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Oz: Bu calismada nanopartikiil halinde sifir degerlikli demir (Fe)’in bakteriler iizerine gelisimlerinin etkilerinin
pozitif-negatif etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Lactococcus garvieae izolatlariin gelisimlerine
nanopartikiillerin etki oraninin hesaplanabilmesi amaciyla kati besiyerinde ekimleri ve fenotipik-molekiiler
identifikasyonlar1 belirlenmesinin ardindan 10ml Tryptic Soy Broth (TSB), 9ml TSB-1ml nanopartikiil (NP), Sml
TSB-5ml nanopartikiil, Iml TSB-9ml nanopartikiil ve 0,5ml TSB-9,5ml nanopartiikiil oranlarindaki besiyerlerine
optik dansitesi (OD) 600nm’de 0,2 olan 100ul L. garvieae (LG) izolati eklenmistir. Caligmada bakteri
stispansiyonu eklenmemis 10 ml TSB negatif kontrol olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda kontrol grubu
ornekleri hem gelisim hizi hem de inkiibasyon siiresi sonunda maksimum OD degerine ulasildigi goriilmiistiir.
Nanopartikiil eklemesi yapilan diger gruplar icerisinde en hizli gelisimin 3. grupta (STSB+5NP+LG) oldugu, en
diisiik ise 5. grupta (0,5TSB+9,5NP+LG) oldugu goriilmiistiir. Nanopartikiil igerikli besiyerlerinde maksimum
bakteriyel OD gelisimleri ise sirasiyla 2. (9 TSB +1 NP + LG), 3. (5 TSB+5NP + LG), 4. (1 TSB + 9 NP + LG)
ve 5. (0,5 TSB + 9,5 NP + LG) gruplarda olustugu gdzlenmistir. Bu sonuglara gore bakteriyel gelisim icin
nanopartikiiliin (Fe) kullaniminin %50 oraninda olmasinin en uygun gelisim miktar1 oldugu goriilmektedir. Ancak
besiyeri oraninin %5’in altinda olmasinin bakteriyel gelisimi engelledigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Balik hastaliklari, L. garvieae, Nanopartikiil, Spektrofotometrik 6lgiim, Real-Time PCR

Spectrophotometric Determination of Growth Differences of Lactococcus garvieae
Isolates in Nanoparticles Containing Liquid Media

Abstract: In this study, it was aimed to determine the positive-negative effects of the effects of the development
of nanoparticle formation on bacteria. To determine the rate of action of nanoparticles on the growth of
Lactococcus garvieae isolates and their phenotypic-molecular identification in solid medium, 10ml Tryptic Soy
Broth (TSB), 9ml TSB-1ml nanoparticle (NP), 5ml TSB-5ml nanoparticle, 1ml TSB-9ml nanoparticle and 0.5ml
TSB-9,5ml nanoparticle. 100 ul of L. garvieae (LG) isolate was added to the media with optical density (OD) of
0.2 at 600nm. 10 ml of TSB was used as negative control with no bacterial suspension added. At the end of the
study, it was found that the maximum OD was reached at the end of the control group samples and at the end of
the incubation period. Among the other groups with the addition of nanoparticles, the fastest development was in
the 3rd group (5TSB + 5NP + LG) and the lowest in the 5th group (0,5TSB + 9,5NP + LG). The maximum bacterial
optical density development of nanoparticle containing media was 2. (9 TSB +1 NP + LG), 3. (5 TSB + 5 NP +
LG), 4. (L TSB + 9 NP + LG) and 5 (respectively). 0.5 TSB + 9.5 NP + LG groups were observed. According to
these results, it is seen that the use of nanoparticle (Fe) for bacterial development is 50%. However, the rate of less
than 5% of the medium inhibits bacterial growth.
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GIRIS

Hastalik sorunlari igerisinde bakteriyel hastaliklar nemli bir yer tutmakta olup, son on yil igerisinde gram
pozitif koklar 6nemli balik patojenleri olarak tanimlanmiglardir. Diinyanin ¢esitli yerlerinde gram pozitif
patojenlerin neden oldugu bir¢ok epidemik ve sporadik vakalar rapor edilmistir (Arda ve ark., 2002). Singapur,
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Avustralya, Israil, Italya, ispanya, Giiney Afrika ve Amerika gram pozitif koklarin neden oldugu salgilardan
etkilenmis tilkelerin basinda gelmektedir (Eldar ve ark., 1999). Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de alabalik
tiretimi yapilan giftliklerde olduk¢a sik rastlanan baslica patojen bakteriyel etkenler; Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Flexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Renibacterium spp., Streptococcus spp., olarak
rapor edilmektedir (Aksit, 2007). Bakteriyel balik patojenleri arasinda yer alan Laktokokkozis enfeksiyonu gram
pozitif bakterilerin neden oldugu hastaliklar icerisinde ekonomik kayiplara neden olan en énemli hastaliklardan
birisidir. Laktokokkozis enfeksiyonu yaz aylarinda su sicakligi 15 °C’ye ulastiginda yetistiriciligi yapilan birgok
balik tiirlinde 6zellikle gokkusagi alabaliklarinda ekonomik kayiplara neden olan septisemik bir hastaliktir
(Cagirgan, 2004; Diler ve ark., 2002). Laktokokkozis enfeksiyonunun etkeni Lactococcus garvieae’dir. L.
garvieae, diinyada ilk defa 1974 yilinda sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) baligindan izole edilmis (Kusuda ve
Salati, 1999) ve neden oldugu hastalik Laktokokkozis olarak adlandirilmistir (Austin ve Austin, 1999). Tiirkiye’de
bu bakterinin sebep oldugu hastalik ilk defa 1992 yil1 Eyliil ayinda Aydin’in Karacasu ilgesindeki kiigiik bir aile
isletmesinde goriilmiis olup, ayni yil isletmede 5 ayr1 epizooti meydana gelmistir (Cagirgan, 2007). Laktokokkozis
enfeksiyonu 2008 yili itibariyle iilkemizde birgok bdlgeye yayilmigtir (Tiire ve Altinok, 2012). L. garvieae; Gram
pozitif, hareketsiz, fermentatif, oksidaz ve katalaz negatif, %0-6,5 sodyum kloriir igeren ve pH 4,5-9,6 olan
besiyerinde (Cheng ve Chen, 1999), 10-45 °C arasinda iireyebilen (Toranzo ve ark., 1994), 2-10 adet ovoid kok
zincirleri halinde goriilen bir bakteridir. Nano diizeyde, maddenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri
degisim gostermektedir. Tek tek atomlarin, molekiillerin ve kiitlenin niteliklerinde degisimler s6z konusudur. Bu
diizeyde, kimyasal kompozisyon degismeden, bazi temel madde sabitlerinde degisimler gozlenebilmektedir.
Maddenin boyutlar kiigiildiik¢e yiizey alaninin hacmine orani artmakta ve nano diizeylere ulasildiginda bu oran
olaganiistii artis gostermektedir (Baykara, 2016). Yiizeyden itibaren 500°C sicaklikta erimeye bagl olarak nano
parcaciklar tiim teknolojilerde biiylik bir avantaj saglayabilmektedir (Borel ve Buffat, 1976). Alevli sentez
stireclerinde, alev sicakligi 1000-2400°C, alevde kalma siiresi 10-100 milisaniye olarak bildirilmistir (Raab, 2011).
Sifir degerlikli nano demirin yiizey alani ¢ok genis oldugundan dolay1 graniile demire nazaran reaksiyon hizi ve
indirgeme kapasitesi 25-30 kat daha yiiksek olmaktadir. Bu 6zelligi ile nano malzemelerin normal islevinin diginda
farkli etki mekanizmasinin da olmast muhtemeldir (Cook, 2009).
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Sekil 1. Sifir degerlikli nano demirin ¢ekirdek kabuk modeli (Cook, 2009).
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calisma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Hayvan deneyleri yerel etik kurulunun 01.03.2018 tarih ve
2018/2 nolu karari ile alman izin sonrasinda gerceklestirilmistir. Denemeler, Van Yiiziincii Y1l Universitesi,
Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkez Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan L.
garvieae izolatlar1 kiiltiir halinde muhafaza edilen bakterilerden kullanilmigtir. Calisma gruplarinda kullanilan sifir
degerlikli nano-demir Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkez laboratuvarinda elde edilmistir.

Mikrobiyolojik identifikasyon

TSA besiyerinde 21 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi gelisen bakterilerin Gram boyamasi i¢in lam
iizerinde 1 damla % 0,6’likk FTS damlatilarak karistirilan bakteri siispansiyonu alevden 3 kez gecirilerek
sabitlenmistir. Ardindan 1 dk kristal viole, 1 dk liigol, 15 sn alkol ve 1 dk safranin ile muamele edilerek boyama
islemi tamamlanmistir. Kurumaya birakilan preparatlar 6nce 4X sonra sirasi ile 10X, 40X ve 100X lik biiyiitmeler
ile binokiiler mikroskopta (Leica ICC50 HD) incelenmistir. Gram boyama sonrasinda mavi-mor renk alan izolatlar
Gr (+), kirmizi-pembe renk alan izolatlar Gr (-) olarak degerlendirilmistir (Bilgehan, 1995). Oksidaz testi i¢in
Bactident Oxidase ticari kiti kullanilmistir. TSA besiyerinde 21°C’de 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda iireyen
kolonilerden steril 6ze yardimu ile bir miktar alinarak oksidaz kiti ile 1slatilmis steril filtre kagitlarina stirilmiistiir.
30 saniye icerisinde kagit yiizeyindeki renk degisimleri incelenmistir. Mavi renk olusumu oksidaz pozitif
degerlendirilirken, herhangi bir renk olusmamasi ise negatif sonug olarak degerlendirilmistir (Cagirgan, 2007).
Katalaz testi i¢in lam iizerine 1-2 damla % 3’liik hidrojen peroksit damlatilip lizerine TSA besiyerinde 21 °C’de
24-48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda iireyen kolonilerden steril 6ze ile karistirilmistir. Lam tizerinde oksijen
aciga cikigina baglh olarak gaz olusturan izolatlar1 katalaz pozitif, herhangi bir gaz olusumu goézlemlenmeyen
izolatlar ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Austin ve Austin, 1999). izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri
API Rapid ID 32 Strep ile belirlenmistir. Bu amagla Kanli Agar (BA) besiyerinde 21 °C’de 24 saat inkiibasyon
periyodu sonrasinda gelisen kolonilerden siispansiyon igerisine steril swap ile McFarland 4 yogunluga kadar
inokiile edilmistir. Bakteri siispansiyonu reaktif i¢in 55 pl olarak dagitilmistir. API Stribi 37 °C’de 18 saat inkiibe
edilmistir. Sonuglar API okuma tablosundan iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda degerlendirilmistir (Onalan
ve Arabaci, 2016).

Molekiiler identifikasyon

L. garvieae izolatinin molekiiler olarak tiir teshisinin belirlenmesi igin 16S rRNA gen bolgesi
kullanilmistir. 16S rRNA gen bolgesine ait Primer assay Primerdesign (UK) ile sentezlenmistir. RealTime-PCR
i¢in hazirlanan karisim sirastyla; DNase ve RNase bulundurmayan su, primer assay, SYBRGreen gPCR Master
mix ve genomik DNA’dan olugmaktadir. Toplam hacim 25 pl olarak ayarlanmistir. RT-PCR bilesenleri ve karigim
miktarlart agagida verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. L. garvieae izolatlarmin tiir teshisi i¢gin RT-PCR’da kullanilacak karisiminin bilegenleri ve miktarlar

PCR Bilesenleri Miktar
2X SYBRGreen gPCR Master Mix 11 pl
DNase-RNase igermeyen su 9 ul
Primer assay 3ul
Template DNA 2 ul
Toplam hacim 25 ul

Orneklerin  16S rRNA spesifik gen bdlgelerinin ¢ogaltilmast RotorGene Q (Qiagen) ile
gerceklestirilmistir. Ik adimda 95 °C’de 10 dakikalik bir denatiirasyon isleminin ardindan 94 °C’de 60 sn, 60
°C’de 45 sn ve 72 °C’de 60 sn 45 dongii takip etmistir. Son uzama islemi 72 °C’de 7 dk’da tamamlanmstir. Real-
Time PCR islemi sonrasinda elde edilen sigmoidal egrilerin ct degerlerine gore pozitif-negatif sonuglar
degerlendirilmistir.
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Nanopartikiillerin s1vi formda hazirlanmasi

Caligmada Sodyum-bor-hiidriir hidrojen kaynagi ve indirgen olarak kullanilmigtir. Bu amagla sodyum
bor hiidriir demir tuzlarindan nano6rgii yapili 0 degerlikte (ZeroValent-Nanolron) pargaciklarin sentezlenmesinde
kullanilmistir. Reaksiyon 20-25 °C sicaklikta gerceklestirilmistir. Reaksiyon sirasinda aglemerasyonu engellemek
i¢in borhidriir 0.1 M’lik demir tuzu ¢dzeltisine yavas yavas eklenmistir. Her iki reaktan saf su i¢inde ¢oziilmiistiir
(Raab, 2011).

Farkh oranlarda nanopartikiil icerikli besiyeri ortamlarinin hazirlanmasi

TSA besiyerinde gelisen L. garvieae izolatlart TSB siv1 besiyerine ekilerek 24 saat 21 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Taze kiiltiir bakterilerin yogunluklari spektrofotometre cihazi (DR500-Hach) ile 600nm de 0,2
OD ye ayarlanmistir. Ayni sartlarda ve esit yogunlukta bulunan izolatlar farkli oranlarda sivi nanopartiikiil iceren
besiyerlerine eklenerek gelisimlerine bagl olarak spektrofotometrik gelisimleri her 2 saatte bir Sl¢lilmiistiir.
Olgiim islemi gelisimlerin duraksadig: saate kadar gergeklesmistir. Bu amagla ilk grupta 10ml TSB besiyerine 0,2
OD yogunluktaki bakteri siispansiyonundan 100 pl ekilmistir. ikinci grupta 9ml TSB 1 ml s1vi nanopartiikiil igeren
ortama 0,2 OD yogunluktaki bakteri siispansiyonundan 100 ul ekilmistir. Ugiincii grupta Sml TSB 5 ml siv1
nanopartiikiil igeren ortama 0,2 OD yogunluktaki bakteri siispansiyonundan 100 pl ekilmistir. Dordiincii grupta
Iml TSB 9 ml s1v1 nanopartiikiil iceren ortama 0,2 OD yogunluktaki bakteri siispansiyonundan 100 pl ekilmistir
(Tablo 2).

Tablo 2. Calisma diizenegi ve gruplar

Grup No Grup diizenekleri Tekerriir Gruplari

1.Grup (Kontrol) 10ml TSB, 100 pl LG 10ml TSB, 100 pl LG

2. Grup 10ml TSB, 100 pl LG 10ml TSB, 100 pl LG

3. Grup 9ml TSB, Iml Nano s1v1 100 pl LG 9ml TSB, 1ml Nano sitv1 100 pl LG

4. Grup Sml TSB, Sml Nano s1v1 100 pl LG Sml TSB, Sml Nano s1vi 100 pl LG

5. Grup Iml TSB, 9ml Nano sivi 100 pl LG Iml TSB, 9ml Nano s1vi 100 pl LG

6. Grup 0,5ml TSB, 9,5ml Nano stvi 100 pl LG 0,5ml TSB, 9,5ml Nano sivi 100 pl LG

Ornekleri aym inkiibator icerisinde 22 °C’de inkiibasyona birakilarak her 2 saatte bir 600nm’de
spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir. Elde edilen veriler Graphpad Prism 8.0 programi ile grafiksel olarak
degerlendirilmistir.



Menba Su Uriinleri Fakiiltesi Dergisi Cilt/Vol:5 Sayi/Issue:1 Yil/Year:2019
Menba Journal of Fisheries Faculty Sayfa/Page:6-15
E-ISSN: 2667-8659

BULGULAR
Mikrobiyolojik sonug¢lar

Calismada kullanilan bakteri izolatlarinin Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif, hareketsiz olduklari
tespit edilmistir. TSA besiyerinde bakterilerin krem renkli diizgiin kenarli morfolojik goriiniim verdikleri
goriilmistiir (Sekil 2).
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Sekil 2. TSA besiyerinde gelisen L. garvieae izolati ve Gram boyama goriintiisii

Biyokimyasal test sonuclar:

Izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amactyla API Rapid ID 32 Strep (Biomerioux) ile
gerceklestirilen test sonrasinda colorimetrik olarak manuel okuma sonrasinda elde edilen test sonuglar1 asagida

verilmistir. Bu sonuglara dogrultusunda izolatlarin %94 dogrulukta L. garvieae izolati olduklari belirlenmistir
(Tablo 3).

Tablo 3. Calismada kullanilan L. garvieae izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari

Test Sonug Test Sonug Test Sonug Test Sonug
ADH + SOR - BNAG - SAC +
bGLU + LAC + GTA - LARA -
bGAR - TRE + HIP - DARL -
bGUR - RAF - GLYG - MBDG +
AGAL - VP + PUL - TAG +
PAL - APPA + MAL + BMAN -
RIB - BGAL - MEL - CDEX +
MAN + PYRA + MLZ - URE -

* (+): Pozitif, (-): Negatif

Molekiiler sonuglar

Caligmada 6 farkli grup i¢in ayri ayrt kullanilan L. garvieae izolatlarin Real-Time PCR ile
gerceklestirilen tiir teshisi teyidinde tiim bakteriyel DNA’lar ile sigmoidal egriler vererek ve otomatik Ct degerinin
tizerinde bulunarak pozitif olduklar1 goriigmiistiir. Analizde bir adet pozitif kontrol (L. garvieae referans ATCC
49156 susu), 1 adet ise negatif kontrol (Ilki DNA’siz diger bilesenler) kullamlmistir. (Sekil 3).
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Sekil 3. L. garvieae izolatlarinin Real-Time PCR teshis goriintiisti

= -

SYBRGreen tabanli gerceklestirilen Real-Time PCR (Rotor Gene Q) analizi sonrasinda PCR
amplikonlari ile Standart Curve tablosu elde edilmistir. Bu analiz i¢in kantitasyon olusturulurken 3 adet external
standart kullanilmigtir. Analiz sonuglarina dogrultusunda; Primer baglanma kararlihigimin, en kiigiik kopya
degerine karsilik gelen esik degerinin ve drnekler arasi Ct oraninin medyan ortalamasinin optimum degerlere ¢ok
yakin olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4).

Cycling A.Green (Page 1),

e R=0,00000
; R"2=0,00000
gy e e e T T M=-3724
! B=43,953

2 i Efficiency=0,86

Concentration

Sekil 4. Real-Time PCR sonrasi gerceklestirilen Standart Curve analizi sonucu.

Spektrofotometrik sonug¢lar

Besiyerinde gelistirilen ve fenotipik bazi 6zellikleri belirlenen bakteriler 600 nm’de 0,6 OD yogunlukta
hazirlanarak farkli yogunluktaki nanopartikiil Fe iceren ortamlara (10ml TSBist100 mikrolitre L. garvieae, 9ml
TSB, 1ml Nano siv1 100 mikrolitre L. garvieae, 5ml TSB, 5ml Nano sivi 100 mikrolitre L. garvieae, 1Iml TSB,
9ml Nano s1vi 100 mikrolitre L. garvieae ve 5ml TSB, 9,5ml Nano s1vi 100 mikrolitre L. garvieae) inokiilasyonlari
gergeklestirilmistir. Ardindan 600 nm dalga boyunda 0,000 yogunluk 0. saat olarak hesaplanmigtir. Her grubun
bakteriyel artig miktar1 spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda kontrol grubu
olarak kullanilan 1. grupta (TSB+LG) hem bakteriyel gelisim hizimin hem de inkiibasyon siiresi sonunda
maksimum yogunluga ayni hacim igerisinde ulasildig1 goriilmiistiir. Nanopartikiil eklemesi yapilan diger gruplar
icerisinde en hizli gelisim baslangi¢ seviyesinin 3. grupta (STSB+5NP+LG) oldugu en diisiik ise 5. grupta
(0,5TSB+9,5NP+LG) oldugu goriilmiistiir. Nanopartikiil icerikli besiyerlerinde maksimum bakteriyel yogunluk
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gelisimleri ise swrasiyla 2. (9TSB+INP+LG), 3. (STSB+5NP+LG), 4. (1TSB+9NP+LG) ve 5.
(0,5TSB+9,5NP+LG) gruplarda olustugu gozlenmistir. Elde edilen veriler ile olusturulan OD yogunluk degisim
grafigi asagida verilmistir (Sekil 5).

2.5

EJ 10 TSB+LG
2.0 [ 9TSB+INP+LG
1 6= [0 5TSB+5NP+LG
5 1 1TSB+INP+LG
1.04 1 0,5TSB+9,5NP+LG
0.5+
0.0-
2 4 6 81012141618 2022 24 26 28
Saat
Sekil 5. Farkli nanopartikiil (Fe) icerikli besiyeri ortamlarinda bakteriyel gelisimlerin 28 saatlik yogunluk
degisim grafigi.
TARTISMA

Su diriinleri alaninda gergeklestirilen mikrobiyal c¢alismalarda besiyeri temelli akademik caligmalar
siklikla yiritiilmektedir. Bu kapsamda besiyerinde bakterilerin izolasyonlar1 gerceklestirilen ¢alismalarin temel
basamagini olusturmaktadir. Bu asamada karsilagilan sorunlar ¢alisma sonuglarini temelde etkilemektedir. Ayrica
kantitatif PCR caligmalarinda bakteriyel yogunlukla dogru orantili olarak DNA miktarlar1 da biiyilk 6neme
sahiptir. Bakteri tizerinden gergeklestirlecek mikrobiyolojik ve molekiiler ¢alismalarda bakterilerin gelistikleri
ortamlarmn etkileri ¢aligmanin amacina gore degismektedir. Ayrica fenotipik ve biyokimyasal ¢alismalarda da
besiyeri farkliliklarina goére analiz sonuglart reaksiyona bakterilerin verdikleri kolorimetrik sonuglarda
degismektedir. Besiyerlerinin igerikleri ayn1 zamanda spesiviteyi belirlemektedir. Giiniimiizde ticari olarakta
satilan besiyerleri bulunmasina karsin bazi c¢alismalarda besiyeri muhteviyatinin manuel olarak dizayni ve
hazirlanmasi gerekebilmektedir. Bu ¢alisma nanopartikiil halinde elde edilen sifir degerlikli Fe kullanilarak L.
garvieae iizerindeki olumlu/olumsuz etkileri incelenmis ve farkli bakterilerin direng araliklarina goére ekonomik
olarak uygun fiyatlarda elde edilebilecek nanopartikiillerin besiyerlerinde bakterilerin duyarhiliklarina gore farkli
oranlarda katilarak spesifik besiyerlerinin daha uygun maliyetli olarak elde edilebilmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir.

Calismada gerceklestirilen Gram boyama, katalaz, oksidaz ve hareket testleri neticesinde elde edilen
sonuglar L. garvieae’ye ait olduklar1 goriilmiistir. Bir¢ok arastirmaci tarafindan aymi etken iizerinde
gerceklestirilen degisik c¢alismalarda mikrobiyolojik 6zellikleri yoniinden benzer sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Cagirgan, 2004; Duman ve ark., 2018). Benzer sekilde biyokimyasal testler yoniinden elde edilen
sonuglar birgok arastirmacinin API kitleri ile gergeklestirdikleri sonuglar ile ortiismektedir. Ancak, ayni tiire ait
biyokimyasal testlerde izolatlar1 arasi farkliliklar ve kullanilan besiyeri, inkiibasyon sicakliklari farkliliklar1 veya
izole edilen konak farklilig1 nedeniyle bazi biyokimyasal test sonuglarinda farkliliklar oldugu da bildirilmistir
(Cagirgan, 2004; Onalan ve Arabaci, 2016; Duman ve ark., 2018).

Bakteriyel ¢alismalarda DNA izolasyonunda siklikla ticari kitler kullanilmaktadir. Bu kitlerin kullanimi
bakteri izolasyonunun dokudan (Ibraheem ve ark., 2017), sividan, besiyerinden (Prasad ve ark., 2018) ve materyal
iizerinden (Torres ve Kelley, 2018) alinmasina gore degisiklik gostermektedir. Her bir ¢alismanin spesivitesine
gore kullanilan ticari kitler degismektedir. Bakteriyel etkenlerin molekiiler identifikasyonu amaciyla bircok
arastirmact 16S rRNA gen bdlgesini kullandiklarini belirtmislerdir (Onalan ve Arabaci, 2016; Ibraheem ve ark.,
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2017; Urkii ve Onalan, 2017). Baz1 arastirmacilar kendi primer setlerini dizayn ettiklerini (Zlotkin ve ark., 1998;
Onalan ve Arabaci, 2016) belirtmiglerdir. Bu caligmada ise gen bolgesi spesifik primer assaylar sentezlenerek
Real-Time PCR islemi ger¢eklestirilmistir. Caligmada kullanilan bakterilerin molekiiler olarak identifikasyonlari
teyit edilmistir.

Sifir degerlikli nano demir ile benzer bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Ancak genellikle endiistriyel alanda
olmakla birlikte sifir degerlikli nano demir kullanilarak gerceklestirilmis bazi ¢alismalar bildirilmistir (Chew ve
Zhang, 1999; Choe ve ark., 2000).

Besiyerinde gelistirilen ve fenotipik bazi 6zellikleri belirlenen bakteriler 600 nm’de 0,6 OD yogunlukta
hazirlanarak farkli yogunluktaki nanopartikiil (Nano-Fe) iceren ortamlara (10ml TSBisi100 mikrolitre L. garvieae,
9ml TSB, 1ml Nano s1vi 100 mikrolitre L. garvieae, 5ml TSB, 5ml Nano s1v1 100 mikrolitre L. garvieae, 1ml TSB,
9ml Nano s1v1 100 mikrolitre L. garvieae ve Sml TSB, 9,5ml Nano s1vi 100 mikrolitre L. garvieae) inokiilasyonlari
gerceklestirilmigtir. Ardindan 600 nm dalga boyunda 0,000 yogunluk 0. Saat olarak hesaplanmistir. Her grubun
bakteriyel artis miktar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda kontrol grubu
olarak kullanilan 1. grafik siitunlarinda (TSB+LG) hem baslangi¢c sonrasi bakteriyel gelisim hizinin hem de
inkiibasyon siiresi sonunda maksimum yogunluga ayni hacim igerisinde ulasildig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda
nanopartikiil eklemesi yapilan diger gruplar igerisinde en hizli gelisim baslangic ivmelenmesinin 3. grupta
(5TSB+5NP+LG) oldugu en diisiik olan1 ise 5. Grupta (0,5TSB+9,5NP+LG) oldugu goériilmiistiir. Nanopartikiil
icerikli besiyerlerinde maksimum bakteriyel yogunluk gelisimleri ise sirasiyla 2 (9TSB+INP+LG), 3
(5TSB+5NP+LG), 4 (1TSB+INP+LG) ve 5 (0,5TSB+9,5NP+LG) gruplarda olustugu gdzlenmistir.

Bu sonuglara gore bakteriyel gelisim i¢in nanopartikiiliin (Fe) kullaniminin %50 oraninda olmasinin en
uygun gelisim miktar1 oldugu goriilmektedir. Ancak %35 oraninda besiyeri igeren ortamda ise neredeyse bakteriyel
gelisimin olmadig1 da goriilmektedir. Dolayisiyla besiyeri kullaniminin bir bakteriye spesifik calismalardan ziyade
farkli nanopartikiil kullanimu ile bakteriyel gelisimlerde farklilik gosteren tiirler arasinda kullaniminin daha uygun
olacagi anlasilmistir. Sonucta, bakteri tiirlerine gore tolerans araligi farkliliklarindan yola ¢ikilarak spesifik
besiyeri gelistirmede nano boyutta hazirlanan malzemeler ile besiyerlerinin optimize edilebilecegi ve farkl
sonuglar olusabilecegi diisiiniilmektedir.
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