorani vd. (2012), rosmarinik asidin, insan patojeni Pseudomonas
aeruginosa’nin biyofilm mimarisini etkili bir sekilde bozdugunu ve biyofilm
olusumunu azalttigin1 rapor etmistir. Calismamizda A. hydrophila’nin biyofilm
olusumunu en etkili oranda engelleyen bilesenin rosmarinik asit oldugu tespit

edilmistir.

Borges vd. (2012), galik asit, Listeria monocytogens, P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus ve E. coli bakterilerinin biyofilm olusumunu 6nledigini bildirmistir. Ayrica,
gallik asidin gram-pozitif bakterilere kiyasla gram-negatif bakteriler tarafindan
onceden olusturulmus biyofilm biyokiitlesini azaltma potansiyelinin oldugunu
gostermiglerdir. Toplam biyofilm tamamen yok edilememesine ragmen, biyofilmin
metabolik aktivitesini bu fenolik asit tarafindan giiclii bir sekilde azaltildigini, bu
durumunda bakterilerin yiizeye yapismasini onemli derecede engelledigini rapor
etmiglerdir. Tez arastirmamizda da Borges vd. (2012), benzer olarak A.
hydrophila’nin  gallik asitle maruz kaldiginda ¢evreyi algilama sisteminin

kontroliindeki biyofilm olusturmasinin engellendigi bulunmustur.

Larrosa vd. (2010) ve Sarabhai vd. (2013), gallik asit tiirevleri ve polifenol
bilesenlerinin N-Acyl homoserin laktonlara miidehale ederek bakteriler arasi
etkilesimi engellediklerini savunmuslardir. Lu vd. (2016), gallik asidin A. hydrophila
tizerinde antibakteriyel etki gosterdigini rapor etmislerdir. Arastirmamizda gallik
asitin A. hydrophila’nin ¢evreyi algilama sistemiyle yonettigi biyofilmi, 3-hemolitik

aktiviteyi ve elastolitik aktiviteyi inhibe ettigi belirlenmistir.

Dusane vd. (2015), Karbenisilinle tedaviye cevap vermeyen biyofilm iliski
Chromobacterium violaceum CV026 vakalarinda hizli gelisen biyofilmi engellemede
gallik asit etkili oldugunu literatiirlere eklemislerdir. Baska bir c¢alisma da
Sendamangalam vd. (2011), Streptococcus mutans gallik asit ve tiirevi metil gallatin

in vitro calismasinda biyofilm olusumunu engelledigini bildirmistir. Tim bu
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caligmalarda oldugu arastirmamizda da gallik asidin A. hydrophila’nin biyofilmini
engellemesiyle bu fenolik bilesenin iyi bir g¢evreyi algilama sistemi inhibitorii

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Choo vd. (2006), vanilya ekstraktlarinin C. violaceum'da ¢evreyi algilama sistemini
inhibe yeteneginde oldugunu saptamislardir. Bu nedenle vanilya igeren besinlerin

tikketimlerinin faydali olabilecegini savunmaktadirlar.

Ponnusamy vd. (2009), vanilik asitin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde), acyl
homoserin lakton molekiillerini (C4-HSL ve 3-Ox0-C8-HSL) onemli olgiide
etkileyerek cevreyi algilama sistemi iizerindeki inhibisyonunu tespit etmislerdir ve
Vanilya ¢ekirdeklerinin 6nemli bir bileseni olan vanilinin, A. hydrophila’da biyofilm
olusumunu engelledigini bildirmislerdir. Tez arastirmamizda vanilik asit A.

hydrophila’da biyofilm olusumunu etkileyerek azaltmistir.

Truchado vd. (2012), bir¢ok gida fitokimyasalinin gevreyi algilama biyosensor susu
olan C. violaceum'daki QS sinyallerini inhibisyon potansiyelini arastirdigir bir
caligmada, fenolik asitlerden gallik asit ve vanilik asidin (vanilin) QS inhibisyonuyla
violaceini azalttigint bulmustur. Aragtirmamizda da gallik asit ve vanilik asidin A.
hydrophila’nin biyofilm, B-hemolitik aktivite ve elastolitik aktivite viriilanslarini

engelledigi bulunmustur.

Viriilent A. hydrophila aerolizin, gézenek olusturucu toksinler (PFT) ve hemolizin,
gbzenek olusturmayan toksinler olmak iizere iki tip hemolizin iiretmektedir (Wang
vd., 2003). Bu virillans faktorleri A. hydrophila’nin viriilent olusunda B-PTF

kontroliindeki en 6nemli virtilans giigleridir (Szczesny vd., 2011).

Nurcan (2010), arastirmasinda C. violaceum CV026 ile Agrobacterium tumefaciens
NT1 biyosensor suslart kullanilarak yaptiklari testlerde A. hydrophila suslarmin N-
butanoyl-L-homoserin lakton (BHL) ile N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton
(OdDHL) sinyal molekiillerini iirettigini tespit etmistir Ve ¢evreyi algilama sistemi
yonetimindeki viriilans giiglerinden A. hydrophila’nin hemolitik aktivitesinin ¢ok

giiclii oldugunu bildirmistir.
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Luis vd. (2014), Staphylococcus aureus suslarinin a toksin olan hemolitik aktivitesini
gallik asidin azalttigin1 rapor etmislerdir. Tez arastirmamizda Luis vd. (2014)’nin
calismasindan farkli olarak A. hydrophila ¢alisilmis ve gallik asidin hemolitik zon

capini kiiciilterek inhibe ettigi raporlanmistir.

Samayanpaulraj vd. (2020), A. hydrophila’nin hemoliz ve elastaz viriilanslarimi
{irettigini rapor etmistir. Ilgili bilim adamlarmm bahsettigi bu B-hemolitik ativite ve
elastolitik aktivite viriilanslarini tez arastirmamizda A. hydrophila’nin tiim suslarinin
irettigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda tezin esas glindemlerinden biri olan ¢evreyi
algilama sisteminin kontroliindeki bu viriilanslarm GA, RA ve VA fenolik

bilesenleriyle inhibe edildigi de ortaya konmustur.

Hossain vd. (2017), tarafindan model ester olarak gallik asit metil esteri Metil Gallat
(MG) fenolik bileseninin anti-QS etkisini degerlendirmek i¢in C. violaceum ve P.
aeruginosa suslart c¢alisilmistir. C. violaceum‘da AHL sinyal molekiillerinin
sentezine etkisi ve P. aeruginosa'da biyofilm, motilite, proteolitik, elastaz,
piosiyanin, ramnolipid aktivitelerine etkisi arastirllmistir. Sonug¢ta MG'nin P.
aeruginosa’da QS genlerinin  ekspresyonunu etkiledigi, ¢evreyi algilama
yonetimindeki viriilans faktorlerini engelledigi ve C. violaceum'da AHL'nin hem
sentezini hem de aktivitesini engelledigi bildirilmistir. MG konsantrasyonunun in
vitro ¢alismasinda toksik olmadigi ve P. aeruginosamin lasl/R, rhll/R ve pgsA
ekspresyonunu baskiladigr ifade edilmistir. Bu ¢alismanin MG'nin anti-QS
mekanizmasinin ilk raporu oldugu da bildirilmistir. Tez arastirmamizda patojen ve
fenolik bilesenler farkli olsa da bu c¢alismayla ayni amag¢ s6z konusudur. Tez
aragtirmamizda da bu in vitro galisma igin belirlenen fenolik asit konstanrasyonun
toksik olmadigi ve A. hydrophila’nin g¢evreyi algilama sistemiyle diizenledigi
virtilans faktorlerinden biyofilmi, B-hemolitik aktiviteyi, elastolitik aktiviteyi fenolik

bilesenler rosmarinik asit, vanilik asit ve gallik asidin engelledigi ispatlanmistir.

Lu vd. (2016), tarafindan gallik asidin A. hydrophila iizerindeki antibakteriyel etkisi
bildirilmistir. Rodrigues vd. (2016), Eugenia brasiliensis bitkisinden elde edilen
fenolik bilesenlerin A. hydrophila’nin ¢evreyi algilama sistemi ydnetimindeki
hareketini inhibe ettigini bildirmislerdir ve yine ayni ¢alismada fenolik bilesenlerin

genel olarak Gram-negatif bakterilerde iyi bir ¢evreyi algilama inhibitori (QSI)
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olabilecegini savunmuslardir. A. hydrophila’nin ¢evreyi algilama sistemini
engelleme aragtirmalar1 farkli bilim insanlar1 tarafindan c¢alisilsa da tez
arastirmamizin esas gindemlerinden biri olan A. hydrophila‘nin g¢evreyi algilama
sistemi yonetiminde gergeklestirdigi viriilans gii¢lerinden biyofilm, p-hemolitik
aktivite ve elastolitik aktivitenin gallik asit, rosmarinik asit ve vanilik asit fenolik
bilesenleriyle inhibisyonunun gii¢lii oldugunun tarafimizca bildirilmesi iilkemiz

adina ilk rapordur.

Epidemiyolojik arastirmalarda arastirmacilar Aeromonas spp.’larin  patojenik
suslarin1 ve patojenik olmayan suslarmi ayirt etmek igin genetik marker olarak
viriilans faktorlerini baz alirlar (Kingombe vd., 1999; Wang vd., 2003; Sen ve
Rodgers, 2004).

PFGE E. coli (Preston vd., 2000), Salmonella (Old vd., 1999), Neisseria
gonorrhoeae (Van Looveren vd., 1999), metisiline direngli Staphylococcus aureus
(Grady vd., 1999), Acinetobacter baumannii (Marcos vd., 1995) gibi birgok Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterinin tiplendirilmesinde kullanilmistir (Durmaz ve
Durmaz, 2001).

Dempsey vd. (1991), PFGE’nin biiylik DNA pargalarin1 ayristirma 6zelliginin,
bakteriyel genom analizleri i¢in yeni yaklasimlar sagladigini bildirmislerdir. Farkli
enzimler kullanilarak olusturulan DNA pargalarinin PFGE analizinin, bakteriyel
genomun biiyiik pargalardan kiiclik parcalar halinde hizli bir sekilde ayrilmasin

saglayan giiclii bir teknik oldugunu vurgulamislardir.

PFGE’nin, bakterilerin karakterizasyonunda etkili oldugu gibi, genom biiyiikliigiiniin
hesaplanmas1 ve kromozom haritalarinin olusturulmasinda da etkili bir metot oldugu

kanitlanmistir (Churin vd., 1995; Basim vd., 1999).

Gardiner (1991), maya yapay kromozomu kiitiiphanelerinin PFGE y&ntemiyle

olusturuldugunu bildirmistir.

Modern taksonomi bakterileri, atasal iliskilerine gore belirlemektedir. PFGE, yiiksek

derecedeki polimorfizmleri belirleyebilmistir (Grothues ve Tiimmler, 1991).
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Tamplin vd. (1996), kabuklu deniz iiriinleri, deniz suyu ve sediment drneklerinden
izole edilen 78 adet gevresel; hastanelerden izole edilen 53 adet klinik Vibrio
vulnificus susunun PFGE analizini yapmuslardir. Cevresel ve klinik Orneklerin
profilleri arasinda yiiksek oranda ¢esitlilik goriilmistiir. Bunun tersine ribotipleme
sonucunda ribotip profilleri arasinda miikemmel derecede benzerlik tespit edilmistir.
Cevresel ve klinik orneklerin ribotiplemesi sonucunda dort baskin grup ortaya
cikmistir. PFGE’nin, klinik suslari ¢cevresel suslardan ayirt etme giiciiniin ¢ok yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Talon vd. (1996), yaklasik 1 ay boyunca meydana gelen hastane kaynakli enfeksiyon
kiimesinden izole edilen A. hydrophila suslarin1 karakterize etmek igin PFGE
yontemini kullanmiglardir. Hastalardan 5 sus ve su kaynagindan 10 sus biyotipleme
ve antibiyotik duyarlilik paternleri arastirilmistir. Ayrica hastalardan ve sudan izole
edilen birbirinden bagimsiz 10 susun DNA kromozomunu PFGE ile parcalayarak
epidemiyolojik olarak karsilagtirmasini yapmislardir. 5 sudan izole susun ve 4 klinik
susun biyotip ve antibiyotik duyarlilik patern tipinin ayni oldugunu bulmuslardir.
Endoniikleazlar Xbal, Spel ve Swal ispat edici profiller veritken Dral’nin
vermedigini belirtmislerdir. Profillerin stabil, tekrarlanabilir ve ayirt edici oldugunu
da bildirmislerdir. Epidemiyolojik olarak birbirinden bagimsiz 10 susun en ucuz,
uygun endoniikleaz olan Xbal ile parcalandiktan sonra 10 farkli model sergiledigini
bulmuglardir ve PFGE’nin, ortak bir hastalik kaynagindan siiphelenilen A.
hydrophila'nin tiplendirilmesi i¢in hizli ve ayirt edici bir teknik oldugunu
bildirmislerdir. Tezde A. hydrophila suslarinin genomik DNA’larimin benzerlik
dendrogrami ve PFGE patternleri tespit edilerek 21 susun 17 farkli genotip (pulsotip)
olusturdugu saptanmistir. %95 ve iizeri benzerlik oranina goére suslarin %38’u klonal

yonden iligkili bulunmustur.

Koérkoca vd. (2013), tarafindan PFGE ile diyareli insanlardan (14 sus), saglikli gida
is¢ilerinden (2 sus), hayvanlardan (24 sus) ve i¢cme sularindan (12 sus) izole edilen
52 Aeromonas susu arasindaki klonal iliski arastirilmistir. Bir diyareli insan sus1 ve
bir si8ir sus1 arasinda klonal iligki tespit edildigi, insan ve su suslar1 arasinda klonal
iliski tespit edilmedigi ve baliklardan izole edilen A. caviae ve A. sobria
suglarinmayirt edilemez PFGE paterni tespit edildigi bildirilmistir. %95 benzerlik
oranina gore Ege bolgesi-kefal AH 222 ve Ege bolgesi-gokkusagi alabaligi AH 230
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suslarmin aralarinda klonal yonden iligkili oldugu, Karadeniz bolgesi-gokkusagi
alabaligt AH SAHA ve Amerika Birlesik Devletleri-siit AH ATCC 7966 suslarinin
aralarinda klonal yonden iligkili oldugu belirlenmistir. %100 benzerlik oranina gore
ise Ege bolgesi-kefal AH 216 ve Ege bolgesi-cipura AH 220 suslarmin klonal
yonden iligkili oldugu ve Ege bolgesi-gokkusagi alabaligt AH 108 ve Karadeniz
bolgesi-gokkusagi alabaligt AH 12.1 suslarinin aralarinda klonal yonden iliskili
oldugu belirlenmistir. Boylece ¢alisilan suslardan yakin cografik ve uzak cografik

bolgelerdeki bazi suslarin benzerlik gosterdikleri belirlenmistir.

Yu vd. (2004), tarafindan A. hydrophila’da PFGE, PCR, DNA maniiplasyonlari,
Southern hibridizasyon, DNA dizilimini ve mutantlarimin yapisimi bir dizi
yontemlerle arastirdigi bir ¢alismada A. hydrophila’nin patojenitesini gergeklestirdigi
Tip 11 sekresyon sisteminin (TTSS) gen dizisinin karakterini ve dizilimini yaparak
ilk kez raporlamislardir. Tez aragtirmamiz kapsaminda hasta baliklardan izole edilen
A. hydrophila suslarinin genomik DNA’larinin benzerlik dendrogrami ve PFGE

patternleri ortaya konmustur.

Arastirmacilar klinik bakteriyoloji ve mikrobiyoloji arastirmalarinda uzun zamandir
tek hiicreli/monoklonal organizmalar “saf suslar” ilkesine bagli kalarak analizlerini
gerceklestirmistir. Bu ilke cok dogru olmakla birlikte, bilim insanlar1 artik ¢ok
hiicreli/poliklonal yasam tarzi, biyofilm olusumu ve cevreyi algilama sistemi gibi
aragtirma sorulartyla da bakterileri anlamak i¢in bakterilerin sosyo-mikrobiyolojik

yonlerini giderek ortaya ¢ikarmaktadir.

The guardian (2020), antibiyotik direnci hakkinda yapilan arastirmalar kapsaminda
yeni antibiyotikler gelistirilemezse, 2050 yilina kadar her yil 10 milyon canlinin
hastaliklardan dolay: risk altinda olabilecegi konusunda uyarmistir. Ote yandan en
giiclii veya en zeki olan degil, degisime en ¢ok uyum saglayabilen hayatta kalir
Megginson (1963), ifade ettigi gibi bakterilerde ¢evrenin degisimine uyum saglamis
antibiyotik direncini neredeyse =zirveye ¢ikarmistir. Giinlimiizde 400 farkh
mikroorganizmaya ait 20.000'in {izerinde potansiyel diren¢c geninin (R geni)
varliginin bilindigi (Aksoy, 2015) antibiyotik direnci sadece bugiinii degil gelecegi

de ilgilendiren ve tiim diinyay1 tehdit eden 6nemli bir sorundur. Biyofilm matriksinde
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bulunan ve enfeksiyona neden olan bakterilerin antibiyotik direnglilik problemi, yiiz

yiize kalinan biiylik problemlerden birisidir (Costerton vd., 1999).

Bakteriyel hastakliklarin ilag tedavisinde antibiyotiklerin rastgele kullanimlar1 direng
gelismesine neden olmaktadir. Dolayisiyla, bakterilerle savas yetenegimizin azaldigi
post-antibiyotik bir donemle karsi karsiya kalmis ve hastaliklarla basa ¢ikmak igin
yeni stratejilere ihtiyag artmistir. Bakterilerin viriilans faktorlerini bakteriler arasi
iletisim sistemini kullanarak diizenlendiklerinin kesfi, bakteriler arasi iletisim
sistemini engellemeyi tedavi icin cazip bir hedef haline getirmistir. Bakterileri
oldiirmeden patogenezi hedef almak, diren¢ gelisimi i¢in daha az segici baski
uygulayabilmektedir, bu nedenle bakteriyel iletisim inhibitorleri kullanarak bakteriler
arast iletisimin engellenmesi hastaliklarin tedavisi igin biiyilk umut olarak

goriilmektedir (Bosgelmez-Tinaz, 2013).

Bakterilerin sistemlesmis milyarlarca hiicreden olusan baliklarda hastalik olusturarak
dogal ortamda ve yetistiricilik {initelerinde ne kadar ciddi kayiplara sebep oldugu
sorusunun cevaplarindan birisi: ¢evreyi algilamadir. Cevreyi algilamanin
kontroliindeki en etkili Vviriilans faktorii olan biyofilm “mikroplar sehri” (Watnick ve
Kolter, 2000) olarak nitelenmistir. Biitiin bunlar ne akillica davrandiklarini ispatlar
niteliktedir. Cevreyi algilama bakterilerin diislinerek hareket ettiklerinin de bir
gostergesidir. Aralarindaki bakteriyel iletisimin kesilmesi ile baliklar tizerindeki

olumsuz etkilerinin de biiyiik oranda bitecegi 6ngoriilmektedir.

Biitiin bu durumlar degerlendirildiginde bakteriler birbirleri ile iletisime gegip heniiz
hastaligi olusturmamis iken QS sisteminin durdurulmasi miicadele de oldukca
onemlidir. Patojenlerin iletisime gecisi esnasinda sinyal molekiillerin tespiti ve
imhasi hastalik olusumunun engellenmesinde basarili bir profil ¢izecektir.

¢

Bilim adamlari, bakterilerin direng gelistiremedigi “’sliper antibiyotik’’ gelistirmeyi
basarmistir. Nature Chemical Biology dergisinde yayimlanan makaleye gore, New
York’taki Albert Einstein Fakiiltesi’nde gorevli bilim adami Vern Schramm ve ekibi
yeni gelistirdikleri antibiyotigi kolera ve E. coli bakterilerinde denemistir. Deney
sonucunda bu antibiyotikle yapilan 26. tedavinin bile ilk tedavideki gibi sonug

verdigini dikkat ¢ekilmistir. Yeni antibiyotigin bakteriyi 6ldiirmedigini belirten bilim
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adamlari, bu yoOntemin bakterilerin direng gelistirmesine neden oldugunu
hatirlatmigtir. Siiper antibiyotik, bakterilerin birbirleriyle iletisimini, bir enzimi bloke
ederek kesmektedir ve bdylece bakteriler bagisiklik sisteminden korunduklar

biyofilmleri gelistirememektedir (Gutierrez vd., 2009).

Cevreyi algilama bakteriye giic katarak patojenite de oldukea etkilidir. Bu nedenle
QS molekiillerinin {iretiminin 6nlenmesi, pargalanmasi veya inhibisyonu, QS
sinyalinin alinmasinin dnlenmesi stratejileri iizerinde durmak 6nemlidir. Bu anlamda
bakteri diinyasindaki iletisimin kesilmesi su iriinleri yetistiriciliginde hastaliktan
korunmanin alternatif bir metodudur. Bakteri hiicreleri arasindaki iletisimin
engellenmesiyle antibakteriyel etki elde etme ¢alismalar1 gelecek igin umut vaadeden
bir alan olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda g¢evreyi algilama sinyal molekiillerinin
tespitiyle bu molekiillerin olusumunun durdurulmas: hastalikta erken teshis
kavramin1 giindeme getirmekte ve bu durumunda profilaksi de ¢igir agmasi

hedeflenmektedir.

Tez aragtirmasinda A. hydrophila suslarinin tamaminda ¢evreyi algilama sisteminden
sorumlu ahyl ve ahyR genleri tespit edilmistir. A. hydrophila suslarinin tamaminda
cevreyi algilama sisteminin yOnetimindeki biyofilm, p-hemolitik aktivite ve
elastoltik aktivite viriilanslar1 raporlanmistir. Cevreyi algilama sistemi yonetimindeki
bu viriilans giigleri iizerine arastirilan gallik asit, rosmarinik asit ve vanilik asitin
onemli derecede inhibisyon etkisinin oldugu tespit edilmistir. Biyofilm olusumu
tizerine RA, PB-hemolitik aktivite ve elastoltik aktivite iizerine ise VA fenolik
bilesenlerinin en etkili sekilde inhibisyon etki gdsterdigi belirlenmistir. Ayrica suslar
arasindaki molekiiler epidemiyolojik iligkiye gore yakin cografik alanlardaki suslarin
benzer kiime olusturdugu ve bu benzer suslarin farkli hasta balik tiilerinden izole

edildigi tespit edilmistir.

Sonug olarak bakterilerin her gecen giin antibiyotiklere gosterdikleri direng ve
ozellikle biyofilm olusumu ile de artiyor olmasi bakterilerle miicadelede yeni
stratejilerin  gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Bu nedenle arastirmacilar
konularini1 g¢evreyi algilama sistemiyle yonetilen biyofilmin inhibisyonu iizerine
yogunlastirmistir. Bu ciddi durum karsisinda simdiye kadar ¢evreyi algilama sistemi

inhibisyonu iizerine yapilmis c¢ok fazla c¢aligma bulunmakta ve sistem {izerine
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inhibisyon etkisi gormek ic¢in ¢ok sayida dogal ya da sentetik molekiiller
denenmektedir. Yaptigimiz tez kapsaminda inhibisyon etkisi arastirilan fenolik
bilesenlerin ¢evreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilen viriilans faktorleri
tiretimi tizerine farkli oranlarda inhibisyon etkisinin oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma
ile ¢cevreyi algilama sistemi inhibitdrii oldugu tespit edilen fenoliklerin daha sonraki
calismalarda yeni c¢evreyi algilama sistem inhibitor fenolik adaylarinin
belirlenmesinde Oncii olabilecegi, klinik dneme sahip diger patojen bakterilerde de
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu arastirma sorusunun antibiyotiklere karsi
giderek giiglenen A. hydrophila’ya karsi antibakteriyel ilag gelistirilmesinde fenolik
bilesenlerin kullaniminin farmakolojik literatiirlere gegmesi agisindan degerli oldugu
ayni zamanda bu tez in vivo ¢alismalara 151k tutacak bir arastirma niteliginde oldugu

da diisliniilmektedir.

Ayrica bakterilerin birbirleriyle iletisimini, bir enzimi bloke ederek kesen ve boylece
bakterilerin bagisiklik sisteminden korunduklar1 biyofilmleri gelistiremedigini bulan
Vern Schramm ve ekibinin gelistirdikleri 26. tedavide bile basaris1 kanitlanmig
“’sliper antibiyotigi’’ su trilinleri alanina da kazandirmak adina bu tezin devamindaki

arastirmalara yon verecegine inanilmaktadir.

Tezde PFGE yontemiyle arastirilarak rapor edilen balik hastaliklari ajanlarindan A.
hydrophila suslarinin akrabalik iligkilerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Ayni tiire
ait farkli suslar arasindaki iligkiyi derecelendirmede, genom biiyiikliiklerinin
arastirilmasinda, gen haritalama gibi konularda giiglii ve etkili olan PFGE
yonteminin A. hydrophila ajan1 kaynakli hastaliklarinin arastirilmasinda uzun-dénem
ve kisa-donem salgin siirveyansinda giivenilir, yiiksek ayirim giicline sahip siklikla
tercin edilebilecek bir molekiiler epidemiyolojik yontem oldugu kanaatine

varilmistir.
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