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Arastirmada Gram negatif bakteriyel balik patojenlerinden
Pseudomonas fluorescens’in ii¢ adet susu kullanilmigtir. Sus-
lar da 6ncelikle N-butanoyl-L-homoserin lakton (BHL) ve N-
(3-okzododekanoyl)-L-homoserin lakton (OdDHL) sinyal
molekiillerinin iiretimi, Chromobacterium violaceum CV026
ve Agrobacterium tumafeciens NT1 biyosensor suslart kulla-
nilarak test edilmistir. Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonug olarak, P. fluores-
cens suslari, C. violaceum CV026 susu kullanildiginda BHL
sinyal molekiiliinii iiretmedigi, bununla birlikte, A. tumafeci-
ens NT1 kullamldiginda, P. fluorescens suslarimin OdDHL
sinyal molekiiliinii trettigi tespit edilmistir. P. fluorescens
suslari; biyofilm, pigment, ramnolipid, elastaz, amilaz, hemo-
liz ve proteaz aktiviteleri gibi viriilens faktorlerini iretmistir.

Abstract

QUORUM SENSING SYSTEM AND VIRULENCE
FACTORS IN Pseudomonas fluorescens FISH
PATHOGEN

In this study three Pseudomonas fluorescens strains, Gram-
negative fish pathogen were used. Previously N-butanoyl-L-
homoserine lacton (BHL) and N-(3 okzododekanoyl)-L-ho-
moserine lacton (OdDHL) signal molecules of production of
strains were examined using biosensor strains, Choromobac-
terium violaceum CV026 strain and Agrobacterium tumefa-
ciens NT1. Pseudomonas aeruginosa PAOLI strain used to as
positive control. As a results of this study; P. fluorescens stra-
ins did not produce BHL signal molecules using C. violaceum
CV026. However, the strains produced OdDHL signal mole-
cules using A. tumafeciens NT1. It was determined produc-
tion of biofilm, pigment, rhamnolipid, elastase, protease, ami-
lase and hemolysis activity as phenotype tested as virulence
factors in the strains.

68



Nurcan and Kubilay, 31(2): 68-78 (2016) / TURKISH JOURNAL OF AQUATIC SCIENCES

Journal abbreviation: Turkish J Aqua Sci

GIRIS

Cevreyi Algilama Sistemi “’Quorum Sensing
(QS)”’ hayatina devam etmek igin bakteriye giic
katan bir sistemdir (Chu vd., 2015). Bakterilerin
kendi aralarinda ‘Ben buradayim’ mesaj1 veren bir
iletisim mekanizmasi vardir. Bu mesaji da mole-
kiiller araciligiyla gergeklestirirler. Bircok orga-
nizma hastalik olusturmak i¢in birbirlerine sinyal
verirken kiiclik yayilabilir molekiilleri kullanirlar.
Biyofilm olusumunda 6nemli bir mekanizma olan
QS sistemi; bakterilerin iirettikleri sinyal molekiil-
lerinin yogunlugunu 6l¢ebilmekte, ¢evrelerindeki
diger mikroorganizmalarin miktarini hissedebil-
mekte ve bu verileri digerlerine iletmesine imkan
saglamaktadir (Camara, 2007). QS sistemleri bak-
teriler icinde farklilik géstermektedir. Gram nega-
tif bakterilerde Acyl Homoserin Laktonlar (AHL)
veya Homoserin Laktonlar (HSL), otoindiikleyici-
lerle (AI-1) indiiklenen Lux I / Lux R formunda
bir QS sistemi bulunur (Ersoy vd., 2005; Green-
berg, 2003; Federle ve Bassler, 2003). Gram nega-
tif bakterilerde QS sistemleri ile belirlenen davra-
nis bigimleri arasinda biyoliiminesens, viriilens,
biyofilm olusumu, hareketlilik, antibiyotik iire-
timi, ekzoenzim salgilanmasi, baz1 pigment iire-
timleri, plazmidlerin konjugasyonla transferi, du-
ragan faza gegis, nodiil olusumu gibi davraniglara
rastlanilmistir (Karaboz ve Sukatar, 2004). Baska
bir ifadeyle, QS ile bakteriler ¢evrelerindeki bak-
teriyel popiilasyonun yogunlugunu belirler. Bir
yiizeye tutunan her bakteri, ortama varligim gos-
teren mesaj1 veren bir molekdil salgilar. Yiizeye tu-
tunan bakterilerin sayisi arttik¢a, bu sinyalin lokal
konsantrasyonlar1 artar. Bu sinyal molekiiliiniin
konsantrasyonunda ki artisiyla biyofilm olusu-
muna yonelik bir dizi islem baglatilmis olur (Akan
ve Kinik, 2014). Biyofilm olusumu in vivo olarak
canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz yiizey-
lerde meydana gelebilir (Midik vd., 2011). Biyo-
film igerisindeki bakteriler interseliiler, diisiik mo-
lekiil agirliklarina sahip haberciler araciligiyla ha-
berlesmektedirler (Camara, 2007). LuxS ve LuxR
mutant gen degisimiyle viriilens faktorii olan bi-
yofilm olugmaktadir (Garcia-Aljaro vd., 2012).
Quorum sensing bakterilerin gen expresyonlariyla
diizenledigi koordine bir davranigtir. Hedef genle-
rin diizenledigi virlilens faktorleriyle ve sinyal
molekiilleriyle mikroorganizmalarin varlig: tespit
edilebilir (Moghaddam vd., 2014).

Cevreyi algilama hiicreden hiicreye molekiil ara-
ciligiyla disaridan hi¢bir miidahale olmadan bak-
terilerin iletisim kurduklari bir sistemdir. Arastir-
macilar DNA’larina miidahale edilerek yiiklenen

programla milyarlarca bakterinin ayni anda ayni
komutu yerine getirdigini belirtmislerdir. (Alek-
sandra, 2010). Cevreyi algilama bakterinin salt ¢o-
gunlugu sagladigini algiladiktan sonra bakteriyi
harekete geciren bir sistemdir. Boylece biyofilm,
biyoliiminesans, hareket, konjugasyon, proteaz,
ramnolipid, elastaz gibi viriilens faktorleri olus-
maktadir.

P. fluorescens g¢evre kosullarinin uygun olmadigi
ve stres faktorlerinin fazla oldugu durumlarda or-
taya c¢ikarak baliklarda hemorojik septisemilere
neden olan Gram negatif bir bakteridir. Bakteri
sari-yesil pigmentli koloni olusturan, hareketli,
sporsuz, kapsiilsiiz basil seklindedir (Arda vd.,
2002). P. fluorescens'in suda ¢ok yaygin olmasi
nedeniyle hastaligin bulagmasi su yoluyla olmak-
tadir. Su primer enfeksiyonun kaynagini olusturur
(Timur ve Timur, 2003).

P. fluorescens ile ilgili ¢cevreyi algilama sistemi
ve virlilens faktorii ile ilgili siirli arastirmalar
mevcuttur. Allison vd., (1998) P. fluorescens pa-
tojeninde N-hekzanoil-Lhomoserin lakton (HHL)
molekiillerini, Williams (2007) ise 3-Oxo0-C10-
HSL sinyal molekiillerini ¢alismislardir. Wei ve
Zhang, (2006) P. fluorescens‘in biyokontrol akti-
vitelerini diizenledigini belirterek bunu; LuxR-—
LuxI gen sinifindan PcoR ve Pcol’dan olusan bir
cevreyi algilama sistemiyle yonettiklerini agikla-
miglardir.

Bu arastirmada, Gram negatif bakteriyel balik pa-
tojenlerinden P. fluorescens susunun ¢evreyi algi-
lama sisteminin incelenmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda; P. fluorescens balik patojeninde N-acyl
homoserine lakton AHL sinyal molekiillerinin tes-
piti ve g¢evreyi algilama sisteminin kontroliinde
olan viriilens faktdrlerinden biyofilm, elastaz, pro-
teaz, pigment, ramnolipid, amilaz ve hemoliz iire-
timi incelenmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada Kullanilan Bakteriyel Suslar:
S.D.U. Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi’nden hasta
baliklardan izole edilen Pseudomonas fluorescens
(3 adet sus) suslar1 kullanilmistir. Bu suslar ¢alis-
madan Once geleneksel yontemler ve API 20NE
hizli teshis kitleriyle fenotipik ozellikleri teyit
edilmistir. S.D.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii’nden pozitif kontrol olarak kullanilan
Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu, biyosensor
suslar C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1
temin edilmistir.
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Kullanilan bakterilerin Uretimi ve Muhafa-
zasi: P. aeruginosa susu, Luria-Bertani besiye-
rinde 30°C’de, P. fluorescens suslar1 25°C’de iire-
tilerek her iki susta %20 gliserin ve -80°C’de mu-
hafaza edilmistir (Ausubel vd., 1988).

BHL sinyal molekiillerinin varlig1 aragtirilirken;
C. violaceum CV026 susu %1,2 agar iceren kati-
lagtirilmig kanamisin (20 pg/mL) LB (%] tripton,
%0,5 maya ekstrakti, %0,5 NaCl) besiyerinde
(McClean vd., 1997) iiretilmistir. OdDHL mole-
killerinin varlig1 igin; A. tumefaciens NT1 susu
%1,2 agar iceren katilastirilmis gentamisin (20
pg/mL) (%] tripton, %0,5 maya ekstrakti, %0,5
NaCl) (Shaw vd., 1997; Cha vd., 1998; Ravn vd.,
2001) tretilmistir.

AHL Molekiillerinin Tespiti: N-acyl yan zinci-
rinde 4-8 karbona sahip AHL molekiillerinin tes-
piti igin, C. violaceum CV026 indikator susu kul-
lanilmistir. Ortamdaki AHL molekiilleriyle C. vi-
olaceum CV026 biyosensor susunda mor pigment
olan viyolasinin iretilir. (McClean vd., 1997).
pZLR4 plazmiti tagiyan A. tumefaciens NT1(Shaw
vd., 1997; Cha vd., 1998; Ravn vd., 2001) indi-
kator susu, ortama X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-in-
dolil-pB-D-galaktopiranosid) eklendiginde, N-acyl
yan zincirinde 6-12 karbona sahip AHL molekii-
liinii uyarmasiyla yesil renk olusturur. Bakterinin
orijinal krem renginin yesil renge degisimiyle ¢ev-
reyi algilamanin varlig1 ispatlanmaktadir (Bruhn
vd., 2005; Ulusoy, 2007; Myszka ve Czaczyk,
2012).

C. violaceum CV026 Biyosensor Susu ve A. tu-
mefaciens NT1 Biyosensor Susu Kullanilarak
P. fluorescens’de AHL Sinyal Molekiillerinin
Uretiminin Arastirilmasi: AHL sinyal molekiil-
lerinin aragtirilmasinda; Ulusoy (2007) tarafindan
modifiye edilen McClean vd., (1997)’nin meto-
dundan yararlanilmistir. TSA besiyerinde P. fluo-
rescens 25°C’de 24 saat lretilmistir. AHL mole-
kil tespiti icin P. fluorescens suslari saf koloni
seklinde TSA kiiltiiriinden LBA besiyerine 2
cm’lik ¢izgi olarak ekilmis C. violaceum CV026
biyosensor susu da patojen bakterilerle arasinda 3
mm aralikla ayni boyutta karsisina ekilmis ve
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Boy-
lece inkiibasyon sonucunda mor renk olusumuna
bakilarak ¢evreyi algilama sisteminin sinyal mole-
kiiliinden N-butanoyl-L-homoserin lakton
(BHL)’nun varlig1 belirlenmigtir. OdDHL mole-
kiiliiniin varlig1 arastirmak i¢in de ayni prosediir
uygulanmustir. Yesil renk aranirken A. tumefaci-
ens NT1 susu igin tek fark olarak 20 pg X-Gal
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ilave edilmis LBA besiyeri kullanilmistir. Sonug-
lar pozitif kontrol P. aeruginosa PAO1 susuyla
karsilastirilarak AHL molekiillerinin tespiti i¢in
capraz dogrulama testi yapilmistir (Mohaddam
vd., 2014).

Biyofilm Testi: P. fluorescens suslar1 16 saat bo-
yunca Luria-Bertani (LB) ortamda tiretilmistir. 17.
saattin basinda bakteri yogunlugu OD 600’de
0,8’e ayarlanmistir. Bakteri kiiltiirti 1/100’Lik ste-
ril LBS ortamu ile sulandirilmistir. Sulandirilan
kiiltiirlerden 100 ul diiz tabanli 96 ¢ukurlu mik-
roplaklara eklenerek 30°C’de 24 saat iiretilmistir.
Inkiibasyon sonras1 cukurlar distile su ile yikan-
mustir. Mikroplaklar daha sonra %2’lik kristal vi-
ole ile 15 dk siiresince boyanmistir. Bu boyama
stiresince eger varsa biyofilmle iligkili hiicre kalin-
tilar1 boyanmasi1 beklenmistir. Boyama sonrasi
fazla boya hafifce saf suyla yikanmig ve bakterile-
rin tutunarak meydana getirdigi biyofilm fotograf-
lanmistir. Ayrica pleytlere 2x200 pl %95 etanol-
saf su ile 4 mL’ye tamamlanmistir. Mikroplaklarin
600 nm’de Enzyme-Linked ImmunoSorbent As-
say (ELISA) okuyucusunda optik yogunluklar 61-
¢lilmiistir (O’Toole ve Kolter, 1998; Ye vd.,
2008; Deepa vd., 2014). LBS negatif kontrol, P.
aeruginosa PAOI susu ise pozitif kontrol olarak
degerlendirilmistir.

Pigment Testi: Croxatto vd., 2002’de tanimlama-
sma gore yapilmistir. 10 mL LB besiyerinde
25°C’de 24 saat P. fluorescens suslar tiretilmistir.
Bakteri kiiltiirleri OD 600°de 0,05 olarak ele alin-
mig, diliisyonda LB saf halde ve LB iginde
SmM’lik L-Tryosine (Tirozin) igeren ortam kulla-
nilmistir. Hazirlanan kiiltiirler 25°C’de karistirila-
rak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Belirli za-
man araliklarinda tirozinli ve tirozinsiz kiiltiirler-
den 1 mL 6rnek alinarak 12000 devirde, 2 dk sant-
rifiij edilerek siipernatanti toplanmistir. Siiperna-
tantlardan 96 cukurlu diiztabanli mikroplaklara
100 pl olarak her bakterinin siipernatantindan 8
cukura ilave edilerek c¢alisilmistir. Pigment iire-
timi; siipernatantin her defasinda 600 nm’de
ELISA okuyucusunda optik yogunluklarinin &l-
¢limii ile hesaplanmustir. LB negatif kontrol, C. vi-
olaceum 12472 susu ise pozitif kontrol olarak de-
gerlendirilmistir. Ayrica TSA igerisine 0,1% tiro-
zin eklenerek ekim yapilmis, 30°C’de inkiibe edi-
lerek tirozinli agara ekim yapildiktan sonra her
giin koloni olusumu yaninda, koloni ¢evresinde ve
altinda saydamlagma goriilmesi beklenmistir.

Ramnolipid Uretimi Testi: Siegmund ve Wagner
(1991) tarafindan belirtilen metoda gore ramnoli-
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pid liretimi 5 mg/l metilen mavisi ve 0,2 g cetiltri-
metilamonyumbromid (CTAB) igeren M9-gluta-
mat minimal medium agarla yapilmstir. P. fluo-
rescens LBB besiyerinde 25°C’de 24 saat iiretil-
mistir. Bu suslarin 25.saatindeki LBB kiiltiirlerin-
den 20’ser pul bahsedilen agara petrilerinin iizerine
damlatilmistir. Bu halde 30°C’de 24-48 saat iire-
mesi beklenmistir. Sonucunda bakteri kolonisi et-
rafindaki sari-saydam zon olusuyla ramnolipid ak-
tivitesinin varligt ispatlanmistir. LBB negatif
kontrol, P. aeruginosa PAO1 susu ise pozitif kont-
rol olarak degerlendirilmistir. Ramnolipid testi ii¢
tekerriir olarak uygulanmistir (Ulusoy, 2007).

Elastaz Testi: P. fluorescens’e Elastin Kongo
Red (ECR) testi uygulanmistir (Ohman vd., 1980).
P. fluorescens suglart LBB besiyerinde 25°C’de
14 saat retilmistir. Siipernatantlardan 100 pL
tizerine 900 pl ECR tamponu (100 mM Tris, 1 mM
CaCly, pH 7,5, 20 mg ECR) eklenmis ve 30°C’de
3 saat karistirilarak inkiibe edilmistir. Coziilmemis
ECR 12000 devirde 2 dk santrifiijlenerek uzaklas-
tirllmis ve siipernatantlar 96 cukurlu yuvarlak ta-
banli mikroplaklara 100 pL olarak ¢alisilmistir.
OD 600 nm’de ELISA ile optik yogunluklar1 61-
cilmiistiir. LBB negatif kontrol, P. aeruginosa
PAOI1 susu ise pozitif kontrol olarak degerlendi-
rilmistir (Ulusoy, 2007).

Proteaz Testi: P. fluorescens suslar1 TSB besiye-
rinde 25°C’de 24 saat iiretilmistir. % 2 yagsiz siit
tozu iceren TSA petrilerinin ortasina agilan 3
mm’lik gukurlara 20 pl bakteri kiiltiirii eklenmis
ve 25°C’de 24 saat tiretilmistir. P. fluorescens kiil-
tiirii eklenen bolgedeki ¢ukurun etrafinda olusan
saydam zon ¢ap1 goriilmiis ve Ol¢lilmiistiir. (Arda,
1997; Swift vd., 1999; Dong vd., 2005; Ulusoy,
2007) Proteaz testi li¢ paralel calisilmstir.

Amilaz Testi: P. fluorescens suglari TSB besiye-
rinde 25°C’de 24 saat tiretilmistir. % 2 nisasta ice-
ren TSA besiyerine her bir sustan ekilmis ve
25°C’de 24 saat sonra olusan koloniler {izerine lu-
gol soliisyonu damlatilmigtir. 5 dk igerisinde ko-
loni etrafinda berrak zon olusmasi pozitif olarak
yorumlanirken, mavi renkte goriilmesi negatif ola-
rak yorumlanmigtir. Pembe-esmer bolge siipheli
olarak degerlendirilmistir (Arda, 1997; Swift vd.,
1999). Amilaz testi her sus i¢in {i¢ defa tekrarlan-
mistir.

Hemoliz Testi: P. fluorescens suslar: TSB besiye-
rinde 25°C’de 24 saat {iretilmistir. %5 koyun kani
iceren TSA petrilerinin ortasina ¢ukur agilmis, her
bir sustan 30 pl ilave edilmis ve 25°C’de 24 saat
tiretilmistir. P. fluorescens kolonisi eklenen bolge-

deki gukurun etrafinda olugan saydam zon ¢ap1 go-
rilmiis ve 6l¢iilmiistiir. Saydam zon olugumu he-
molizin gostergesidir (Swift vd., 1999). Ayrica
¢izgi tarzindaki ekimlerde ii¢ tekerriirlii olarak ya-
pilmustir.

BULGULAR ve TARTISMA

C. violaceum CV026 ve A. tumefaciens NT1, P.
aeruginosa PAO1, P. fluorescens’nin Koloni
Renkleri ve Yapilari: Orjinali violen renkte olan
C. violaceum 12472’de koloni olusumu ve BHL
molekiilii varliginda kremden mora doniisen mu-
tant sus C. violaceum CV026’da pigmentsiz ko-
loni olusumu Sekil 1.’de verilmistir. OdDHL sin-
yal molekiiliinii iretimini gosteren A. tumefaciens
NT1 mutant susunun krem renkli kolonisi Sekil
2.’de gosterilmistir. Pozitif kontrol insan patojeni
P. aeruginosa PAO1 Sekil 3.” de, balik patojeni P.
fluorescens’nin agar lizerinde kolonisi Sekil 4.’de
verilmistir. Bakteri kolonilerinde 6zellikle renkle-
rine dikkat ¢ekilmektedir

[— ﬁ‘

oso.?zmt‘.;z ._-5531#"9' ‘-..
e cvolé
A B

Sekil 1. A. Choromacterium violaceum 12472
susu ve B. Choromacterium violaceum
CV026 mutant sus

Figure 1. A. Choromacterium violaceum 12472 strain
and B. Choromacterium violaceum CV026
mutant strain

71



Nurcan and Kubilay 31(2): 68-78 (2016) / TURKISH JOURNAL OF AQUATIC SCIENCES

Journal abbreviation: Turkish J Aqua Sci

Sekil 2. Agrobacterium tumefaciens NT1mutant
sus

Figure 2. Agrobacterium
strain

tumefaciens NTIlmutant

Sekil 3. Pozitif kontrolde kullanilan Pseudomo-
nas aeruginosa PAO1susu

Figure 3. Pseudomonas aeruginosa PAOI1 strain as

used positive control

Sekil 4. Balik patojeni Pseudomonas fluorescens
susu

Figure 4. Fish pathogen Pseudomonas fluorescens
strain

Indikatér Suslar Aracihgiyla P. fluorescens’de
N-acyl Homoserin Lakton (AHL) Sinyal Mole-
kiillerinin Tespiti: C. violaceum CV026 susunun
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renginin degismemesi fenotipik agidan P. fluores-
cens suslarmin BHL sinyal molekiiliinii tiretmedi-
gini Sekil 5’te gostermistir. A. tumefaciens NT1
susunun yesil renge dontismesiyle OdDHL sinyal
molekiiliinii iirettigi Sekil 6’da saptanmustir.

B

e —— _ -

Sekil 5. C. violaceum CV026 biyosensor susu-
nun krem renkte kalmasiyla P. fluores-
cens’te BHL sinyal molekiillerinin yok-
lugu

Figure 5. Absence of BHL signaling molecules in P.

fluorescens strain when remain cream of

C. violaceum CV026 biosensor strain

2% ,ﬁ.ﬂ’

20 )9/mr %9l

A. tumefaciens NT1 biyosensor susunun
kremden yesil renk degisimiyle P. aeru-
ginosa PAOI1 gibi P. fluorescens‘de
OdDHL sinyal molekiillerinin varligi
Figure 6. The presence of OdDHL signaling molecules
in P. fluorescens , A change from cream to
green ofA. tumefaciens NT1 biosensor strain
as P. aeruginosa PAO1

Sekil 6.

Sekil 7. Kristal viole ile boyanmig mikroplak-
larda P. fluorescens susunda farkli yo-
gunlukta biyofilm olusumu

Figure 7. Biofilm formation in micro plates stained
with crystal violet in P. fluorescens
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Tablo 1. Biyofilm testinde 600 nm dalga boyunda optik yogunluk sonuglar1

Table 1. The optical density results in the biofilm test at 600 nm wavelength

1. Sus 2. Sus 3. Sus PAOI1 (+) LB (-)

0,104 0,07 0,07 0,103 0,07

0,105 0,085 0,076 0,106 0,058

0,101 0,104 0,077 0,108 0,081

0,077 0,071 0,071 0,096 0,065
0,078 0,167 0,071 0,096 0,066

0,074 0,092 0,069 0,108 0,057

0,162 0,105 0,104 0,115 0,009

0,104 0,078 0,133 0,116 0,092

Ort. 0,111607 Ort. 0,108071 Ort. 0,113714 Ort. 0,113286 Ort. 0,053571

Sekil 8. Etanol, kristal viole, ve saf suyla mua-
mele sonrasinda mikroplaklara tutun-
dugu yiizeyi birakmayan biyofilm taba-
kas1 ve adezyon giicii

Figure 8. Biofilm and adhesion formation in microp-
late after treatment with crystal violet ,etha-
nol and deionised water

P. fluorescens’de pigment testi bulgulari: P. flu-
orescens suslarinda pigmentin varlig1 tirozin kul-
lanilarak aragtirilmigtir. Tirozin ilave edilen sus-
larda pigment iiretiminin optik yogunlugu 20., 40.
ve 60. saatlerde yiiksek oldugu goriilmiistiir. Pig-
ment iretiminin 20. saatte P. fluorescens 3 ve 2
suslarinda artmazken 1 susunda artmistir. 40. sa-
atte de 3 ve 1 suslarinda artis devam etmistir. An-
cak 60. Saatte yapilan Ol¢limde pigment direti-
minde P. fluorescens 3 susunda artis, 2 susunda

azalma, 1 susunda ise herhangibir degismenin ol-
madig1 belirlenmistir. Suslar arasinda degiskenlik
s6z konusu olsa da P. fluorescens suslarininda ti-
rozinin varlig1 pigment iiretimini artirmistir.

P. fluorescens’de ramnolipid testi bulgular: P.
fluorescens suslarinin pozitif kontrol P. aerugi-
nosa (PAOT1) susu ve negatif kontrol steril Luria
Bertani Broth (LBB) Sekil 9.’daki goriintiiyle kar-
silastirilarak P. aeruginosa PAO1gibi ramnolipid
urettigi tespit edilmistir (Sekil 10.).

Sekil 9. Ramnolipid testinde kullanilan P. aeru-
ginosa (PAO1) susu ve Luria Bertani
Broth (LBB)

Figure 9. Used in P. aeruginosa (PAO1) strain (posi-
tive control) and Luria-Bertani Broth (nega-
tive control) in rhamnolipids test
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Sekil 10. P. fluorescens P1’in ramnolipid iire-
timi

Figure 10. Rhamnolipids production in the P. fluores-
cens P1

P. fluorescens’de elastaz bulgulari: Elastaz akti-
vitesi 600 nm dalga boyunda 0,292 olan P. aeru-
ginosa PAO1 optik yogunluguna gore P. fluores-
cens 1 susunda 0,290, 2 susunda 0,289, 3 susunda
0,291 elastaz absorbans degerleri tespit edilmis ve
3. susun sonucu Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. P. fluorescens suslarinda elastaz testi

Figure 11. Elastase test in the P. fluorescens strains

P. fluorescens proteaz bulgulari: Proteaz virii-
lens faktori P. fluorescens 1 ve 3 suslarinda tespit
edilirken 2 susunda edilmemistir.

P. fluorescens’de amilaz bulgulari: P. fluores-
cens suslarininda amilaz testi pozitiftir (Sekil 12.
ve Sekil 13.).
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Sekil 12. P. fluorescens suslarinda lugol soliis-
yonu damlatilmadan 6nce

Figure 12. Before from drop of lugol solution in the
P. fluorescens strains

[
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Sekil 13. Lugol soliisyonu damlatilmig P. fluores-
cens suslarinda amilaz zonu

Figure 13.Amylase zone after dropped lugol in P. flu-
orescens strains

P. fluorescens’de hemoliz testi bulgulari: P. flu-
orescens suslarinda hemoliz tespit edilmistir (Se-
kil 14. ve Sekil 15.).

Sekil 14. P. fluorescens’da well difiizyon tes-
tinde hemoliz zonu

Figure 14. Hemolysis zone in a well diffusion test of
P. fluorescens
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Sekil 15. P. fluorescens’da, ¢izgi ekiminde he-
moliz zonu

Figure 15. Hemolysis zone in streaked of P. fluores-
cens

Cevreyi algilama sistemi ilk kez Vibrio fisc-
heri’de; bakterilerin belli bir ¢ogunluga ulasti-
ginda 151ma 6zelligi kazanmasi ile fark edilerek ta-
mimlanmigtir. P.aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans gibi in-
san patojenlerinde bakteri savunmasi amacli ben-
zer nitelikte molekiiller tanimlanmistir. Bu mole-
kiiller ile mikroorganizmalarin konak invazyo-
nunu, ila¢ direncini, hareketlerini, fosfat alimini,
osmoregiilasyonu, nitrojen fiksasyonunu gibi
olaylar1 kontrol edebildikleri bilinmektedir (Aga-
lar, 2011). P.aeruginosa’nin pozitif kontrol olarak
kullanildig1 bu arastirma da P. aeruginosa referan-
styla P. fluorescens’in de bu tip molekiillerle ileti-
sime gegctikleri agar {izerindeki renk degisimiyle
anlagilmistir.

P. fluorescens suslarinda oncelikle BHL ve
OdDHL sinyal molekiillerinin iiretimi, C. viola-
ceum CV026 ve A. tumafeciens NT1 biyosensor
suslar1 kullanilarak aragtirilmistir. C. violaceum
CV026 susu kullanilarak yapilan testlerde P. fluo-
rescens suslarinin BHL sinyal molekiiliinii iiret-
medigi tespit edilmistir. A. tumefaciens NT1 susu
kullanilarak yapilan testte ise OdDHL sinyal mo-
lekiiliinii iiretebildiklerini gostermistir. Arastir-
mada P. fluorescens OdDHL sinyal molekiiliinii
iiretebildiklerinin tespitiyle cevreyi algilama siste-
minin varlig1 ortaya konmustur. Testin prensibine
gore renk degisimine bakilarak s6z konusu balik
patojeninin ¢evreyi algilama sistemini kullandigi
ispatlanmistir. Bakterilerdeki ¢cevreyi algilama sis-
temi; mikroorganizmalarin yeterli cogunluga ulas-
tiklarini algilayarak ayni anda viriilens faktorlerini
aktiflestiren bir sistemdir.

Daha 6nce ki aragtirmalarda, P. fluorescens (Alli-
son vd., 1998) HHL, P. fluorescens (Williams,
2007) 3-Ox0-C10-HSL sinyal molekiillerinin var-
lig1 bildirilmistir. Bildirilen ¢aligmalardan farkh
olarak bu arastirmada P. fluorescens suslarinda
BHL molekiilii tespit edilmistir.

Wei ve Zhang (2006) ¢evreyi algilamayla P. fluo-
rescens 2P24 susunun biyokontrol aktivitelerini

diizenledigini belirterek LuxR—LuxI gen sinifin-
dan PcoR ve Pcol’dan olusan bir ¢evreyi algilama
sistemiyle yonettiklerini agiklamiglardir. Ayni ca-
lismada Pcol geninin ¢evreyi algilama sinyalleri-
nin antifungal etkisini belirterek bu genin biyo-
film, kolonizasyon, ortamda viriilens yetenegine
engel olan etkenleri hissettigini bildirmislerdir.
Yapilan bu arastirmada da P. fluorescens’in ileti-
sim mekanizmasinin gevreyi algilama ile yonetil-
digi ispatlanmistir. Bu arastirma ki P. fluorescens
suslar1 ¢evreyi algilamanin kontroliindeki tiim vi-
riilens faktorlerini tiretmistir.

Allison vd., (1998) P. fluorescens’in biyofilm
iirettigini ve biyofilmin dogrudan hiicreler arasi
iletisimde kullanilan AHL molekiilleriyle iligkili
olduklarin1 sdylemislerdir. Bu arastirmada da
AHL molekiillerinin de varlig tespit edilerek bi-
yofilm olusumu goriilmiistiir.

Molobela vd., (2010) P. fluorescens biyofilminde
amilaz ve proteaz etkisini incelemisler. Biyofilmin
olusarak ylizeye tutundugunu belirtmis ekstraselii-
ler polimerik substantlar (EPS) ve EPS bilesenle-
rini saptamislardir. Bu EPS igerisinde proteaz ve
amilaz aktivitelerini incelemisler ve testlerin so-
nucunda EPS yapisinin ¢ogunun proteinlerden
olustugunu saptamiglaridir. Bu arasgtirmada da
benzerlik goériilmiis ve P. fluorescens’in biyofilm
olusturdugu saptanmustir.

Baliklarda ciddi viriilens olusturarak ¢esitli doku-
larda zararlara sebep olan P. fluorescens suslarinin
tiimiinde fenotipik olarak biyofilmi olusturdugu
belirlenmistir. Giin ve Ekinci, 2009’da belirttikle-
rine gore P. fluorescens’in LapA yiizey proteini
araciligiyla biyofilm olusumunda déniisiimsiiz, tu-
tunma asamasinda ise destekleme fonksiyonlarini
olusturmustur. Bildirilen bu ¢alismalardaki P. flu-
orescens suslarindaki sonuglar arastirmamizda da
benzerlik gdstermistir.

Delille vd. (2007) P. fluorescens’in biyofilm ilk
katmaninin germanyum kristallerinden olustu-
gunu bildirmislerdir. Belirtilen tiim arastirmalarda
oldugu gibi bu arastirmada da biyofilmin varlig
tespit edilmistir ve bu arastirmay1 desteklemekte-
dir.

Kjelleberg vd. (1997) C. violaceum pigment iireti-
mini fenotipik olarak diizenledigini belirtmisler-
dir. Arastirmada C. violaceum susu bildirilen bu
caligmayla benzerlik gostermis ve ayni zamanda
bu sus arastirmamizda pozitif kontrol olarak kul-
lanilmigtir. Yaptigimiz ¢aligmada P. fluorescens
suslarinin tamaminda tirozinin pigment liretimini
artirdig1 optik yogunluklarla goriilmiigtiir. Agarda
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yapilan ¢aligsma da P. fluorescens‘in bir susu ve P.
aeruginosa PAOI tirozini saydamlagtirmistir.
Testteki saydamlasma gosteren bakteriyel balik
patojenlerinde tirozin aminoasidinin pigment tire-
timini uyardig1 sonucuna varilmistir.

Besin kaynaklarinin yetersiz oldugu durumlarda
cevreyi algilama sistemi ramnolipid iiretimini
uyarir ve bakterinin hareketini besinlerin bulun-
dugu ortama dogru ¢evirir (Goze, 2009). P. aeru-
ginosa PAOI pozitif kontrol olarak kullanildig:
testte P. aeruginosa PAOI1 susuna 6zgii viriilens
faktorlerinden olan ramnolipid ve elastaz aktivite-
sinin balik patojeni P. fluorescens suslarinda da
oldugu tespit edilmistir.

Viriilens faktorlerinden biri olan proteaz P. fluo-
rescens (1 ve 3) suslarinda tespit edilirken bu ak-
tiviteye P. fluorescens’in 2 susunda rastlanmamis-
tir. P. fluorescens’in tiim suslarinda amilaz ve he-
moliz aktivitesi tespit edilmistir.

Balik hastaliklarinda profilaktif stratejiler; probi-
yotik kullanimi (Gatesoupe, 1999; Verschuere vd.,
2000), immunostimulantlar (Sakai, 1999) ve as1
(Newman, 1993; Gudding vd., 1999; Heppell ve
Davis, 2000) uygulamalar1 énemli yer tutmakta-
dir. Patojenlere kars1 korunmada; c¢evreyi algila-
manin ne oldugunun bilinmesi, etkisinin anlasil-
masi, kontroliinde olan viriilens faktorlerinin et-
kinligini kaybetmesi ve bakterilerin aralarindaki
iletisimin bitirilmesi yeni bir stratejik metot olarak
diisiiniilmektedir (Defoirdt vd., 2004).

Mikroorganizmalarin kurduklari iletisimin anla-
silmasiyla genetik, metabolik ve fizyolojik aktivi-
teler hem anlagilacak hem de tedavi gibi énemli
konularda ¢igir acacak yeni amaglar i¢in kullani-
labilir hale gelecektir (Y1lmaz-Yildiran vd., 2015).

SONUC

Bakteride neredeyse tek gii¢ gendir. Gen modifi-
kasyonu yapilmadan g¢evreyi algilama sisteminin
durdurulmasi son yillarda giindemdedir. Genlerin
ekspresyonuna hilkkmeden bu sistemin anlasilmasi
ve bakterileri direk 6ldiirmek yerine bakteriler ara-
sindaki iletigimin kesilmesi su iirlinleri yetistirici-
liginde hastaliktan korunmanin alternatif bir me-
todu olarak ongoriillmektedir.

TESEKKUR

Yiiksek lisans tezinden iiretilmistir.
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