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0z: Cevreyi algilama sistemi bakterilerin sinyal molekiilleriyle kendi aralarinda iletisim kurmalarini saglayarak istedikleri cogunluga ulastiklarini anladiklari
anda da kritik virllens faktorlerini Ureten, bakteriyi virilent hale getiren, sonucunda hastalik olusturan ve bunu yoneten bir sistemdir. Arastirmada balik
enfeksiyonu Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS) etkeni Aeromonas hydrophila (2 sus) suslarinin gevreyi algilama sistemi calisilmistir. Suslarda
oncelikle N-butanoyl-L-homoserin lakton (BHL) ve N-(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton (OdDHL) sinyal molekiillerinin iretimi, Chromobacterium
violaceum CV026 ve Agrobacterium tumafeciens NT1 biyosensor suslari araciligiyla arastirilmistir. A. hydrophilanin C. violaceum CV026 susu kullanilarak
yapllan testte BHL sinyal molekuluni Urettigi, A. fumefaciens NT1 susu kullanilarak yapilan testte OdDHL sinyal molekUlind Urettigi tespit edilmistir. A.
hydrophila’da BHL ve OdDHL sinyal molekiillerinin tespitiyle bu molekiillere bagimli olan ramnolipid, elastaz, proteaz, amilaz, hemoliz tretimi gibi cevreyi
algilama sistemi tarafindan kontrol edilen viriilens faktdrlerinin varligi bakimindan fenotipik olarak arastirilmistir. A. hydrophila suslarinin ramnolipid, proteaz,
amilaz ve hemoliz aktiviteleri pozitif olarak bulunmustur. A. hydrophila, Pseudomonas aeruginosa PAO1 kontrol susuna gére daha az elastaz aktivitesine
sahiptir. Arastirmayla A. hydrophila suslarinin bir topluluk icerisinde oldugunu anladiginin ve toplu olarak hareket ettiginin gostergesi olan cevreyi algilama
sistemine sahip oldugu, baliklarda hastalik olusturan tehlikeli viriilens faktérlerini trettigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aeromonas hydrophila, Gevreyi Algilama Sistemi, Virtilens Faktorleri, N-Acil Homoserin Lakton, BHL, OdDHL

Abstract: Quorum Sensing is a system that produces critical virulence factors, virulent get bacteria and manages the disease as a result, and when they
realize that the bacteria reach the majority they want by enabling them to communicate with the signal molecules themselves. In this study, Quorum Sensing
system of Aeromonas hydrophila (2 strains) which is the causative agent of fish infection Motile Aeromonas Septicemia (MAS) disease was studied. In the
strains, primarily the production of N-butanoyl-L-homoserine lactone (BHL) and N-(3-octododecanoyl)-L-homoserine lactone (OdDHL) signaling molecules
was investigated via Chromobacterium violaceum CV026 and Agrobacterium tumafeciens NT1 biosensor strains. A. hydrophila produced BHL signaling
molecule in assay committed using C. violaceum CV026 strain, producing OdDHL signaling molecule in assay committed using A. tumefaciens NT1 strain.
A. hydrophila was investigated as phenotypically by the detection of BHL and OdDHL signaling molecules and in the presence of virulence factors controlled
by quorum sensing system such as ramnolipid, elastase, protease, amylase, hemolysis production dependent on these molecules. The ramnolipid,
protease, amylase and hemolysis activities of A. hydrophila strains were found to be positive. A. hydrophila has less elastase activity than Pseudomonas
aeruginosa PAO1 control strain. Research has emphasizing A. hydrophila strains are within a population and that they have a of quorum sensing system,
shown that they act collectively that determined they produces dangerous virulence factors that cause disease in fish.

Keywords: Aeromonas hydrophila, Quorum Sensing System, Virulence Factors, N-Acyl Homoserine Lactone, BHL, OdDHL

GIRIS

Bakterilerin asosyal canlilar olmadig,
algilayarak birbirleriyle iletisim kurduklari anlasilmistir. Bakteri
hiicreleri arasindaki popiilasyon yogunluguna bagl olan
hiicre-hiicre iletisim mekanizmasi Gevreyi Algilama (Quorum
Sensing, QS) olarak tanimlanmigtir. Son zamanlarda
kullaniimaya baglanan QS terimi bu ozelliklerden hareketle
"Quorum: salt cogunluk" ve "Sense: hissetme" kelimelerinden
olusturulmustur (Saragli, 2006).

molekdllerini  bu iletisim, bulunduklari ortama  sinyal  molekull
sentezlemeleri olup sentezlenen bu molekllerin yogunlugu ile
ortamdaki salt ¢ogunlugu algilayabilmeleri ve sonucunda
sinyal molekdllerinin ézel genlerin ekspresyonun da rol
oynamasina dayanmaktadir (Yilmaz-Yildiran vd., 2015).
Bakteriler QS mekanizmasini kullanarak sporulasyon, toplu
kagls, pigment Uretimi, konjugasyon, hicre bdllinmesi,
antibiyotik dretimi, biyoliminesans, lag fazindan ¢ikma,
biyofilm olusumu, immin yanittan kagis, nodil sayisini

Bu sayede bakteriler birbirleriyle iletisim kurmakta, hiicre
sayilarini kontrol etmekte, fizyolojik ve patojenik ozelliklerini
degistirmekte,  virilens  faktorleri  gibi  kritk  gen
ekspresyonlarini gerceklestirmektedirler. Bakteriler arasindaki

sinirfama, virilens faktérlerinin - Gretimi, besin igin diger
bakterilerle  savas, ekstraselliler  proteaz  Uretimi,
ekzoenzimlerin Uretimi gibi birgok hayati faaliyetini dlzenler.
(Altun ve Sener, 2008; Bruhn vd., 2005).
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Bu mekanizma igerisinde yer alan sinyal molekullerinin
cesidi ve bu molekillerin algilanma sekline gore Ug gesit
cevreyi algilama mekanizmasi vardir. Bunlar; 1. Luxl/LuxR
Sistemi (Gram negatif bakterilerde) 2. Oligopeptit Sistemi
(Gram pozitif bakterilerde) 3. Hibrit Sistemi'dir (Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilerde) (Yilmaz-Yildiran vd., 2015).

Cevreyi algilama sistemini kullanan bakterilerin kesfinden
sonra bakterilerle ilgili algilar ok yonli hale gelmigtir. Nijland
(2010), bakterilerin havadaki koku olugturan kimyasallari
algilayabilen molekiler bir yapilarinin oldugunu kesfetmistir.
Yapilan bu arastirma ile bakterilerin bu kokuya karsi gevreyi
algilama sistemiyle dlizenlenen virilens faktdrlerinden
biyofilmi Ureterek tepki gdsterdigini de bildirmistir.

Dinyada genis dadilim gdsteren A. hydrophila Gram-
negatif bir bakteridir ve ayni zamanda deniz ve tatli su balik
hastaliklarina neden olan bir patojendir. Hareketli Aeromonas
tirleri genellikle firsatgi patojen ya da sekonder patojen olarak
kabul ediimesine ragmen, A. hydrophila primer patojen olarak
gorilmastir (Timur ve Timur 2003, Bastardo vd., 2012, Gong
vd., 2015). A. hydrophila ylksek oranda hiicre lizizi
gerceklestiren, Gram-negatif, gomak sekilli, sporsuz, oksidaz
pozitif, fakiltatif anaerobik, oportiinist, hem insan hem de
balikta patojeni bir bakteridir (Hazen vd., 1978; Daskalov,
2006; De Silva vd., 2018, Dewi vd., 2019, Wilson vd., 2019).
Agar Uzerindeki kolonileri yumusak, disbiikey ve yuvarlaktir
(Al-Fatlawy ve Al-Hadrawy, 2014). Jelatini, hemoglobini,
elastini sindirdigi ve direngli oldugu icin dldirilmesi zor olan
A. hydrophila bakterisi hayvanlardan 100 yildan beri,
insanlardan 1950'lerin  baglarindan beri izole edilmistir.
(Mathewson ve Dupont, 1992).

A. hydrophila oldukga toksiktir. Hareketli Aeromonas’larin
patojenitesi Uretmis olduklari sitotoksik (B-hemolisin) ve
sitotonik (kolera benzeri) enterotoksinlerden
kaynaklanmaktadir.  Ayrica bu  bakterilerin  bagirsak
mukozasina tutunma ve buradan da kana gegme &zelligine
sahip olduklari bilinmektedir. Ballk veya insan viicuduna
girdiginde, kan dolasimi yoluyla ilk organa dolasir. En dnemli
virllens  faktérlerinden  biri  olan  aerolizin  sitotoksik
enterotoksin (Act) Uretir. Toksin, hiicre tarafindan bir tip I
salgl sisteminden Uretilir. Toksin, hiicre 6limi ve doku
yikimini gergeklestirir (Albert vd., 2000; Chopra vd., 2000).
Virlilensin dretimi  gevreyi algilama ile dlzenlenebilir bir
fenomendir. Gevreyi algilama sistemi A. hydrophila’da gesitli
virlilens  faktorlerinin  ekspresyonunu diizenler (Chu vd.,
2011). Virulent A. hydrophila (vAh) Motile Aeromonas
Septisemisi  (MAS) hastaliginin  etkenidir ve epidemik
salginlara neden olur (Abdelhamed vd., 2019). Baliklarda, bu
hastalik deri Ulseri, nekroz, hemorajik septisemi, ekzoftalmus,
yizgec¢ ve kuyruk ¢Urikligu ile karakterizedir (Zhang vd.,
2014; Baldissera vd., 2019).

Bu calismada A. hydrophila’nin gevreyi algilama sistemini
kullanarak bakteriyel iletisim sistemine sahip olup olmadidinin
mutant C. violaceum CV026 ve mutant A. tumefaciens NT1
biyosensdr suslar araciligiyla tespit edilmesi ve cevreyi
algilama sisteminin  yénetimindeki virilens faktdrlerinden

ramnolipid, elastaz, proteaz, amilaz, hemoliz Uretiminin
fenotipik olarak arastiriimasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

A. hydrophila, P. aeruginosa PAO1, C. violaceum
CV026 ve A. tumefaciens NT1 suslarinin kaynagi ve
geligme kosullari

Arastrmada SDU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklari Laboratuvari'ndan temin edilen, hasta gokkusagi
alabaliklarinin i¢ organlarindan izole edilmis ve molekiler
dizeyde identifikasyonu yapilmis olan balik patojeni A.
hydrophila'nin 2 susu kullanilmistir. Suslar kullaniimadan
once referans sus ile karsilastirilarak geleneksel bakteriyolojik
testlerle teyitleri de yapilmistir. Suslar kullanilincaya kadar
McFarland 0.5’e gére standardize edilen miktarda -80°C’de ve
%20 gliserin icerisinde muhafaza edilmistir. Depolanan suslar
gunlik kullanim igin -80°C’den alinarak -20°C’de bekletildikten
sonra TSA besiyerlerine ekilmistir. Ekimleri yapilan suslar
25°C’'de 24 saat stireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra gunliik
kullanim amaciyla maximum 7 gin slreyle +4°C'de
saklanmistr.  SDU  Fen Edebiyat Fakitesi  Biyoloji
Bolimi'nden temin edilen pozitif kontrol olarak kullanilan
insan patojeni P. aeruginosa PAO1 (1 sus) susu, LBA
besiyerinde 30°C'de (retilmistir ve -80°C'de ve %20 gliserol
icerisinde muhafaza edilmistir. AHL sinyal molekiillerinin
tespiti igin kullanilan C. violaceum CV026 (1 sus) mutant susu
ve A. tumefaciens NT1 (1 sus) mutant susu da SDU Fen
Edebiyat Fakultesi Biyoloji B6limi'nden temin edilmistir. Bu
suslar %1,2 agar igeren katilastiriimis ve A. tumefaciens NT1
susu icin gentamisin (20 pg/ml); C. violeceum susu igin
kanamisin (20 ug/ml) LB (%1 tripton, %0,5 maya ekstrakti,
%0,5 NaCl) besiyerinde 24 saat sireyle 30°C'de Uretilmigtir.
Bu stok kilturler farkli testler igin kullanilmistir (Ulusoy, 2007).

C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1
biyosensor suslan araciligiyla A. hydrophila’da N-Agil
Homoserin Lakton (AHL) sinyal molekiillerinin tespiti

AHL sinyal molekdllerinin arastirimasinda; Ulusoy (2007)
tarafindan  modifiye edilen McClean vd. (1997)'nin
metodundan yararlaniimistir. TSA besiyerinde 25°C'de 24
saat A. hydrophila Uretilmistir. AHL molekil tespiti igin A.
hydrophila suglari TSA kiltlirinden Luria Bertani Agar (LBA)
besiyerine 2 cm’lik ¢izgi olarak ekilmis C. violaceum CV026
biyosensér susu da patojen bakterilerle arasinda 3 mm
aralikla ayni boyutta karsisina ekilmis ve 30°C'de 24 saat
inklibasyona birakilmistir. Bdylece inklbasyon sonucunda
mor renk olusumuna bakilarak cevreyi algilama sisteminin
sinyal molekdllerinden BHL'nun varligi degerlendirilmigtir.
OdDHL molekdliniin  varligini arastirmak icin de ayni
prosedir uygulanmistir. Yesil renk aranirken A. tumefaciens
NT1 susu icin tek fark olarak 20 pg X-Gal ilaveli LBA besiyeri
kullanilmigtir.  Sonuglar P. aeruginosa PAO1 susuyla
karsilastirilarak N-Acil Homoserin Lakton (AHL) molekdllerinin
tespiti icin ¢apraz dogrulama testi yapilmistir (Mohaddam vd.,
2014).
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Ramnolipid testi

0,2 g cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5 mg/I"
metilen mavisi iceren M9-glutamat minimal medium agar
petrileri kullanilarak gergeklestirilmistir (Siegmund ve Wagner,
1991). A. hydrophila suglar ise Luria Bertani Broth (LBB)
besiyerinde 25°C’de 24 saat Uretilmistir. Bu suglarin bir
gecelik LBB Kkiltirlerinden 20'ser pl alinarak M9-glutamat
minimal medium agar petrilerinin ortasina damlatiimis ve
30°C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda
bakteri  kolonisi ~etrafindaki saydam zon ramnolipid
aktivitesinin gdstergesi olarak kabul edilmistir. Test sirasinda
steril LBB negatif kontrol olarak kullaniimistir. Sonuglar P.
aeruginosa PAO1 susuyla karsilastirilarak degerlendirilmistir
(Ulusoy, 2007). Ramnolipid Uretim testi (i¢ paralel galigiimistir.

Proteaz testi

A. hydrophila suglari Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerinde
25°C'de 24 saat (retilmistir. Her bir kiiltlirden %2 yagsiz siit
tozu iceren TSA petrilere agilan 3 mm’lik gukurlara 20 pl ilave
edilmis ve 25°C'de 24 saat inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam
zon proteolitik aktivitenin gdstergesi olarak kabul edilmistir
(Swift vd., 1999; Dong vd., 2005; Ulusoy, 2007). Suslarin
proteolitik aktiviteleri bakteri kiiltiri ilave edilen bolgedeki
saydam zon capi Olglilerek kaydedilmistir. Proteaz testi (¢
paralel galigilmigtir.

Amilaz testi

A. hydrophila suglari ise TSB'de 25°C'de 24 saat
uretilmistir. Her bir kiltirden %2 nisasta ilaveli TSA'ya gizgi
tarzinda ekim yapilmis ve 25°C'de 24 saat inklbasyona
birakilmistir. 5 dk i¢inde okunan sonuglarda inkiibasyondan
sonra koloniler Uzerine lugol solisyonu doékilmuis, pozitif
reaksiyonlar koloni etrafinda berrak alan olusmasiyla tespit
edilmistir. Besiyerinde mavi renk negatif sonucu, koloni
etrafindaki olusan pembe-esmer bdlge slpheli reaksiyonu
ifade etmektedir (Swift vd., 1999). Amilaz testi U¢ paralel
calisiimistir.

Hemoliz testi

A. hydrophila suslari, %5 kan iceren TSA petrilerine izgi
tarzinda ekilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam
zon hemoliz aktivitesinin gdstergesi olarak degerlendirilmistir
(Swift vd., 1999). Hemoliz testi U¢ paralel caligiimistir.

Elastaz testi

A. hydrophila suslarina Elastin Kongo Red (ECR) testi
uygulanmigtir (Ohman vd., 1980). A. hydrophila suslari
LBBde 25°C'de 14 saat (Uretiimistir. Bu kiltlirlerin
stipernatantlarindan 100 pl tzerine 900 ul ECR tamponu (100
mM Tris, 1 mM CaClz, pH 7.5, 20 mg ECR) ilave edilmis ve
30°C'de 3 saat karistirilarak inkiibasyona birakilmistir.

inkiibasyon sonucunda ¢dziilmemis olan ECR 12000 devirde
2 dk santrifiij edilerek uzaklastinimis ve slpernatantlar 96
gukurlu yuvarlak tabanli polyester plaklara 100 pl olarak her
bir bakteri slpernatanti ilave edilerek caligiimistir. Plaklar
OD'si 630 nm'de ELISA okuyucusunda optik yogunluklari
Olgllerek hesaplanmigtir. Her sus icin OD degerlerinin
ortalamalari alinmistir. Steril LBB negatif kontrol, P.
aeruginosa PAO1 susu pozitif kontrol olarak kullaniimistir
(Ulusoy, 2007).

BULGULAR

Biyosensor sus A. tumefaciens NT1, pozitif kontrol
susu P. aeruginosa, balik patojeni A. hydrophila’da koloni
yapilari

A. hydrophila’nin koloni rengi (Sekil 1)de, pozitif kontrol
insan patojenin koloni rengi P. aeruginosa PAO1 (Sekil 2)'de
OdDHL sinyal molekdliniin Uretimini gésteren A. tumefaciens
NT1 mutant susunun koloni rengi (Sekil 3)'de LBA lzerinde
verilmistir. C. violaceum CV026 mutant susta pigmentsiz
koloni (Sekil 4) ve orijinal susta C. violaceum 12472 (Sekil 5)
mor renk koloni olusumu gézlenmistir.

Sekil 1. TSA besiyerinde genclestirilen A. hydrophila
Figure 1. A. hydrophila rejuvenated on TSA medium

Sekil 2. LBA besiyerinde gengclestirilen P. aeruginosa (+kontrol)
Figure 2. P. aeruginosa (+control) rejuvenated on LBA medium
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Sekil 3. LBA besiyerinde genclestirilen A. tumefaciens NT1 mutant sug
Figure 3. A. tumefaciens NT1 mutant strain rejuvenated on LBA medium

Sekil 4. LBA besiyerinde genglestirilen C. violaceum CV026 mutant sus
Figure 4. C. violaceum CV026 mutant strain rejuvenated on LBA medium

Sekil 5. LBA besiyerinde genglestirilen C. violaceum 12472 orijinal sug
Figure 5. C. violaceum 12472 original strain rejuvenated on LBA medium

AHL molekiilleri tespiti

Bakteri koloni renklerinin ¢ok dnemli oldugu bu prensipte
kolonilerin renklerine dzellikle dikkat edilmektedir. Bakteriyel
iletisimin A, hydrophila’da olup olmadigi koloni renk
degisimiyle belirlenmistir. C. violaceum 12472 orijinal sus

dogasi geredi mor pigment dretmektedir. C. violaceum 12472
orijinal sus daha onceki caligmalarla C. violaceum CV026
mutant sus formatina getirilmistir. C. violaceum CV026 mutant
sus; A. hydrophila'nin BHL molekilu Uretmesiyle dogasina
dénerek mor pigment Uretir ve krem renk yerine mor renkte
koloni olusturur. Bu durum A. hydrophilada BHL sinyal
molekdllerinin varligini ispatiamistir (Sekil 6). Ayni prensiple
A. hydrophilanin  OdDHL molekli dretimesiyle  A.
fumefaciens NT1 mutant susu dogasina donerek yesil
pigment Uretir ve krem renk yerine yesil renkte koloni
olusturur. Bu durum A. hydrophilada OdDHL sinyal

molekdllerinin varligini ispatlamistir (Sekil 7).

Sekil 6. C. violaceum CV026 aracili§iyla P. aeruginosa PAO1'de oldugu
gibi A. hydrophila'nin kremden mor renge déniistimiyle BHL
sinyal molekdllerinin varligi

Figure 6. Presence of BHL signaling molecules with the conversion of A.

hydrophila from cream to purple color as are P. aeruginosa
PAO1 via C. violaceum CV026

Sekil 7. A. tumefaciens NT1 araciligiyla P. aeruginosa PAO1'de oldugu
gibi A. hydrophila'nin kremden vyesil renge donlstimlyle
OdDHL sinyal molekdillerinin varligi

Figure 7. Presence of OdDHL signaling molecules with the conversion of
A. hydrophila from cream to green color as are P. aeruginosa
PAO1 via A. tumefaciens NT1

Ramnolipid testi sonuglari

Besin kaynaklarinin kisith oldugu durumlarda, besin
kaynaklarinin ~ bulundugu ortamlara dogru  bakterinin
hareketine imkan saglayan ve bir biyosurfaktan olan
ramnolipid testi A. hydrophilada (Sekil 8) pozitif
sonuglanmistir.

$Sekil 8. P aeruginosa PAO1 (+kontrol), LBB (-kontrol) ve A. hydrophila'da ramnolipid varligi
Figure 8. P. aeruginosa PAO1 (+control), LBB (-control) and the presence of rhamnolipid in A. hydrophila
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Proteaz testi sonuglari

A. hydrophilada proteaz aktivitesi kolonilerin etrafindaki
saydam zon gorlimesi ile sonug pozitif kaydedilmistir (Sekil
9). A. hydrophila susunun birinde ortalama 11,6 mm c¢ap
belirlenirken A. hydrophila susunun digerinde ortalama 13 mm
olarak belirlenmigtir.

Sekil 9. A. hydrophila'da proteaz aktivitesi
Figure 9. Protease activity in A. hydrophila
Amilaz testi sonuglari

A. hydrophila’da amilaz aktivitesi pozitif tespit edilmistir.

Hemoliz testi sonuglari

A. hydrophilada hemoliz aktivitesi pozitif tespit edilmistir.
Cizgi tarzinda yapilan ekimlerle hemoliz aktivitesinin varlig
belirlenmistir (Sekil 10).

Sekil 10. A. hydrophila'da ¢izgi ekiminde pozitif sonug
Figure 10. Hemolysis zone in streaked of A. hydrophila

Elastaz testi sonuglari

A. hydrophilada elastaz aktivitesi kontrol susuna gore
daha az tespit edilmigtir.

TARTISMA VE SONUG

Bakterilerin  iletisim  mekanizmasi, toplu  hareket
yetenekleri, bakteriyel iletisimdeki molekllerin yapisi ve islevi
cevreyi algilama sisteminin yonetimindedir. Bakteriler cevreyi
algilama sistemiyle kritik gen ekspresyonlarini tetikleyerek
AHL sinyal molekilleri araciligiyla virilens faktorlerini
uretmektedirler (Bosgelmez-Tinaz, 2003). Bu makalede

baliklarda ciddi hastaliklara neden olan A. hydrophila'da
cevreyi algilama sistemi ve yonetimindeki virlilens faktorleri
fenotipik testlerle arastirimistir. Suslarda oncelikle, C.
violaceum CV026 ve A. tumafeciens NT1 indikator suslari
kullanilarak BHL ve OdDHL sinyal molekiillerinin Uretimi
arastiriimigtir. C. violaceum CV026 susu kullanilarak yapilan
testlerde A. hydrophila suslarinin BHL sinyal molekdlind
urettigi, A. tumefaciens NT1 susu kullanilarak yapilan testte
de OdDHL sinyal molekiiliinii tretebildikleri tespit edilmistir.

Prensibe gore renk degisimi sdz konusu balik patojeninin
gevreyi algilama sistemini  kullandigini ispatlamistir.
Bakterilerdeki cevreyi algilama sistemi; yeterli cogunluga
ulastiklarini algiladiklar anda viriilens faktdrlerini ayni anda
aktiflestirmelerini saglayan bir sistemdir. Cevreyi algilama
bakterilerin sbzde zekasiyla hareket ettiklerinin de bir
ifadesidir. Aralarindaki bakteriyel iletisimin bitirilmesi baliklar
Uzerindeki olumsuz etkilerini de biyik oranda bitirecektir.

Schwenteit vd. (2011) C. violaceum (McClean vd., 1997)
ve A. tumefaciens pZLR4 (Cha vd., 1998) biyosensor
suglarint - AHL  molekilini  tespit igin  kullandiklarini
belirtmiglerdir. Bu arastirmada da ayni iki bakteri tlri
biyosensér sus olarak kullanilmistir.

Swift vd. (1997) A. hydrophila ve A. salmonicidae cevreyi
algilama yoluyla gen expresyonunu gerceklestirdigini ve A.
hydrophilanin AHL molekdillerini Grettigini bildirmislerdir. Bu
calismada benzerlik gdstermis ve A. hydrophila AHL
molekdllerinden BHL ve OdDHL molekdllerini Gretmigtir.

Garde vd. (2010) A.hydrophila'nin diger A. hydrophila ile
cevreyi algllama sisteminin diizenledigi C4-HSL sinyal
molekilind kullanarak iletisime gegen oportinist bir gram
negatif bakteri oldugunu belirtmiglerdir. Bu arastirma
makalesinde de sonug aynidir ve A. hydrophila suslar sinyal
molekilleriyle iletisime  gegerek virilens  faktérlerini
olusturmustur.

Kozlova vd. (2008) A. hydrophila'nin ishal izolati SSU'su,
sitotoksik, enterotoksik ve hemolitik etkinlikler igeren bir
sitotoksik  enterotoksin  Uretir ifadesini  kullanmiglardir.
Aeromonas susunun, Act'a ek olarak, T3 ve T6 salgilama
sistemleri ve ayni zamanda Al-1 benzeri otoendliktdrlerin, N-
acil homoserin laktonlarinin Gretimini modiile ettigi gosterilen
karakteristiklerden olustugunu ve bunun QS ile ilgili oldugunu
belirtmislerdir. Yaptiklari bu ¢alismada, A. hydrophila SSU'da
S-ribosylhomocysteinase (LuxS) bazli otoindiktor (Al)-2 QS
sisteminin varligini ve bunun bakteri virilensine katkis
oldugunu ortaya koymuslardir. Mutajeneziyle hazirlanan A.
hydrophila'nin luxS izogenik mutantinin, biyofilm olusumunda
dinamikleri ve mimarisinde bir degisiklije neden oldugunu,
bakterinin hareketliliginde bir disise neden oldugunu ve
septisemik durumlarda virllensi arttirdigini belirtmiglerdir. S6z
konusu galismamizda da ilgili bakteri AHL molekilinG Gretmis
ve yapllan virilens testlerine olumlu cevap vermistir.

Daha ¢ok P. aeruginosa konulu arastirmalarda dikkat
¢eken ramnolipid hemolitik etkisi olan bir hemolizindir.
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Yapisindaki ramnoz igeren glikolipid sayesinde biyosUrfaktan
etki gosterir. Fosfolipaz C'nin etki etmesine zemin hazirlar.
Ayrica mukosiliyer tasimimi ve silya fonksiyonlarini inhibe
eden (Karatuna ve Yagci, 2008; Salyers ve Whitt, 1994) bu
virlilens  faktorli aragtirmamizin  sonucunda baliklarda
enfeksiyon  olusturan  A.  hydrophilada  gérilmusgtr.
Ramnolipid aktivitesinin bu patojende varliginin tespitiyle ilgili
patojenin virilens haritasina yeni bir bilginin eklenmesi
agisindan bu arastirma makalesi bir literatir kaynagi
olmustur.

Erdem vd. (2010) tath su bahgi érneklerinin, bagirsak,
solungag, karaciger ve deri numunelerinden izole edilen
Aeromonas cinsine ait A. hydrophila, A. caviae ve A. veronii
bv. sobria varligini degerlendirmislerdir. izole edilen 78
Aeromonas susunun siderofor, hemolitik, pirazinamidaz,
proteaz aktiviteleri ve antibiyotik direng  durumlarini
incelemiglerdir. Siderofor Uretimi A. hydrophila, A. caviae
suslarinin tamaminda gérGlirken A. veronii bv. sobria
suslarinin yalnizca ikisinde gézlemiglerdir. A. hydrophila ve A.
veronii bv. sobria suglari hemolizin Uretirken A. caviae
suslarini  nonhemolitk olarak tespit etmiglerdir. Proteaz
aktivitesi, A. hydrophila, ve A. veronii bv. sobria izolatlarinin
tamaminda bulunurken A. caviae izolatlarmin % 81,8'de
saptamiglardir. Yaptigimiz calismada buradaki arastirmayla
benzer &zellikler gorlilmis A. hydrophilada proteaz ve
hemoliz testleri pozitif belirlenmistir.

Swift vd. (1997) A. hydrophila ve A. salmonicida (izerinde
yaptiklari bir calismada proteaz aktivitesinin pozitifligiyle
cevreyi algilama sisteminin bu bakterilerde oldugu belirtmistir.
incelenen A. hydrophila suslarinda da proteaz sonuglari
pozitiftir.

Rahim vd. (1984) Banglades'teki yaygin tath su
baliklarindan ~ Plotosus  anguillaris,  Lates calcarifer,
Epinephelus megachir ve Telapia niloticanin ylzeysel cilt
Ulserlerinden izole edilen A. hydrophila suglarinin enterotoksin
Uretimi, hemolizin Uretimi ve bu iki virllens Gretimi arasindaki
iliskiyi test etmiglerdir. A. hydrophila ile enfekte olmus bu
baliklarin  enterotoksijenik oldugu ve iyi pisirilmeden
tiketilmesi  durumunda ishal salginlarindan  sorumlu
olabileceginin belirtildigi bu calismada A. hydrophila suglarinin
B-hemolitik virilens faktérini Ureterek enterotoksijenik oldugu
bildirilmistir. Sonugta B-hemolizinin (retimi enterotoksisitenin
bir gdstergesi olarak dederlendirilmistir. Hatha vd. (2005) izole
ettikleri hareketli Aeromonas suslarinin tamaminin kanli
besiyerinde B-hemoliz olugturduklarini yaptiklari calismayla
bildirmistir. Calismalarla desteklendigi gibi makalemizde
arastirilan A. hydrophila suslarinda tespit edilen B-hemoliz
aktivitesi baliklarda hastalik olusumuna zemin hazirlayan
ciddi virlilens faktdrlerindendir.

Allan ve Stevenson (1981) A. hydrophila NRC 505,
alabalik icine enjekte edildiginde patolojik etkilere neden olan
hiicre digi maddeler Urettigini belirtiler. Hicre disi drlinlerin
(EPS) proteolitik aktivite ve hemolitik aktivitesi baliin viicut
sicakligi arttikga balik (zerindeki etkisini kaybettigini rapor

ettiler. Proteaz eksikli bir mutant olan G35 susunun,
gokkusadi alabaligi (Salmo gairdneri) ve benekli alabalik
(Salvelinus fontinalis) igin, ebeveyn susundan belirgin sekilde
daha toksik oldugunu gérmiislerdir. Intraperitoneal enjekte
edilen benekli alabaliginda A. hydrophila'nin  hemolitik
aktivitesinin éldlrlicu bir faktdr oldugu sonucuna varmiglardir.
ilgili makale de oldugu gibi bu galismamizda da inceledigimiz
A. hydrophila suslarinin hemolitik aktivitelerinin Ust dlizeyde
oldugunu rapor etmekteyiz.

Pandey vd. (2010) bakteri izolasyonundan sonra %2'lik
slit tozu ve %10 jelatin iceren nutrient agara s6z konusu
bakteriyi inokule etmislerdir. 24 ve 48 saatlik inklibasyon
soucunda proteolitik aktiviteyi seffaf zon olusumuyla
ispatlamislardir. Hemolitik aktiviteyi ise insan kani iceren TSA
lzerinde ¢izgi ekimiyle belirlemislerdir. Sonugta patojen A.
hydrophila suslarinda proteolitik ve hemolitik aktiviteleri
belirlemigler ve SDS-PAGE (Sodyum dodesil silfat-
Poliakrilamid jel elekiroforezi) ile hemolizi gériintiilemiglerdir.
S0z konusu galismayla bu arastirma da metot benzerligi
gostermekle birlikte ayni sonucu vermistir.

Sonug olarak, gevreyi algilama bakteriye gl¢ katan bir
sistem olmakla birlikte patojenite de oldukca etkilidir.
Bakterilerin organize olarak virlilens faktérlerini olusturmalari
cevreyi algilama sistemiyle gerceklesmektedir. Bu nedenle
QS molekiillerinin dretiminin dnlenmesi, pargalanmasi veya
inhibisyonu, QS sinyalinin alinmasinin énlenmesi stratejileri
uzerinde durmak dnemlidir. Bu anlamda bakteri duinyasindaki
enfeksiyon glglerinden biri olan iletisimin kesilmesi su Grlinleri
yetistiriciliginde hastaliktan korunmanin alternatif bir metodu
olarak Onerilebilir. Bakteri hiicreleri arasindaki iletisimin
engellenmesi (Qourum Queching) araciligiyla antibakteriyel
etki elde etme calismalari gelecek igin umut vaadeden bir
alan olarak gértlmektedir. Ayni zamanda cevreyi algilama
sinyal molekdllerinin tespitiyle bu molekdllerin olusumunun
durdurulmasi hastalikta erken teshis kavramini glindeme
getirmekte ve bu durumunda profilaksi de c¢i§ir agmasi
hedeflenmektedir. A. hydrophila’nin gevreyi algilama sistemini
kullanarak virlilens faktorlerini yonettiginin tespitiyle bir
sonraki adima dikkat gekilmektedir. Sonraki ¢alismalarda da
bu sistemin bloke edilmesini ele alan Qourum Queching
galigmalari dikkati cekmektedir ve dlnyada
gerceklestiriimektedir.  Omegin  Chen vd. (2019) bir
galismalarinda Bacillus licheniformis T-1 glvenli ve etkili bir
quorum quenching bakterisi olabilecegini ve akuakiiltiirde A.
hydrophila enfeksiyonlarina kargi koruma potansiyelinin
yuksek oldugunu belirtmistir.

Bilim dlnyasina katki icin farkli bir bakis agisiyla
bakterilerin bu molekil sayilarini nasil anladiklari, yeterli
sayida gogunluga ulastiklarini tespit ederken kullandiklari bu
AHL molekllerini sayip saymadiklari, basit bir matematik
hesabi olan molekil sayisini saymayl nasil yaptiklari,
Hellingwerf (2005) belirttigi gibi bakterilerin bir sinir ag
ozelliklerinin birgogunu barindirdi§i bulgusundan hareketle
bakteriler icin diisik diizeyde bir zeka yapisinin mi s6z
konusu oldugu konulari glindeme gelmektedir.
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A. hydrophila suslarinin tamaminin BHL ve OdDHL sinyal
molekUlleriyle A. hydrophila suslarinin bakteriyel iletisim ag
olan gevreyi algilama sistemini kullandigi ve bu sistemin
yonetimindeki virllens faktorlerinden ramnolipidi, proteazi,
amilazi ve hemolizi Urettigi tespit edilmistir. Aragtirmada BHL
ve OdDHL sinyal molekilleri araciidiyla A. hydrophila'nin
cevreyi algllama sistemini kullandiginin ispatiyla insan
patojenine 0zgi elastaz ve ramnolipid gibi patolojik
etkenlerden ramnolipide A. hydrophila'da rastlanmasinin
arastirmaya orijinallik kattigini diislinmekteyiz. Bu arastirma
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