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Ozet

Gram-negatif balik patojenleri ¢evreyi algilama (QS) yonetimindeki AHL (N-Acyl homoserine lactones) molekiilleriyle
viriilens faktorleri iizerinde etkili olarak baliklarda enfeksiyon olusturur. Aragtirmada bakteriyel balik patojeni klinik Y.
ruckeri (12 sus) kullamilmistir. Acyl yan zincirinde 4-8 karbona sahip N-butanoyl-L-homoserin lakton (BHL) ve Acyl yan
zincirinde 6-12 karbona sahip N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton (OdDHL) sinyal molekiillerinin iiretimi,
Chromobacterium violaceum CV026 ve Agrobacterium tumafeciens NT1 mikrobiyolojik monitor sistemleri (biyosensor
suglariyla) aracligiyla arastirilmustir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu kullanilmigtir. Testlerle
Yersinia ruckeri suslarinin, C. violaceum CV026 aracihigiyla BHL molekiiliinii, A. tumafeciens NT1 araciligiyla OdDHL
molekiiliinii trettigi tespit edilmigtir. Elastaz spektrofotometreyle, ramnolipid 0,2 g CTAB (Cetiltrimetilamonyumbromid),
5mg/l metilen mavisi ve M9-glutamat minimal medium agarla arastirilmistir. Hemoliz %5 kanli agarda, proteaz %2 yagsiz
siit tozlu agarda, amilaz %2 nisastali agarda bakterilerin inokiilasyonuyla arastirilmistir. Sonugta Y. ruckeri trettikleri sinyal
molekiilleri araciligiyla iletisim kurmakta ve istediklericogunluga ulastiklar1 anda balik icin kritik gen ekspresyonlarini
tetikleyerek viriilens faktorlerini iiretmektedir. Ayrica bususlarinin azda olsa elastazi iirettigi belirlenirken, ramnolipid,
proteaz, amilaz ve hemoliz aktiviteleri gibi viriilens faktorlerini tiretmedigi belirlenmistir. Y. ruckeri’nin gevreyi algilama
molekiilleri BHL ve OdDHL’yi kullandig1 belirlenmistir. P.aeruginosa insan patojenine 6zgii viriilens faktorlerielastaz ve
ramnolipidin Y. ruckeri’ye uyarlanarak arastirilmasinin sonucunda elastazin bulunmasi Y. ruckeri’nin patojenitesi agisindan
degerlidir.

Anahtar kelimeler: Yersinia ruckeri, cevreyi Algilama Sistemi, AHL molekiilleri, viriilens faktorleri, elastaz
Investigation of Virulence Factors in Management and Quorum Sensing System in Yersinia ruckeri Strains
Abstract

Gram-negative fish pathogens cause infection in fish by detecting quorum sensing managing factors (QS) with AHL (N-
Acyl homoserine lactones) molecules on virulence factors. Bacterial fish pathogen clinical Y. ruckeri (12 strains) were used
in this study. Researched production of signaling molecules of N-butanoyl-L-homoserine lactone (BHL) own 4-8 carbons in
the Acyl side chain and N-(3-octododecanoyl)-L-homoserine lactone (OdDHL) own 6-12 carbons in the Acyl side chain, via
Chromaobacterium violaceum CV026 and Agrobacterium tumafeciens NT1 are microbiological monitoring systems (upon
biosensor strains). Pseudomonas aeruginosa PAO1 strain was used as positive control. Yersinia ruckeri strains were found to
produce BHL molecule via C. violaceum CV026 and OdDHL moleculevia A. tumafeciens NT1 upon testes. Elastase upon
spectrophotometer, rhamnolipid 0.2 g CTAB (Cethyltrimethylammonumbromid), 5 mg/l methylene blue and M9-glutamate
minimal medium agar were researched. hemolysinin %5 blood agar, protease in %2 skimmed milk agar, amylase in %2
starch agar uponinoculation of bacteria were researched. As a result, Y. Ruckeri communicates via the signal molecules they
produce and when reach the majority want, produce virulence factors by triggering critical gene expression for fish. In
addition, it has been determined that these strains produce elastase at least, whereas it does not produce virulence factors such
as rhamnolipid, protease, amylase and hemolysis activities. Y. ruckeri was determined to use quorum sensing molecules BHL
and OdDHL. P. aeruginosa human pathogen specific of virulence factors elastase and rhamnolipid adaptation toY. ruckerias
a result of research presence of elastase is valuable in terms of pathogenesis of Y. ruckeri.
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GIRIS

Enterobacteriaceae familyasi iiyesi olan Yersinia ruckeri Gram-negatif, basil, 1-0,75 um ¢apinda ve
1,0-3,0 um uzunlugunda (Tkachenko vd., 2019), sporsuz, kapsiilsiiz, flagella her zaman mevcut
olmadigindan degisken motilite gésteren bir bakteridir (Davies ve Frerichs, 1989; Ohtani vd., 2019).
Y. ruckerisalmonid baliklarda subakut, akut veya kronik septisemi ile seyreden bulasici bir hastalik
etkeni olarak ilk kez 1955°de bildirilmistir. Kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) ve Atlantik salmonlarda (Salmo salar) yiiksek mortaliteye ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan firsat¢1 bir patojen oldugu rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1987; Petrie vd., 1996;
Ormsby vd., 2019). Hastaliga, ilk goriildiigii vadinin ismi olan “Hagerman Redmouth” adi verilmisse
de 1975’te Amerikan Balik¢ilar Birligi’nin Balik Sagligi Boliimii tarafindan hastaligin adi “Enteric
Redmouth” (ERM) veya Yersiniozis olarak degistirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Furones vd.,
1993; Austin ve Austin, 1999; Balta vd., 2016).Yersiniozis agiz ¢evresi, operkulum, yiizge¢ tabanlari
ve aniis etrafinda hemorajiler (Fuhrmann,1983) karaciger, bobrek, bagirsak,dalak gibi i¢ organlarda
noktasal kanamalarla karakterize olan (Rodgers, 1992) bakteriyel bir enfeksiyondur (Austin vd.,1982;
Secades ve Guijarro, 1999; Rigos ve Stevenson, 2001).

Erwin F. Smith (1905)’e gore ¢ok sayidaki bakteri bir ka¢ bakteriden daha giiglii oldugu, ancak bu
bir ka¢ bakterinin de birlik olarak engelleri asabilecegi ve enfeksiyon siirecini daha rahat
baslatabilecegini bildirmistir. Iste bu sdzlerden yillar sonra, yapilan calismalar ile tek hiicreli
bakterilerin birbirileri ile iletisim kurabildigi ve degisen bir ortama yanit verebildikleri gosterilmistir
(Baskin, 2005; Bosgelmez-Tinaz, 2003). Bakterilerin degisen ortam kosullarina uyumlarimi
kolaylastirmak i¢in karmasik hiicreler arasi iletisim sistemleri kullanan topluluklar oldugunu “yalniz
yasayan” ve “yalniz dlen” izole varliklar olmadiklar1 arastirmalarla desteklenmektedir (Swift vd.,
1994).

Bakteriler birbirlerinianlamak amaciyla Cevreyi Algilama (Quorum Sensing, QS) denilen sistemi
kullanirlar. Bakterilerin her bir tiirii birbirleriyle iletisim kurmak i¢in birden fazla sayida veya birden
fazla ¢esitte sinyal molekiilii kullanirlar. Bu sinyal molekiilleri, bakteriyel populasyonlara kendi hiicre
yogunluklarini algilama imkani saglar. Bakterilerin bu sekilde kendi populasyon yogunluklarini
algilayabilme yeteneklerine “Cevreyi Algilama” denir (Fuqua vd., 1994).Bu sistem sinyal
molekiilerinin kullanimi ve algilanmasiyla gerceklesir.Hatta bu sinyal molekiiler ile bakteriler kendi
sayilarin1 bile algilayabilirler.Bakterilerin kullandiklar1 sinyallerin yapay sinir aglar1 ile olan
benzerlikler gbéze carpmaktadir. Bakterilerin bir sinir ag1 O6zelliklerinin bir¢ogunu barindirdigi
bulgusundan hareketle bakteriler icin diisiik diizeyde bir zeka yapist s6z konusu olabilir (Hellingwerf,
2005). Cevreyi algilama ilebiyofilm olusumu, beslenme, iireme, spor olusumu, antibiyotiklere karsi
direng gibi olaylar sinyal molekiileri araciligiyla gergeklesir (Throup vd., 1994).0S; bu s6z konusu
sinyal molekiilerinin salinimin1 gergeklestiren ve bakteri popiilasyonunu koordine eden diizenleyici bir
network sistemidir (Sarabhai vd., 2016; Asif vd.,2019). QS sisteminin en etkili 6zelligi bakterilerin
popiilasyon yogunlugunu anlamasi ve virillens faktorlerini diizenlemesidir (Watve vd.,
2019).Mikrobiyologlarcevreyi algilama ile ilgili yapilan arastirmalar sonucunda mikroorganizmalar
arasindaki sinyal molekiileri bozarak laboratuvar ortaminda mikroorganizmalarin sayilarini kontrol
altinda tutmayi basarmigslardir (Throup vd., 1994). Bakteriler arasindaki bu sinyal molekiilerini
kullanan mikrobiyologlar bakterileri 6ldiirmek yerine aralarindaki bu sinyal molekilerini
durdurmuslardir(Throup vd., 1994).

Salgilanan molekiiler ve kullanilan algilama diizenegine gore ii¢ tip ¢evreyi algilama mekanizmasi
vardir: Gram-negatif bakterilerde LuxI homologlar1 denilen bazi enzimler tire o6zgii AHL
molekiillerini katalizler. Bu AHL’lar LuxR tipi transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan algilanir.
Gram-pozitif bakterilerde ise sinyal iletimi i¢in oligopeptitlere bagli olarak iki bilesenli fosforlama
zinciri kullanilir. Ugiinciive son mekanizma “Hibrit sistem”dir. V. harveyi modelide denir. Burada hem
oligopeptidleri goriilir hemde LuxI/LuxR tipi proteinler hiicre iginde sinyal yolunda goérev alir.
LuxLM tarafindan; AI-1 ve LuxS tarafindan AI-2 sinyal molekiilleri olmak {izere iki tip sinyal iiretilir.
Al-1 molekiili tiir i¢i sinyallesmeyi saglarken AI-2 (LuxS) tiirler aras1 sinyallesme de gorev alir.
Tiirler arasi sinyallesmeye “cross-talk”’da denir(Raffa vd., 2005; Sequences, 2008).

Y. ruckeri’de gevreyi algilama sisteminin C. violaceum CV026 biyosensor susuyla varligi
saptanmustir. Y. ruckeri’nin gevreyi algilama sistemi; pUC18 plazmit tastyicisi olarak kurgulanmus,
gen kiitiphanesinden klonlanmig ve yruR/yrul olarakadlandirilmistir (Temprano vd., 2001). Y.
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ruckeri’nin N-3-oktanoil homoserin lakton (OHL) sinyal molekiiliinii tretmektedir (Bruhn vd.,
2005).Viriilens faktorlerinden yiizme hareketliligi ve biyofilm olusumu cevreyi algilamatarafindan
diizenlenirken, kazeinaz, fosfolipaz ve hemoliz iiretiminin 30x0-C8-HSL sinyal molekiiliiniin saliimi
sonras1 diizenlenmedigi goriilmistiir (Delshad vd., 2018).

Insan kaynakli Chromobacterium violaceum CV026, Agrobacterium tumafeciens NT1 ve
Pseudomonas aeruginosa’dagevreyi algilama sistemi arastirithdiginda C. violaceummor pigment
violacein 6zelligini iiretir. Daha 6nce yazarlar bir violacein-negatif, pigment iiretiminin siipernatant ile
inkiibasyon ile iade edilebildigi C. violaceum CV026’nin mini-Tn5 mutant’1 olarak tanimlamiglardir
(McClean vd., 1997). Yine bu bakterinin sinyal molekiilii iretemeyen mutanti, diger bakterilerin agil
homoserin lakton molekiilii tiretimlerini test etmek i¢in kullanilmaktadir (Sharma vd., 2003). A.
tumefaciens mutant susu ortamda AHL molekiilii varliginda orijinal rengi olan yesil pigment birakir.
Ti plazmid iizerinde bulunan Tra genleri Luxl ve LuxR homologu olan Tral ve TraR proteinleri ve
sinyal molekiilii olan N-3(okzokitonol)-L-homoserin lakton araciligiyla aktive edilirler (Bosgelmez-
Tinaz, 2003). P. aeruginosa’da, AHL sinyal molekiillerine dayanan, kendi popiilasyon yogunluklarini
algilamalarin1 saglayan ve cevreyi algilama sistemi olarak adlandirilan mekanizmayr kullanirlar
(Kleerebezem vd., 1997; Ulusoy, 2007). Bu iletisim sisteminin temeli iki protein molekiiliine baglidir.
Bunlardan birisi Luxl ailesine mensup AHL sentez ve digeri de LuxR ailesine ait AHL reseptor
proteinidir. Hiicre yogunlugundaki artisa paralel olarak AHL sinyal molekiillerinde de artig
gozlemlenir. Hiicre yogunlugunun artmasiyla AHL sinyal molekiilleri sayica artar ve sinir degere
ulastigi zaman AHL LuxR-tip reseptdér proteine baglanarak hedef genlerin uyarilmasini veya
baskilanmasini saglar(Kleerebezem vd., 1997).Balik patojeni Vibrio anguillarum gevreyi algilama
sistemi sinyal molekiillerinden 3-Okzo-C10-HSL molekiiliinii salgilayarak regiilator proteinleri
Vanl/VanR sayesinde fenotipik etkilerini gosterir (Ulusoy, 2007). LuxS; ¢evreyi algilama sisteminde
proteaz iretimi ve EPS, biyofilm tabakasi, flegella/motilite (hareket) gibi fenotipikle iligkisi olan
birgok diizenleme kadar Vibrio alginolyticus 'un viriilensinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Ye vd.,
2008). Pseudomonas fluorescens kontrolii ¢evreyi algilama sisteminde olan 3-Ox0-C10-HSL sinyal
molekiiliiniin digar1 birakilmasindan sonra Mupirosini fenotipik etki olarak gosterir (Williams, 2007).
Aeromonas hydrophila’da LuxRl homolog AhyRI ve Aeromonas salmonicida’da LuxRIl homolog
AsaRI’nin varligiyla AHL molekiillerinden (N-butanoyl-L-homoserin lakton [BHL]) her iki bakteride
de bulunmaktadir. Ayrica, A. hydrophila ve A. salmonicida’da serine proteaza tretimi gevreyi
algilama igin bir kanittir (Swift vd., 1997).

Bakteriler ¢evreyi algilama sistemiyle viriilens faktorlerini yonetir ve etkinlestirir. Ramnolipid
hemolitik etkisi olan hemolizindir, mukosiliyer tasinimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder. P.
aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur (Salyers ve Whitt,
1994). Proteaz roteinlerin par¢alanmasindan sorumlu enzim grubudur (Turus, 2011). Nisasta
¢oziinmeyen graniiller formunda olup (Polaina ve MacCabe, 2007) mikroorganizmalarnisastay1
parcalayan enzimler tiretmektedir (Yamamoto vd., 2000; Gawande ve Patkar, 2001). Bakteriler sahip
kandakihemoglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani parcalama yetenegine sahiptirler.Sonug
olarak ekzoenzim serin proteaz, ekzotoksin a-hemolizin ve hiicre dis1 protein olan sidereforgibi
virtilens faktorleri yiiksek bakteri yogunluguna bagli olarak ¢evreyi algilamasisteminin kontroliindeki
genlerin ekspresyonuyla ortaya ¢ikar (Jangid vd., 2007). A. hydrophila ve Aeromonas salmonicida N-
Agil homoserin lakton molekiilleri iiretirler veya LuxRI’im homologlarini igerirler. Bu patojenler
LuxRI’in homologlar1 olan AhyRI ve AsaRI’1 exprese ederek BHL ve HHL sinyal molekiillerinin
sentezini diizenlerler.Vibrio anguillarum’da LuxRI homologu olan Vanl N-(3-oxo-Dekanoyl)-L-HSL
(ODHL) molekiiliiniin sentezini katalizler (Sharma vd., 2003). Cevreyi algilama sistemi proteaz, EPS,
biyofilm, motilite V. alginolyticus 'un viriilensinde etkilidir (Ye vd., 2008). P. fluorescens ¢evreyi
algilama kontroliindeki 3-Ox0-C10-HSL sinyal molekiiliiniin bagka P. fluorescens’in algilamasindan
sonra Mupirosini etki olarak gosterir (Williams, 2007). A. hydrophila ve A. salmonicida BHL
molekiiliiyle serine proteaz tretir (Swift vd., 1997). Elastaz ve ekzotoksin A gibi, iiretimi ¢evreyi
algilama sistemi tarafindan kontroledilen viriilens faktorleri bazi suslarda tanimlanmigtir (Hamood vd.,
1996; Rumbaugh vd., 1999; Zhu vd., 2004).

Bu arastirmada Y. ruckeri suslarinin patojenitesinin yetkinligi agisindan; fenotipik olarak ¢evreyi
algilama sistemini kullanip kullanmadigi, kullaniyorsa bu sistemin yonettigi ve patojenin hastalik
yapma giicinden sorumlu oldugu viriilens faktorleri elastaz, ramnolipid, proteaz, amilaz, hemoliz
liretiminin tespiti amaglanmaistir.
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MATERYAL ve YONTEM
Y. ruckeri Suslar ve Gelisme Kosullari

Aragtirmada ISUBU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin
edilen, hasta baliklarin i¢ organlarindan izole edilmis ve molekiiler diizeyde identifikasyonu yapilmisg
olanbalik patojeni Y. ruckeri’nin 12 susu kullanilmistir. Suslar kullanilincaya kadar McFarland 0,5’e
gore standardize edilen miktarda-80°C’de ve %20 gliserin igerisinde muhafaza edilmistir. Depolanan
suslar giinliik kullanim i¢in-80°C” den alinarak -20°C’de bekletildikten sonra TSA besiyerlerine
ekilmistir. Ekimleri yapilan suslar 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra giinliik
kullanim amaciyla maximum 7 giin siireyle +4°C’de saklanmustir. SDU Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nden temin edilen pozitif kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa PAO1 (1 sus) susu,
LB besiyerinde30°C’de iiretilmistir ve -80°C’de ve %20 gliserol icerisinde muhafaza edilmistir. AHL
sinyal molekiillerinin tespiti C. violaceum CV026 (1 sus) susuve A. tumefaciens NT1 (1 sus) susu
kullanilarak yapilmistir. Bu suslar %1,2 agar igeren katilastirtlmis ve A. tumefaciens NT1 susu igin
gentamisin (20 ug/ml); C. violeceum susu i¢in kanamisin (20 pg/ml) LB (%]l tripton, %0,5 maya
ekstrakti, %0,5 NaCl) besiyerinde 24 saat siireyle30°C’de iiretilmistir. Bu stok kiiltiirler farkli testler
icin kullanilmistir (Ulusoy, 2007).

Kimyasal maddeler

Calismada; gliserol (Acar Chemicals), X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-B-Dgalaktopiranosid)
(Sigma-Aldrich),gentamisin (Oxoid;10pg), etanol (Sigma-Aldrich), kanamisin (Sigma-Aldrich), lugol
soliisyonu (Biorad), Na,HPO,(Sigma-AldrichNIST SRM 218611), KH,PO,4(Sigma-Aldrich NIST SRM
200B), NaCl (Merck), NH4CI (Sigma-Aldrich A9434), MgSO,.7H,0 (Sigma-Aldrich), CaCl,.2H,0
(Sigma-Aldrich),  glikoz ~ (PubChem),glutamat  (SAFC), metilen  mavisi  (Supelco),
cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) (Sigma), tris (Merck), CaCl,(Sigma), elastinkongo red (ECR)
(Sigma) kullanilmugtir.

Mikrobiyolojik monitor sistemleriyleAHL molekiillerinin tespiti

Ulusoy (2007) tarafindan modifiye edilen McClean vd. (1997)’nin metodundan yararlanilmigtir. Y.
ruckeri Tryptik Soy Agar (TSA)’da 25°C’de 24 saat iretilmistir. Y. ruckerisuslar1 ve C. violaceum
CVO026 biyosensor susu aralarinda 3 mm olacak sekilde karsilikli ekilmis ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda renk degisikligine bakilmistir. Mor renk goriilmesi
BHL nun varhigimi belirtmektedir. OdDHL molekiiliiniin varligi arasgtirmak igin de ayni prosediir
uygulanmigtir. Yesil renk aranirkenpZLR4 plazmiti tasiyanA. tumefaciens NT1 susu igin tek fark
olarak 20 pg X-Gal ilaveliLuria Bertani Agar (LBA) kullanilmistir. Sonuglar pozitif kontrol P.
aeruginosa PAO1 susuyla karsilagtirilarak tespit igin ¢apraz dogrulama testi yapilmistir (Mohaddam
vd., 2014).

Elastaz testi

Ohman vd. (1980)’nin belirttigi prensiple yapilmustir. Y. ruckeri suslarina Elastin Kongo Red
(ECR) testi uygulanmusgtir. Y. ruckeri suslar1 25°C’de 14 saat Luria Bertani Broth (LBB) besiyerinde
tiretilmistir. Uretilen kiiltiirlerin siipernatantlarindan 100 pl iizerine 900 pl ECR tamponu (100 mM
Tris, 1 mM CacCl,, pH 7,5, 20 mg ECR) ilave edilmis ve 25°C’de 3 saat karistirilarak hareket halinde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda 12000 devirde 2 dk ¢dziilmemis olan ECR santrifiij
edilerek uzaklagtinlmigtir. Siipernatantlar 96 c¢ukurlu yuvarlak tabanli plaklara 100 pl olarak
calistlmustir. Plaklar OD’si 630 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklar1 Slciilmiistiir. Her
bakteri i¢in 7 sonucun OD degerlerinin ortalamalari almmistir. Test sirasinda LBB negatif kontrol
PAOI1 susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Ulusoy, 2007).

Ramnolipid iiretimi testi

Siegmund ve Wagner (1991)’in prensibine gore yapilmus bir testdir. Ramnolipid iretimi testi; 0,2 g
cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5 mg/l™* metilen mavisi iceren M9-glutamat minimal medium
agar petrileri kullanmilmustir. LBB besiyerinde 25°C’de 24 saat Y. ruckeris uslari iretilmistir. Bu
suglarin bir gecelik kiiltiirlerinden 25’ser pl alinarak M9-glutamat minimal medium agar petrilerinin
ortasina damlatilmistir. Hazirlanan bu petriler 25°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmstir.

394


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/nist2186ii?lang=en&region=TR

FILIK ve KUBILAY 2019 ActAquaTr 15(3), 391-403

Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki sari-saydam zon ramnolipid aktivitesinin varligin
gosterir. Test sirasinda LBB negatif PAOI1 susu pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir (Ulusoy,
2007; Onwosi ve Odibo, 2012).

Proteaz testi

Y. ruckeri suslart Tryptik Soy Broth (TSB) besiyerinde 25°C’de 24 saat iretilmistir. TSA
petrilerinin ortasina yaklasik 3 mm c¢apli cukurlar a¢ilmis ve her bir kiiltiirden % 2 yagsiz siit tozu
iceren bu ¢ukurlarin i¢ine 20 ul ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kolonisi
etrafinda saydam zon olusmasi proteolitik aktivitenin varligmmi, zon olusmamas: yoklugunu
gostermektedir (Arda, 1997; Swift vd., 1999; Dong vd., 2005; Ulusoy, 2007).

Amilaz testi

Y. ruckeri suslar1 ise TSB besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. %2 nisasta ilaveli TSA
besiyerine ¢izgi ekimi yapilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
koloniler iizerine lugol soliisyonu damlatilmis, pozitif reaksiyonlarinkoloni etrafinda saydam alan
olusturmasi beklenmistir. Negatif durumlarda ise besiyerinin mavi renkte goriilmesi beklenmistir.
Koloni etrafinda olusan pembe-esmer bélge siipheli reaksiyonu ifade etmektedir. Reaksiyon 5 dk
icinde okunmustur (Arda, 1997; Swift vd., 1999). Amilaz testi her sus i¢in ti¢ defa tekrarlanmustir.

Hemoliz testi

Y. ruckeri suslar1 ise TSB besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir.%5 koyun kani igeren TSA
petrilerinin ortasina, 25 pl ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Suslarin
etrafinda saydam zon olusup olugsmamasina goresonuglar degerlendirilmistir (Swift vd., 1999).
Hemoliz testi her sus i¢in {i¢ defa tekrarlanmigtir.

ARASTIRMA BULGULARI

Mikrobiyolojik monitor sistemleri (C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1),P. aeruginosa
PAOL,Y. ruckeri’nin Koloni Yapilari

Orijinal susta C. violaceum 12472 (Sekil 1) mor renk koloni ve C. violaceum CV026 (Sekil 2)
mutant susta ise pigmentsiz koloni olusumu gézlenmistir. OdDHL sinyal molekiiliiniin tiretimini
gosteren A. tumefaciens NT1 mutant sugsunun koloni yapisi (Sekil 3)’de, pozitif kontrol insan patojenin
koloni yapisi P. aeruginosa PAOT1 (Sekil 4)’de ve Y. ruckeri’nin koloni yapisi (Sekil 5) LBA tizerinde
verilmistir.

Sekil 1. C.violaceum 12472 orijinal sus
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Sekil 2. C. violaceum CV026 mutant sus

Sekil 3. A. tumefaciens NT1 mutant sus

Sekil 4. P.aeruginosa PAO1
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Sekil 5. Y. ruckeri

Mikrobiyolojik monitor sistemleriyleY. ruckeri’de N-acyl Homoserin Lakton (AHL) Sinyal
Molekiillerinin Tespiti

Sinyal moliikiiliniin varligi fenotipik olarak arastirtlmistir. Y. ruckeri suslarin koloni renk
degisimiyle BHL ve OdDHL molekiillerini iiretip tretmedigi takip edilmistir (Sekil 6). SonugtaY.
ruckeri suglarinin C. violaceum CV026 susu araciligiylakrem renkten mor renge doniismesiyle BHL
sinyal molekiiliinii (Sekil 7) tirettigi, A. tumefaciens NT1 susu araciligiyla dakrem renkten yesil renge
dontismesiyle OdDHL sinyal molekiiltinii iirettigi tespit edilmistir (Sekil 8).

Sekil 7. C. violaceum CV026 araciligiyla Y. Ruckeri suslarinda BHL sinyal molekiillerinin tiretimi
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Sekil8. A. tumefaciens NT1 araciligiyla Y. ruckeri ve P. aeruginosa (+kontrol) suslarinda
OdDHL sinyal molekiillerinin tiretimi

BHL ve OdDHL Sinyal Molekiillerine Bagimh Viriilens Faktorlerinin Arastrilmasi

Deneysel ¢alismalarla balik patojeni ramnolipid, elastaz, proteaz, amilaz, hemoliz {iretimi gibi
cevreyi algillama sistemi tarafindan kontrol edilen viriilens faktorlerinin varligi veya yoklugu
bakimindan test edilmistir. Aragtirma sirasinda kullanilan suslar ve Y. ruckeri suslarinin tamaminin
testlere verdigi cevaplar gosterilmistir(Tablo 1).

Y. ruckeri’de Elastaz, Ramnolipid, Proteaz, Amilaz ve Hemoliz Bulgularn

P. aeruginosa’nin iirettigi bilinen ve balik patojenine uyarlanan elastaz testindeY. ruckeri’nin tiim
suslarinda optik yogunluguna bakilarak elastaz tiretimi azda olsa tespit edilmistir (Sekil 9). Sonuglar
incelendiginde Y. ruckeri’nin tiim suslarinda agar testlerinde ramnolipid, proteaz, amilaz ve hemoliz
iretimi tespit edilmemistir.

Sekil 9. Y. ruckeri suslarinda elastaz viriilens faktoriiniin varligt

Tablo 1. Arastirma sirasinda kullanilan suslar veY. ruckeri suslarmin tamaminin testlere verdigi cevaplar

Cevreyi
Sus Ad1 Ozellik AlgilamaSinyal Elastaz Ramnolipid Proteaz Amilaz ~ Hemoliz
Molekiilii Tipi
. PAO1PT5

P. aeruginosa* orijinal tip + Kontrol

C.violaceum* CVv026 Biyosensor Sus

A. tumefaciens* NT1 Biyosensor Sus

Y. ruckeri Yavuzlar BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 15 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 17 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 18/1 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 18/2 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 28 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 29/1 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 30 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 33 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 34 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 35 BHL ve OdDHL + - - - -
Y. ruckeri 36 BHL ve OdDHL + - - - -

*Suslar pozitif kontrol ve biyosensor sus olarak kullanilmustir.

TARTISMA ve SONUC

Bakteriler istedikleri c¢ogunluga ulastiklarini anladiklari anda viriilens faktorleriyle konak
tizerindeki etkisini gosterirler (Watve vd., 2019). En ilkel canlilardan biri olarak bilinen bakterilerin
sistemlesmis milyarlarca hiicreden olusan baliklarin dokularinda hastalik olusturarak yetistiricilik
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tinitelerinde nasil biiyiik 6lgiide kayiplara sebep oldugu sorusunun cevaplarindan birisi, gevreyi
algilamadir. Su iiriinleri yetistiriciliginde hastalik kayiplarinin azaltilmasi i¢in kullanilan profilaktif
yontemlere ek olarak aternatif yeni metotlara gereksinim vardir. Cevreyi algilama sistemini durdurma
bunlardan bir tanesidir (Defoirdt vd., 2004).

Temprano vd. (2001) tarafindan beyaz mutant C. violaceum CV026 ile karsilikli ¢apraz olarak
inokiile edilenY. ruckeri’nin ¢evreyialgilama sistemine sahip oldugu saptanilmistir. Beyaz mutant C.
violaceum CV026 biyosensor susu kullanilarak yapilan bu ¢alismada da ¢apraz ekimde Y. ruckeri’nin
tiim suslarinda ¢evreyi algilama sinyal molekiilleri bulunmustur.

Kastbjergvd. (2007)’e goreN-(3-oxooctanoyl)-L-homoserin  lakton (3-ox0-C8-HSL), N-(3-
oxoheptanoyl)-L-homoserin lakton (3-oxo-C7-HSL) ve N-(3-oxononanoyl)-L-homoserin lakton (3-
0x0-C9-HSL) iiretmistir. Benzer sekilde Temperano vd. (2001)’e gore Y. ruckeri’de sinyal molekiilleri
vardir. S6z konusu aragtirmamiz da Y. ruckeri suslarinin tamaminimmor renkli koloni olusturmasiyla
BHL ve yesil renkli koloni olusturmasiyla OdDHL sinyal molekiillerini {irettigi ispatlanmustir.

Y. ruckeri'nin ekstraseliiler tiriinlerinin (ECP), lipazlar, proteazlar ve hemolizinler de dahil olmak
iizere, baliklara enjekte edildiginde, agizda ve bagirsaktaki kanamalar gibi bazi karakteristik ERM
(Enteric redmouth) bulgular1 iretirler. Bu nedenle, bu ECP'lerin Y. ruckeri enfeksiyonunun
patogenezinde rol oynadig1 goriilmektedir (Tobback, 2009).

Ulusoy (2007) arastirmasinda P. aeruginosa PAO1 susunda elastazinoldugunu bulmustur. Ulusoy
(2007)’dan modifiye edilerek balik patojenine uyarlanan teste P. aeruginosa PAOI1 susuna ozgi
viriilens faktorii olan elastaz aktivitesine Y. ruckeri suslarinin tamaminda rastlanmustir.

Kumar vd. (2015)’ne gore Y. ruckeri'nin birgok viriilans mekanizmasi tanimlanmistir. Baz1 hiicre
dis1 tiriinlerin (ECP), konakgilarina tekrar enjekte edildiklerinde hastaligin hemorajik formu ile iliskili
klinik bulgular1 ¢ogalttigi gosterilmistir. Bu ECP'nin virtilensi tetikledigi bilinmektedir. Azokazin
proteaz, sitolitik ve hemolitik aktiviteleri diizenleyenhemolizin YhIA ile genis bir hedefe sahip olan ve
Ozellikle fibronektin, aktin ve miyozin par¢alanmasinda etkili olan 47 kDa metalloproteaz Yrplbuna
ornektir. Ancak arastirmamizda ECP tizerinde bu denli etkili olan proteaz, hemoliz ve amilaz sonuglari
calisilan tiim suglarda negatiftir.

Ulusoy (2007) arastirmasinda P. aeruginosa PAO1 susundaramnolipidin oldugunu bulmustur.
Ulusoy (2007)’dan modifiye edilerek balik patojenine uyarlanan teste P. aeruginosa PAO1 susuna
Ozgl viriilens faktorii olan ramnolipid aktivitesine Y. ruckeri suslarinin tamaminda rastlanmamis ve
sonugclar arastiricidan farklilik géstermistir.

Ulusoy (2007) tarafindan gevreyi algilama sisteminde rol alan BHL sinyal molekiilii araciligiyla
balik patojenleriA. hydrophila‘nin  Ahyl/AhyR regiilator proteinleriyle ekzoproteaz tiretimini
gergeklestirdigi, A. salmonicida‘nin ise Asal/AsaR regiilator proteinleriyle hiicredisi proteaziiretimini
gerceklestirdigi  bildirilmistir. Fakat c¢alistlan Y. ruckeri suslarinin tamaminda proteaz negatif
belirlenmistir.

Romalde ve Toranzo (1993)’a gore patolojik bir aktivite olan amilaz Y. ruckeri suslarinin
tamaminda pozitifken bu aragtirmada negatiftir.

Fernandez vd. (2007)’e gore Y. ruckeri'nin patojenitesinde YhIA olarak adlandirilan
hemolizin/sitolizin'in 6nemli bir rol oynadigini vehemolizin YhIA, eritrositlerin yani sira kiiltir
baliginin doku hiicrelerini de eritebilmislerdir. Ayni1 zamanda YhlA'nin {iretimi i¢in iki genin gerekli
oldugunu bildirmislerdir. Ancak calisilan Y. ruckeri’nin bususlarimin tamaminda hemoliz aktivitesi
goriilmemistir.

Patojenitenin olusumunda, bakteriyel ¢evreyi algilama karmasik oldugu i¢in (Boyen vd., 2009),
bakteriyel patojenler tarafindan iretilen sinyal molekiilleri, enfeksiyonlarin teshis ve
tedaviedilmelerinde yol gostericilerdir (Kumari vd., 2008; Boyen vd., 2009). Spor olusturma,
konjugasyon, biyoliiminesans, biyofilm olugturma, antibiyotik {iretimi ve bakteriyosin iiretimi gibi tiire
0zgii pek ¢ok davranis ¢evreyi algilama mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Cevreyi algilamanin
anlasilmasi ile yeni donem probiyotikler olarak tanmimlanan metabiyotiklerin tasarlanmasinda yarar
saglayacag diisliniilmektedir (Boyen vd., 2009).

fletisim, tiim canlilarda oldugu gibi bakterilerde de ¢ok etkin bir olgudur. iletisimin giiciiyle
mikroorganizma viriilent olmakta, hastalik olusturmayla balik tizerinde 6liimciil olabilmektedir. Elde
edilen veriler 1518inda bakteri hiicreleri arasindaki iletisimin engellenmesiyle (Quorum Quenching,
QQ) antibakteriyel etki elde etme c¢alismalart gelecek i¢in umut vaadeden bir alan olarak
goriilmektedir. Bu esasla ¢evreyi algilamanin durdurulmasiyla enfeksiyon giiciiniin azaltilmasi su
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tirlinleri yetistiriciliginde hastaliktan korunmaarayislarinda alternatif bir metottur. Ayni zamanda
guorum quenching modasiyla ¢evreyi algilama sinyal molekiillerinin tespit edilmesi, bu molekiillerin
olusumunun inhibitérler, mimikler, enzimler aracilifiyla durdurulmas: hastalikta erken teshis
kavramini giindeme getirmekte ve bu durumunda balik hastaliklar1 profilaksisinde onemli olmasi
hedeflenmektedir.

Y. ruckeri suslarinin tamaminin ¢evreyi algilama sistemini kullandigi ve bu sistemin yonetimindeki
viriilens faktorlerinden elastazi tirettigi bulunmustur. Arastirmada BHL ve OdDHL sinyal molekiilleri
aracihigiyla Y. ruckeri'nin gevreyi algilama sistemini kullandiginin ispatiyla insan patojenine 6zgii
elastaz ve ramnolipid gibi patolojik etkenlerden elastaza Y. ruckeri'de rastlanmasinin arastirmaya
orijinallik kattigin1 diisiinmekteyiz. Bu arastirma makalesinin Y. ruckeri'de gevreyi algilama tespitiyle
bir sonraki adim olarak bu patojenleilgili quorum quenchinggalismalarina ve In vivo galismalara yon
gosterecegi kanaatindeyiz.

Tesekkiir: Calisma, 1973-YL-09 No’lu Proje ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan maddi olarak desteklenmis olan yiiksek lisans tezinden
Ozetlenmistir.
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