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Ozet

Son yillarda yapilan arastirmalar, patojenik bakterilerin bir ¢ogunun viriilens faktorlerinin tiretimini N-agil
homoserin lakton (AHL) tiirevi sinyal molekiilleri aracihig1 ile kontrol ettigini ortaya koymustur. Bu ¢aligmada
Gram negatif bakteriyel bir balik patojeni olan Vibrio anguillarum izolatlarinda N-a¢il homoserin lakton tiirevi
sinyal molekiillerinin tiretimi, Chromobacterium violaceum CV026 ve Agrobacterium tumafeciens NT1
biyosensor suslari kullanilarak arastirilmustir. Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu pozitif kontrol olarak
kullanilmustir. Calisma sonucunda V. anguillarum suslarinm, C. violaceum CV026 susu kullanilarak yapilan
testlerde negatif sonug vermesine karsin, A. tumafeciens NT1 kullanilarak yapilan testlerde, pozitif sonuglar
verdigi saptanmustir. Ayrica bu suslarin, V. anguillarum’un patojenitesinde énemli rol oynadiklar1 diistiniilen
biyofilm olusumu, pigment tiretimi ve proteaz aktivitesi gosterdikleri tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: V. anguillarum, ¢evreyi algilama sistemi, biyofilm, pigment, proteaz, N-agil homoserin
lakton

Investigation on Quorum Sensing System and Virulence Factors of Vibrio anguillarum Strains

Abstract

In recent years, are reported that virulence factors of many pathogenic bacteria are controlled via acyl
homoserine lactone (AHL) signaling molecules. In this study, production of N-acyl homoserine lactone
signaling molecules were investigated using Choromobacterium violaceum CV026 and Agrobacterium
tumefaciens NT1 biosensor strains in Vibrio anguillarum isolates, Gram negative fish pathogens. Pseudomonas
aeruginosa PAOL1 strain was used as a positive control. As a result of, it was found that negative results by
using C. violaceum CV026 in test, despite positive results using A. tumafeciens NT1 in test of V. anguillarum
strains. In addition were determined of biofilm formation, production of pigments and protease activity which
are thought to play an important role in the pathogenesis in the V. anguillarum strains.

Keywords: V. anguillarum, quorum sensing system, biofilm, pigment, protease, N-acyl homoserine lactones

*Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden ozetlenmistir.

GIRIS

Giliniimiizde bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in en yaygin olarak
tercih edilen yontem antibiyotik kullanimidir. Ancak gereksiz ve uygunsuz antibiyotik
kullanimi antibiyotiklere karsi direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina, bu da, kullanilan
antibiyotiklerin giderek etkisiz kalmasi, dolayisiyla hastaliklarin tam anlamiyla tedavi
edilememesi ve direncin yayilmasi ile sonuclanmaktadir. Bu nedenle, "enfeksiyon
hastaliklar1" hala diinyada en o©nde gelen Olim nedenlerinden biridir (Baskin,
2005).Guniimiizde hastalik yapan bakterilerin % 70’in den fazlas1 klinikte kullanilan
mevcut antibiyotiklerden en az birine kars1 direngli hale gelmistir. Dolayisiyla, yeni
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antimikrobiyal hedeflerin saptanmasina yonelik arastirmalar ¢ok biiyiik 6nem kazanmistir.
Bu hedeflerden bir tanesi bakteriler arasi iletisim (quorum sensing) mekanizmasinin inhibe
edilmesidir. Gram (-) bakteriler birbirleriyle haberlesme amaciyla, agil-homoserin lakton
(AHL) tiirevi sinyal molekiillerini kullanirlar. Bakteriler bu sinyal molekiilleri araciligryla
yeterli cogunluga ulasip ulagsmadiklarini izlemekte ve yeter ¢ogunluga ulastiklar1 anda da
viriilens faktorlerinin {iretimi gibi kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedirler. Hiicreler
arasi iletisimi saglayan bu haberlesme sistemi quorum sensing (¢evreyi algilama) olarak
adlandirilir (Bosgelmez-Tinaz , 2003; Chu vd., 2015). Bu olay bakteriye kendi hiicre
populasyon yogunlugunu izleme ve buna bagh olarak davranislarini diizenlenme olanagi
verir. Boylelikle, konakta enfeksiyon olusturabilecek yeter ¢cogunluga ulasincaya kadar
bagisiklik sistemi tarafindan patojen bakterinin fark edilmemesi saglanarak basarili bir
enfeksiyon siireci olusturulur (Bosgelmez-Tinaz, 2013). Ilk defa Vibrio fisheri'de
tanimlanmig olan bu bakteriyel iletisim sisteminin daha sonra bu bakteri ile sinirli olmadig
Erwinia carotovora, Yersinia enterocolitica, A. tumefaciens ve Pseudomonas aeruginosa
gibi bir ¢ok insan, hayvan ve bitki patojeni tarafindan yaygin olarak kullanildigi
kesfedilmistir (Milton vd., 1997). Gram negatif bakteriler birbirleriyle haberlesme
amactyla, agil-homoserin lakton (AHLS) molekiillerini kullandiklar1 bilinmektedir
(Bosgelmez-Tinaz, 2003).

V. anguillarum Gram negatif bakteriyel bir balik patojenidir. Baliklarda hemorajik
septisemiye neden olan vibriozis hastaliginin etkenidir (Milton vd., 1997).

Daha 6nce yapilan ¢alismalar V. anguillarum’da ¢evreyi algilama sistemi ve viriilens
arasinda dogrudan bir baglant1 olmadigini gostermistir (Milton vd., 2001, Purohit, 2013).
Ancak, ilging bir sekilde bir ¢evreyi algilama sistemi inhibitorii olan furanon C30’un
gokkusagi alabaliklarinda V. anguillarum’un neden oldugu vibriozis’den 6liimleri azalttig
gozlenmistir (Rasch vd,. 2004; Bruhn vd., 2005). Bakterilerde bu sistemin ve viriilens
faktorlerinin {iretim mekanizmalarinin ¢aligilmasi, patojen bakterilerin neden oldugu
hastaliklarin 6niine gegilmesi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, bu
caligmada, V. anguillarum izolatlarinda gevreyi algilama sistemi ve virulens faktorlerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda; V. anguillarum un trettigi N-agil homoserin
lakton (AHL) sinyal molekiillerinin tespiti ve ¢evreyi algilama sisteminin etkisi altinda olan
virlilens faktorlerinden Ozellikle biyofilm olusumu, pigment ve proteaz iiretimleri
incelenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Aragtirmada S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi mikroorganizma koleksiyonu iginden
alinan 5 adet V. anguillarum susu kullanilmstir. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO1
susu, AHL sinyal molekiillerinin tespiti i¢in kullanilan C. violaceum CV026 ve A.
tumefaciens NT1 biyosensor suslart S.D.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden
temin edilmistir.

AHL molekiillerinin tespiti

AHL sinyal molekiillerinin tespiti, C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1
biyosensor suglari kullanilarak gergeklestirilmistir. Agil yan zincirinde 4-8 karbona sahip
AHL molekiillerinin tespiti i¢in, C. violaceum CV026 susu kullanilmistir. Ortamdaki
mevcut AHL molekiilleri, C. violaceum CV026susunda mor bir pigment olan viyolasinin
tiretimini uyarir (McClean vd., 1997). Diger bir biyosensor olarak, pZLR4 plazmiti tagiyan
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A. tumefaciens NT1susu kullanilmistir (Shaw vd., 1997; Cha vd., 1998; Ravn vd., 2001). A.
tumefaciens NT1 biyosensér susu, ortamda X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galaktopiranosid) varliginda, N-agil yan zincirinde 6-12 karbona sahip AHL molekiiliiniin
uyarmastyla yesil pigment meydana getirir (Bruhn vd., 2005; Ulusoy, 2007; Myszka ve
Czaczyk 2012; Purohit, 2013).

AHL molekiillerinin tespiti icin capraz dogrulama testi

Caligilan suslarda AHL molekiillerinin {iretimi, her iki biyosensor sus (CV026 ve NT1)
ile besiyeri lizerinde paralel gizilerek test edilmistir. Sonuglar P. aeruginosa PAO1 susuyla
karsilagtirilarak degerlendirilmistir (Ulusoy, 2007; Mohaddam vd., 2014).

Biyofilm testi

Biyofilm olusumu O’Toole ve Kolter’in (1998) tanimladigi metoda gore
gerceklestirilmistir. V. anguillarum suslar1 LB besiyerinde (%3 NaCl eklenmis) (LBS) 16
saat iiretilmistir. Inkiibasyondan sonra bakteri yogunlugu OD 600’de 0,8 e ayarlanmustir.
Bakteri kiiltiirti 1/100°1iik steril LBS ortamui ile sulandirilmigtir. Sulandirilan kiiltiirler diiz
tabanli 96 ¢ukurlu mikroplakalaral00 pl olarak ilave edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyonu takiben mikroplakalar distile su ile yikanmis ve %1’lik kristal
viyole ile 15 dk siiresince boyanmustir. Daha sonra boya dokiilerek fazlasi saf su ile
yikanmustir. 200 pL %95 etanol eklenerek absorbans degerleri ELISA okuyucuda 490
nm’de okunarak degerlendirilmistir (Ye vd., 2008; Deepa vd., 2014).

Pigment testi

Test edilecek V. anguillarum suslar1 %1 NaCl igeren 10 ml LBS besiyerinde 25°C’de 24
saat iiretilmistir. Inkiibe edilen bakteri kiiltiirleri OD600’de 0.05’e ayarlanmistir.
Diliisyonda LB ve LB i¢inde SmM’lik L-Tryosine (Tirozin) igeren ortam kullanilmis ve
hazirlanan kiltirler 25°C’de karistirilarak 24 saat inkiibe edilmistir. Cesitli zaman
araliklarinda tirozin igeren ve icermeyen kiiltlirlerden 1 ml 6rnek alinarak 12000 devirde 2
dksantriftij edilerek siipernatanti toplanmustir. Siipernatantlar 96 c¢ukurlu diiz tabanh
mikroplakalaral00 pl ilave edilerek, her bakteri izolati i¢in ayr1 ayr1 ¢alisilmistir. Pigment
tiretimi; 405 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklarinin 6lglimii ile hesaplanmistir
(Croxatto vd., 2002).

Proteaz testi

Test edilecek 18 saatlik V. anguillarum suslar1 % 2 yagsiz siit tozu igeren %1 oraninda
tuz (NaCl) ilaveli TSA petrilerinin ortasina agilan 3 mm’lik ¢ukurlara 20 pl ilave edilmis
ve 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi
etrafindaki saydam zon proteolitik aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmistir (Arda,
1997; Swift vd., 1999; Dong vd., 2005; Ulusoy, 2007). Suslarin proteolitik aktiviteleri
bakteri kiiltiirii ilave edilen bolgedeki berrak zon ¢ap1 6lgiilerek kaydedilmistir.

BULGULAR

Caligmada kullanilan V. anguillarum suslarimin (A4, A5, A6, ATCC, ATCC 700183) C.
violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1 biyosensor suslari ile yapilan testlerde uzun
zincirli bir sinyal molekiili olan N-(3-oxodecanoyl)-L-homoserin lakton (ODHL)
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molekiiliinii iretmelerine karsin, kisa zincirli bir sinyal molekiilii olan N-hexanoyl-L-
homoserin lakton (C6-HSL) iiretmedigi gézlenmistir.

V. anguillarum suslarinda ODHL sinyal molekiillerinin varliginin tespiti ile bu
molekiillere bagimli olarak gergeklesen biyofilm olusturma, pigment ve proteaz iiretimi gibi
cevreyi algilama sistemi tarafindan kontrol edilen viriilens faktorleri de tespit edilmistir.

Biyosensor Suslar Aracihigiyla V. anguillarum’da N-acyl Homoserin Lakton (AHL)
Sinyal Molekiillerinin Tespiti

AHL molekiillerinin tiretimi, C. violaceum CV026 ve A. tumafeciens NT1 biyosensor
suslari kullanilarak fenotipik olarak arastirtlmistir. Hem uzun zincirli hem de kisa zincirli
acil homoserin lakton molekiilleri iiretebilen P. aeruginosa PAO1 susu pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. C. violaceum CV026 susu kullanilarak yapilan testte V. anguillarum
suglarinin kisa zincirli N-hexanoyl-L-homoserine lacton (C6-HSL) sinyal molekiiliinii
iretmedigi tespit edilmistir. C6-HSL sinyal molekiiliinii iretmeyen V. anguillarum
suglarinin tamaminin A. tumefaciens NT1susu kullanilarak yapilan testte ise ODHL sinyal
molekiiliinii iiretebildikleri saptanmustir (Sekil 1).

Sekil 1. A. tumefaciens NT1 indikator susu kremden yesile renk degisimiyle V. anguillarum’da,
ODHL sinyal molekiillerinin varlig

N-(3-okzodekanoyl)- L-homoserinelactone (ODHL) Sinyal Molekiillerine Bagimlh
Viriilens Faktorlerinin Uretimi

V. anguillarum suslari; biyofilm olusumu, pigment ve proteaz iiretimi gibi ¢evreyi
algilama sistemi tarafindan kontrol edilen viriilens faktorlerinin varligi bakimindan test
edilmistir.

V. anguillarum’da biyofilm testi bulgular:

V. anguillarum suslarinin tiimiinde (A4, A5, A6, ATCC, ATCC 700183) biyofilm
olusumu tespit edilmistir (Sekil 2, 3).
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Sekil 3. V. anguillarum suslarinda biyofilm olusumu

V. anguillarum’da pigment testi bulgular:

V. anguillarum suslarinda pigment iiretimi 6l¢iimiiniin sonuglari incelendiginde tirozin
ilave edildikten sonra suslarda pigment iiretimini tespit etmek amaciyla bakilan optik
yogunlugun 20., 40. ve 50. saatlerde yiiksek oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, ¢alisilan
V. anguillarum suslarinin timiinde tirozin varliginin pigment iretimini artirdig
saptanmigtir.
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V. anguillarum’da proteaz testi bulgular:

Proteaz iiretimi tespiti amaciyla kontrol susu P. aeruginosa PAO1 kullanilmustir.

Viriilens faktorlerinden proteaz iiretiminin V. anguillarum A6 susunda 18 mm zon
capiyla en genis zon ¢apina sahip oldugu kaydedilmistir. Kullanilan diger suglar da; A5 17
mm (Sekil 4), A4 ve ATCC 700183 16 mm ve ATCC 12,3 mm zon ¢api 6lgiilerek, proteaz
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4. V. anguilarum’da proteaz aktivitesi

TARTISMA ve SONUC

Birgok mikroorganizma sosyal bazi davramislar sergilemektedir. Uretmis olduklar:
sinyal molekiilleri aracilig ile birbirleri ile iletisim kurmakta, belirli bir cogunluga ulasip
ulagsmadiklarii izlemekte ve yeter ¢cogunluga ulastiklar1 anda da viriilens faktorlerinin
sentezi gibi kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir. Boylelikle, konagin bagisiklik
sistemini zamanindan Once uyarmayarak basarili  bir enfeksiyon siireci
olusturabilmektedirler (Saragli, 2006). Patojenik bakterilerin birgogunun viriilens
faktorlerinin {iretimini AHL tiirevi sinyal molekiilleri araciligi ile kontrol ettiginin
kesfedilmesi ile ¢evreyi algilama sistemi antimikrobiyal tedavi i¢in yeni ve cazip bir hedef
halini almistir. Bu nedenle patojen bakterilerde cevreyi algilama sistemi ve viriilens
faktorlerinin iiretiminin incelenmesi bu patojenlerin yol agtigi hastaliklarin 6nlenmesinde
bliylik 6nem tagimaktadir.

Wang 2004’de yaptig1 bir ¢alismada V. anguillarum N-(3-oxodecanoyl)-HSL (3-oxo-
C10-HSL) ve N-hexanoyl-L-homoserine lactone (C6-HSL) molekiillerini kullanarak
haberlestiklerini bildirmistir. Bu arastirmada da C. violaceum CV026 susu kullanilarak
yapilan testlerde V. anguillarum suslarinin kisa zincirli sinyal molekiiliinii olan C6-HSL
iretmedigi tespit edilmistir. C6-HSLsinyal molekiiliinii {iretmeyen bu suslarin tamaminin
A. tumefaciens NT1 susu kullanilarak yapilan testte ise uzun zincirli sinyal molekiilii 3-oxo-
C10-HSL iiretebildikleri tespit edilmistir

Daha onceki aragtirmalarda, V. anguillarum (Defoirdt, 2005; Milton vd., 1997)
suslarinda ODHL (3-0x0-C10-HSL) sinyal molekiillerinin varlig bildirilmistir. Yapilan bu
caligmalar ile V. anguillarum’da ODHL suslarindaki sonuglar benzerlik gostermistir.
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Baliklarda ciddi viriilens olusturan V. anguillarum suslarinin tiimiinde fenotipik olarak
biyofilm olusumu belirlenmistir. Biyofilm olusumunu, V. anguillarum (Croxatto vd., 2002)
suslarinda ele almiglardir. Bildirilen bu ¢alismalardaki V. anguillarum suslarindaki biyofilm
olusumu arastirmamizda da benzerlik géstermektedir

Croxatto vd. (2002), yaptiklari ¢aligmayla V. anguillarum suslarinda tirozin ile pigment
tespitini belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada daV. anguillarum suslarinin tamaminda
tirozinin pigment iiretimini artirdigi optik yogunluklar o6lgiildiigiinde goriilmiistiir.
Bakterilerde ¢evreyi algilama yonetimindeki ciddi viriilens faktorlerinden biri olan proteaz;
V. anguillarum’un tiim suslarinda tespit edilmistir.

En basit yapili canlilardan biri olarak bilinen bakterilerin sistemlesmis milyarlarca
hiicreden olugsan organizmalar olarak baliklarda nasil hastalik olusturdugunun &zellikle
dogal ortamlarda ve yetistiricilik {initelerinde nasil ciddi kayiplara sebep oldugunun
cevaplarindan birisi de gevreyi algilamadir. Cevreyi algilama bakterilerin diisiinerek hareket
ettiklerinin de bir gostergesidir. Aralarindaki bakteriyel iletisimin bir nedenle engellenmesi
veya kesilmesi baliklar iizerindeki olumsuz etkilerin biiyilk oranda azaltacaktir. Son
yillarda, su iriinleri yetistiricili§inde, iyi bir yonetim icin alternatif stratejiler arasinda
probiyotik, immunostimulant uygulamalar1 ve asilar gibi yontemler basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak bu metotlara alternatif yeni metotlara da gereksinim vardir.
Bakterilerde ¢evreyi algilama sisteminin engellenmesi bunlardan bir tanesi olarak
diistiniilebilir (Defoirdt vd., 2004).

Bakteriyel patojenler tarafindan iiretilen sinyal molekiilleri, bakteriyel infeksiyonlarin
takibi ve teshisi i¢in biyolojik isaretleyicilerdir. Cevreyi algilama sinyal molekiillerinin
tespiti, bakteriyel infeksiyonlar1 belirlemek i¢in bir arag olarak, ¢ok erken bir sathada daha
yararli olabilir (Boyen vd., 2009).
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