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OZET
Doktora Tezi

Tiirkiye Kaynakli Peynir Orneklerinden izole Edilen Enterococcus Cinsi Uyelerinin Biyofilm

Olusturma Ozelliklerinin Arastirilmasi
Maryam DIANI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK

Calismamizda ilk olarak peynir izolat1 olan 15 adet Enterococcus faecalis ve 33 adet
Enterococcus faecium izolatlar ile, Enterococcus faecalis ATCC29212 ve Enterococcus
faecalis OGLRF kontrol susularinin biyofilm olusum ozellikleri incelenmistir. E.
faecalis izolatlarin %26.6” si biyofilm iireticisi iken geri kalan izolatlarin biyofilm
iretim 6zelligine sahip olmadigi belirlenmistir. Bunun yaninda, E. faecium izolatlarinin
%33’sinin  biyofilm {ireticisi oldugu belirlenmistir. 48 Enterokok izolatinin MIC
degerleri incelendiginde kanamisin antibiyotigine karsi 48 izolatin tamami direngli
bulunurken, izolatlarin %383.3° i vankomisin antibiyotigine kars1 diren¢ profili
sergilemistir. Ayrica biyofilm fireticisi olan izolatlarin tamami planktonik formdayken
gentamisine karsi duyarli olmalarina karsin biyofilm irettikleri durumlarda gentamisine
yiikksek diizeyde (32000 mg/L) direngli hale ge¢mislerdir. Benzer sekilde, izolatlar
biyofilm olusturduklarinda vankomisin antibiyotigine direnglerinin 16000 mg/L’ye
kadar yiikselmistir. Hidrofobisite sonuglarina gore izolatlarin biyofilm olusturma
diizeyleri ve hidrofobisite yetenegi arasinda anlamli bir iligkiye rastlanmamustir.
Izolatlarin jelatinaz iiretim denemesi sonucuna gére E. faecalis izolatlar1 igerisinde dort
(64, 72, 78, 140 kodlu izolatlar) gii¢lii proteaz (+++), ve ti¢ (ATCC 29212, 79, 81 kodlu
suglar) negatif proteaz (-) ve kalan dokuz sus zayif proteaz (+) Ozelliginde sus
saptanmigtir. E. faecium izolatlarinda ise bir sus (14 kodlu izolat) proteaz negatif
bulunurken, diger 32 izolatin tamaminin zayif proteaz (+) oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin degisik glukoz konsantasyonda biyofilm iiretimleri incelendiginde; %0.1 ve

%1.5’1ik glukoz igeren TSB besi ortaminda %0.5’1ik glukoz igeren TSB besi ortamina



gore daha yiiksek miktar biyofilm {rettikleri goriilmiistir. Morfotiplendirme
denemesinde Enterokok izolatlar1 tarafindan iretilen biyofilmlerin tamaminin ayni
morfotipte oldugu bulunmustur. esp geni arastirilmasi sonucunda 48 sus arasinda toplam
4 sus esp genini sahip oldugu belirlenmistir. esp geni bakimindan pozitif bulunan iki E.
faecalis izolat1 (81 ve 119 kodlu izolatlar) ve iki E. faecium (60 ve 134 kodlu izolatlar)
izolatlar1 arasinda biyofilm iireticisi olmadig1 ve biyofilm iireticisi E. faecalis ve E.
faecium izolatlar1 arasinda hicbirinin esp genini igermedigi tespit edilmistir.
Enterokoklarin yiizey proteini kodlayan esp geninin biyofilm iireticisi olmayan S.
Typhimurium LT2’susuna aktarimi sonucunda, bu genin S. Typhimurium LT2 susunda
ifade edildigi qRT-PCR denemesi ile gosterilmistir. Ayrica bu bulgu, esp geninin Gram
pozitif bakteri proteini olmasina ragmen Gram negatif bir bakteride ifade olmasi ve daha
once biyofilm fireticisi degilken, orta diizeyde biyofilm iireticisine doniismesi bakindan

da 6nem tasimaktadir.
2016, 111sayfa

Anahtar kelimeler: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Biyofilm, gRT-PZR,

Klonlama



ABSTRACT
PhD Thesis

Determination Biofilm Producing Characteristics of Enterococcus Strains Isolated

From Turkey Originated Cheese Samples
Maryam DIANI
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Dr. Nefise AKCELIK

In this project, firstly, biofilm producing abilities of cheese originated 15 Enterococcus
faecalis and 33 Enterococcus faecium strains, and also Enterococcus faecalis
ATCC29212 and Enterococcus faecalis OG1RF control strains was investigated. 26.6%
of E. faecalis isolates was biofilm producer while, the rest of were not able to produce
biofilm. Besides these findings, 33% of E. faecium isolates was determined as biofilm
producers. Considering the MIC value of 48 enterococci isolate, all of tested 48 strains
were resistant against Kanamycin antibiotic and 83.3% of them were also exhibited
resistance profile against Vancomycin. In addition, despite of the entire biofilm
producer strains were resistant against Gentamicin antibiotic, they improved higher
levels of Gentamicin resistance (32,000 mg / L) after they form biofilm structure.
Similarly, when isolates form biofilm, their resistance level to Vancomycin antibiotic
had risen up to 16000 mg/L. According to results of hydrophobicity assay, there was no
any significant relation was found between hydrophobicity and biofilm production of
the strains. While considering results of gelatinase production experiments, we found
four of E. faecalis isolates (64, 72, 78, 140 coded isolates) were strong protease (+++)
and three of E. faecalis isolates (ATCC 29212, 79, 81 coded strains) were negative
protease (-) and the remaining nine strains were detected as weak protease (+) property.
Among E. faecium isolates, only one strain (14 coded isolates) was found as negative
proteases while the other 32 isolates was determined as weak protease (+). While we
examined the biofilm producing abilities of strains at different glucose concentrations,

we found that while strains grown in TSB medium supplemented with 0.1% and 1.5%



glucose they produced higher levels of biofilm compared to 0.5% glucose. All strains
were found to be in the same morphotype. As a result of the investigation for the
presence of esp gene among strains, this gene was determined in four of the isolates. We
found that, none of the two E. faecalis isolates (81 and 119 coded isolates) and two E.
faecium (60 and 134 coded isolates) isolates who contains esp gene were biofilm
producer, while none of the biofilm producer strains were contains esp gene. Following
the clonning esp gene, encoding Enterococci surface protein, to non-biofilm producer S.
Typhimurium LT2 strains, we shown by gRT-PCR that this gene is expressed in S.
Typhimurium LT2. Also, these findings are important because esp gene is belong to a
Gram positive organism and can expressed in a Gram negative organism and this
organism become intermediate level biofilm producer following the transforming this

gene.
2016, 111 pages

Keywords: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Biofilm, qRT-PCR, Cloning
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1. GIRIS

Enterokoklar, genel olarak laktik asit bakterileri icerisinde yer alan bir bakteri grubu olup
Gram (+), katalaz (-), oksidaz (-), fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, hareketsiz,
homofermantatif, diplokok ya da zincir goriiniimiindeki bakterilerdir (1). Enterokoklar,
insan ve hayvanlarin bagirsak sistemlerinde ve cesitli siit iiriinlerinde hakim floranin bir
boliimiinii olustururlar. Ozellikle lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile peynirin
olgunlagmasi sirasinda tat ve aroma olusumunda 6nemli etkiye sahiptirler. Bakteriyosin
iretimi, probiyotik karakterleri, starter kiiltiir olarak kullanilabilirlikleri gibi 6nemli
biyoteknolojik 6zelliklere sahip olmalarinin yani sira bazi enfeksiyonlarin da en 6nemli
nedenleridir. Ayn1 zamanda bir¢ok antibiyotige karsi direng gostermeleri, gidalarda
kullanimlarint sinirlamaktadir. Bu nedenle enterokoklarin peynir iiretiminde gilivenli bir
sekilde kullanilabilmesi i¢in, suslarin ayrintili incelenmesi zorunludur (2). Enterokoklar;
agiz florasinda, insan ve hayvanlarin genital sisteminde ve bagirsak florasinda dogal olarak
bulunan firsat¢1 patojenlerdir. Ayrica, iiriner sistem, dolagim sistemi, karin i¢i ve pelvik
sistemler ve merkezi sinir sistemini enfekte etme oOzelligi olan yaygin nazokomiyal

(hastane orijinli) ajanlari olduklar1 da bilinmektedir (3).

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak kendi trettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka iginde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur (4). Bir bagka tanimlamaya gore
biyofilm; birbirine ya da bir yiizeye yapisik bakterinin organik bir polimer matriks igine
gomiilmesidir (5). Degisik mikrobiyal tiirlerin, kendilerini gevresel etkenlerden korumak
ve besin kaynagimi daha verimli kullanmak i¢in olusturduklar1 bir mikro-ekosistemdir
(6,7). Enfeksiyon hastaliklar1 ile biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda kuvvetli
bir iligki vardir. Bu mikroorganizmalar 6zellikle kalp i¢ zar iltihabi, periodontit, kistik
fibrozis gibi hastaliklara neden olur (6). 1930°1u yillardan bugiine kadar yogun bir sekilde
arastirilan biyofilm tabakasi, endiistriyel ve evsel su sistemlerinde, 1s1 degistiricilerde, su
ileten borularda, gemi karinalarinda, su aritma, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde
onemli derecede ekonomik kayiplara yol agmaktadir (8). Biyofilmin biiyiik bir boliimiinii
olusturan ekzopolisakkaritler (EPS), hiicresel savunmada Onemli rol oynayan
molekiillerdir.  Ekzopolisakkaritler, bulundugu bakteriyi enflamatuar hiicrelerin

fagositozundan ve antimikrobiyallerin etkisinden korurlar (9).



Biyofilmler biyotik veya abiyotik yiizeylerde olusabilirler. Biyofilm yapilarinin olustugu
yiizeyler arasinda; canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya igme Suyu
sistemlerinin borular1 ve dogal akuatik sistemler yer alir. Bakteriler bir yiizeye tutunup
biyofilm olusturduktan sonra o ylizeyden hafif durulama ile wuzaklastirilamazlar.
Biyofilmde konak¢i ve g¢evreden kaynaklanan partikiiller de bulunmaktadir (10).
Biyofilmde bulunan bakterilerin sentezledigi polisakkaridler, biyofilmin ana ekstraseliiler
komponentini olusturur. Bu matriksin igerisinde yasayan organizmalara bagli olarak
biyofilm matriksi farkli ozellikler gosterebilir. Gram negatif bakterilerin notral veya
polianyonik biyofilmler ve Gram pozitif bakterilerin katyonik matriksler olusturdugu
bilinmektedir (11).



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. ENTEROCOCCUS CINSININ GENEL OZELLIKLERI

Streptococcaceae familyasi iginde yer alan Enterokoklar; katalaz negatif, Gram pozitif
koklardir. Toprakta, suda, gidalarda, hayvan ve insan bagirsak sisteminde, safra yollarinda,
agizda ve deride normal flora olarak yer alir. Uygun gelisme ortamini bulmasi halinde,
insanlarda ¢esitli enfeksiyonlara neden olurlar. Son yillarda klinik olarak diger
streptokoklarin duyarli oldugu antimikrobiyallere karsi direng goOstermeleri nedeniyle,
ozellikle nazokomiyal enfeksiyonlara neden olmalarindan dolayr arastirmalarin odagi
haline gelmislerdir (12-14).

Onceleri Streptococcus cinsi icinde yer alan ve Lancefild serolojik D grubuna ait olan bu
cins, fekal streptokok olarak kabul edilmekteydi. 1984 yilinda DNA-DNA hibritlesme ve
16S RNA dizi analizi ¢alismalar1 sonucunda Streptococcus faecium ve Streptococcus
faecalis tiirlerinin diger streptoklardan onemli derecede farkli oldugu tespit edilmis ve
Schleifer ve Balz (1984) tarafindan Enterococcus cinsi olarak ayrilmistir. Bugiine kadar,
16S rRNA dizisi veya DNA-DNA hibridizasyon calismalar1 ile 28 farkli Enterococcus
cinsi tammlanmustir. Bunlardan Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium en sik

saptanan tiirlerdir (1).

Optimum gelisme sicakliklar1 35 °C olup, bircogu 10 ile 45 °C arasinda degisen
sicakliklarda geligebilirler. Ayn1 zamanda %6.5 tuz varliginda ve pH 9.6’ da gelisme
gosterirken, 60 °C’de 30 dakika canli kalabilir ve NaCl’lu ortamlarda, %40 safra tuzu

iceren besiyerinde iireyebilirler (1,2).
2.2. ENTEROKOKLARDA PATOJENITE VE VIRULANS

Enterokoklarin viriilans1  diigiiktiir ancak toplum kaynakli ve hastane kaynakli
enfeksiyonlarda Onemli etkenlerdir. Enterokoklar dogada; toprakta, suda, bitkilerde,
kuslarda, boceklerde ve memeli hayvanlarda yaygin olarak bulunurlar. Insanlarda, yaygin
olarak bulundugu yerin mide-bagirsak sistemi olmasi nedeniyle, hem hastane hem de
hastane dis1 ortamda endojen kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar. E. faecalis diger

enterokok tiirleri ile kiyaslandiginda, en yiiksek oranda bulundugu yerin diski oldugu



goriilmektedir. E. faecalis en yaygin bilinen tiirdiir ve insanlarda goriilen enterokok
kaynakli enfeksiyonlarmin %90’indan sorumludur (15). Geriye kalan enterokokal

enfeksiyonlardan ise E. faecium’ un sorumlu oldugu belirlenmistir (15,16)

E. faecalis ve E. faecium suslarinin bazilar1 insan ve hayvan eritrositleri i¢in hemolitik
aktiviteye sahip sitolizin tretirler. E. faecium ve E. faecalis tiirlerinin rettigi agregasyon
maddesinin, s6z konusu bakterinin renal hiicrelere ve kalp kapaklarina baglanmasini daha
kolay hale getirdigi yapilan arastirmalar sonucunda bulunmustur. Ayrica; dolasim sistemi,
pelvik sistemler, merkezi sinir sistemini, triner sistem ve karmn igini enfekte etme

yetenegine sahip olan yaygin hastane kaynakli ajanlardir (17).
2.2.1. VIRULANS FAKTORLER

Enterokoklarin viriilansinda, genomda bulunan patojenite adalar1 ve plazmidlerde kodlanan
virlilans genleri rol oynar. Bu bakterilerin baslica viriilans faktorleri arasinda; agregasyon
faktoru (AF), enterokok yiizey proteini (ESP), hiyaluronidaz (HYL), hemolizin ve jelatinaz
yer almaktadir (11,18). Calismalar sonucunda enterokokal bakteriyemilerde %42-68
oraninda mortalite bildirilmekle birlikte bu hastalarin ¢ogunda polimikrobiyal bakteriyemi
bulunmasi nedeniyle, enterokoklarin mortalitedeki rolleri tam olarak tespit
edilememektedir. Diger calismalarda da enterokoklarin mortalitedeki rolleri %31-37

oraninda saptanmistir (19).
2.3. BIYOFIiLMIN TANIMI VE TARIHCESI

Bakteriyel biyofilm kavrami ilk kez 1683 yilinda Antonie van Leeuwenhoek tarafindan,
insan disinden kazidig1 plaklar1 kendi ilkel mikroskobunda incelemesi sonucunda
gozlemledigi yapilara “animalcule” (kiigiik hayvanciklar) adin1 vermesiyle tanimlanmistir.
250 yil sonra, Claude E. ZoBell 151tk mikroskobunda bazi deniz bakterilerinin cam
slaytlarin yiizeylerine tutunup mikrokoloniler olusturdugunu tespit etmistir (20). Bu
aragtirmact aynt zamanda cam ylizeylerdeki bu yapilarin yikama ya da calkalamayla
dagilmadiginmi da belirlemistir. Henrici 1933 yilinda kiimelenmis bakterilerin fotografini
cekmeyi basarmis ve bu yapilar icin; “su kokenli bakterilerin birgogu serbest ve tek ylizen
mikroorganizma seklinde degil, bir yiizeye tutunarak bir arada iiremektedirler” ifadesini

kullanmigtir. Characklis, endiistriyel su sistemlerindeki mikroorganizlarin olusturdugu



biyofilmlerin klor gibi dezenfektanlara dahi direngli olabileceklerini kesfetmistir (21).
Sonrasinda bakterilerin biyofilmler igerisinde ¢ok cesitli yollarla organize olabilecekleri
saptanmistir. Ornegin; farkli bakteriyel tiirler agizda farkli mikroflora iiyeleri ile birlikte
tutunma 6zelligi gostermektedir. Mikroelektrot teknolojisiyle birlikte 151k mikroskopisinde
saglanan gelismeler sonucunda, bakteriyel biyofilmlerin bir yiizeye tutunmus
mikrokolonilerden olustugunu ve bu mikrokolonilerle birlikte biyofilmlerin organize ve
geliskin  bir sekilde fonksiyonel heterojenite gosterdiklerinin anlasilmast miimkiin
olmustur. Biyofilm {izerinde yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda, biyofilmlerin ekololojik ve
endiistriyel sistemlerin diginda, halk sagligi acisindan da ciddi bir 6nem tasidigi ortaya

konmustur (22).

Klinik mikrobiyoloji alaninda ise ilk kez Heiby (1977) Pseudomonas aeruginosa
bakterisinin kronik enfekte hastalarin akcigerlerinde kiimelendigini tespit etmistir. Bu
alanda biyofilm terimi ilk kez 1978 yilinda Costerton ve arkadaslar tarafindan kullanilmig
ve ayni aragtirmaci tarafindan 1987 yilinda bu doga fenomeni kapali bir yagam sekli olarak
ifade edilmistir. 1993 yilinda Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi biyofilm kavramini uygun
buldugunu agiklamistir (10). Costerton ve arkadaslari tarafindan (1999) biyofilm; “bir
yilizeye tutunmus ve kendisi tarafindan tretilen polimerik bir matriks igerisine gomiilen,

bakteri toplulugu” olarak tanimlanmustir.

Biyolojik bir olusum olan biyofilm; canli veya cansiz bir yiizeye ya da birbirlerine
tutunarak degisime ugramis, matriks ya da hiicre dis1 polimerik madde (EPS-Extracelluler
polymeric substances) igine gomiilii olan, pek ¢ok agidan-genetik yapi, ¢ogalma, protein
sentezi gibi- planktonik hiicrelerden farkliliklar iceren mikroorganizmalardan olugsmaktadir
(11). Ug boyutlu, EPS ile cevrelenmis bakterilerin olusturdugu biyofilm yapisi, icerisinde
su kanallarinin da bulundugu ¢ok katli bir organizasyondur. EPS, hem kimyasal hem de
fiziksel olarak degiskenlik gosterir. EPS’ nin temel bileseni olan polisakkarit ¢ok oranda su
icermekle birlikte, yapisinda hidrofilik ve hidrofobik kisimlar tasimaktadir (18).

Polisakkaritin yan1 sira EPS’nin yapisinda yer alan diger makromolekiiller, protein ve
niikleik asittir. Biyofilm yapisinin i¢inde g¢evre ve konak¢i kaynakli partikiiller de yer
almaktadir. Bu yapinin i¢ine gémiilii olarak bulunan bakterilerin, pek ¢ok dis faktore karsi

korundugu bilinmektedir. Yapilan fosil arastirmalar1 sonucunda, ii¢ milyar yildan fazla



stiredir mikroorganizmalarin biyofilm yapisi olusturduklar: belirlenmistir (23). Biyofilmler

hem canli (biyotik) hem de cansiz (abiyotik) yiizeylerde olusabilirler. (24).

Biyofilm matriksi icinde yasayan organizmalara bagli olarak biyofilm matriksi farkli
Ozellikler gosterebilir. Gram negatif bakterilerin icerdigi biyofilm yapilar1 notral veya
polianyonik ozellik tasirken, Gram pozitif bakterilerin biyofilm yapisinin katyonik
matriksler olusturdugu bilinmektedir. Biyofilm yapisini1 yalnizca bir yiizeye yapismis ve
igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabaka olarak ifade etmek yanlis
olacaktir. Bu yapi igerisinde yer alan organizmalar, kii¢iik sosyal gruplar seklinde organize

olmuslardir ve koordinasyon yetenegine sahiptirler (25).

Daha once de ifade edildigi gibi, biyofilm yapisi igerisinde su kanallart bulunmaktadir ve
bu kanallar araciligi ile yapida bulunan mikroorganizmalar arasinda hem besin maddesi ve
oksijen hem de olusan atik iriinlerin taginmasi gergeklestirilir (26). Olgun bir biyofilm
yapisit incelendiginde, yapmin %15’nin hiicreler, %85’inin ise matriks tarafindan
olusturuldugu gorilmiistiir. Hiicreleri saran matriks, farkli yiikseklikte bulunan kuleler

seklinde yapilanmustir (11).
2.4. BIYOFILM GELISIMININ ASAMALARI

Biyofilm yapisinin meydana gelisi dort basamakta ger¢eklesmektedir (27) (Sekil 2.1):

1- Ince tabaka olusumu: Dogal ortamda mikroorganizmalar direk olarak herhangi bir
yiizeye bagli degildir, uygun bir yiizey bulmalar1 halinde film benzeri ince bir
tabaka olusturduklari bilinmektedir.

2- Tutunma: Ikinci asamada tam temas gerceklesmektedir. Bu asamada iki durum sdz
konusudur. Mikroorganizmalar uygun bir yiizey bulduklarinda, o ylizeye ya gegici
(geri déniisiimlii) ya da kalic1 (geri doniisiimsiiz) olarak tutunurlar. ilk tutunma
asamasinda geri doniisimli tutunma ile bakteri hiicresi ve tutundugu yilizeyde
cesitli zayif etkilesimler gergeklesmektedir. Bu etkilesimlere 6rnek olarak: olarak
hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler ve Van der Walls gii¢leri 6rnek
verilebilir (5,28,29). Bu asamada bakteri hiicreleri yiizeye ¢ok yakin olmalarina

karsin heniiz yiizey ile temasa ge¢cmemistir. Mikroorganizma, bir sonraki asama



olan geri doniisiimlii tutunma igin ortamdaki besin miktarini arastirir ve bu sartlar
uygun ise bu asamaya geger.

3- Bir sonraki asama, biiyiimenin, kolonizasyonun, mikrokoloninin ve biyofilm
yapisiin teskil edildigi asamadir. Bu asamada ayrica fenotipik ve genotipik gesitli
degisiklikler de gerceklesir. Ekzopolisakkarit yap1 ortamda serbest olarak bulunan
bakteri hiicrelerini yakalar. Ik tutunan hiicre, tutundugu yiizeyde ¢ogalmaya baslar
ve ardindan baska bakterilerin de yiizeye tutunmasi i¢in uygun zemin hazirlanmig
olur. Koruyucu tabaka olan ekzopolisakkarit yapinin sentezlenmesini takiben,
bakteriler bu yapiya gomiiliir ve gesitli ¢evresel faktorlerden korunarak yasamlarina
devam ederler.

4- Yapidan kopma asamasi: Yapida bulunan bakteriler zaman igerisinde farkli
bolgelere, ylizeylere dagilim gosterirler. Bunun i¢in ise, g¢esitli dagilim
mekanizmalarina gereksinim duyarlar. Bu kopma asamasinda tek bir bakteri
yapidan kopabilecegi gibi, koloni halinde kopuslar da gerceklesebilir. Ayrilmada
zaman zaman c¢evresel faktorler, dis etmenler de rol almakla beraber, hiicresel

uyarim ile de kopmalar gergeklesebilmektedir (30).
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Sekil 2.1. Biyofilm olusum asamalar1 (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Biofilm 2015)

2.5. MIKROORGANIZMALARIN BiYOFiLM OLUSTURMA NEDENLERI

Bakteriler cesitli ortamlarda olusturduklar biyofilm yapilar1 sayesinde birtakim avantajlara
sahip olurlar. Planktonik formdaki bakteriler ile kiyaslandiginda ise, biyofilm yapisindaki



bakteriler antibiyotikler, dezenfektanlar ve 1s1 gibi ¢esitli faktorlere karsi planktonik
formlarina kiyasla biiyiik oranda direnglidir. Oldukga zorlu ¢evresel kosullar altinda canli
kalmak, besin maddelerine ulasmak, daha once sahip olmadig1 genetik Ozelliklerin
kazanimi gibi organizmaya Onemli faydalar saglayacak ozellikler, biyofilm yapisinin

olusumu sonucunda elde edilmektedir (31).

- Zararh gevresel faktorlerden korunmak: EPS yapist biyofilm yapisinda bulunan
mikroorganizmaya gore degisim gostermekle birlikte, farkli rollere de sahiptir. EPS
yapist bir bariyer gibi gorev yaparak mikroorganizmalari1 6ldiirebilecek maddelerin
Ornegin antimikrobiyal ajanlarin biyofilm yapisi igerisine girigini engellemenin
veya sinirlandirmanin yani sira ortamin pH’sinin degismesi, Ultraviyole 151k etkisi,
ortamdaki ¢oziinen madde konsantrasyonunda meydana gelen degisiklikler, asiri
susuzluk gibi faktorlere karsi koruma saglar. Dogal ortamlarin yani sira cesitli
endistriyel ortamlarda olusan biyofilm yapilarimin; viriislere ve ¢esitli ajanlara
karst hassas olduklari bilinmektedir. Saglik alanina bakildiginda, biyofilm
yapisinda bulunan bakterilerin konak savunma sistemlerine diren¢ gdsterebildikleri
ve planktonik formlarina kars1 dezenfektanlara ve tedavide kullanilan ilaglara 100
kata kadar daha direngli olduklar1 bilinmektedir (24). Bununla birlikte, biyofilm
yapisinda bulunan ve koruyucu bir kalkan gorevi goren ekzopolisakkarit yapi, insan
ve hayvan savunma sisteminde yer alan makrofajlarin, bakteri hiicrelerini fagosite
etmelerine de engel olur (32).

- Besin eldesi: Biyofilm yapisinda yer alan ve gegirgen olan su kanallari, yapinin
igerisinde bulunan mikroorganizmalar1 ¢epe c¢evre sarmakta ve ortamda bulunan
besinlerin yapidaki mikroorganizmalar arasinda orantili olarak dagitilmasini
saglamaktadir. Bu su kanallar1 besin maddelerinin dagitilmasinin yani sira,
ortamda biriken ve mikroorganizmalar i¢in toksik olan atik maddelerin de
uzaklastirilmasina olanak verir (33).

- Biyofilm yapisinda bulunan bakteriler, mobil genetik elemanlar sayesinde
birbirlerinden yeni 6zellikler kazanirlar. Bu yeni kazanilan 6zelliklere verilebilecek
en giizel drneklerden biri, antibiyotik direng genlerinin biyofilm yapisinda bulunan
mikroorganizmalar arasinda kazanimi sonucunda ¢oklu ilag direncine sahip

organizmalarin ¢ogalmasidir. Biyofilm yapisinda bulunan mikroorganizmalar EPS



yapist icerisinde sikica paketlendikleri icin, konjugasyon ile gen aktarimi da daha

kolay olmaktadir (25).
Biyofilm yapisi1 rastgele olusmamaktadir. Bu yapilar, yakin ya da uzak akraba bakteri
tirlerinin bir amag ic¢in bir araya geldigi yapilardir (10). Canli sistemlerdeki biyofilm
yapilarina en iyi orneklerden biri sigir bagirsaklarindaki biyofilm yapisidir. Sigirlarin
seliilozu sindirmesine, bagirsaktaki biyofilm yapisinda bulunan en az 5 farkli tiirdeki
bakteri yardimer olur. Bakteriler seliillozu yikmak i¢in biyofilm yapisinda birlikte hareket
ederler. Biyofilm ve seliiloz arasindaki bolgede, selillozu glukoza doniisiimiinii saglayan
Fibrobacter succinogenes yer alir. Glukoz olusturulduktan sonra Butyirivibrio bakterisi
glukozu butirata doniistiiriir. Daha sonra biyofilm yapisinda yer alan ve farkli tiirlerdeki
bakteriler tarafindan butirat, asetata gevirilir. En sonunda ise 6zel metanojenik bakteriler
asetati metana doniistiiriiliir. Biyofilm yapisinda bulunan bir bakteri kolonisi i¢in artik
olarak goriilen bir madde, bir bagka bakteri kolonisi i¢in besin gorevi gormektedir.
Metanojenik bakteriler agisindan oksijenin toksik etkisi vardir. Dolayisiyla, biyofilm
yapisindaki metanojenik bakterilerin canli kalabilmeleri i¢in, oksijenin toksik etkisinden
korunmalar1 zorunludur. Biyofilm yapisinda bulunan bir bagka bakteri tarafindan
metanojenik bakterilerin oksijenin toksik etkisinden korundugu bilinmektedir. Bu tiir
hiicresel etkilesimlerin tesadiifen ortaya ¢ikmasi olasi degildir. Mikroorganizmalarin bir

arada yasamak i¢in gelistirdikleri yollar oldugu anlagilmaktadir (10).

2.6. ENTEROKOKLARIN  BIiYOFILM  OLUSTURMASINI  ETKILEYEN
FAKTORLER

Enterokoklar, antimikrobiyal direng ve yatay gen transfer 6zellikleri nedeniyle tibbi agidan
tehlikeli bakterilerdir (34—36). Enterokoklarin biyofilm olusturmasinda rol alan faktorler

heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, ¢cogu bilim insani tarafindan arastirilmaktadir (37).

E. faecalis’ in de i¢inde yer aldig1 G(+) bakterilerde, karbonhidrat metabolizmasi biyofilm
olusumunu diizenleyebilir (38,39). E. faecalis bakterisi, hi¢ glukoz icermeyen bir ortamda
(Tryptic Soy Broth) (TSB) gelistirildiginde biyofilm yapisi olusturmazken, gelisme
ortamima %1 glukoz ilavesi ile biyofilm olusturma 6zelligi gosterdigi belirlenmistir (40).
Bir bagka ¢aligmada ise tam tersi bir bulgu elde edilmis, bakterinin gelisme ortaminda

glukoz bulunmazken biyofilm iiretim 6zelligi gosteren E. faecalis bakterisinin biyofilm



olusturma orani, glukoz konsantrasyonunun %0.2° ye yiikseltilmesiyle azalmistir (41).
Oldukga yiiksek sayida ornekle, 61 edet E. faecium klinik izolati ile gergeklestirilen bir
bagka denemede ise, glukoz konsantrasyonu %0.25’ten %]1’e yiikseldiginde izolatlarin
biyofilm {iretim oranlar1 artmus fakat, glukoz konsantrasyonu %1.25’¢ ¢ikartildiginda ise
suslarin biyofilm iiretim diizeyleri diismiistiir. Ayni ¢alismada suslarin optimum biyofilm
tretiminin %1 glukoz varhiginda ve 48 saat inkiibasyon sonucunda gerceklestigi

belirlenmistir (42).

E. faecalis’ in biyofilm olusturmasini etkileyen bir diger faktor de ortamin ozmotik
basincinin degisimidir. Gelisme ortaminin ozmolaritesinin yiiksek olmasit (%2-3 NaCl)
halinde E. faecalis’ in gelismesinde bir degisim olmamakta ancak biyofilm olusumu
olumsuz etkilenmektedir. Sonu¢ olarak, E. faecalis tiiriiniin, ortamda gergeklesen
degisiklikleri c¢esitli sinyallerle kontrol etti§i ve buna bagli olarak biyofilm olusumunu

diizenledigi saptanmustir (41).

2.7. ENTEROKOKLARIN ESP PROTEININ BiYOFILM OLUSTURMADAKI
ROLU

esp geninin {iriinii olan Esp proteini 202 kDa biiyiikliiglinde bir proteindir ve hiicre
yiizeyinde yer almaktadir. Esp preteini son derece korunmus genis bir dizi A ve C terkar
bolgelerden ve N ve C terminal bolgelerinden olusmaktadir. A tekrar bolge sayist 1-3
arasinda ve C tekrar bolge sayist 4-10 arasinda degiskenlik gostermektedir. C tekrar
bolgenin gorevi heniiz tam olarak tanimlanmamistir, A tekrar bolgesinin ise biyofilm
olusumunda etkili olmadig1 belirlenmistir. N-terminal kismi1 tekrar bolge igermemekte ve
694 amino asitten olusmaktadir. Yalnizca N-terminal bdlgesinin bulunmasi halinde dahi,
organizmalarin biyofilm olusturabildikleri, dolayisi ila yalnizca bu bdlgenin biyofilm
tiretimi i¢in yeterli oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan belirlense de, dogrulugu farkli

aragtirmacilar tarafindan gostermedigi igin halen tartisma konusudur (43-45).
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2.8. ENTEROKOKLARIN PILi YAPISININ BiYOFILM OLUSTURMADAKI
ROLU

Enterokoklarda Ace proteini, Esp proteini, Fsr proteini ve proteaz biyofilm olusumunda
rol alirlar. Bir ylizeye tutunmus halde bulunan ve EPS i¢ine gdmiilmiis olan bakteriler,
yiiksek antibiyotik direncine, yavas lireme oranina ve yiiksek yatay gen transferi 6zelligine
sahiptir (46). Enterokoklar sahip olduklart piluslarla konakg¢1 dokularina baglanabilir. Bu
dogrultuda konakg¢i hiicrelerine sikica tutunmasi i¢in yukarida saydigimiz proteinler

kullanilmaktadir (47,48).
2.9. ENTEROKOKLARDA gelE GENININ BiYOFILM OLUSUMUNDAKI ROLU

E. faecalis jelatinaz1 (GelE), kollajen, jelatin ve kazein hidrolize edebilen bir ekstraseliiler
¢inko metaloproteazdir. Jelatinaz ve serin proteaz (SprE) fsr lokusu tarafindan kodlanan ve
qguorum-sensing sistemi tarafindan regiile edilen gelE-sprE operonunda kodlanmaktadir
(49). Peritonit (karin zari iltihabi), endokardit (50), endoftalmit (g6z iltihabi) (51) ve in
vitro translokasyon modellerinde kuvvetli bir sekilde viriilansda etkisi olan jelatinazin,

biyofilm olusumunda da yiiksek etkiye sahip oldugu bildirilmistir (41,52,53).
2.10. ENTEROKOKLARDA fsr GENININ BiYOFIiLM OLUSUMUNDAKI ROLU

Enterokoklarda bulunan fsr lokusu, stafilokoklarin agr lokusuyla homologdur. E. faecalis
fsr lokusu: fsrA, fsrB ve fsrC olarak tanimlanan ii¢ geni igerir. fsSrC’ nin alt sentez yoniinde,
jelatinaz (metalloproteaz) i¢in kodlayan gelE ve serin proteaz i¢in kodlayan SprE olan iki
ORF” dir (54). Bu lokus viriilansin ve metabolizmanin global regiilatoriidiir (55). Ayrica bu
bolge E. faecalis’de jelatinaz ve serin proteazin ifadesi i¢in bir pozitif regiilator olmasinin
yani sira, fsrB ve fsrC genlerinin ifadesi i¢in bir oto regiilatordiir (54). E. faecalis in diger
genleri olan epa, atn (56), bop (57), salA ve salB (58) biyofilim olusumunda etkili
olduklar1 gosterilmistir. Birgok patojende biyofilm iiretiminin, quorum-sensing sistemi
tarafindan diizenlendigi goriilmistiir. Bu kapsamda E. faecalis’ in biyofilim olusumunda

fsr’ nin belirgin bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (38,52,56).
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3. GEREKCE VE AMAC

Biyofilm biyolojik bir olusumdur ve degisime ugramis, yiizeye ya da birbirine
tutunarak, matriks ya da hiicre dis1 polimerik madde (Extracelluler polymeric
substances-EPS) i¢ine gémiilmiis olan planktonik hiicrelerden; ¢ogalma, genetik yap1 ve
protein sentezi acisindan tamamen degisik yapida olan mikroorganizmalardan
olusmaktadir (11). Biyofilmin ii¢ boyutlu yapisina bakildiginda, EPS ile ¢evrelenmis
olup, su kanallar1 ve ¢ok katli bakteri tabakalarini i¢erdigi goriilmektedir (18).

Biyofilm olusumu bakterilerin canli ya da cansiz yilizeylere tutunmasini gelisme ve
olgunlagmanin takip ettigi dinamik bir siirectir. Yapisal olarak biyofilmler tek ya da
birden fazla tiirden olusan mikrobiyel komitelerin hiicre dis1 polimerik yapilar
tarafindan kaplanmasi sonucunda olusmaktadir. Biyofilm yapilari, bakterilere ¢evresel
kosullara dayanikli olmalar1 konusunda biiyiik avantajlar saglamaktadir. Bu yapilar
biyofilm igerisindeki bakterilere, planktonik biiyiime gosteren bakterilere kiyasla
antimikrobiyel ajanlara kars1 direng ve konakg¢i1 bagisiklik sistemlerinden kaginmalarini

saglamak basta olmak iizere ¢esitli avantajlar sunmaktadir.

Enterokoklar; agiz florasinda, insan ve hayvanlarin genital sisteminde ve bagirsak
florasinda dogal olarak bulunan firsat¢1 patojenlerdir. Ayrica, liriner sistem, dolasim
sistemi, karin i¢i ve pelvik sistemler ve merkezi sinir sistemini enfekte etme 6zelligi
olan yaygin nazokomiyal ajanlar1 olduklar1 da bilinmektedir (3,59). Genelde gidalarda
enterokoklarin  bulunmas: fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Son yillarda enterokoklarin gidalarin organoleptik 6zelliklerine katkida
bulunmasi, patojenlere karsi bakteriyosin liretme yetenekleri ve probiyotik o6zellikleri
nedeniyle, peynir gibi ¢esitli gidalarin iiretiminde starter ve koruyucu kiiltiir olarak
kullanilmaya baglanmiglardir. Pastorizasyon sicakliklarma gosterdikleri direng ile
ekstrem pH degerleri ve yiiksek tuz konsantrasyonu gibi farkli gelisme sartlarina
kolayca adapte olabilme yetenekleri nedeniyle, hem ¢ig materyalde hem de pastorize
edilmis driinlerde yaygin olarak bulunurlar. Bu nedenle fermente edilmis {riinlerde,
ozellikle de peynirde mikrofloranin 6nemli kismini olustururlar (1). Enterokoklar,
lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile peynirin olgunlasmasi sirasinda tat ve aroma

olusumunda Onemli etkiye sahiptirler. Fakat birgok antibiyotige kars1 direng
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gostermeleri, gidalara ilavelerini sinirlamaktadir. Bu nedenle peynir {iretiminde
kullanilacak olan enterokoklarin giivenilirliklerinin ispati ig¢in, suslarin ayrintili

incelenmesi zorunludur (2).

Enterokoklar 6nemli enfeksiyonlara neden olduklari i¢in pek ¢ok arastirmaci tarafindan
ilgi odagi haline gelmistir. Ancak, patojenite mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Enterococcus faecalis i¢in hemolisin/ bakteriyosin, agregasyon ozelligi
(AS), jelatinaz, enterokokal yiizey proteini (Esp), endokarditis iliskili antijen (EfaA) ya
da kapsiiler polisakkaritlerin her biri olasi1 viriilens faktorler olarak degerlendirilmektedir
(60,61). Cesitli ¢evresel faktorlerin de biyofilm olusumu {izerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Calismamizin da hedefi olan genetik ve ¢evresel faktorlerin biyofilm
olusumu tiizerine etkilerinin aydinlatilmasi, enterokokal biofilm yapilarinin olusumunun

Oniine gegilmesinde izlenmesi gereken yollarin belirlenmesini saglayacaktir.

Tiirkiye kaynaklt peynir Orneklerinden izole edilen enterokok Ornekleri ile
gerceklestirilen bu calismada, insan saglig1 {izerinde 6nemli ve tehlikeli etkileri olan
biyofilm yapilarinin incelenmesi planlanmistir. Patojenlerin olusturdugu biyofilm
yapilarinin biiyiik halk sagligi riski olusturacagi agiktir. Gida hijyeni ve halk saglig
acisindan, gida mikroflorasina ham madde ve personel yoluyla biyofilm olusturma
ozelligindeki mikroorganizmalarin katilmasi biiylik risk etkenidir. Tirkiye kokenli
peynir Orneklerinden izole edilen Enterococcus cinsi {iyeleri ile daha Once

gerceklestirilmemis olan bu ¢aligsma, 6zgiinliigli agisindan da dnem tasimaktadir.

esp genin tirlinii olan Esp proteinin Enterokokal biyofilminde rolii tartismalidir. Bazi
calismalarda Esp proteinin ve biyofilm olusumunu iliskilendirilirken (45), bazi
caligmalarda ise esp genin varliginin biyofilm olusumu i¢in zorunlu olmadigi sonucuna
varimistir (41,62). Doktora tezi kapsaminda yaptigimiz caligsmalarda, esp genin N-
terminal bolgesini uygun vektor araciligi ile klonlanmis ve biyofilm iiretim siirecindeki

rolii arastirilmigtir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

4.1.1. BAKTERILER

Calismada kullanilan, 33 adet Enterococcus faecium (Cizelge 4.1) ve 15 adet

Entorococcus faecalis (Cizelge 4.2) suslar1 ve kontrol susu olarak kullanilan

Enterococcus faecalis ATCC29212 ve Enterococcus faecalis OG1RF Ankara

Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvart

biinyesinde olusturulan kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir. Stok kiiltiirler -80 °C’de

%15 gliserol ilave edilen Tryptone Soy Broth (TSB) sivi besi ortaminda saklanmustir.

Biyofilm ¢aligmasi siiresince kullanilan kiiltiirler, TSB besi ortaminda 37 °C’de 1 gece

gelistirildikten sonra denemeye alinmistir.

Cizelge 4. 1. Enterococcus faecium izolatlar

Susun Cinsi

. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

m mmmimimimTimimimimMmm
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Susun
Kodu
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Susun Cinsi
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. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

Susun
Kodu
13
14
15
16
17
20
21
22
23
24
25

29
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Susun

Cinsi

. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

Susun
Kodu
36
60
61
71
77
101
106
110
134
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Cizelge 4. 2. Enterococcus faecalis izolatlari

Susun Cinsi Susun Kodu Susun Cinsi Susun Kodu
E. faecalis 64 E. faecalis 82
E. faecalis 72 E. faecalis 114
E. faecalis 73 E. faecalis 117
E. faecalis 74 E. faecalis 119
E. faecalis 78 E. faecalis 122
E. faecalis 79 E. faecalis 139
E. faecalis 80 E. faecalis 140
E. faecalis 81

4.1.2. BESIYERLERI
M17 Broth (Merck, Germany)
Polipepton 50
Fitopepton 590
Maya ekstrakti 259
Et ekstrakt1 59
B-disodyum gliserofosfat 199
Laktoz (%10) 50 mL
MgS0,.7H,0 1mL
Askorbik asit 059
Destile su 950 mL
pH 7.15 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

Ortam igerikleri son hacim 950 mL olacak sekilde destile su igerisinde ¢oziiliir ve 121
°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilir. Ortam su banyosunda 45 °C’ye sogutulduktan

sonra igerisine, ayri sterilize edilen 50 mL laktoz ¢ozeltisi ilave edilir.

Ortam igerikleri son hacim 1000 mL olacak sekilde destile su igerisinde ¢oziiliir ve 121

Trypton Soy Broth (TSB) (Merck, Germany)

Pepton (Kazein’ den) 17 g
Pepton (Soya’ dan) 39
di-Potasyum Hidrojen Fosfat 25¢
D(+)-Glukoz 2.5mL
NaCl 50
Destile su 1000 mL
pH 7.3 + 0.02 (sterilizasyondan 6nce)

°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilir.
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Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck,
Germany) g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5
Sodyum klorid (Merck, Germany) 10
Agar (Merck,Germany) 15

Besiyeri igerikleri steril su ile 1000mL’ye tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 £ 0.2°ye ayarlanir. Bu asamalardan sonra hazirlanan broth besiyeri cam
tiplere dagitilir ve sterilizasyon islemi otoklavda (121 °C ‘de 15 dk) yapilir. Kati
besiyeriler i¢in, 15 gram agar ilave edildikten sonra sterilizasyon islemini gerceklestirilip

besiyeri steril petrilere dokiiliir.

Luria Bertani (LB) Broth (NaCl’siz) g/L
Tripton (Fluka,France) 10
Maya ekstrakti (Merck, Germany) 5
Agar (Merck,Germany) 15

Besiyeri igerikleri steril su ile 1000mL’ye tamamlandiktan sonra sterilizasyon agamasindan
once pH 7.0 £ 0.2°ye ayarlanir. Bu asamalardan sonra hazirlanan broth besiyeri cam
tiplere dagitilir ve sterilizasyon islemi otoklavda (121 °C ‘de 15 dk) yapilir. Kati
besiyeriler i¢in, 15 gram agar ilave edildikten sonra sterilizasyon islemini gergeklestirilip

besiyeri steril petrilere dokiiliir.

4.1.3. ANTIBIiYOTIKLER

Antibiyotik duyarlilik deneylerinde kullanilan 11 antibiyotik Sigma (Oxoid, UK)

firmasindan temin edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4. 3. Calismada kullanilan antibiyotikler

Antimikrobiyal Madde Sembol Grubu
Ampisilin AMP B -laktam
Streptomisin STR Aminoglikozid
Nalidiksik Asit NAL Kinolon
Kanamisin KAN Aminoglikozid
Gentamisin GEN Aminoglikozid
Kloramfenikol CHL Fenikol
Tetrasiklin TET Tetrasiklin
Rifampisin RIF Ansamisin
Vankomisin VAN Glikopeptid
Eritromisin ERT Makrolid
Siprofloksasin CIP Florokinolon

4.1.4. COZELTILER

Fosfatla Tamponlanmis Tuz (PBS)

NaCl 80
KCI 0.2g
Na,HPO, 1.44 g
KH,PO, 0.24 g

Alkol/Aseton Cozeltisi

Saf etanol 80 mL
Aseton 20 mL
4.2. YONTEM

4.2.1. IZOLATLARIN FARKLI iINKUBASYON SURELERINDE URETTIiKLERI
BiYOFIiLM YAPILARININ BELIRLENMESI

Enterococcus cinsi iiyelerinin biyofilm olusturma 6zelliklerinin arastirilmasinda Extremina
ve arkadaslar1 (2011) tarafindan 6nerilen mikrodiliisyon plak yontemi kullanilmistir (63).
Trypton soy broth (TSB) ortaminda 18 h gelistirilen aktif kiiltiirlerden 200 pL (108 CFU)
aliarak 96 kuyulu mikrodiliisyon plaklarina inokiile edilmis (Sekil 4.1.A) ve 37 °C’ de 24,

48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde biyofilm yapisina
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katilmayan planktonik hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmas1 amaci ile kuyular 3 kez PBS
(Phosphate Buffered Saline) ile yikanmis ve 60 °C’de 1 saat boyunca kurumaya
birakilmistir. Biyofilm yapisinin fikse edilmesi amaci ile kuyulara 200 pL %95°lik etanol
ilave edilerek 20 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde kuyulara 200
uL kristal viyole eklenerek (Sekil 4.1.B) 20 dk boyama basamagimi takiben tutunmayan
boyanin uzaklastirilmasi i¢in dH20 ile yikanmistir (Sekil 4.1.C). Biyofilmin i¢inde tutulan
boya kuyulara 200 pL etanol/aseton (%80/%20, v/v) ilave edilerek ¢oziilmiistiir (Sekil
4.1.D). Test edilen bakteri ornekleri tarafindan {iretilen biyofilm miktarin1 belirlemek
amaciyla Elisa Reader (Molecular Devices SpectraMax M2 Microplate Reader, USA)
cihaziyla 595 nm dalga boyunda okumalar gergeklestirilmistir.

Sekil 4.1. Mikrodiliisyon plak yonteminin agamalart.

A: Bakterilerin mikrodiliisyon plaklarina aktarilmasi B: Olusan biyofilm yapisinin Kristal
viyole ile boyanmasi C: Mikrodiliisyon plak {izerinde olusan biyofilm yapisinin boyama
sonras1 gorilintiisii D: Biyofilm iginde tutunan kristal viyole boyasinin alkol-aseton karigimi
ile ¢coziilmesi.
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4.2.2. ENTEROKOKLAR TARAFINDAN URETILEN BiYOFIiLM YAPILARININ
MORFOTIPLERININ BELIRLENMESI

[zolatlarin morfotiplerinin belirlenmesi igin, biyofilm iireticisi olan suslar TSB besiyerine
%1 oraninda inokiile edilmis ve 37 °C’ de 18 h inkiibasyona birakilmistir. Bu aktif
kiiltiirlerden, 20 puL alinarak Kongo kirmizi ilave edilen Trypton soy agar (TSA) besiyerine
damlatma ekimler yapilmig ve 5 giin boyunca 37 °C’ de inkiibasyonu gerceklestirilmistir.
Bes giiniin sonunda olusan biyofilm yapilar1 stereo mikroskop (Leica EC3) altinda

incelenmis ve fotograflar alinmastir.

4.2.3. ENTEROCOCCUS CiNSi UYELERININ JELATINAZ URETIM
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Orneklerin jelatinaz iiretim ozelliklerinin arastirilmasinda Creti ve arkadaslar1 (2004)
tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir (64). Aktif kiiltiirler TSA besi ortaminda tek
koloni olusturacak sekilde ekim yapildiktan sonra, steril kiirdan yardimiyla alinan tek
koloni %1.5 oraninda yagsiz siit tozu iceren TSA ortamina inokiile edilerek 18 h boyunca
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde koloniler, etraflarinda
berrak zonun olup olmamasi bakimindan incelenmistir. Etrafinda berrak zon belirlenen

koloniler jelatinaz iiretimi bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

4.2.4. FARKLI GLUKOZ KONSANTRASYONLARININ E. faecalis VE E.
faecium ORNEKLERININ BiYOFIiLM OLUSTURMA OZELLIKLERI UZERINE
ETKIiSI

Glukozun biyofilm olusumu {izerinde etkili faktdrlerden biri oldugu ¢esitli arastiricilar
tarafindan rapor edilmistir (40,41). Ancak biyofilm iretimi {izerine etkili glukoz diizeyi
suslar arasinda farklilik gostermektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda izolatlarimizin hangi
glukoz konsantrasyonunda maksimum biyofilm iiretim diizeyine ulastiklarini belirlemek

amaci ile denemeler gergeklestirilmistir.

Bu amagla, E. faecalis ve E. faecium izolatlart TSB besiyerine %1 oraninda ekim
yapilarak 18 h siiresince 37 °C inkiibe edilmistir. Aktif kiiltiirlerin OD’ leri 570 nm dalga
boyunda 0.07° ye ayarlandiktan sonra (10® CFU olacak sekilde) 200’er pL alinarak, farklh
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oranlarda (%0.5, %1, %1.5 ve %2) glukoz i¢eren TSB ortamlariin bulundugu 96 kuyulu
mikrodiliisyon plaklarina inokiile edilmistir. 37 °C’ de 48 h inkiibasyon sonrasinda
biyofilm yapisina katilmayan planktonik hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi amaci ile
kuyular 3 kez PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikanip, 60 °C’de 1 saat boyunca
kurumaya birakilmistir. Biyofilm yapisinin fikse edilmesi icin kuyulara 200 pL %95°lik
etanol ilave edilerek 20 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon bitiminde
kuyulara 200 pL kristal viyole aktarilmistir ve 20 dk boyama basamagini takiben
tutunmayan boyanin uzaklastirilmasi i¢in dH,O ile yikama gergeklestirilmistir. Biyofilm
yapisinda tutulan boya, kuyulara 200 pL etanol/aseton (%80/%20, v/v) ilave edilerek
¢Oziilmiistiir. Test edilen bakteri drnekleri tarafindan iiretilen biyofilm miktarini belirlemek
amaciyla Elisa Reader (Molecular Devices SpectraMax M2 Microplate Reader, USA)
cihaztyla 570 nm dalga boyunda okumalar gerceklestirilmistir. Olgiimler sonucunda
degerlendirmeler yapilirken OD<2 olan ornekler gii¢lii biyofilm iireticisi, 1<OD<2 olan
ornekler orta diizeyde biyofilm iireticisi ve 0.5<OD<I1 olan oOrnekler zayif diizeyde
biyofilm iireticisi olarak degerlendirilirken, OD<0.5 olan ornekler ise biyofilm iireticisi

olmayan ornekler seklinde degerlendirilmistir.

4.25. ORNEKLERDE esp GENININ ARASTIRILMASI

esp geninin, Tiirkiye kaynakli peynir drneklerinden izole edilen E. faecalis ve E. faecium
orneklerinde var olup olmadiginin arastirilmasi amaci ile esp gen (Sekil 4.2) dizisine 6zgi
primerler kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) denemeleri gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in 3 farkli primer cifti espl1-espl2, esp2-espS ve esp46-espd7 (Cizelge 4.4)
kullanilarak enterokok izolatlarindan saflagtirilan DNA 6rneginde esp geninin varliginin

arastirilmasi ¢alismalari ile es zamanli olarak tekrar sayilarindaki farkliliklar incelenmistir.

S N R C

156

49
m 694
22

A, A; A, B C Cy C C,C

Sekil 4.2. Esp proteininin yapisi.

Salgi sinyali (S), N-terminal (N) ve C-terminal (C) bolgeleri gosterilmis Bolgeler lizerinde
bulunan numaralar her bir segmentteki amino asit sayisin1 gostermektedir (65).
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Reaksiyonlarda kalip olarak kullanilan DNA o6rneklerinin izolasyonunda DNA
ekstraksiyon kiti (Invitrogen, USA) kullanilmistir. Saflastirilan DNA 6rneginin 2.5 pL’si
(~100 ng/uL) reaksiyonda kalip olarak kullamilmistir. PZR denemeleri Solis Hot FirePol
DNA Polimeraz (Solis, Estonya) enzimi kullanilarak gercgeklestirilmistir. Reaksiyon
karigimi {iretici firmanin tavsiye ettigi sekilde hazirlanmistir. Her primer cifti igin
hazirlanan reaksiyon karisimi ve reaksiyon kosullar1 ise Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.7°de belirtilmistir. Calismada kullandigimiz esp primerlerinin gen dizisi iizerinde
baglandig1 bolgeler EK 1°de gosterilmistir. esp 46 ve esp 47 primerleri sirasi ile 2256-2279
ve 3169-3192’nci niikleotitlere (nt) homologtur ve A tekrar bolgesinin ¢ogaltilmasi igin
kullanilir. esp 2 ve esp 5 primerleri esp geninin 3254-3275 ve 5338-5358’inci
niikleotitlerine homologtur ve C tekrar bdlgelerinin ¢ogaltilmasinda gorev alir. Son olarak
esp 11 ve esp 12 kodlu primerler esp geninin N-terminal bolgesinde bulunan sirasiyla
1217-1238 ve 2149-2171’inci niikleotitleri ile homoloji gostermistir. PZR denemeleri
sonrasinda istenilen bolgelerin ¢ogaltilip ¢ogaltilamadigi agaroz jel elektroforezi
sonucunda belirlenmistir. Bu amacgla 5 pL PZR iriintinii 1 pL 6x yiikleme boyasi
(Fermentas) ile karistirilarak %1°lik agaroz jelde 120 voltaj akimda 90 dk siireyle
yirlitiilmistiir. EtBr ile boyanan jeller 366 nm dalga boyunda ultraviyole 1sikta incelenmis
ve KODAK jel goriintileme (KODAK-Image station-4000mm/U.S.A) kullanilarak
fotograflar1 alinmistir. Bant biiytikliiklerinin hesaplanmasinda 1 kb DNA ladder (Solis

Biodyne ve Fermentas)’dan yararlanilmistir.

Cizelge 4. 4. esp geninin varli§inin arastirilmasinda kullanilan primer ¢iftleri

Primer Adi Primer Dizisi Uriin Kaynak
Biytikligi

esp 11 5>-TTGCTAATGCTAGTCCACGACC-3’ Shankar vd. 1999
esp 12 5°-CGTCAACACTTGCATTGCCGAA-3’ 936 bp

esp 2 5’- CAGATGGATCATCTGATGAAGT-3’ Shankar vd. 1999
esp 5 5’-GTAACGTTACTGTTACATCTGC-3’ 2105 bp

esp 46 5>-TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC-3’ Shankar vd. 1999
esp 47 5-CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG-3’ 954 bp

21




Cizelge 4. 5. esp 11-12 primer ¢ifti ile yapilan PZR denemesinde kullanilan reaksiyon

karisimi ve reaksiyon kosullari

PZR Kkosullar:
94 °C 5 dk
94 °C 2 dk
56 °C 2 dk 1 dongii
72 °C 2 dk
92 °C 15sn
56 °C 15sn 30 dongii
72 °C 15sn
72 °C 10 dk

Reaksiyon karisim (50 pL)

Niikelaz icermeyen su
Tampon (10 X)

dNTP mix (10mM)

F (20 pmol)

R (20 pmol)

MgCl;, (25mM)

Taq polimeraz (5U/uL)
Kalip DNA

31.5uL
S5uL

2 uL

2 uL

2 uL

4 uL
0.5 uL
3ul

Cizelge 4. 6. esp 2-5 primer ¢ifti ile yapilan PZR denemesinde kullanilan reaksiyon

karisimi ve reaksiyon kosullari

PZR kosullar Reaksiyon karisim (50 pL)

94 °C 5 dk Niikelaz igermeyen su 36.25 uL
Tampon (10 X) 5uL

94 °C 2 dk dNTP mix (10mM) 1 uL

60 °C 2 dk 1 dongii F (20 pmol) 1 uL

72 °C 2 dk R (20 pmol) 1 uL
MgCl;, (25mM) 3uL

92 °C 15sn Taq polimeraz (5U/ uL) 0.25 uL

60 °C 15sn 30 dongii Kalip DNA 2.5uL

72 °C 15sn

72 °C 10 dk
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Cizelge 4.7. esp 46-47 primer cifti ile yapilan PZR denemesinde kullanilan reaksiyon
karisimi ve reaksiyon kosullari

PZR kosullari Reaksiyon karisim (50 pL)

95°C 2 dk Niikelaz icermeyen su 36.25 uL
Tampon (10X) 5ul

94 °C 45 sn dNTP mix (10mM) 2 ulL

57°C 45 sn 1 dongii F (20 pmol) 2ul

72 °C 4 dk R (20 pmol) 2 uL

72 °C 10 dk MgCl; (25mM) 3uL
Taq polimeraz (5U/ uL) 0.25 uL.
Kalip DNA 2.5l

4.2.6. CESITLI ANTIBIiYOTIKLERIN ENTEROKOKAL BiYOFIiLMLER
UZERINE ETKISININ BELIRLENMESI

Susglarin antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirlenmesi i¢in minimal inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) denemeleri yapilmistir. Denemeye alinan bakteriler Muller Hinton
Broth (MHB) besiyeri ortaminda 37 °C’ de 18 saat gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirlerin
hiicre yogunluklar1 MHB besiyeri ile McFarland 0.5 (10 hiicre/ml) diizeyine ayarlanmistir
ve yine ayni besi ortami kullanilmak suretiyle 1:100 oraninda seyreltilerek 10° hiicre/ml
igeren bakteri siispansiyonlar1 elde edilmistir. MIC degerlerinin tespit edilebilmesi i¢in 96
kuyucuklu mikroplaklarda mikrodiliisyon denemesi, Klinik Laboratuar Standartlart
Enstitiisii (CLSI) (2008) M27-A protokoliine gore gergeklestirilmistir. Bu amacla; 100 pl
MHB besiyerini iceren kuyularin ilk sirasina her antibiyotik i¢in son konsantrasyon 2048
pg/mL olacak sekilde 4096 pg/mL stok soliisyonundan eklenmistir. Ik kuyudan 100 pl
ornek alinarak bir sonraki kuyuya aktarilmistir. Bu islem ardisik her kuyu igin
tekrarlanarak seri dillisyon islemi gerceklestirilmistir. Diliisyon sonrasinda tiim
kuyucuklara 10 pl bakteri slispansiyonu (106 hiicre/ml) eklenerek 37 °C’ de 18 saat
inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi iiremenin inhibe oldugu
kuyudan bir onceki antibiyotik miktar1 MIC degeri olarak tespit edilmistir. Antibiyotik
duyarlilik deneylerinde kontrol olarak standart sus Enterococcus faecalis ATCC 29212

kullanilmastr.
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Biyofilm {ireticisi olan izolatlarin MBIC (Minimum Biofilm Inhibition Concentration)
degerlerini belirlemek i¢in, aktif kiiltiirlerin OD’lerini 595 nm dalga boyunda 0.07’ye
ayarlanmistir. Ardindan her bir 6rnek i¢in 96 kuyulu mikrodiliisyon plaginin 1-11 numarali
stitundaki kuyularina 200 pL bakteri ornegi ilave edilirken, her plagin 12 numarali
stitundaki kuyularina bakteri 6rnegi igermeyen 200 pL steril besiyeri aktarilmis ve bu
kuyular ileri basamaklarda negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Mikrodiliisyon plaklari
Peg (Innovotech, Kanada) ile kapatildiktan sonra 24 saat boyunca 37 °C’ de ve 170 rpm
calkalama hizinda ikiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde, pegler iizerindeki biyofilm
yapisina katilmayan planktonik hiicrelerin yikama ile uzaklastirilmasi i¢in, peg sistemi;
kuyularinda 200 pL PBS bulunan mikrodiliisyon plakasimnin kuyularina biyofilm yapisi
tizerine etkisinin arastirilacagi antibiyotikler MHB besi ortami farkli konsantrasyonlarda
ilave edilmis ve peg bu plakaya aktarilmistir. 18-24 saat (Kullanilan antibiyotige bagl
olarak inkiibasyon siiresi degerlendirilmektedir) siiresince statik kosullarda 37 °C’de
inkiibasiyonun sonunda pegler daha dnce belirlenen sekilde yikanmis ve ardindan pegler
kuyularinda 200 pL TSB igeren mikrotiter plakaya aktarilmistir. 18-20 saat inkiibasiyonun
sonunda yapilan degerlendirmeler sonrasinda {iremenin inhibe oldugu kuyudan bir 6nceki

kuyudaki antibiyotik konsantrasyonu MBIC degeri olarak belirlenmistir (66).

4.2.7. HUCRE YUZEYI HIDROFOBISITESININ ARASTIRILMASI

Hidrofobisite, bakterilerin  yiizeylere tutunmasinda O6nemli rol oynamaktadir.
Hidrofobisitenin belirlenmesinde, su temas agilarinin 6l¢iimii veya bakterilerin organik
¢oziicli igerisine gegisine dayali yontemler kullanilmaktadir. Calismamizda, bakteriyel
hiicre ylizeyi hidrofobisitesinin belirlenmesinde Rosenberg vd. (1981) tarafindan onerilen
yontem kullanilmistir (28). 37 °C’ de %0.75 glukoz igeren TBS besi ortaminda bir gece
gelistirilen bakteri 6rnekleri 5 mL taze hazirlanmis besi ortami kullanilarak 1:50 oraninda
seyreltilmistir ve 37 °C’ de 4 saat siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Logaritmik faza
ulasan Ornekler santrifiij uygulamasi sonrasinda (6000 rpm’ de 10 dk) iki defa PUM
tamponu (22.2 g potasyum fosfat trihidrat, 7.26 g monobazik potasyum fosfat, 1.8 g iire ve
0.2 g magnezyum siilfat heptahidrat/litre [pH 7.1]) ile yikanmistir. Santrifiij basamagi
sonucunda olusan pellet, 5 mL PUM tamponu igerisinde ¢oziilmiistir. Bu asamada
orneklerin optik yogunluklar1 400 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve elde edilen bu degerler
“Baglangic OD” olarak kaydedilmistir. Bir sonraki basamakta Orneklerin optik
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yogunluklart ODgge= 0.9-1.1 arasina ayarlanmistir. Optik yogunluklar1 ayarlanan
orneklerden 3 mL alinarak 6rnek iizerine 600 pL n-hekzadekan eklenmis ve 2 dk yiiksek
devirde karistirma basamagini takiben organik ve sivi fazin ayrilmasi i¢in oda sicakliginda
yaklasik 30 dk inkiibasyon islemi uygulanmistir. Ustte kalan sivi fazin optik yogunlugu
400 nm dalga boyundaki 1sik altinda Ol¢iilmiis ve bu deger “Son OD” olarak
kaydedilmistir. Test edilen 6rneklerin % hiicre yiizeyi hidrofobisitesinin belirlenmesinde

asagida belirtilen formiilden yararlanilmistir.
% Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi = [1-(Son OD4go/Baslangi¢ OD4gg)] X 100

4.2.8. KLONLANACAK ESP PROTEINININ N-TERMINAL BOLGESININ
COGALTILMASI

esp’ geninin N-terminal domainine ait bir fragment esp-1 (5’- ATG GGA ACG CCT TGG
TATG-3’) ve esp-2 (5’- TAC TGC TAA ATC GGT CGTG-3") primerleri kullanilarak
cogaltilmistir (65). PCR denemeleri Solis Hot FirePol DNA Polimeraz (Solis, Estonya)
enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir (Cizelge 4.8). Elde edilen PCR iiriinii 6.5 puL. EtBr
iceren %2’lik agaroz jelde 1h 100 V akimda yiiriitiildiikten sonra istenilen biiyiikliikte
bantin elde edilip edilmediginin goriilebilmesi i¢in 366 nm dalga boyundaki UV 11k

altinda incelenmstir.

Cizelge 4.8. esp 1-2 primer ¢ifti ile yapilan PZR denemesinde kullanilan reaksiyon
karisimi ve reaksiyon kosullar

PZR kosullari Reaksiyon karisim (30 pL)

95°C 13 dk Niikelaz icermeyen su 19.06 uL
Tampon (B1) 3.3 ul

95 °C 30sn dNTP mix (10mM) 1 ulL

55°C 30 sn 30 dongii F (20 pmol) 1 uL

72 °C 1dk R (20 pmol) 1 ulL

72 °C 15 dk MgCI2 (25mM) 3ulL
Taq pol (5U/ uL) 0.66 pL
Kalip DNA 3 uL
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4.2.9. COGALTILAN esp GENIN N-TERMINAL BOLGESININ DNA Dizi
ANALIZI

esp 1 ve esp 2 primerleri kullanilarak gerceklestirilen PCR denemesi sonucunda elde edilen
DNA fragmentleri, ¢ogaltilan fragmentin istenilen gen bolgesine ait olup olmadiginin
arastirtlmas1 amaci ile DNA dizi analizine tabi tutulmustur. Dizi analizi yapilacak olan
DNA banti jelden kesilerek saflagtirilmistir (Roche/USA). Beckman Quick Start Kit’ te
bulunan DNA 6rnegi (250 ng) kontrol olarak kullanilmistir. Denatlirasyon amaciyla PCR
karisimini igeren tiipler 94 °C* da 3 dk inkiibe edildikten sonra buz iizerine alinmustir.
Sekans PCR ig¢in hazirlanan 20 pL karisim ile dizi analizine tabi tutulacak olan drneklerin

PCR basamagi gerceklestirilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Sekans PZR denemesinde kullanilan reaksiyon karigimi ve reaksiyon kosullari

PZR kosullar: Reaksiyon karisimi (20 pL)
Niikelaz icermeyen su 10.5 uL
96°C 20 sn Premix 55uL
55°C 20 sn 34 dongii Primer (1.6 pmol) 2 uL
60 °C 4 dk Kalip DNA 2 uL

Saflagtirilan 20 pL PCR 06rnegi ABgene plate alinip iizerine ayn1 hacimde Agencourt
aktarilmistir. Taze hazirlanmis ve buzda sogutulmus %85’ lik etanolden 62 pL alinarak
kuyular iizerine eklenmis ve pipet yardimiyla karistirilmigtir. ABgene plate SPRI
(manyetik) plate lizerine yerlestirilmis ve iist kisma bir agirlik konularak 8 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu siire boyunca DNA’nin g¢eperlere yapismasi
saglanmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde kuyularda bulunan sivi (yaklasik 100 pL),
tutunan DNA orneklerine dokunulmamasina dikkat edilerek uzaklastirllmistir ve ABgene
plate SPRI plate’den kaldirilarak ¢eperlere tutunan DNA’nin geri kazanilmasi amaci ile
100 pL etanol kuyulara transfer edilmistir. ABgene plate SPRI plate yerlestirilerek oda
sicakliginda 3 dk beklenmistir. Siire sonunda kuyularin orta kisminda kalan etanol pipet
yardimiyla uzaklastirilmistir ve kuyularda kalan etanoliin tamamen u¢masint saglamak
amaciyla plate 10 dk boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ceperlerde bulunan
DNA kuyulara 40 pL SLS ilavesi ile ¢oziilip Beckman plate aktarilmistir ve Beckman

coulter cihazi (GenomLab GeXP) ile dizi analizi gerceklestirilmistir.
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4.2.10. ESP PROTEINININ N-TERMINAL BOLGESININ PBAD24 VEKTORUNE
KLONLANMASI

Cogaltilan esp geninin N-terminal bolgesi, ifadesinin arabinoz ile indiiksiyonu yolu ile
kontrolii amaci ile pBAD24 vektoriine klonlanmistir (Sekil 4.3). Bu vektor 4.5 kb
biiyiikliigiinde bir vektordiir ve arabinoz tarafindan indiiklenebilen bir promotor
icermektedir. esp ifadesinin tesviki ve takiben esp ifade diizeyindeki degisimlerin qRT-
PZR ile izlenmesi ve biyofilm iiretim diizeylerindeki degisim gézlenmesi denemelerinin ilk

basamagini ilgili genin, pBAD24 vektoriine klonlanmas1 olusturmaktadir.

Bu amagla ilk olarak restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgeleri igeren primerler
kullanilarak ¢ogaltilan N-terminal gen bolgesi kesim ve klonlama iglemlerinden 6nce, PZR
iriinii High Pure PCR product Purification Kit (Roche) ile saflagtirilmistir. Ardindan
EcoRI (Fermantas) ve Nhel (Fermentas) restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile hem PZR
tiriini hem de vektor kesilmistir.

clal)

ANII(301)

e evBam_pfr i ) [EcoRV(386)
9 e 2

pii
.3

_Nml(708)

\\!:5%

pes

22— Agel(1074)

Nhel(1300)
EcoRI(1311)
Neol(1318)
Kpnl(1326)
= Smal(1328)
Xbal(1337)
Sall(1343)
Pstl(1353)
HindIII(1361)

’ araD1(1161, 1172)] **--.
pBAD24 CAP BS(1203, 1216)
45kb  PBAD_fwd pri(1208, 1227

ARA _pro(1248,1276) ] , . . -~

. PBAD rev_pri(1309, 1416
PLd pTrcHis_rev pri(1399, 1416)

“s [tmB_T1_term(1572, 1615)

Asel(2497)

Sekil 4.3. pPBAD24 vektor haritasi (http://www.biovisualtech.com/)
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pBAD24 vektoriiniin 1. kesim reaksiyonu

Tango Buffer (10X) 5ulL
Nhel (Fermentas) 2.5 uL
pBAD24 (80ng) 30 uL
Niikleaz igermeyen su 125 uL
Toplam hacim 50 uL

16 h 37 °C’de inkiibasyonun ardindan 65 °C’ de 15 dk enzimin inhibisyonu
gerceklestirilmistir. Ikinci enzim kesimi i¢in ortama 2,5 uL EcoRI (Fermentas) enzimi ve 5
uL Tango Buffer eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyonun ardindan 15 dk 65 °C’de

inaktivasyon uygulanmistir.

Kesim reaksiyonunun dogrulugu agaroz jel sisteminde kontrol edilmistir. Bu amacla
hazirlanan %0,7’lik jel kuyularina kesim tirtinlerinden 5 puL yiiklemis ve 1h siire ile 100V

akim uygulanmistir. EtBr boyamasi ardindan 366 nm UV g1k altinda jel incelenmistir.

pBAD24 vektoriiniin 2. kesim reaksiyonu

NEB2 Buffer (10X) SuL
EcoRI (Fermentas) 2.5 uL
Nhel-HF (BioLabs) 1uL
pBAD24 (80ng) 30 uL
Niikleaz igermeyen su 115 uL
Toplam hacim 50 pL

Bir saat 30 dk, 37 °C’de inkiibasyonun ardindan 65 °C’ de 15 dk enzimin inhibisyonu
gerceklestirilmistir.

Ayni iglemler esp N-terminal bdlgesi PZR {iriiniiniin High Pure PCR Purification Kit
(Roche) ile temizlendikten sonra yapilmistir. Saflagtirilan PZR {irinii ECORI (Fermentas)

ve Nhel (Fermentas) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesilmistir.
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esp N-terminal bolgesi PCR iiriiniiniin 1. kesim reaksiyonu
Tango Buffer (10X) 5ulL
EcoRI (Fermentas) 2.5 uL
PCR iiriinii (50ng) 21 uL
Niikleaz igermeyen su 21.5 uL
Toplam hacim 50 uL

16 h 37 °C’de inkiibasyonun ardindan 65 °C’ de 15 dk enzimin inhibisyonu
gerceklestirilmistir. Ikinci enzim kesimi i¢in ortama 2.5 pL Nhel enzimi ve 5 uL Tango

Buffer eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyonun ardindan 15dk 65 °C’de inaktivasyon

uygulanmustir.

esp N-terminal bolgesi PCR iiriiniiniin 2. kesim reaksiyonu

NEB2 Buffer (10X) SuL
Nhel-HF (BioLabs) 1uL
EcoRI (Fermentas) 2.5 uL
PCR iiriinii (50ng) 21 uL
Niikleaz igermeyen su 20.5 uL
Toplam hacim 50 uL

Bir saat 30 dk, 37 °C’de inkiibasyonun ardindan 65 °C’ de 15 dk enzimin inhibisyonu
gerceklestirilmistir. Kesim reaksiyonunun dogrulugu agaroz jel sisteminde kontrol
edilmistir. Bu amagla hazirlanan %0.7°1ik jel kuyularina kesim tirinlerinden 5 pL yiiklemis
ve 1h siire ile 100V akim uygulanmistir. EtBr boyamasi ardindan 366 nm UV 151k altinda

jel incelenmistir.

Hem pBAD24 vektorii hem de esp N-terminal bolgesi ayni restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesildikten sonra High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) ile
saflastirma islemi gergeklestirilmistir ve T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak vektér ve PCR

tirtiniiniin “ligasyonu” saglanmistir.

Vektor ve Insert Ligasyon Reaksiyonu

pBAD24 (30 ng) 10 uL
Insert (N-terminal bdlge) (90ng) 5ulL
Ligasyon Buffer (10X) 2ulL
T4 DNA Ligaz (Fermentas) 0.5 uL
Niikleaz igermeyen su 2.5 uL
Toplam Hacim 20 uL
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Ligasyon reaksiyonunun kontrolii i¢in bir baska mikrosantrifiij tiipiinde yalnizca pBAD24
vektoriiniin ligasyonu gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonda insert yerine niikleaz icermeyen
su ortama ilave edilerek reaksiyon son hacmi 20 pL’ye tamamlanmistir. Ayrica pBAD24
vektoriin tek enzim kesimi de ligasyon reaksiyonunun kontrolii olarak denenmistir.
Orneklerin 4 saat 22 °C’de inkiibasyon ardindan 10 dk 65 °C’de inaktivasyon islemi
yapilmustir.

Inkiibasyon islemi bitiminde ligasyon reaksiyonlarindan 5 pL alinarak 1 pL boya ile
karistirllmis ve %0.7 lik agaroz jellere yiiklenerek 100V akimda yaklagik 2h
yirlitilmistiir. EtBr boyamas1 sonrasinda jeller 366 nm UV 1s1k altinda incelenerek, elde

edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri hesaplanmistir.

4.2.11. esp GENI N-TERMINAL BOLGESINI iCEREN PBAD24 VEKTORUNUN
Escherichia coli DHSALPHA VE Salmonella Typhimurium LT2°’YA AKTARIMI

Ligasyon reaksiyonunun dogru sekilde gergeklestigi belirlendikten sonra, istenilen gen
bolgesini iceren pBAD24 vektori, ileri denemelerin gergeklestirilecegi Escherichia coli
DH50  ve Salmonella Typhimurium LT2 suslarina transforme edilmistir.
Transformasyondan dnce vektore aktarilacak hiicrelerin hiicre duvar yapilar zayiflatilmis,
yani hiicreler kompetent hale getirilmistir. Bu amacla siras1 ile asagidaki islemler
uygulanmustir.

1- Bir gecelik aktif kiiltiir LB broth besiyerinde 50 kat seyreltilmis ve 595 nm dalga
boyunda OD degerleri 0.06” ya gelene kadar 37 °C’da ve 200 rpm’de ¢alkalamali
kosullarda inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 11.000
rpm’de bir dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.

2- Hiicre ¢okeltisi 1000 uL ddH,0 ‘da (sicaklig1 2 °C olan) ¢oziilmiistiir. Bu iglem iki
defa tekrarlanmis ve santrifiij sonunda elde edilen pellet 40 pl. ddH20O’da
coziilerek trasnformasyon islemine kadar 80 °C’de muhafaza edilmistir.

esp N-terminal bolgesini iceren pBAD24 vektori ile 2ul. kompetent hiicre karistirilarak,
onceden buz lizerinde sogutulan elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir ve 2500 volt
elektrik soku uygulanmistir. Kontrol denemesinde ise hiicrelere insert igermeyen, bos

pBAD24 vektoriiniin transformasyonu yapilmistir.
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Bu islemden sonra hiicreler tizerine 700 uL. LB broth besiyeri eklenmis ve 1 saat boyunca
37 °C’da 200 rpm c¢alkalama hizinda inkiibasyonun ardindan ampisilin (Amp) (100 pg/mL)
iceren LB agar ortamina yayma ekim yapilmistir. Bu islemdeki amacimiz, pBAD24
plazmidi Amp (100 pg/mL) direncine sahip oldugundan, yalnizca vektorii iginde
bulunduran hiicrelerin gelismesini saglamaktir. Vektorii igermeyen E. coli DH5a ve S.
Typhimurium LT2 suslar1 antibiyotikli ortamda gelisemeyecektir.

18h boyunca 37 °C’de inkiibasyonun ardindan antibiyotikli ortamda gelisen koloniler,
steril kiirdan yardimiyla Amp (100 ug/mL) iceren 5 mL LB broth ortamlarina transfer
edilmis ve 37 °C’de 1 gece 200 rpm galkalama hizinda inkiibasyona birakilmistir. Bu
transformantlardan hem -20 °C stok kiiltiirler hazirlanmis, hem de istenilen plazmidi igerip
icermediginin kontrolii i¢in plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir. Plazmid izolasyonunda
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) kullanilmstir. izole edilen plazmidler %0.7’lik
agaroz jelde 100 V akimda 1h boyunca yiiriitiilmiis ve EtBr boyamasini takiben UV 151k
altinda incelenmistir. Plazmidlerin biiyiikliigii Supercoiled marker (Sigma) kullanarak

hesaplanmustir.

4.2.12. Salmonella Typhimurium LT2 SUSUNDA ARABINOZ VARLIGINDA ESP
PROTEINININ URETIMININ TESVIiKi

esp geni, pBAD24 vektorii kullanilmak suretiyle indiiklenebilir arabinoz promotoruna
sahip pBAD24 vektoriine klonlanmustir (67). Bu sebeple Esp’nin iiretiminin tesviki bakteri
gelisme ortamina L-arabinoz (Sigma-Aldrich, USA) ilavesi ile gerceklestirilmistir. 50
ng/uL ampisilin antibiyotigi igeren LB siv1 ortaminda 37 °C’de 18 saat iiretilen LT2 (S.
Typhimurium pBAD24+esp geni) susu, siire bitiminde yine uygun antibiyotikleri iceren 50
mL LB s1v1 besiyerine %1 oraninda inokiile edilmistir. 200 rpm ¢alkalama hizinda, 37
°C’de OD595=0.2 diizeyine kadar gelistirildikten sonra besi ortamlarina, esp geninin
ifadesi i¢in optimum diizey olarak belirlenen %0.01 oraninda L-arabinoz ilave edilerek 30
dakika daha inkiibasyona tabi tutulmus, kiiltiir yogunlugunun OD595=0.4 diizeyine
gelmesi saglanmustir.  Inkiibasyon siiresi bitiminde kiiltiiriin 30 upL’si bir sonraki
basamakta anlatilacak olan “Polistiren iizerinde biyofilm olusumunun belirlenmesi “
denemesinde kullanilirken, geri kalan aktif kiiltire 12000 rpm’de 5 dk santrifiij
uygulanarak hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Bu hiicreler daha sonra RNA izolasyonunda

kullanilmistir.
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4.2.13. POLISTIREN UZERINDE BiYOFIiLM OLUSUMUNUN BELIiRLENMESI

S. Typhimurium LT2, S. Typhimurium LT2+pBAD24 ve S. Typhimurium LT2
pBAD24+esp geni suslarmin polistiren iizerinde biyofilm olusturma &zelliklerinin
incelenmesi i¢in Woodward vd. (2000) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek
kullanilmistir (68). Bu amagla, NaCl igermeyen 5 mL’lik LB sivi (LBwo/NaCl)
ortamlarinda 37 °C’de calkalamali kosullarda 18 saat gelistirilen aktif kiiltiirlerden,
LB"°/NaCl besiyerine ekim yapilarak bakteriyel iireme OD595= 0.4 diizeyine gelene kadar
inkiibe edilmistir (Shimadzu spektrophotometer, Japan). Bu siispansiyonlardan, 100
ul/kuyu LB"°/NaCl iceren 96 kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklarina 30 pl
aktarilmistir. Bakteri siispansiyonlarini igeren mikrodiliisyon plaklari, 24 saat siiresince 20
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde, kuyular 3 defa PBS ile yikanmis ve
her kuyuya 130 pl metanol ilave edilerek 10 dakika inkiibasyon ile olusan biyofilm
yapisinin fiksasyonu gerceklestirilmistir. inkiibasyon bitiminde metanol uzaklastirilmis ve
kuyular kurumaya birakilmigtir. Daha sonra 130 pl %0.1°1lik kristal viyole kuyulara
aktarilmis ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Plaklar steril distile su ile 2 kez
yikanmig ve kuyulara biyofilm tabakasina baglanan boyayir ¢6zmek amaciyla 130 pl
%33’liik (v/v) glasiyal asetik asit aktarilarak 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir
(69). Inkiibasyon bitiminde ¢dziinen kristal viyole boyasmin optik yogunlugu 595 nm
dalga boyunda Elisa okuyucusunda (Biorad, USA) oOl¢iilmiistiir. Aliman OD degerlerinin
ortalamasindan, kontrol (yalmzca NaCl’siz LB sivi igeren kuyular) kuyularinin OD

degerlerinin ortalamasinin ¢ikarilmasi suretiyle iiretilen biyofilm diizeyleri belirlenmistir.

4.2.14. ORNEKLERDEN RNA iZOLASYONU

RNA izolasyonu sirasinda (High Pure RNA Isolation Kit, Roche/Germany) iiretici firma
tarafindan Onerilen basamaklar izlenmistir:
- Hiicre ¢okeltileri 200 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) igerisinde ¢oziiliir.
- Bu ¢ozelti tlizerine 4 pl lizozim (50 mg/mL) ilave edilerek 37 °C’de 10 dakika
inkiibe edilir.
- Siire bitiminde 400 pl lizis/baglama tamponu ilave edilerek iyice karigtirilir.
- Soliisyon kitin igerisinde bulunan spin kolona aktarilarak 8000 g’de 15 sn santrifij

edilir.
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- Toplama tiiplindeki siv1 uzaklastirildiktan sonra spin kolondaki filtrenin iizerine 90
ul DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 pL DNaz I karistirilarak eklenir.

- 5-25 °C arasinda bir sicaklikta 1 saat inkiibasyona birakilir.

- Siire bitiminden sonra filtrenin iizerine 500 pl yikama tamponu I’den eklenerek
8000 g’de 15 sn santrifiij edilir ve toplama tiiptindeki s1vi uzaklastirilir.

- 500 pl yitkama tamponu II eklenir ve 8000 g’de 15 sn santrifiij edilir.

- Toplama tiiplindeki sivi uzaklastirilir. Bir kez daha 200 pl yikama tamponu II
eklenip 2 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda spin kolon steril mikrosantrifiij
tiipline yerlestirilir.

- Spin kolonda bulunan filtrenin {izerine 50 pl eliisyon tamponu eklenir ve 8000 g’de

1 dk santrifiij edilir.

Elde edilen RNA’lar bekletilmeden ¢cDNA eldesine alimistir. Geri kalani bir sonraki
kullanima kadar -80 °C’de saklanmustir. Saflastirma sonrasi elde edilen RNA’larda saflik
ve miktar tayini (Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre) yapilmis ve safliklar1 agaroz jel
elektroforezinde de kontrol edilmistir. Beklenilen RNA goriintiisii elde edildikten sonra

cDNA sentezine ge¢ilmistir.

4.2.15. cDNA SENTEZi

RNA orneklerinden (2000 ng) cDNA sentezi i¢in “cDNA synthesis kit”i (Roche,
Germany) kullanmilmistir (Cizelge 4.11, Cizelge 4.12). cDNA sentezinde kullanilan
reaksiyon karisimlart ve uygulanan sicaklik dongiisii Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8° de
verilmistir. Elde edilen her cDNA, qRT-PZR denemelerinde kullanilmak iizere ddH20 ile

1:10 oraninda seyreltilmis ve -20 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 4.10. cDNA sentez protokolii

Icerik Konsantrasyon Son Konsantrasyon ul
Distile su *
Random hekzamer primer 600 pmol/pul 2
RNA 200 ng
Reverse Transcriptase Buffer 5X 1x (800 mM MgCly) 4
RNase inhibitor 40 U/ul 20U 0,5
) 10 mM 1mM
dNTP mix (her niikleotitten) | (her niikleotitten) 2
Reverse transcriptase 20 U/ul 10U 0,5
Toplam Hacim 20

*65 °C’de 10 dk RNA’nin denatiirasyonu i¢in inkiibe edilir ve hemen buza alinmistir
*Toplam hacim distile su ile 13 pl’ye tamamlanmistir

Cizelge 4.11. Ters transkripsiyon sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
Uzama 1 25 10 1
Uzama 2 50 60 1
Inaktivasyon 85 5 1

4.2.16. CALISMADA KULLANILAN PRIMERLERIN TASARLANMASI

Gercek zamanli PZR deneylerinde kullanilan gen spesifik primerler “Primer 3”
[http://frodo.wi.mit.edu] programi kullanilarak tasarlanmistir. Calisilan genlere ait diziler
NCBI’dan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) temin edilmistir. Primer giftlerinin spesifitesini
belirlemek amaciyla bu diziler veri tabaninda bulunan diziler ile karsilastirilmis ve
yalnizca hedef genlere homolog olduklar1 belirlenmistir. Genlerin ifadelenme analizinde
goreli kantifikasyon yapabilmek i¢in referans gen (housekeeping gen) olarak gliseraldehit
3-fosfat dehidrogenaz-A (gapA) geni secilmistir. Ifade diizeyi analizinde kullanilacak gen

spesifik primerlerin dizileri Cizelge 4.13°de listelenmistir.
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Cizelge 4. 12. qRT-PZR i¢in kullanilan primerler

Cogaltilan gen Primer dizisi Uriin biiyiikliigii
A F 5’-GGAACGCCATACCAGTCAG-3’ L52b
9ap R 5-AACCCAGAAAACCGTTGAC-3’ P
F 5°-TGGTGATGGAAACCCTGACGA-3’ 1511
esp F 5-TTGCGCTTTGTGACCTGTTCC-3’ P

4.2.17. GENLERIN IFADE DUZEYLERININ KANTITATIF GERCEK ZAMANLI
PZR (QRT-PZR) iLE BELIRLENMESI

Bu ¢alismada, kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Light Cycler 480
(Roche) cihazi kullanilarak, LightCycler 480 SYBR Green Master kiti (Roche) ile
gerceklestirilmistir.  Tim genler i¢in amplifikasyon karisimlart  kitin ~ onerileri
dogrultusunda Cizelge 4.13’te belirtilen sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon kosullari Cizelge

4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.13. qRT-PZR i¢in amplifikasyon karisimi

Icerik Konsantrasyon FinalKonsantrasyon pl
SYBR Green Master Mix 2 (x) 1(x) 5
Ileri primer (F) 5 pmol 1.4
fleri primer (R) 5 pmol 1.4
cDNA kalib1 1:5 sulandirilmig 40 ng 2
ddH,0 0.2
Son Hacim 10

Cizelge 4.14. LightCycler cihazinda kullanilan qRT-PZR programi

Basamak Islem Sicaklik (°C) | Siire Artis (°C/sn) Veri Almi

1.1k . [k denatiirasyon 95 °C 10° 4.8 -

denatiirasyon

- Denatiirasyon 95°C 10" 4.8 -
(24 Sﬁg‘np'.'.f)' kasyon | . slanma *57°C 10” 25 -
& Uzama 72°C 08" 4.8 Tek

Denatiirasyon 95°C 30” 4.8 -

3. Erime egrisi Reannealing *57°C 30” 2.5 -
Denatiirasyon 99°C 0 0.11 Stirekli

4. Soguma Soguma 40°C 307 2.5 -

* gapA ve esp genleri i¢in optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda amplifikasyonun primer
baglanma basamagindaki sicaklik, erime egrisi analizi sonucunda sirasi ile 57 °C ve 60 °C
olarak ayarlanmstir.
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Amplifikasyon reaksiyonlar1 384 kuyulu PZR plaklarinda gergeklestirilmistir. cDNA
kalibin1  icermeyen reaksiyon karisimi negatif kontrol olarak kullanilmstir.
Amplifikasyonu takiben, tek bir reaksiyon iirlinii aldigimizi dogrulamak amaci ile erime

egrisi analizi yapilmistir.

4.2.18. ERIME EGRISI ANALIZi

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltilmasinda etidyum bromit yerine daha az
toksik, primerlerden bagimsiz, daha spesifik ve daha duyarli floresan bir dsDNA inter
kalator ajan1 olan “SYBR Green I” boyasi kullanilmistir. Bu 6zgiil olmayan yontemde
kullanilan floresan boya reaksiyonda ¢ogalan ¢ift zincir DNA’ya 6zgiil olmayan bir sekilde
baglanir ve ¢ift zincirli DNA’nin artisiyla orantili olarak floresan 1s1ma gerceklesir. Her
farkli ¢ift zincir DNA molekiiliiniin kendine 6zgili bir erime sicakligt (Tm) vardir. Bu
cogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve icerdigi GC/AT oranma baglidir. Tipik bir
erime egrisi analizi sonucunda, her 6rnek i¢in tanimlanan ayrilma sicakliginda tek bir pikin
goriilmesi beklenir. Fazladan olusan herhangi baska bir pik, reaksiyonda spesifik olmayan
amplikonlarin veya primer dimerlerinin olustugu anlamima gelmektedir. Calismamizda
erime egrisi analiz sonuglari, yukarida 6zetlenen bilgiler dogrultusunda degerlendirilmistir.
Sekil 4.4 tek bir iriinle tanimlanan erime egrisi sonucunu ve Sekil 4.5 ise nonspesifik
amplikon ve primer dimeri igeren bir erime egrisi sonucunu gostermektedir. Bu ¢aligmada,
her gen spesifik primer ¢ifti i¢in PZR kosullari, gercek zamanli PZR’de istenilen erime

egrisini verecek sekilde optimize edilerek belirlenmistir.
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Sekil 4.5. esp geni i¢in gerceklestirilen erime egrisi analizi

4.2.19. AMPLIFIKASYON VERIMLILIiGINIiN BELIRLENMESI

gRT-PZR verilerinin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in kantifikasyon yonteminin
secimi, gercek zamanli PZR’nin en 6nemli basamagini olusturmaktadir. Bu ¢alismada; bir
ornekteki belli bir genin mRNA diizeyindeki degisimin, bir baska 6rnekteki o hedef genin
mRNA diizeyindeki degisimine oranlanmasini esas alan goreli kantifikasyon stratejisi
secilmistir. Goreli kantifikasyonda; bir hedef genin ifadesini referans gen ile iliski kurarak

hesaplayabilmek i¢in bir¢ok matematiksel model gelistirilmistir. Hesaplamalar, esik dongi
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deger (Ct) farkliliklarimin amplifikasyon verimi de goz Oniinde bulundurularak

karsilastirilmasi esasina dayanmaktadir.

Amplifikasyon verimliligi PZR reaksiyonunun miikemmele ne kadar yakin
gergeklestiginin - gostergesidir. Calismada, kullanilan her primer ¢ifti i¢in PZR
amplifikasyon verimlilikleri (E) hesaplanmistir. Bunun i¢in, eSp genni i¢cermeyen susun
cDNA Orneginin (kalibrator o6rnek) 1/10 seri diliisyonlar1 yapilmig (1-1:100 000
diliisyonlar1) ve diliisyon serilerinden elde edilen logl0 kopya sayisinin Ct degerlerine
(esik dongiisii degerleri) kars1 ¢izilen grafigi olusturulmustur. Bu grafikten elde edilen
amplifikasyon pikinin egiminden tstel amplifikasyon (Denklem 4.1.) ve amplifikasyon
verimliligi (Denklem 4.2.) hesaplanmistir. Ustel amplifikasyon 2’ye, amplifikasyon
verimliligi ise 1’e yaklastikca PZR reaksiyonunun miikemmelligi artar (70).
Amplifikasyon verimi 1’e esitse (=%100), reaksiyondaki kopya sayist her dongiide ikiye

katlanmis demektir.
Denklem 4.1.: Ustel amplifikasyon: 10¢"€™
Denklem 4.2.: Verimlilik (E): (10¢"/¢8m).1

Bu calismada kullanilan her primer seti icin gergeklestirilen {istel amplifikasyon
hesaplamalar1 sonucunda, PZR reaksiyonlarinin neredeyse miikemmele yakin bir sekilde
gerceklestigi goriilmiistiir. Bu sebeple; PZR sonuclarinin degerlendirilmesi (kantitasyon),

reaksiyon verimini hesaba katmayan yaklasim metodu ile gergeklestirilmistir (Denklem
4.3) (71).

Denklem 4.3.: R= 2744¢t

4.2.20. NORMALIZASYON

Goreli kantitasyonun, yaklagim metodu ile gercgeklestirilen analizinde normalizasyon
basamag1 mevcuttur ve bunun i¢in farkli kosullarda dahi ifade diizeyi degismedigi bilinen
(en az etkilenen) ve referans gen olarak kullanilan housekeeping genlere ihtiya¢ vardir
(72). Reaksiyon sonunda her 6rnek igin ayr1 ayri elde edilen hedef genlerin ifade degerleri
(esik dongiisii; Ct); ilk once referans gen olarak kullanilan housekeeping genin (gapA) her

ornekteki ifade seviyelerine gore oranlanarak normalize edilmistir. Bu islem ile amaglanan,

38



izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarindan kaynaklanan 6rnekler arasi
baslangi¢ farkliliklarin1 ve deneysel hatalart normalize etmektir. Bu normalizasyon
basamagi sonrasinda elde edilen esp ifadesi tesvik edilmis S. Typhimurium LT2
orneklerinin Ct degerleri, kontrol 6rneklerinin Ct degerleri ile normalize edilmistir. Bu son
normalizasyon, arabinozun esp ifadesi tesvik edilen S. Typhimurium LT2 &rneklerinde
arastirilan hedef genlerin ifadeleri iizerine olan etkisini ¢ikarmak ig¢in uygulanan bir

yaklasimdir (72).

gRT-PZR sonuglari, kantitasyon i¢in secilen yaklagim metodu kullanilarak asagidaki

formiile gore normalize edilmistir.

-AACT_ A(C_ - C - -cC
2 = 2( T,X T,R)kontrol ( T,X T,R)test

Crx : hedeflenen genin (6rn; esp) Ct’si

Crr: referans genin (gapA) Ct’si

Kontrol: Dt sugun Ct degerleri

Test: Esp iiretimi indiiklenmis susun Ct degerleri

Ct (threshold cycle-esik dongiisii) degerleri, analiz sonunda elde edilen pik profilleri
aracilif1 ile belirlenmistir. Yukaridaki formiilde “referans” i¢in gapA geninin Ct degeri
kullanilmigtir. “Kontrol” igin dogal tip edilen S. Typhimurium LT2 6rnekleri kullanilirken,

“test” i¢in ise esp ‘nin aktarildig1 6rneklerin Ct degerlerinden yararlanilmistir.

4.2.21. NORMALIZE EDILEN VERILERININ iSTATISTIKSEL ANALIZi

Verilerinin istatistiksel olarak degerlendirmesi Livak ve Schmittgen (2001), tarafindan
belirlenen 2 “““T metodu dogrultusunda gerceklestirilen normalizasyon sonrast, elde edilen
veri setinde yer alan degerlerin birbirleriyle olan benzerlikleri ya da birbirlerine olan
uzakliklar kiimeleme analizi yapilarak gergeklestirilmistir (71). Olusturulan kiimelerde yer

alan genler arasindaki korelasyon ise Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.
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4.2.22. esp N-TERMINAL BOLGESININ pET28a VEKTORU ARACILIGI iLE E.
coli DH5 ALPHA VE E. coli BL21 SUSLARINA AKTARIMI

gRT-PZR c¢alismalarinin ardindan Esp proteininin izolasyonu i¢in ¢ogaltilan N-terminal
bolge bu kez pET28a vektoriine klonlanmistir. Bu vektor 5.4 kb biiyiikliige sahiptir ve
klonlama boélgesine aktarilan gen ardinda 6 adet histidin ile birlikte transkribe edilmektedir.
Dolayist ile ardinda tasidig histidin isareti, ilgili gen protein diline ¢evrildiginde, proteinin
izolasyonu i¢in bir isaret (marker) gorevi gérmektedir. Bu 6zelliginden dolayir sonraki

caligmalara pET28a vektorii ile devam edilmistir.

Klonlama reaksiyonlar1 igin segilen kiiltiirler E. coli DH5a ve E. coli BL21 suslaridir.
Burada E. coli DH5a susu, plazmidin sus igerisinde kaliciligi (stabilizasyonu) igin ara
basamak teskil etmektedir. Denemelere Gram negatif E. coli DH5a ve E. coli BL21 ile
devam edilmesinin nedeni, protein izolasyonu basamagi i¢in kullanacak oldugumuz
pET28a vektoriiniin yalnizca Gram negatif bakterilerde ifade olma 6zelliginde olusudur

(Sekil 4.6).

Smal(4300) —_ M
—— Bell(1137)

Clal(4117) ——
Nrul(4083)

pBRrevBam_primer(470, 489) i
pET28a
54 kb

Apal(1334)

~—EcoRV(1573)
=~ Hpal(1629)

. Fepl(220%)
ROp

Sekil 4.6. pET28a vektor haritas (http://www.biovisualtech.com/)
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esp N-terminal bolgesini kodlayan gen dizisinin pET28a vektoriine klonlanmasinda

asagida belirtilen basamaklar sirasi ile izlenmistir.

4.2.22.1. Enzim kesimi

pET28a vektorii ve esp N-terminal bolgesinin PZR firtinii piirifikasyonundan sonra (High
Pure PCR Product Purification Kit /Roche) ikili enzim kesimi ig¢in Nhel (Fermentas)
enzimiyle 2h 37 °C’da inkiibasyonun ardindan 15 dk 65 °C’da inaktivasyon
gerceklestirilmistir. Ikinci enzim kesimi igin drneklerin bulundugu tiipe 2.5 Tango buffer
ve 1 uL EcoRI (Fermentas) ilave edilip 2h 37 °C’da inkiibasyonun ardindan 15 dk 65

°C’da inaktivasyon islemi uygulanmaistir.

esp N-terminal bolgesi PZR iiriiniiniin kesim reaksiyonu
Tango buffer(10x) 2 ulL
Nhel-HF (BioLabs) 1uL
PZR iirtinii (180 ng) 4 uL
Niikleaz igermeyen su 13 uL
Toplam hacim 20 uL

Bu reaksiyon tamamlandiktan sonra ortama 2.5 uL. Tango buffer+1uL EcoRlI ilave edilerek

ikinci enzim kesimi gergeklestirilmistir.

pET28a vektoriin kesim reaksiyonu

Tango buffer(10x) 2 uL
Nhel-HF (BioLabs) 1puL
pET28a vektor (35 ng) 13 uL
Niikleaz igermeyen su 4 uL
Toplam hacim 20 uL

Enzim kesiminden sonra ligasyona ge¢cmeden Once piirifikasyon igslemi High Pure PCR

Product Purification Kit (Roche) ile yapilmustir.
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4.2.22.2. Ligasyon

Vektor ve Inset Ligasyon Reaksiyonu

pET28a (30 ng) 8uL
Insert (N-terminal bdlge) (60ng) 3.6 uL
Ligasyon Buffer (10X) 2 ulL
T4 DNA Ligaz (Fermentas) 0.5 uL
Niikleaz icermeyen su 59ulL
Toplam Hacim 20 uL

4 saat siiresince 22 °C’de inkiibasyon ve ardindan 10 dk 65 °C’de inaktivasyon basamagi
uygulanmistir. Kesim reaksiyonunun kontrolii %0.7’lik agaroz jellere 5 pL Ornek
yiiklenerek 100 voltta 1h boyunca yiiriitilmesi ve ardindan EtBr ile boyanmasi ile

gerceklestirilmistir.

Ligasyon isleminin dogru sekilde gerceklestigi belirlendikten sonra, istenilen gen bdlgesini
iceren pET28a vektori, ileri denemelerin gergeklestirilecegi Escherichia coli BL21 susuna
transforme edilmistir. Transformasyondan 6nce vektore aktarilacak hiicrelerin hiicre duvar
yapilart zayiflatilmig, yani hiicreler kompetent hale getirilmistir. Bu amagla sirasi ile

asagidaki islemler uygulanmistir:

1- Bir gecelik aktif kiiltiir LB broth besiyerinde 50 kat seyreltilmis ve 595 nm dalga
boyunda OD degerleri 0.06” ya gelene kadar 37 °C’da ve 200 rpm’de c¢alkalamali
kosullarda inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve
slipernatant uzaklastirilmistir.

2- Hiicre c¢okeltisi 1000 uL. ddH20O ‘da (sicakligi 2 °C olan) ¢oziilmiistiir. Bu islem iki
defa tekrarlanmis ve santrifiij sonunda elde edilen pellet 40 uL. ddH20O’da ¢oziilerek

—trasnformasyon islemine kadar 80 °C’de muhafaza edilmistir.

esp N-terminal bolgesini igeren pET28a vektorii ile 2ull kompetent hiicre karistirilarak,
onceden buz iizerinde sogutulan elektroporasyon kiivetlerine aktarilmis ve 2500 volt
elektrik soku uygulanmistir. Kontrol denemesinde ise hiicrelere insert igermeyen, bos

pET28a vektoriiniin transformasyonu yapilmistir.
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Bu islemden sonra hiicreler tizerine 700 uLL LB broth besiyeri eklenmis ve 1 saat boyunca
37 °C’da 200 rpm ¢alkalama hizinda inkiibasyonun ardindan kanamisin (Kan) (50 pg/mL)
iceren LB agar ortamina yayma ekim yapilmistir. Bu islemdeki amag; pET28a plazmidi
Amp (100 pg/mL) direncine sahip oldugundan, yalnizca vektorii i¢inde bulunduran
hiicrelerin gelismesini saglamaktir. Vektorii igermeyen E. coli DH5a ve S. Typhimurium
LT2 suslar antibiyotikli ortamda gelisemeyecektir.

18h boyunca 37 °C’de inkiibasyonun ardindan antibiyotikli ortamda gelisen koloniler,
steril kiirdan yardimiyla Kan (50 pg/mL) iceren 5 mL LB broth ortamlarina transfer
edilmis ve 37 °C’de 1 gece 200 rpm calkalama hizinda inkiibe edilmistir. Bu
transformantlardan hem -20 °C stok kiiltiirler hazirlanmis, hem de istenilen plazmidi igerip
icermediginin kontrolii igin plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir. Plazmid izolasyonunda
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) kullanilmistir. izole edilen plazmidler %0.7’lik
agaroz jelde 100 V akimda 1h boyunca yiiriitiilmiis ve EtBr boyamasini takiben UV 1s1k

altinda incelenmistir.

4.2.23. pET28a+esp VEKTORUNU ICEREN E. coli BL21 ORNEGINDEN
TOPLAM PROTEIN SAFLASTIRMASI

pET28a+esp vektorii iceren E.coli BL21 susunun bir gecelik aktif kiiltiiriinden, 50 mg/mL
kanamisin igeren 125 mL LB besiyerine %1’lik ekim yapilarak OD600’de 0.4-0.6 ‘ye
gelene kadar 37 °C’da inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon Cézeltisi (250 mL):

%5°1ik Tripton 100 mL
420 mM IPTG 600 pL
250 mg/ mL kanamycin 150 uL
LB 150 mL

Bu siirenin sonunda bakteri kiiltliriine 125 mL inkiibasyon ¢ozeltisi ilave edilip bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak pET28a+esp vektoriinii iceren E.coli BL21 ve
dogal tip E.coli BL21 susu inkiibasyon ¢ozeltisi ilave edilmeden 18 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 18 saat inkiibasyonun sonunda bakteri kiiltiirleri 6000 rpm hizla ve 24 °C’de
15 dk santrifiij edilerek elde edilen pelletler SDS PAGE analizleri i¢in -80 °C‘de

saklanmustir.
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4.2.23.1. SDS PAGE

SDS page i¢in ilk asamasinda SDS page jeli hazirlanmstir.

%10’ luk Alt jel (10 mL):

dH20 3.93mL
%30 akrilamid/bis: 3.33mL
1.5 M Tris (pH: 8.8) 2.53 mL
%10 SDS 100 pL
%10 APS(amunium per sulfat) 100 uL
TEMED 10 pL
%5°lik iist jel (5 mL):

dH20 2.8 mL
%80 akrilamid/bis 0.7 mL
0.5 M Tris (pH: 8.8) 1.25 mL
%10 SDS 50 puL
%10 APS (amunium per sulfat) 50 pL
TEMED 5 uL

Daha sonra pET28a+esp vektorii iceren E. coli BL21 susunun IPTG (Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside) ile indiiklenmis ve kontrol olarak indiiklenmemis ve 1 gr BL21
susun bakteri pelletlerine 150 pL laemmli buffer (Sigma) ilave edilip ve iyice
karistirdiktan sonra 95°C 1s1 blogunda 10 dk inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda ornekler
oda sicakligina geldikten sonra Running buffer’in i¢inde bulunan SDS jelin kuyularina 5,
10 ve 15 pL olarak yiiklenmistir. Marker olarak 7-175 kDa (New England BioLabs)
kullanilmistir (Sekil 4.7).

Running buffer (1 It/ pH: 8.3):

Tris 15 gr
Glisin 72 gr
SDS Sgr
dH20 1000 mL
Fiksatif Soliisyonu:

Isopropanol %20
Glacial Asetik Asit %10
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Stain Soliisyonu:

Coomassie Slve-R250 3gr/L
Metanol %45
Glacial Asetik Asit %10
dH20 %45

Destain Soliisyonu:

Glacial Asetik Asit 50 mL
Metanol 100 mL
dH20 350 mL

KDa
—175

- |—58

—30

~25

Sekil 4.7. Protein marker bant biiyiikliikleri (7-175 kDa)

4.2.24. pET28a+esp VEKTORUNU ICEREN E. coli BL21 ORNEGINDEN HiSPUR
Ni-NTA KiTi KULLANILARAK ESP PROTEINININ SAFLASTIRMASI

PET28a+esp genini iceren E. coli BL21 bakteri pellet 6rnegi, lizis tamponu igerisinde 5
dakika boyunca sonike edilmistir (SONICS Vibra-Cell, Newtown, USA). Sonikasyon
sonrast Ornekler yatay eksende ¢alkalamali kosullarda 30 dakika inkiibasyona birakilmaistir.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda 13.300 rpm hizda 4 °C’de 15 dakika santrifiij
gerceklestirilmistir (Thermo IEC MICROCL 17R). Elde edilen siipernatant kisimla
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kolondan saflastirma asamasina gecilmistir. Protein soliisyonundaki polihistidin—tag
proteinlerin purifikasyonu i¢in nikel yiiklii nitrilotriasetik asit (NTA) selat1 iceren HisPur
Ni-NTA (Thermo, Rockford, USA) spin kolonundan yararlanilmistir. Histidin isaretli
proteinin saflastirilmasi i¢in firmanin Onerdigi protokol takip edilmistir. Protokol
geregince; denge (10mM imidazol iceren PBS; pH 7.4), yikama (25mM imidazol igeren
PBS; pH 7.4) ve eliisyon (250mM imidazol igeren PBS; pH 7.4) tamponlar1 hazirlanmistir.
Calismaya baslamadan 6nce kolon oda sicakliginda bir siire bekletilmis ve altindaki tikag
cikartilditan sonra 50 mL’lik falkona yerlestirilmistir. Icindeki stok tamponu uzaklastirmak
icin, 700 g’de 2 dakika santrifiij basamagi uygulanmistir. Kolonun 2 kati hacminde denge
tamponu kolona eklenmis ve bu tamponunu uzaklastirmak i¢in yine 700 g’de 2 dakika
santrifiij (Hettich Rotina 35 R) gerceklestirilmistir. Protein ekstrakti esit hacimde denge
tamponu ile karigtirilmis ve kolonun tikaci alta takildiktan sonra hazirlanan protein
ekstrakti kolona ytliklenmistir. 30 dakika oda sicakliginda yatay eksende calkalanmistir.
Kolon tikaci tekrar c¢ikartilip, 700 g’de 2 dakika santrifiij edilmis ve siiziilen sivi
toplanmistir. Kolonun iki kati hacmi olan 12 mL yikama tamponu kolona eklendikten
sonra 700 g’de 2 dakika santrifiij edilmis ve fraksiyonlar ayri santrifiij tiiplerinde
toplanmistir. Son asamada ise His-tag proteinleri eliiye etmek i¢in kolona 6mL (kolon
hacimi kadar) eliisyon buffer eklenmis ve 700 g’de 2 dakika santrifiij gerceklestirilmis. Bu
basamak iki kez daha tekrarlanmis ve her basamagin farksiyonlari ayri steril bir tiipte

toplanmustir.

Lizis Tamponu (25 mL)

Tris-HCI (pH: 8.0) 10 mM
KCI 50 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 %1
IGEPAL CA-630 %0.5
Lizozim 1/1000

Protein saflastirilmasinin son asamasinda 6rneklerin imidazolden arindirilmasinda 0.2 M
amonyum bikarbonat (pH: 8.0) tamponu ile dengelenen D-Salt Poliakrilamid Plastik
Desalting Kolonundan (Pierce, Rockford, IL, USA) yararlamilmistir. 100 g’de
santrifiijlenen bu kolondan 3 kez eliisyon 6rnegi toplanmis ve en son olarak da kolondan
1X PBS gecirilerek ornek toplanmistir. Toplanan o6rnekler daha sonra SDS Page ve

Western Blot analizlerinde kullanilmastir.
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4.2.25. SAFLASTIRILAN ESP PROTEINININ WESTERN BLOT ANALIZI

Western Blot analizi i¢in daha dnceki basamakta elde edilen protein fraksiyonlarini igeren
SDS-PAGE jeline uygun biiylikliikte PVDF membran kesilmis ve 1slatilmas1 amaci ile bu
membran 5 dk %100’liik metanolde calkalanmistir. Ardindan membran soguk transfer
tamponuna alinarak 5 dk da bu ortamda oda sicakliginda islatilmasi saglanmistir. Transfer
esnasinda kullanilan kurutma kagidi ve siingerler de yine ayni transfer tamponda

1sitilmuastir.

Transfer tampon (1 litre)

Glisin 144 gr
Tris base 6.04 gr
Metanol 100 mL

Sandwich metoduna uygun olarak jel ve membran Bio-Rad jel kasetine yerlestirilmistir. Bu
amagla; siyah (-) kismima jel ve kirmizi (+) kismina membran olacak sekilde sistem
Kurulmustur. RiJel sistemi kurulurken hava kabarciginin kalmamasina dzen gosterilmistir.
Ardindan, tank buz kalibina yerlestirilmistir. Transfer yiiriitme islemi igin 2 saat siiresince
100 voltta akim uygulanmistir. Membranda markerin goriinmesi transferin basarilt ile

gerceklestigine isaret etmektedir.

Transfer basamaginin ardindan, membran ile antikor arasindaki nonspesifik baglanmalari
en aza indirmek i¢in, membran bloklanmasi yapilmigtir. Bunun i¢in membran bir saat
%35’lik yagsiz siit tozu igceren PBS-Tween 80 igerisinde +4 °C’de inkiibe edilmistir.
Siirenin sonunda membran 3 defa 5’er dk PBS ile yikanmugtir. Primer antikor olarak Anti-
his antikor (1:5000 oraninda 1X PBS ile seyreltilmistir) kullanilmistir. Membrana 10 mL
primer antikor eklendikten sonra bir gece oda sicakliginda, g¢alkalamali kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde membrana her biri 10 dk’lik 3 PBS
yikamas1 yapilmigtir. Sekonder antikor olarak Goat anti-rabbit 19G antikor (1:3000
oraninda 1X PBS ile seyreltilmistir) kullanilmis ve 10 mL sekonder antikor jele
uygulandiktan sonra 2 saat oda sicaklifinda calkalamali kosullarda inkiibe edilmis ve
stirenin sonunda KODAK jel goriintiileme (KODAK-Image station-4000mm/U.S.A) cihazi

kullanarak membran goriintiilemeye alinmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. iZOLATLARIN FARKLI INKUBASYON SURELERINDE URETTIiKLERI
BiYOFIiLM YAPILARI

Orneklerin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda olusturduklari biyofilm yapilarinin
belirlenmesi OD 595nm’de yapilan dlgiimler sonucunda gergeklestirilmistir (Sekil 5.1 ve
Sekil 5.2).

16

M 24 Saat
1.4

Sekil 5.1. E. faecium izolatlarinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda iirettikleri
biyofilm miktarlart
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Sekil 5.2. E. faecalis izolatlarinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda {irettikleri
biyofilm miktarlar
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5.2. IZOLATLARIN MORFOTIPLERININ BELIRLENMESI

TSA besi ortaminda bes giin boyunca 37 °C’de inkiibasyon sonunda olusan biyofilm
yapilar1 stereo mikroskop (Leica EC3) ile goriintiilenmistir (Sekil 5.3). Mikroskobik
inceleme sonucunda izolatlarin tamaminin sahip oldugu biyofilm morfolojilerinin benzer

oldugu goriilmiistiir.

Sekil 5.3. izolatlarin biyofilm morfotipleri

(A) E. faecium 24 izolatina ait biyofilm yapisi, (B) E. faecalis 114 izolatina ait biyofilm
yapist

5.3. ENTEROCOCCUS CiNSi  UYELERININ  JELATINAZ  URETIM
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

18 saat inkiibasyon sonrasinda suslar, kolonilerin etrafinda olusan berrak zonlara
bakilarak negatif proteaz (-), zayif proteaz (+), orta diizeyde proteaz (++) ve giiglii
proteaz (+++) olarak degerlendirilmistir (73) (Sekil 5.4).

49



Sekil 5.4. izolatlarin farkl1 proteaz diizeylerine 6rnekler

(A) Gicli proteaz 6zelligindeki izolatlar (B) Proteaz negatif izolatlar. K: proteaz negatif
oldugu bilinen E. faecalis ATCC 29212 kontrol susunu ifade etmektedir

Yapilan incelemeler sonucunda E. faecium izolatlari i¢erisinde E. faecium 14 kodlu izolat
jelatinaz tretim &zelligi bakimindan negatif bulunurken geri kalan tim E. faecium
izolatlarin zayif diizeyde jelatinaz iireticisi oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.1). E. faecalis
izolatlariin jelatinaz tiretim 6zellikleri incelendiginde, 4 adet izolat; E. faecalis 64, 72, 78,
140, giiglii jelatinaz tiretim 6zelligine sahip bulunurken, 2 izolatin (E. faecalis 79 ve 81)
jelatinaz tiretmedigi gozlenmistir. Geri kalan 9 izolat ise zayif diizeyde jelatinaz fireticisi

olarak degerlendirilmistir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.1. E. faecium izolatlarinin jelatinaz tiretim 6zellikleri

Sus Cinsi
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
E. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
E. faecium

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

Sus Kodu

77
101
106
110
134

Jelatinaz Uretimi*

+ + 4+ + 4+ ++++++ 4+

+++++++++ A+ A+

+

*Negatif proteaz (-), zayif proteaz (+), orta diizeyde proteaz (++), gii¢lii proteaz (+++)
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Cizelge 5.2. E. faecalis izolatlarinin jelatinaz iiretim 6zellikleri

Sus Cinsi Sus Kodu Jelatinaz Uretimi*
E. faecalis ATCC29212 -
E. faecalis 64 +++
E. faecalis 72 +++
E. faecalis 73 +
E. faecalis 74 +
E. faecalis 78 +++
E. faecalis 79 -
E. faecalis 80 +
E. faecalis 81 -
E. faecalis 82 +
E. faecalis 114 +
E. faecalis 117 +
E. faecalis 119 +
E. faecalis 122 +
E. faecalis 139 +
E. faecalis 140 +++

*Negatif proteaz (-), zayif proteaz (+), orta diizeyde proteaz (++), gii¢lii proteaz (+++)

5.4. FARKLI GLUKOZ KONSANTRASYONLARININ E. faecalis VE E. faecium
ORNEKLERININ BiYOFIiLM OLUSTURMA OZELLIKLERI UZERINE ETKISi

Farkli oranlarda (%0.5 , %1, %1.5 ve %2) glukoz igeren TSB ortamlarinin bulundugu 96
kuyulu mikrodiliisyon plaklarina 200’er uL inokiilasyonlar1 gergeklestirilen E. faecalis ve
E. faecium orneklerinin inkiibasyon siiresi bitiminde irettikleri biyofilm miktarlarinin
Ol¢limii icin uygulanan fiksasyon ve boyama basamaklar1 daha once belirtilen sekilde
gergeklestirilmistir. Ardindan, 570 nm dalga boyunda absorbanslar 6lgiilerek farkli glukoz
konsantrasyonlarinin biyofilm {iretimi tizerine etkileri incelenmistir. Belirlenen biyofilm

iretim diizeyleri Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’ te gosterilmektedir.

Incelenen E. faecium 6rneklerinden 14, 36 ve 71 kodlu suslar %0.5 glukoz iceren TSB
ortaminda zayif diizeyde biyofilm iiretirken, ortamdaki glukozun %0.1 diizeyine ¢ikmasi
halinde orta diizeyde biyofilm {iiretmiglerdir. 61 kodlu sus %0.5 glukoz igeren TSB
ortaminda hi¢ biyofilm yapisi iiretmezken, ortamdaki glukoz %0.1 oraninda iken zayif
biyofilm iiretimi gerceklestirmislerdir. Benzer sekilde 60 kodlu sus %0.25 glukoz igeren
TSB ortaminda hi¢ biyofilm yapisi tiretmezken, ortamdaki glukoz konsantrasyonu %0.75’

e yiikseldiginde orta diizeyde biyofilm {iretimi gerceklestirmistir.
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Genel olarak tiim E. faecium izolatlar1 glukoz igeren TSB ortaminda (%0.5 , %1, %1.5 ve
%2) incelendiginde optimum biyofilm iretimi %1 glukoz iceren TSB ortaminda
gerceklestigi gozlemlenmistir. E. faecium 2 ve 134 kodlu suslarin haricindeki tiim E.
faecium suslarinin biyofilm iiretim diizeyleri, ortamin glukoz konsantrasyonu %1.5 ve %2

diizeyine yiikseltildiginde azalmistir.

E. faecium 6rnekleri incelendiginde, 17 sus (%51.5) denenen glukoz konsantrasyonlarinin
higbirinde biyofilm yapis1 iiretmezken, geriye kalan 16 susun 14’ii maksimum biyofilm
iiretim diizeyine %1 glukoz iceren TSB besi ortaminda gelistirildiklerinde ulagsmistir. Diger
2 sus ise (61 ve 134 kodlu 6rnekler) maksimum biyofilm iiretim diizeyine %1.5 oraninda

glukoz igeren ortamda gelistirildiklerinde ulagmislardir.
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Cizelge 5.3. E. faecium izolatlarinin biyofilm iiretiminleri {izerine glukozun etkisi

Farkh Glukoz Konsantrasyonlarinda Uretilen Biyofilm Miktarlar

Susun
Cinsi

. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

faecium

. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

faecium

. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

faecium

. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium
. faecium

Susun
Kodu

1

O© 00 NO Ol Wi

N NOOOWNNNRNNNNRERRERRE R R R
NP P OO BRWNRPO~NOOUGR~AWDNLEREO

101
106
110
134

%0.5 Glukoz
0.197
0.545
0.176
0.183
0.190
0.202
0.212
0.243
0.231
0.195
0.331
2.228
0.212
0.893
2.204
0.331
2.119
0.355
0.302
0.243
0.222
1.916
1.429
1111
0.847
2.639
0.441
0.986
0.278
0.758
1.171
0.684
0.653

%1 Glukoz
0.299
0.639
0.280
0.255
0.253
0.258
0.263
0.285
0.328
0.267
0.458
2.723
0.352
1.394
2.967
0.438
3.209
0.469
0.404
0.304
0.301
2.142
2.248
1.499
1.343
3.146
0.653
1.329
0.465
0.955
1.236
0.755
0.791

%1.5 Glukoz
0.229
0.340
0.262
0.228
0.227
0.233
0.251
0.247
0.266
0.257
0.438
2.665
0.321
1.091
2.753
0.422
2.794
0.435
0.278
0.257
0.255
2.048
1.913
1.419
1.338
2.338
0.749
1.270
0.365
0.628
1.201
0.568
0.845

%?2 Glukoz
0.295
0.522
0.264
0.267
0.235
0.229
0.242
0.240
0.305
0.270
0.381
1.931
0.340
1.069
1.995
0.341
2.440
0.429
0.273
0.282
0.256
2.007
1.919
1.342
0.989
2.895
0.692
1.260
0.440
0.590
1.228
0.560
0.712
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Test edilen 15 adet E. faecalis izolatinin 5 sus (%33) maksimum biyofilm iiretimini %1
oraninda glukoz igeren TSB besi ortaminda gelistirilmesi sonucunda gergeklestirmistir. E.
faecalis izolatlarinin %46.6’s1 (izolatlarin 7°si) %1.5 oraninda glukoz igeren ortamda
maksimum biyofilm iiretim diizeyine ulasmustir. Test edilen E. faecalis izolatlarindan
yalnizca 1 tanesi (80 kodlu izolat) maksimum biyofilm {iretimini gelisme ortamina %?2
oraninda glikoz ilavesi sonucunda gergeklestirmistir. 82 ve 117 kodlu suslar ise higbir
kosulda biyofilm tiretmemistir. E. faecalis ATCC29212 ve E. faecalis OG1RF kontrol
suslarin en yiiksek Dbiyofilm iretimleri %1 glukoz igeren TSB ortamlarinda

gerceklesmistir.

Cizelge 5.4. E. faecalis izolatlarinin biyofilm iiretiminleri iizerine glukozun etkisi

Farkli Glukoz Konsantrasyonlarinda Uretilen Biyofilm Miktarlar

Susun Cinsi Susun Kodu %0.5 Glukoz %1 Glukoz %1.5 Glukoz %2 Glukoz
E. faecalis 64 0.571 0.680 1.001 0.882
E. faecalis 72 0.534 0.610 0.716 0.506
E. faecalis 73 0.513 0.587 0.747 0.560
E. faecalis 74 1.225 1.344 1.923 1.850
E. faecalis 78 0.611 0.769 0.730 0.641
E. faecalis 79 1.498 2.004 1.759 1.548
E. faecalis 80 0.513 0.563 0.520 0.666
E. faecalis 81 0.520 0.660 0.592 0.634
E. faecalis 82 0.284 0.397 0.360 0.312
E. faecalis 114 1.752 1.898 1.621 1.836
E. faecalis 117 0.353 0.468 0.427 0.275
E. faecalis 119 0.586 0.711 1.741 0.722
E. faecalis 122 0.659 0.829 0.826 0.507
E. faecalis 139 0.631 0.714 0.779 0.599
E. faecalis 140 0.619 0.682 1.020 0.592
E. faecalis ATCC29212 0.490 0.967 0.938 0.665
E. faecalis OGI1RF 1.161 1.371 1.195 1.302

Kontrollerin de dahil oldugu toplam 50 adet E. faecalis ve E. faecium 6rneginin 22 tanesi
(suslarin %44°i) %1 glukoz konsantrasyonda, 9 tanesi (suslarin %18’i) %1.5 glukoz
konsantrasyon ve 1 tanesi (suslarin %2’s1) %2 glukoz konsantrasyonda optimum biyofilm
liretimi gostermistir. Ayrica test edilen izolatlar arasinda 18 sus (suslarin %42’°si) denenen

hicbir glukoz konsanrasyonunda biyofilm liretmemistir.
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5.5. ORNEKLERDE esp GENININ ARASTIRILMASI

esp geninin Enterokok izolatlarindan saflagtirilan DNA’da arastirilmasi amaci ile yapilan
denemelerde; yalnizca 2 E. faecium (60 ve 134 kodlu izolatlar) ve 2 E. faecalis (81 ve 119
kodlu izolatlar) izolatinda kullanilan primer giftleri (esp 2-5, esp 11-12 ve esp 46-47) ile
yiiriitiilen PZR ¢alismas1 sonucunda istenilen bdlgelerde bantlar tespit edilmistir. esp 2-5
primer ¢ifti ile gerceklestirilen PZR sonucunda 2222 bg, esp 11-12 primer ¢ifti ile
gerceklestirilen PZR sonucunda 954 bg ve son olarak esp 46-47 primer cifti ile
gergeklestirilen PZR sonucunda 468bg biiylikliiglinde amplikonlar elde edilmistir (Sekil
5.5, .Sekil 5.6., Sekil 5.7. ve Sekil 5.8). Tekrar sayilarmin belirlenmesi amaci ile Toledo-

Arana vd. (2001) tarafindan onerilen formiilden yararlanilmistir.

Bu amagla A tekrar bolgesi sayilarinin hesaplanmasi:

NA= (fapzr-182)/252

C tekrar bolgesi sayilarinin hesaplanmas:

Nc = (fcpzr-384)/246 formiilleri kullanilarak hesaplanmuistir.

Yapilan hesaplamalar sonucunda ¢alisilan 6rneklerde 1 adet A tekrar bolgesi

[NA= (468 - 182)/252= 1.11] ve 7 adet C tekrar bolgesi [nC= (2222 - 384)/246 = 7.47 ]

tespit edilmistir.
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Sekil 5.5. Calismada kullanilan molekiiler markerlar
(1 kb DNA ladder, A; Fermentas, B; Solis Biodyne)

954 be

Sekil 5.6. esp 11-12 primer ¢ifti kullanilarak izolatlarda ¢ogaltilan esp geninin agaroz jel
goruntis.

M; Marker (Solis Biodyne), NK; Negatif Kontrol olarak kullanilan E. faecalis
ATCC29212, N; Negatif (kalip DNA yerine su igeren PZR karigimi ile gergeklestirilen
reaksiyon iiriinii)
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Sekil 5.7. esp 2-5 primer ¢ifti kullanilarak izolatlarda gogaltilan esp geninin agaroz jel
goruntisu

M; Marker (Fermantas), NK; Negatif (kalip DNA yerine su iceren PZR karisimi ile
gerceklestirilen reaksiyon {iriinii)

81 119 134 NK

— 468 bg

Sekil 5.8. esp 46-47 primer ¢ifti kullanilarak izolatlarda ¢ogaltilan esp geninin agaroz
jel goriintiisii

M; Marker (Fermantas), NK; Negatif (kalip DNA yerine su i¢eren PZR karigimi ile
gerceklestirilen reaksiyon {iriinii)
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5.6. CESITLI ANTIBIYOTIKLERIN ENTEROKOKAL BiYOFILMLER UZERINE
ETKIiSININ BELIRLENMESI

Yapilan MIC denemeleri sonucunda saptanan degerler CLSI tarafindan verilen kirilma
noktalar1 ile karsilagtirilarak direncgli (R), orta derecede direngli (I) ya da duyarli (S) olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 5.5 ve Cizelge 5.6). Calisma sonucunda biyofilm iireticisi
oldugu belirlenen Enterokok cinsi liyeleri ile MBIC denemesi gerceklestirilmis ve elde

edilen sonuglar Cizelge 5.7 ve Cizelge 5.8’de sunulmustur.
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Cizelge 5.5. E. faecium ve E. faecalis suslarinda disk difiizyon yontemi ile belirlenen
antibiyotik duyarhlik diizeyleri

ANTIBIiYOTIKLER
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*AMP; Ampisilin, STR; Streptomisin, NAL; Nalidiksik Asit, KAN; Kanamisin, GEN;
Gentamisin, CHL; Kloramfenikol, TET; Tetrasiklin, RIF; Rifampisin, VAN; Vankomisin,
ERT; Eritromisin, CIP; Siprofiloksasin, R; Direngli, S; Duyarli, I; Orta Seviyede Direngli,
K; Kontrol Sus E. faecalis ATCC 29212
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Cizelge 5.5. E. faecium ve E. faecalis suslarinda disk difiizyon yontemi ile belirlenen
antibiyotik duyarlilik diizeyleri (devam)

ANTIBIYOTIKLER

Sus No AMP STR NAL KAN GEN CHL
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—
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79 R
80
81
82
101
106
110
114
117
119
122
134
139
140
K

NV ,!MMAOIONLOLDULDOLO!;Lumm IOwm A
VT O—TVO—0—00T00D
nNnUImULU!mUmuouuOmuOmoOuomumom O030uwm
— D VDITODIDDHDNWIT —T»on|m
—;U;U;U;U;U—U);U;U;U;U;U;U;ljg
m;U;U;U;U;U;U—;U—;U;U;UU);U;
Z

R
R R
R R
R R
R R
R I
R I
R I
R I
R R
R R
R I
R I
R I
R R

VIO N=—=—TD0VION—WULLIOLW

R
|
I

R

R
|

R
|

R

R

R

R

R

R
|

*AMP; Ampisilin, STR; Streptomisin, NAL; Nalidiksik Asit, KAN; Kanamisin, GEN;
Gentamisin, CHL; Kloramfenikol, TET; Tetrasiklin, RIF; Rifampisin, VAN; Vankomisin,
ERT; Eritromisin, CIP; Siprofiloksasin, R; Direngli, S; Duyarli, I; Orta Seviyede Direngli,
K; Kontrol Sus E. faecalis ATCC 29212
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Cizelge 5.6. Enterococcus suslarinda antibiyotik direnclilik diizeyleri (pg/ml) (MIC
denemesi)

ANTIBIiYOTIKLER

Sus AMP STR NAL KAN GEN CHL TET RIF VAN ERT CIP
No

1 S >1024 256 I S S S <8 I 8 R

2 16 >1024 256 I S S S S I >512 S

3 S >1024 256 I S S S >512 I 128 I
4 S I 256 I S S S <8 <8 <8 R

5 S I 256 I S S S <8 I 16 I

6 S >1024 256 I S S S 64 I 64 R

7 S 64 512 I S S S 32 <8 8 R

8 S 256 256 I S S S 64 I 32 I

9 S >1024 256 >2048 S S S >512 I >512 R
10 S 32 256 64 8 S S 8 >b12 I R
11 S 512 256 I S S S 256 I 256 R
12 S I 256 I S S S S I I I
13 S <16 >2048 I S S S S 128 256 S
14 S I 256 I o S S S I I R
15 S S 512 64 S ) S S 256 I S
16 S <16 >2048 I S S S >512 128 128 I
17 S I 256 I S S S S I I R
20 S 64  >2048 I S o S I S 256 S
21 S >1024 256 I S S S 256 S >512 R
22 128 >1024 512 1024 S S S 256 I >512 |
23 S 32 256 128 8 S S 8 S I R
24 S I 256 I S S S S S <8 S
25 S I 256 I S S S S I >512 R
29 S >1024 256 I S S S >512 I 512 S
36 8 64 512 32 S S I 16 256 128 I
60 S 64 2048 32 8 S S 8 S I S
61 S 64 256 I S I S <8 64 I R
64 S 128 2048 32 8 S S 8 S I S
71 >1024 I 256 I S I S 128 I 64 S
72 S 64 256 128 16 S S 4 S I S
73 S I 256 I S S I >512 I >512 S
74 S >1024 256 I S I I >512 I >512 R
77 S >1024 256 I S S S >512 >512 >512 R
78 S 256 1024 512 S S S 256 256 256 R

*AMP; Ampisilin, STR; Streptomisin, NAL; Nalidiksik Asit, KAN; Kanamisin, GEN;
Gentamisin, CHL; Kloramfenikol, TET; Tetrasiklin, RIF; Rifampisin, VAN; Vankomisin,
ERT; Eritromisin, CIP; Siprofiloksasin, R; Direncli, S; Duyarli, I; Orta Seviyede Direncli
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Cizelge 5.6. Enterococcus suslarinda antibiyotik direnclilik diizeyleri (pg/ml) (MIC
denemesi) (devami)

Antibiyotikler

Sus AMP STR NAL KAN GEN CHL TET RIF VAN ERT CIP
No
79 >1024 >1024 256 >2048 S S S >512 512 512 R
80 S 16 512 64 4 S S 16 S | R
81 >1024 >1024 512 1024 512 1024 1024 >512 >512 I |
82 S >1024 128 1024 S S I >512 >512 >512 S
101 S >1024 256 1024 S | 1024 >512 >512 >512 S
106 S 32 256 I S S 256 16 | | R
110 S | 128 I S 512 S >512 256 32 R
114 S R 256 I S S S S | | R
117 S | 256 I S 256 512 | >512 128 |
119 S >1024 512 64 S | >2048 >512 >512 >512 |
122 >1024 >1024 256 1024 S | 256 256 >512 >512 R
134 >1024 | 256 I S S >2048 >512 >512 >512 |
139 S >1024 256 I S 1024 >2048 >512 >512 >512 S
140 S >1024 256 I S | 256 >512 >512 >512 S
K S S R 32 S S 16 S S S S

*AMP; Ampisilin, STR; Streptomisin, NAL; Nalidiksik Asit, KAN; Kanamisin, GEN;
TET; Tetrasiklin,

Gentamisin,

CHL; Kloramfenikol,

RIF; Rifampisin,

VAN,;

Vankomisin, ERT; Eritromisin, CIP; Siprofiloksasin, R; Direngli, S; Duyarli, I; Orta
Seviyede Direngli, K; Kontrol Sus E. faecalis ATCC 29212
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Cizelge 5.7. Gentamisin antibiyotigi icin MBIC sonuglari

Sus kodu MIC degeri MBIC degeri MBIC/MIC
12 S 32768< -
14 S 32768< -
15 S 32768< -
17 S 32768< -
71 S 32768 -
101 S 32768 -
24 S 32768< -
25 S 32768< -
29 S 32768 -
106 S 32768< -
110 S 32768< -
73 S 32768 -
74 S 32768< -
79 S 32768< -
114 S 32768< -
ATCC29212 S 2048 -
* I; Orta Seviyede Direngli, S; Duyarl
Cizelge 5.8. Vankomisin antibiyotigi i¢cin MBIC sonuglari
Sus kodu MIC degeri MBIC degeri MBIC/MIC

12 I 512 -
14 I 2048 -

15 256 32768 128
17 I 1024 -
71 I 8192 -

101 >512 8192 >16
24 S 16384 -
25 I 8192 -
29 I 1024 -
106 I 2048 -

110 256 4096 16
73 I 2048 -
74 I 2048 -

79 256 8192 32
114 I 2048 -
ATCC29212 I 1024 -

* I, Orta Seviyede Direncli, S; Duyarh
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5.7. HUCRE YUZEYI HIDROFOBISITESININ ARASTIRILMASI

E. faecium ve E. faecalis 6rneklerinin hiicre yiizeyi hidrofobisitesinin ylizdesi, asagida
belirtilen formiil kullanilarak organik fazdaki bakteri sayisinin oranlanmas: ile
hesaplanmustir (Sekil 5.9 ve Sekil 5.10).

% Hiicre yiizeyi hidrofobisitesi = [1-(Son ODg4go/Baslangi¢c OD4gp)] X 100

110 =
90 &
80 -
70 +&-
60 i
50
40 -
30
20 +
10 48

%0 Hilcre Yiizeyvi Hidrofobisitesi

Enterococcusfaecium sus Kodlan

Sekil 5.9. Enterococcus faecium suslarinin hiicre yiizey hidrofobisitesi yiizdeleri

[
Q
(=]

%o Hiicre Yiizevi Hidrofobisitesi
wv
o

Enterococcusfaecalis sus Kodlan

Sekil 5.10. Enterococcus faecalis suslarinin hiicre yiizey hidrofobisitesi yiizdeleri
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E. faecium suslar1 arasinda en yiiksek hidrofobisite diizeyi 22 kodlu E. faecium (%99)
izolatinda belirlenirken, en diisiik hidrofobisite diizeyi 15 kodlu E. faecium (%72.3)

izolatinda belirlenmistir.

E. faecalis suslar1 a¢isindan durum degerlendirildiginde ise, 78 kodlu E. faecalis izolat1 en
yiiksek diizeyde hidrofobisiteye sahipken (%98.1), en diisiik hidrofobisite diizeyi 81 kodlu
E. faecalis (%77.7) izolatinda belirlenmistir.

5.8. ESP PROTEINININ N-TERMINAL BOLGESININ COGALTILMASI

esp genini igerdigi tespit edilen 2 E. faecium (60 ve 134 kodlu izolatlar) ve 2 E. faecalis
(81 ve 119 kodlu izolatlar) orneginin esp genlerinin  N-terminal bdlgelerinin
cogaltilmasinda restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri iceren Espl (5°-
ACGAATTCACCATG GGA ACG CCT TGG TAT-3’) ve esp2 (5-
ATGCTAGCTTATAC TGC TAA ATC GGT CGT-3%) primerleri kullanilmistir.
Yiiriitiilen PZR denemesi sonunda elde edilen amplikonlar %2’lik agaroz jelde 1h 100 V
akimda yiiriitiildiikten sonra 366 nm dalga boyundaki UV 1s1k altinda incelenmis ve Sekil
5.11.deki goriintii elde edilmistir. Cogaltilan gen bolgesi istenilen bolgede yer almaktadir.
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1290 bp

Sekil 5.11. izolatlarda ¢ogaltilan esp geninin N terminal bdlgesinin agaroz jel goriintiisii
M; Marker (Fermantas), NK; Negatif (DNA icermeyen PZR mixi ile gergeklestirilen
reaksiyon TUriinii)

5.9. esp GENININ N-TERMINAL BOLGESININ DNA DiZi ANALIZ

Cogaltilan esp N-terminal gen bdlgesinin klonlanmasi basamagi Oncesinde bir Onceki
asamada cogaltilan 1290 bp’lik bolgenin istenilen N-terminal gen bolgesi oldugunun
dogrulanmasi1 i¢in DNA dizi analizi gerceklestirilmistir. Bolim 3.2.9’da anlatilan
basamaklar izlenerek elde edilen niikleik asit  dizisi, veri  tabaninda

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) bulunan DNA dizileri ile kiyaslanmis ve sonugta E.

faecalis esp geni ile %98 benzerlige sahip oldugu saptanmistir (EK 2). DNA dizi analizi ile
istenilen bolgenin ¢ogaltildiginin  belirlenmesinin ardindan klonlama c¢alismalarina

gecilmistir.
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5.10. ESP PROTEINININ N-TERMINAL BOLGESININ pBAD24 VEKTORUNE
KLONLAMASI

DNA dizi analizi sonucunda PZR reaksiyonu ile istenilen gen bdlgesinin ¢ogaltildig
belirlenmis ve klonlama basamagina gec¢ilmistir. Hem pBAD24 vektorii hem de Esp
proteininin N-terminal bdlgesini kodlayan gen ayni restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesilmis, ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmis ve pBAD24 vektoriine klonlanmistir. Bu
islemlerin kontrolii yine restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi ve agaroz jel elektroforezi

basamaklari sirasi ile gergeklestirilerek saglanmistir.

4.5 kb biiytkligindeki pBAD24 vektoriine 1290 bp’lik esp N-terminal gen bdlgesinin
ilavesi ile pBAD24+N-terminal bolge biiyiikligi yaklasik 5750 bp’e ulasmistir. Yalnizca
pBAD24 ligasyon reaksiyonu iriiniintin yliklendigi kuyudaki bant biiyiikliigliniin yaklasik
4.5 kb olusu, ligasyon reaksiyonunun basari ile gergeklestigini dogrulamaktadir. Jel
goriintlisiinde kuyularda birden fazla bantin gozlenmesi, halkasal plazmid DNA’nin farkli

formalarindan (6rnegin; siiperhalkasal DNA hali) ileri gelmektedir (Sekil 5.12).

4542 bp (linear)
5832bp [Sirkiler)
4542 bp [Sirkuler)
1290 BP

Sekil 5.12. Ligasyon sonrasi elde edilen vektorlerin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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Kuyu No Kuyu Icerigi
1 Marker 1kb (Fermentas)
2 pBAD Vektorii
3 pBAD Vektoriin ligasyon kontrolu
4 pBAD24 Vektorii + insert
5 pBAD24 Vektorii + insert
6 pBAD24 Vektorii + insert
7 pBAD24 Vektorii + insert
8 pBAD24 Vektori + insert
9 pBAD24 Vektorii + insert
10 pBAD24 Vektorii + insert
11 pBAD24 Vektorii + insert
12 Negatif kontrol
13 pBAD24 Vektorii tek enzim kesimi
14 esp N-terminal PZR iiriinii Nhel

Kesim sonrasinda sirkiiler formdaki vektoriin lineer hale gelmesi sonucu enzim kesiminin
gerceklestigi anlagilmistir. Kesim reaksiyonundan 5 pL alinarak 1 pL 6x ylikleme boyasi
ile karistirilmis ve 9%0.8’lik agaroz jellerde kosturulmustur. EtBr boyamasi sonucunda UV
151k altinda jeller incelenmistir. Tek restriksiyon enzimi ile kesimi ger¢eklestirilen drnekler
3-7 numarali kuyulara yiiklenmis ve beklenildigi iizere pBAD24 vektoriiniin biiytkligi
olan 4500 bp’lik bolgede tek bant gozlenmistir. 11-13 numarali kuyularda ise esp N-
terminal bolgesinin bilylikliigli olan 1200 bp’lik bolgede bant goriilmesi, bu genin vektdre

klonlanabildiginin gostergesi olmustur (Sekil 5.13.).

4542 bo (Linear)
- 4542 bp (Sirkdler)

1290 bp.

Sekil 5.13. esp geni aktarilmis vektoriin enzim kesimi ile kontrolii
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Kuyu No

Boovouor~wnr

12

13
14

Kuyu Icerigi

Marker 1kb (Fermentas)

pBAD24 Vektori

pBAD24 EcoRI enzim kesimi (Fermentas)

pBAD24 Nhel(BioLabs) enzim kesimi

pBAD24 Nhel(Fermentas) — EcoRI (Fermentas) ikili enzim kesimi
pBAD24 Nhel-HF(BioLabs) — EcoRI (Fermentas) ikili enzim kesimi
pBAD24 Nhel-HF (BioLabs) — EcoRI (Fermentas) ikili enzim kesimi
esp N-terminal PZR iiriinii Nhel enzim kesimi

Marker 1kb (Fermentas)

esp N-terminal PZR iiriinii Nhel (Fermentas) — ECORI (Fermentas) ikili
enzim kesimi

esp N-terminal PZR iiriinii Nhel-HF(BioLabs) — EcoRI (Fermentas) ikili
enzim kesimi

esp N-terminal PZR iiriinii Nhel-HF(BioLabs) — EcoRI (Fermentas) ikili
enzim kesimi

Negatif Kontrol

Marker 1kb (Fermentas)

5.11. esp GENI N-TERMINAL BOLGESINI ICEREN pBAD24 VEKTORUNUN

Escherichia coli DH5 ALPHA VE Salmonella Typhimurium LT2’YA AKTARIMI

RT-PZR denemeleri icin esp geninin dogru sekilde klonlandigi onceki basamaklarda
gosterilen pPBAD24 vektorii Escherichia coli DH5a ve Salmonella Typhimurium LT2’ya
Boliim 4.2.11°de anlatilan basamaklar takip edilerek transforme edilmis ve transformantlar
Amp (100 pg/mL) iceren ortamlarda secilerek plazmid izolasyonu basamagina ge¢ilmistir.
Plazmid izolasyonu sonuglar1 Sekil 5.14’de gosterilmistir. Bos pPBAD24 vektoriiniin 4.5 kb
(12 ve 13 numarali kuyular) oldugu ve esp geninin N-terminal bdlgesinin 1290 bp oldugu
g0z Oniine alindiginda esp N-terminal bdlgesini kodlayan gen pBAD24 vektoriine lige oldu
ise vektor biiyiikliigiinlin yaklasik 5.8 kb olmasi beklenmektedir. Sekil 5.14° de 4-13

numarali kuyulardaki plazmidlerin istenilen geni i¢ine aldig1 goriilmektedir.

70




4542 bp (linear)
5832bp [Sirkiler)
4542 bp (Sirkuler)
1290 BP

Sekil 5.14. Transformantlardan izole edilen plazmidlerin agaroz jel goriintiisii

Kuyu No

Kuyu Icerigi

Marker- 1kb (Fermentas)

Marker- supercoiled (Sigma)

pBAD24 Vektorii

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid

il
SlEIBlo|e~N|o|u|~w|rf-

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (kesim sonrasi lineer
plazmid)

13

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (kesim sonrasi lineer
plazmid)

14

Esp geni

5.12. TRANSFORMASYON REAKSIYONUNUN KONTROLU

Transformasyon isleminin basar1 ile gergeklestigi, agaroz jel goriintiisiine bakilarak

belirlendikten sonra transformantlardan izole edilen plazmidlerde ileri analizler

gerceklestirilmistir. Ik olarak esp N-terminal gen bdlgesini igerdigi diisiiniilen bu vektdr

DNA’lar kalip olarak kullanilarak esp N-terminal gen bolgesine spesifik esp-1 (5°- ATG
GGA ACG CCT TGG TATG-3’) ve esp-2 (5’- TAC TGC TAA ATC GGT CGTG-3’)

primerleri ile daha once belirtilen karisim ve reaksiyon kosullart kullanilarak PZR
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denemesi gergeklestirilmistir (Sekil 5.15). Deneme sonunda agaroz jel goriintiisiinde Nhel
ve EcoRI kesim sonucunda istenilen bolgede (1290 bp) bant elde edilmistir. Bu veri,
incelenen transformantlarin icerdigi pBAD24 vektoriiniin istenilen gen bdlgesini

icerdiginin kanitidir.

4542 bp (Linear)
5832 bo (Sirkiler)
4542 bp (Sirkiler)
1290%
1290 bp

Sekil 5.15. A: Enzim kesimi ile transformasyonun kontrolii, B: PZR denemesi ile
transformasyonun kontrolii.

A B
pBAD24 vektori + esp bolgesi (EcoR1 + Nhel | 1 | Marker 1kb (Fermentas)
kesimi)

2 | pPBAD24 vektorii + esp bolgesi (EcoRi + Nhel | 2 | Negatif Kontrol
kesimi)

3 | pBAD24 vektori + esp bolgesi (EcoR1+ Nhel | 3 | pPBAD24 vektorii + esp bolgesi (PZR {iriinii)

kesimi)

4 | Marker 1kb (Fermentas) 4 | pBAD24 vektorii + esp bolgesi (PZR {iriinii)
5 | pBAD24 Vektorii tekli enzim kesimi (EcoRI) | 5 | pBAD24 vektorii + esp bolgesi (PZR firiinii)
6 | pBAD24 vektori

Bu durumda, bir sonraki adim, restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi ile esp N-terminal
gen Dbolgesinin  vektordeki pozisyonunun istenilen sekilde olup olmadiginin
arastirilmasidir. Bu amagla ikili ve tekli enzim kesimleri gerceklestirilmistir. Bu kesimler
sonrasinda reaksiyon karigimlarindan 5 pL alinarak %0.7 lik agaroz jellere yiiklenmis ve
100V akimda 2h yiiriitiildiikten sonra EtBr ile boyanmis ve UV 1s1k altinda incelenmistir.
Tekli enzim kesimi sonrasinda A 1, 2 ve 3 numarali kuyularda 4542 bp ve 1290 bp
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biiyiikliigiinde elde edilen bantlar ile, esp N-terminal gen bolgesinin pBAD24 plazmidinde

dogru pozisyonda yerlestigi kanitlanmistir.

Bu bulgularin elde edilmesi sonrasinda esp geni N-terminal boélgesinin biyofilm

tiretimindeki roliiniin incelenmesi i¢in q-RT-PZR denemelerine gegilmistir.

5.13. ESP URETIMI TESVIK EDILMIS Salmonella Typhimurium LT2 VE
Escherichia coli DH5 ALPHA ORNEKLERININ BiYOFILM URETIM
DUZEYLERINDEKI DEGiSIMLER

Esp proteininin  N-terminal bolgesini kodlayan dizi pBAD24 vektoriine klonlanip
Salmonella Typhimurium LT2 ve Escherichia coli DHS5a suslarina transforme edilmis ve
ortama arabinoz ilavesi ile gen Oniinde bulunan promotor indiiklenerek Esp iiretiminin
tesviki gerceklestirilmistir. Esp {retiminin artisina bagli olarak biyofilm {iretim
diizeylerindeki degisimleri izlemek amaci ile 96 kuyulu polisitrien plaklarda
gerceklestirilen QRT-PZR denemeleri sonucunda elde edilen veriler Sekil 5.16°da

Ozetlenmistir.
Transformantlar ve Dogal Tip Bakteriler
2
1,8 =
1,6
g 1,4
=47
a 1
0,8
8 06 . o
0,4
0,2 e =
0 lend bod
Q?"b %?9 \ef’Q & %VQ \z"’Q
Q R ) o) Y
p & KV X
‘?‘(’ R A2 X
Q (,,@ o\'\r
N g

Sekil 5.16. Dogal tip ve esp geni igeren Salmonella Typhimurium LT2 ve E.coli DH5a
suslarmin arabinoz ile indiiksiyonunu takiben 24 saat inkiibasyon sonunda {irettikleri
biyofilm diizeylerinin karsilastirilmasi
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5.14. ESP URETIMI TESVIK EDILMIS Salmonella Typhimurium LT2 VE
Escherichia coli DH5 ALFA ORNEKLERINDEN RNA iZOLASYONU

Esp tiretimi tesvik edilen Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli DHS o suslarina ait
hiicre pelletleri -80 °C’den alinarak gen ifade diizeylerindeki degisimlerin incelenmesi
amact ile kullamilmistir. Bu incelemenin ilk basamagmi protein izolasyonu
olusturmaktadir. Daha once bahsedilen sekilde High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak elde edilen RNA 6rnekleri %1°lik agaroz jellere 3uL 6rnek 1 pL
boya (6X loading Dye, Fermentas) ile karistirilarak yiiklenmis ve 80 V akimda 90 dk
kosturulmus ve EtBr boyamasini takiben UV 151k altinda incelenmistir. RNA 6rneklerinin
protein ve DNA kontaminasyonu i¢ermedigi goriildiikten sonra bir sonraki basamaga yani
cDNA sentezine gecilmistir (Sekil 5.17). Ayrica izole edilen RNA’lar nanodropta
spektrofotometrik olarak oOlgiilerek safliklart kontrol edilmis ve miktar tayinleri

gergeklestirilmistir.

Sekil 5.17. RNA bantlarinin agaroz jel goriintiisii

Kuyu No Kuyu Icerigi

Marker 1 kb (Fermentas)
LT2

LT2+pBAD24
LT2+pBAD24-esp
DHb5alpha

DH5alpha +pBAD24
DHb5alpha +pBAD24-esp

~No o, wWwN -
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5.15. ESP URETIMI TESVIK EDILMIiS Salmonella Typhimurium LT2 VE
Escherichia coli DH5 ALPHA ORNEKLERINDEN cDNA SENTEZIi

cDNA sentezinde ”cDNA Synthesis kit” (Roche, Germany) kullanilmigtir. Kit protokolii
takip edilerek yapilan deneme sonucunda sentezlenen cDNA agaroz jel sistemlarinde

kontrol edilmistir (Sekil 5.18).

Sekil 5.18. pPBAD24 vektorii ile esp geni iceren Salmonella Typhimurium LT2 ve E.coli
DH5a suglarinin ve esp geni igermeyen dogal suslarin cDNA’lar1

Kuyu No Kuyu Icerigi

Marker 1 kb (Fermentas)
LT2

LT2+Pbad24
LT2+pBAD24-esp
DHb5alpha

DH5alpha +pBAD24
DH5alpha +pBAD24-esp
Marker 100 bp (Fermentas)

OO OIS WN -

5.16. ESP URETiMI TESVIK EDILMIS Salmonella Typhimurium LT2 VE
Escherichia coli DH5 ALPHA ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN CcDNA
ORNEKLERI iLE GERCEKLESTIRILEN gRT-PZR DENEMESI SONUCLARI

Optimize edilen kosullarda gergeklestirilen qRT-PZR denemelerinin  sonuglarinin
analizinde kullanilacak kantifikasyon stratejisine karar verebilmek i¢in, PZR
reaksiyonlarinin amplifikasyon verimlilikleri belirlenmistir. Bunun i¢in arabinoz ile

indliklenmemis dogal tip LT2 susun cDNA’s1 kalibratdr 6rnek olarak kullanilmis ve bu
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ornegin diliisyon serileri alinarak her primer seti i¢in ayr1 ayri elde edilen Ct (threshold
cycle ) veya Cp (Crossing point) degerlerinin rolatif logl0’daki kopya sayisina karsi
grafigi cizilmistir. Bu grafigin egimi kullanilarak her primer ¢ifti icin iistel amplifikasyon
verimliligi tespit edilmistir [E=10(-1/egim)]. Teorik olarak, %100 verimliligi olan
amplifikasyon reaksiyonu i¢in egim -3.3 olmalidir. Bu ¢alismada kullanilan referans gen
(gapA) icin dizayn edilmis primer ¢ifti kullanilarak yiiriitilen reaksiyonun amplifikasyon
verimliliginin hesaplanmasi i¢in olusturulan amplifikasyon, standart ve erime egrilerinin

sonucunu gostermektedir (Sekil 5.19).

Amplifikasyon Egrileri

14.758-
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Esik Degeri

Floresans Isima (483-533)

Standart Egri

[ — Std. curve

Samples |

Hata: 0.0195
Verimlilik: 0.971
Egim: -3.393

T

4
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)

Erime Egrisi

23378
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Erime Piklen
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Sekil 5.19. gapA geni igin 10 — 10°° diliisyonlarla olusturulan (a) Amplifikasyon egrileri,
(b) standart egrisi, (c) erime egrileri, (d) erime egrisi analizine gore olusan erime pikleri
goriilmektedir. NK: Negatif Kontrol

Farklilasan gen ifadeleri bos pBAD24 vektori aktarilmis S. Typhimurium LT2 susu hem
de esp geni ifadesi arabinoz indiiksiyonu ile aktive edilen LT2 susu igin Ct degerleri olarak
belirlenmistir. Hesaplanan amplifikasyon verimliliinin her primer ¢ifti i¢in 2’ye yakin
olmasindan dolayi, E (verimlilik) degerini tiim hesaplamalar igin 2 kabul eden ve agik hali
asagida verilen yaklasim metodu (2 ") kullamilarak, ifade degerleri normalize edilmistir
(71).

Bos vektorii iceren S. Typhimurium LT2 susu esp spesifik primerler ile gergeklestirilen
gRT-PZR denemeleri sonucunda hi¢ Cp degeri vermemis, esp genini igermemesi nedeni ile
amplifikasyon gergeklesmemistir. Bununla birlikte, esp genini iceren pBAD24 vektorii S.
Typhimurium LT2 susuna transforme edildigi 6rnegin cDNA’s1 ile gerceklestirilen
denemede gen ifadesi oldukga yiiksek diizeyde saglanmistir. Elde edilen verilerin 2 il
formiilii kullanilarak degerlendirilmesi sonucunda, tranforme ettigimiz esp geninin LT2
susunda basart ile yiiksek diizeyde ifade edildigi belirlenmistir (Sekil 5.20). Bos vektorii

iceren LT2 susunda beklendigi lizere hi¢ esp ifadesi gézlenmezken (0), esp genini igeren
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pBAD24 vektoriinii transforme ettigimiz LT2 susunda gen ifade diizeyi 5,8 kat fazla

bulunmustur.
Bos pBAD24 ve esp genini iceren pBAD24 vektorlerini
tasiyan LT2 cDNA'lariile gerceklestirilen QPCR denemesi
sonucu, gen ifade duzeyleri
8
6
4
mESP
2
0
pBAD24 pBAD24+esp

Sekil 5.20. Bos pBAD24 vektorii ve esp genini iceren pBAD24 vektorlerini tagiyan LT2
suglarinin ¢cDNA’lan ile gergeklestirilen qRT-PZR denemesi sonucunda elde edilen esp
ifade diizeyleri

5.17. esp N-TERMINAL BOLGESININ pET28A VEKTORU ARACILIGI iLE
Escherichia coli DH5 ALPHA VE EScherichia coli BL21 SUSLARINA AKTARIMI

Protein izolasyonu basamaklari i¢in N-terminal proteini kodlayan gen bolgesi pET28a
vektoriine klonlanmis ve ligasyon basamagimi takiben reaksiyonlarin bagarist %0.8’lik
agaroz jelde kontrol edilmistir. Bos pET28a vektorii 5.4 kb iken, 1.29 kb’lik geni i¢ine alan
vektoriin  biyiikligiiniin yaklagitk 6.8 kb’a yaklagmasi beklenmektedir. Agaroz jelin
goriintiilenmesi sonucunda 2-5 numarali kuyularda da goriildiigii tizere vektore istenilen

genin aktarimi saglanmistir (Sekil 5.21).
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6659 bp
5369 bp

Sekil 5.21 1. pET28a ve pET28at+esp vektorleri iceren E. coli DH5a susundan plazmid
izolasyonu

Kuyu No Kuyu Icerigi

pET28a Vektori

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Marker- 1kb (Fermentas)

ab~r whN -

Vektoriin biiyiikliigiindeki artisin kesin olarak esp gen bolgesinin aktarilmasi sonucunda
gerceklestiginin kanitlanmasi amaci ile ilave geni tasidigr diisiiniilen bu vektorler kalip
olarak kullanilmak suretiyle esp N-terminal gen bolgesine spesifik esp-1 (5’- ATG GGA
ACG CCT TGG TATG-3’) ve esp-2 (5’- TAC TGC TAA ATC GGT CGTG-3") primerleri
ile daha Once belirtilen karigim ve reaksiyon kosullart kullanilarak PZR denemesi
gerceklestirilmistir (Sekil 5.22).

Reaksiyon sonucunda spesifik primerler ile bekledigimiz biiyiiklilkte bdlgenin
cogaltilmasi, pET28a vektoriine esp N-terminal gen bolgesinin klonlandigini kesin olarak
gostermistir. Bu basamak ile istenilen geni igceren pET28a vektoriiniin E. coli DH5a
susundan stabilizasyonu saglanmistir. Ardindan protein izolasyonu i¢in kullanacagimiz
bakteri Ornegi olan kimyasal kompotent E.coli BL21 suslarma ilgili vektoriin

trasnformasyonu ve aktarimin kontrolii i¢in plazmid izolasyonu basamaklar1 takip
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edilmistir (Sekil 5.23).

1290 bp

Sekil 5.22. E. coli DH5alpha susundan izole edilen pET28a +esp vektoriinden esp geninin
PCR ile ¢ogaltilmasi

Kuyu No Kuyu Icerigi

Marker- 1kb (Fermentas)
PET28a+esp vektoriin PZR kontrolii
PET?28a+esp vektoriin PZR kontroli
PET28a+esp vektoriin PZR kontrolii
Negatif Kontrol

ab~rwbN P
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6659 bp
5369 bp

Sekil 5.23. pET28a ve pET28a +esp vektorlerini igeren E. coli BL21 susundan plazmid
izolasyonu.

Kuyu No | Kuyu Icerigi

Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
Transforme bakterilerinden izole edilen plazmid (pET28a+esp)
PET28a Vektorii

Marker- 1kb (Fermentas)

~No ok, owN -

5.18. pET28A+esp VEKTORUNU ICEREN Escherichia coli BL21 ORNEGINDEN
TOPLAM PROTEIN IZOLASYONU

Boliim 4.2.23’te anlatildigi sekilde hazirlanan toplam protein ekstraktlar1 SDS-PAGE’e
yiikklenmis ve 2 saat 80 voltta yiiriitiilen 6rnekler iist jel uzaklastirdiktan sonra fiksatif
sollisyonda 2 saat fiksasyon gerceklestirilmistir. Siirenin sonunda bir gece oda sicakliginda
ve calkalamali ortamda boyama (stain) soliisyonuda inkiibe edilen jel daha sonra destain
(boya giderme) soliisyonu ile muamele edilerek tutunmayan boya jelden uzaklastirilana
kadar yikama islemi gergeklestirilmistir. Izole edilen toplam proteinlerin

goriintiilenmesinde Versa Coc-BIORAD (USA) cihazi kullanilmistir (Sekil 5.24).
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Sekil 5.24. E. coli BL21 bakteri 6rneklerinin ve pET28a +esp genini iceren E. coli BL21
bakteri 6rneklerinin SDS page goriintiisii

Kuyu Ornek
No
1 Protein marker (New England BioLabs)
2 E. coli BL21dogal susu (5uL)
3 PET?28a +esp genini iceren E. coli BL21 bakteri 6rnegi (5uL)
4 PET28a +esp genini i¢eren E. coli BL21 bakteri 6rnegi-IPTG ile indiiklenmis

(5uL)

E. coli BL21dogal susu (10uL)

pPET28a +esp genini igeren E. coli BL21 bakteri 6rnegi (10uL)

7 PET28a +esp genini i¢eren E. coli BL21 bakteri 6rnegi-IPTG ile indiiklenmis
(10uL)

8 E. coli BL21dogal susu (15uL)

9 PET?28a +esp genini i¢eren E. coli BL21 bakteri 6rnegi (15uL)

10 PET28a +esp genini i¢eren E. coli BL21 bakteri 6rnegi-IPTG ile indiiklenmis
(15uL)

o o1

Jel incelendiginde ¢ok sayida proteinin izole edildigi goriilmiistiir. Bu proteinler igerisinde
ilgilendigimiz Esp proteinini ayirmak amaciyla, bir sonraki asamada Ni-NTA Kiti

kullanilarak histidin ile igaretli proteinin saflagtiritlmasi yapilmistir.

5.19. HiSPUR Ni-NTA KiTi KULLANILARAK ESP PROTEINININ
SAFLASTIRILMASI

Bu agamada Boliim 4.2.24°te anlatilan islemler yapildiktan sonra 6 adet histidin kalintisi ile

isaretli Esp proteininin farkli yikamalar sonucunda elde edilen fraksiyonlar1 yine SDS-
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PAGE’e yiiklenmigtir. 2 saat siiresince 80 Volt akimda kosturmanin ardindan Versa Coc-
BIORAD (USA) cihazi kullanilarak goriintiilenen jelde, bekledigimiz bolgede yani 47
kDa’luk bélgede Esp proteinini elde ettigimiz goriilmiistiir (Sekil 5.25).

Esp proteini (47 kDa)

Sekil 5.25. pET28a+esp genini igeren E. coli BL21 bakteri 6rneginin HisPur Ni-NTA

Kuyu No Ornek

Protein marker (New England BioLabs)

PET28a +esp genini iceren E. coli BL21 bakteri 6rnegi
Yikama Oncesi toplanan 6rnek

Yikamadan toplanan 6rnek

Birinci eliisyondan toplanan 6rnek

Ikinci eliisyondan toplanan &rnek

Ucgiincii eliisyondan toplanan 6rnek

Desalt sonrasi birinci eliisyondan toplanan 6rnek
Desalt sonrasi ikinci Eliisyondan toplanan drnek
10 Desalt sonras1 ligiincii Eliisyondan toplanan 6rnek

O©CoOoO~NO Ol WDN -

(Thermo, Rockford, USA) spin kolonu kullanarak SDS page goriintiisii

Tez onerisi kapsaminda belirtildigi lizere, esSp N-terminal gen bdlgesinin Esp proteinini
kodlamayan susa (Salmonella Typhimurium LT2) aktarimi sonrasinda, biyofilm iiretim
diizeyindeki farklanmalar belirlenmis ve q-RT PZR ile dogrulama g¢aligmalar1 ve ifade

diizeyi belirlenmesi gergeklestirilmistir.
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5.20. ESP PROTEINININ WESTERN BLOT ANALIZi

Western Blot analizinde Bolim 4.2.25’te anlatilan basamaklar izlenmis ve jel primer
antibody olarak Anti-his antikor, sekonder antibody olarak ise Goat anti-rabbit IgG antikor
ile isaretlendikten sonra goriintilenmistir. SDS-PAGE basamaklarindan sonra yukarida
Sekil 5.25’de goriildiigii tizere bekledigimiz 47 kDa’luk bolgede bant gozlenmistir. Fakat
Western Blot basamagindan sonra antibody ile isaretleme basarili bir sekilde

gerceklestirilemedigi i¢in goriintii elde edilememistir (Sekil 5.26).

Sekil 5.26. pET28at+esp genini iceren E. coli BL21 bakteri 6rneginin Western Blot
goruntusu

Kuyu No Ornek

Protein marker (New England BioLabs)

PET28a +esp genini iceren E. coli BL21 bakteri 6rnegi
Yikama Oncesi toplanan 6rnek

Yikamadan toplanan 6rnek

Birinci eliisyondan toplanan 6rnek

Ikinci eliisyondan toplanan 6rnek

Ugiincii eliisyondan toplanan érnek

Desalt sonrasi birinci eliisyondan toplanan 6rnek
Desalt sonrasi ikinci eliisyondan toplanan 6rnek
Desalt sonrasi iigiincii eliisyondan toplanan 6rnek

Boovouor~wNnr

Bu durumun antibodynin baglanacagi 6 adet Histidin kalintisinin kii¢iik olmasi nedeni ile
kolay degrade olmasi ve jelde goriinmemesinden ileri geldigi diistiniilmektedir. Western

Blot analizleri, malzeme listesinde istedigimiz antibodynin artik tiretilmemesi nedeni ile
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gerceklestirilemeyeceginden, B planina gecilmis ve aktarilan gen tarafindan ifade edilen
proteinin Tretildigi qRT-PZR denemeleri sonucunda dogrulanmistir. Ancak, mevcut
imkanlarimiz dogrultusunda, elimizden histidine 6zgii antibody bulundugu i¢in, Western
Blot analizi de tarafimizdan gereklestirilmis ancak istedigimiz gorlntii yukaridi
belirttigimiz nedenlerle elde edilememistir. ESP ifadesi S. Typhimurium LT2 sunucunda
gRT-PZR yontemi ile basarili bir sekilde gosterildiginden, jelde bantli gdrmemis olmak

sonuglarimizi olumsuz yonde etkilememistir.
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6. TARTISMA

Biyofilm iiretim diizeylerinin belirlenmesi denemelerinde incelenen toplamda 48 (15 E.
faecalis ve 33 E. faecium) izolat ve iki kontrol sus (ATCC29212 ve OGIRF) arasindan
dort E. faecalis (73, 74, 79 ve 114 kodlu izolatlar) ve onbir E. faecium (12, 14, 15, 17, 24,
25, 29, 71, 101, 110, 106)’un biyofilm iireticisi oldugu belirlenmistir. Suslarin hepsi 48
saatte optimum biyofilm {iretimi gdsterirken, 72 saat inkiibasiyon ardindan biyofilm
diizeylerinde diisiis meydana gelmistir. E. faecalis ve E. faecium izolatlar: arasinda giiglii
biyofilm tireticisi (OD<2) izolat belirlenmemistir. E. faecalis izolatlar1 arasinda 73 kodu
sus zayif biyofilm (0.5<OD<1) iiretirken kalan ii¢ susun (74, 79 ve 114) hepsinin biyofilm
tiretim diizeyleri orta diizeyde (1<OD<2) belirlenmistir. E. faecium izolatlar1 arasinda ii¢
izolat (71, 101, 106) zayif biyofilm iiretirken, kalan sekiz izolatin (12, 14, 15, 17, 24, 25,
29, 110) orta diizeyde (1<OD<2) biyofilm iiretmistir.

Morfotiplendirme denemesinde stereo mikroskop ile yapilan incelemeler sonucunda
Enterokok izolatlar1 tarafindan iiretilen biyofilmlerin tamaminin aynt morfotipte oldugu
bulunmustur. Enterokoklarda biyofilm morfotipi tanimi ilk kez bu ¢alismada yapilmistir.
Dolayisi ile bu agidan ¢alismamiz 6zgilinliik tasimaktadir. Lakin literatiir ile karsilagtirma

yapma sansimiz bulunmamaktadir.

Biyofilm olusumu kompleks bir siire¢ oldugundan, genetik faktorlerin yaninda cevresel
faktorler de bu siirecte etkilidir (74). Enterokoklarin biyofilm olusturmasinda glukozun
onemli bir faktér oldugu daha once ¢esitli arastirmacilar tarafindan yapilan caligmalar
sonucunda belirlenmigtir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda enterokokal yiizey
proteininin (Esp) biyofilm olusumuna katildigi bilinmektedir (74). Enterokokal yiizey
proteini, esp, glukoz-bagli bir sekilde E. faecalis’in biyofilm olusumunu artirir (45). esp-
pozitif olan iki farkli bakteri 6rnegi; FA2-2 (pESPF) ve OGI1RF (pESPF), bu gen
bakimindan negatif olan kontrolleri ile kiyaslandiklarinda belirgin olarak daha yliksek
oranda ve daha kalin biyofilm yapilar1 olusturmustur. Yine ayni calismada gelisme
ortamina > %0.5 oraninda glukoz ilavesi E. faecalis E99’un biyofilm olusumunu 6nemli
olgiide arttirmistir (75). Calismamizda esp geni iceren E. faecium 61 ve 134, E.faecalis
119 ve 140 kodlu susglar da %1.5 glukozlu igeren TSB besi ortaminda optimum biyofilm

tiretimi  gostermiglerdir. Normal kosullarda biyofilm {ireticisi olmayan 61 kodlu susun
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belirli bir diizeyde glukoz konsantrasyonu artisina bagli giiglii biyofilm {ireticisi haline
gelmesi, esp genin ifadesinin degisen gevresel kosullara bagli olarak degisim gosterdigi ve
biyofilm olusumuna katkida bulundugu diisiiniilebilir. Bu 6ngoriimiiziin dogrulanmasi igin,
ileri ¢alismalarimizda, esp iireticisi suslarin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki gen ifade
diizeylerinde meydana gelen degisimlerim arastirilarak hipotezimizin dogrulanmasi

gerekmektedir.

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, %1 oraninda glukoz iceren
Tryptic soy broth (TSB) besi ortaminda gelisen E. faecalis’in biyofilm olusturma oraninin,
glukoz igermeyen ayni besi ortaminda gelismesine kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (40). Diger bir ¢alismada ise, besi ortamindaki glukoz konsantrasyonunun
%0’ dan %0.2’ ye yiikseltilmesinin E. faecalis’in biyofilm olusturma &zelliginde diigmeye
neden oldugu, glukoz konsantrasyonunun %0.2° den, %0.5’e yiikseltilmesi ile daha yiiksek
oranda biyofilm olustugu saptanmistir (41). Baska bir calismada E. faecalis OGIRF’ nin
biyofilm olusturmasindaki artis, gelisme ortami olan TSB’nin glukoz konsantrasyonunun
%1 ’¢ yiikseltilmesi ile de gergeklesmistir (38). E. faecium klinik 6rnekler {izerinde yapilan
bir diger ¢alismada da glukoz konsantrasyonu %0.25’ten %]1°e yiikseltildiginde, suslarin
biyofilm tiretim miktarlarinda artis gozlemlenmistir. Ancak, glukoz konsantrasyonu
%1.25’¢ yiikseltildiginde, suslarin biyofilm fiiretim miktarlarinda azalmanin meydana
geldigi belirlenmistir. Ayni ¢alismada, suslarin optimum biyofilm tretimlerinin %1 glukoz
iceren ortamda 48h inkiibasyon sonucunda gerceklestigi rapor edilmistir (76). Bizim
calismamizda a kontrol sus olarak kullandigimiz E. faecalis ATCC29212 ve E. faecalis
OGI1RF suslarmin optimum biyofilm {retimleri %1 glukozlu TSB ortaminda
gerceklesmistir. Ayrica Toplam 48 E. faecalis ve E. faecium izolatinin, 19’u tanesi
(suslarin %39.5’1) %1 glukoz konsantrasyonda, 9 tanesi (suslarin %18.7’si) %1.5 glukoz
konsantrasyon ve 1 tanesi (suslarin %2’si) %2 glukoz konsantrasyonda optimum biyofilm

liretimi gostermistir.

Diger literatiir sonuglart gibi peynir izolatlar1 olan izolatlarimiz da glukoz
konsantrasyonunun artigina bagli olarak biyofilm iiretiminde de artig gorildigi tespit
edilmistir. Kontrol suslara kiyasla izolatlarimiz sadece %1 glukoz konsantrasyonunda degil
%1.5 ve %2 glukoz konsantrasyonunda da biyofilm iiretimi gdstermislerdir. izolatlarin

optimum biyofilm tiretimleri degisik glukoz konsanrasyonlarinda degisiklik gosterdigi igin,
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her sugun biyofilm {iretimi i¢in ayr1 bir optimum glukoz konsantrasyonu g¢alismalarimiz

sirasinda belirlenmistir.

fsr lokusu fsrA, fsrB, fsrC olmak tizere {li¢ gen icermektedir ve E. faecalis cinsinde jelatinaz
ve serin proteaz sistem ifadesi igin pozitif regiilatér olarak gorev yapmanin yaninda
quorum-sensing sinyal transdiiksiyonu olarak da gorev yapmaktadir (38,52,56,58).
Jelatinaz aktivitesinin (GelE) enterokokal biyofilm iiretimi ile dogrudan iliski oldugu
distiniilmektedir (41,52,56,77). GelE geninin {irlinii olan jelatinaz enziminin, bakterinin alt
popiilasyonlarinin  pargalanmasinda ve biyofilm matriksinin kritik bileseni olan
ekstraseliiler DNA’ nin katalizasyonunda, dolayisiyla salgilanmasinin aktivasyonunda
gorev aldigi rapor edilmistir (46). Shockman ve Cheney (1969) tarafindan yapilan
gozlemler sonucunda GelE’nin hedef hiicrelerinde bir otolizin oldugu O6ne siiriilmiistiir
(78,79). Pek ¢ok arastirmaci tarafindan jelatinazin gelE ve fsr lokusunun in vitro
caligmalarda biyofilm {tiretimi iizerinde belirgin bir etkisi oldugu belirlenmekle birlikte
(41,52,56), Mohamed ve Murray (2005) gelE pozitif olan klinik veya fekal kaynakli
izolatlar ile yaptiklar1 galismalar sonucunda GelE* ve GelE  izolatlarm in vitro biyofilm
tiretimleri arasinda bir fark olmadigini belirlemistir. esp geninde oldugu gibi, ne gelE
geninin ne de fsr lokusunun biyofilm tiretimi i¢in zorunlu olmadig belirlenmistir. Bununla
birlikte, esp*/GelE" izolatlar, esp icermeyen/GelE™ 6rneklere kiyasla belirgin diizeyde fazla
biyofilm {iretimi gerceklestirmistir. GelE™ &rneklerin GelE™ 6rneklerle karsilastirldiginda
daha yiiksek diizeyde biyofilm iiretimi ise, arastirmacilar tarafindan OGIRF gibi dogal
suglarda jelatinazin biyofilm iiretimine katildig1 seklinde yorumlanmistir  (80). Yapilan iki
farkli arastirmada da enterokok izolatlarinin biyofilm ve jelatinaz liretimleri arasindaki

iliski arastirilmis, ancak bir baglant1 kurulamamistir (53,62).

Bizim ¢alismamizda jelatinaz iiretim denemesi sonucuna gore E. faecalis izolatlar
icerisinde dort (64, 72, 78, 140 kodlu izolatlar) izolatin gii¢lii proteaz (+++), ve ii¢ izolatin
(ATCC 29212, 79, 81 kodlu suslar) negatif proteaz (-) ve kalan dokuz izolatin ise zayif
proteaz (+) 6zelliginde oldugu saptanmistir. E. faecium izolatlarinda ise bir sus (14 kodlu
izolat) proteaz negatif bulunurken, diger 32 izolatin tamaminin zayif proteaz (+) oldugu
belirlenmistir. Incelenen E. faecium izolatlar1 arasinda, E. faecalis izolatlarinmn aksine,

giiclii proteaz Ozelligine rastlanmamistir. Elde edilen sonuglara gore jelatinaz iiretimi ve
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biyofilm olusumu arasinda orantili bir iligkiye rastlanmamistir. Yine benzer sekilde, bu

bulgularimiz da literatiir ile benzerlik gostermektedir.

esp 11-12 primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR denemesinde 4 susun (60, 81, 119
ve 134 kodlu suslarda) esp genini i¢erdigi belirlenmistir. A tekrar bolge sayis1 1-3 arasinda
ve C tekrar bolge sayist 4-10 arasinda degiskenlik gostermektedir (81). esp 2-5 primerleri
kullanarak gerceklestirilen PZR denemesinde 4 susun (60, 81, 119 ve 134 kodlu suslarda)
7 adet C tekrar bolgesi (C1, C2, C3, C4, C5, C6 ve C7) icerdigi belirlenmistir. Ayrica esp
46-46 ile yapilan PZR denemesinde bir A tekrar bolgesi igerdigi belirlenmistir (65,81). Bu
bulgulart esp geni varligi ve biyofilm olusturma yetenegi arasinda iliski bakimindan
degerlendirdigimizde anlamli bir iliski bulunamamistir ancak glukoz konsantrasyonu
arttik¢a esp pozitif olan suglarin biyofilm olusumunda 6nemli miktarda artis goriinmiistiir.
Ornegin E. faecalis 140 kodlu izolat %0.5’lik glukozlu TSB besiyerinde biyofilm {iretim
diizeyi ODsgs nm’de 0.62 iken, glukoz konsantrasyonunun %1.5’e yiikseltilmesi sonucunda

biyofilm tiretim diizeyi 1.02’e yiikseldigi belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada gelisme ortamina > %0.5 oraninda glukoz ilavesi E. faecalis E99’un
biyofilm olusumunu 6nemli 6lgiide arttirmistir (74). Bizim galismamiz sonucunda da esp
geni varligi belirlenmis Orneklerin %1 ve %1.5°lik glukoz iceren TSB besi ortaminda
biyofilm {iretimlerinde Onemli bir artis goriilmistir. Bu sonuglara gore biyofilm
olusturmak i¢in genetik faktorlerin yaninda en az bir bagka faktoriin daha olmasi gerekliligi
biyofilm iiretiminin birden fazla mekanizma tarafindan kontrol edildigi goriisii 6nem
kazanmistir. E. faecalis’ in Esp-bagimsiz biyofilm olusumu muhtemelen, gelE (41,52),
BopD (12), fsr lokusu (52), bee lokus (75) ve yiizey hetrojenligi (82) gibi ¢ok sayida ek
faktore baglidir (83).

Di Rosa vd. (2006) baz1 esp negatif suslar tarafindan olusturulan biyofilm yapisinin, esp
pozitif suslara kiyasla daha kalin oldugu tespit edilmistir. Ayrica incelenen Ornekler
arasinda biyofilm {ireticisi esp pozitif suslar yalnizca Kilinik kaynakli izolatlar arasinda
belirlenmistir (62). Genetigi tanimlanan yiiksek biyofilm tireticisi E. faecalis OG1RF,
sadece esp’nin yoklugunda degil, esp’ yi kodlayan bolgelere zarar veren tim patojenite
adalarin yoklugunda da biofilm {iretmis olmasi oldukg¢a carpict bir bulgudur (41).

Enterokok kilinik izolatlar1 {izerinde yapilan ¢alismada, 74 esp pozitif izolatlarin tamami
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biyofilm tiretirken, test edilen 89 esp negatif sustan 77’ sinin biyofilm olusturdugu rapor
edilmistir (56).

Mohamed vd. (2004)’nin inceledigi enterokok suslarmnin %69’ u giiclii, %46’ s1 orta ve
%30’ u zayif diizeyde biyofilm dretirken, esp pozitif 12 susun higbiri biyofilm
tiretmemistir. Arastirmacilar esp’nin biyofilm iiretimi i¢in gerekli olmadigim1 ama esp
pozitif E. faecalis suslarda yiiksek seviyede biyofilm fiiretimlerinde esp genin Gnem
tasidigini ifade etmislerdir (56). Farkli arastirmacilar ise biyofilm iiretiminde esp geninin
zorunlu olmadigini, ayrica E. faecalis ve E. faecium’ un biyofilm iiretimi i¢in yalnizca esp

geninin bulunmasinin yeterli olmadigini vurgulamistir (84).

Mikroorganizmalarin hidrofobik ve polar olmayan yiizeylere, hidrofilik yiizeylere gore
daha kolay tutunma o6zelligine sahip olduklar1 daha 6nce yapilan gesitli arastirmalar
sonucunda belirlenmistir (11,85). Toledo Arana vd. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada
Enterokok izolatlarinin hiicre yiizey hidrofobisitesi ve biyofilm iiretim 6zelligi arasinda
anlamli bir baglanti belirlenmemistir (81). Lakin, hidrofobisite diizeyi ile biyofilm
olusturma karakteristikleri arasinda tutarsiz bir iliskinin oldugu cesitli arastirmacilar
tarafindan raporlanmistir. Benzer sekilde c¢alismamiz sonucunda izolatlarin biyofilm

olusturma diizeyleri ve hidrofobisite yetenegi arasinda anlamli bir iliskiye rastlanmamistir.

Enterokok suslarinda plazmid ve transpozonlar yoluyla kazanilmis antimikrobiyal direng
son yillarda dikkat g¢ekici diizeye ulagsmistir. Antimikrobiyal direng profili icerisinde en
onemli olanlar1 yiiksek diizey aminoglikozid direnci ve yiiksek diizey penisilin direncidir.
Giiniimiizde enterokoklarmm onemli bir kismi yatay gen transferi ile eritromisin,
klindamisin ve tetrasiklinlere diren¢ kazanmis durumdadir. Enterokoklarda glikopeptid
antibiyotiklere direng ilk kez 1989 yilinda Uttley vd. (86) tarafindan bildirilmis ve daha

sonra tiim diinyada hizla yayilmigtir.

Vankomisin direnci ¢oklu ila¢ direnci gdsteren Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinda
onemli bir sorundur. ilk Enterokok susunun 1986°da izole edilmesi ile hastane enfeksiyonu
etkenleri arasinda Enterokoklarin 6nemi anlagilmaya baglanmistir (87). Vankomisin
direngli Enterokok (VRE) suslar1 6zellikle son yirmi yilda, diinyanin pek cok farkli
yerindeki hastanelerden izole edilmekte, sayilar1 hizla artig gostermektedir (88). Tiirkiyede

ilk kez yilinda izole edilen VRE’lerin sayisi her gegen giin artmaktadir (89).
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Tez kapsaminda, peynir kaynakli Enterococcus faecalis (15 adet) ve Enterococcus faecium
(33 adet) suslarin antibiyotik direng profillerini belirlemek amaci ile gerceklestirilen MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) denemeleri sonucunda Enterokok enfeksiyon
tedavilerinde kullanilan kanamisin antibiyotigine kars1 48 izolatin tamami direncli
bulunurken, izolatlarin %83.3” i vankomisin antibiyotigine direngli bulunmustur. Ayrica
48 izolatin %6.25° inin de enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli rol oynayan

Gentamisin antibiyotigine direng gosterdigi tespit edilmistir.

Bilindigi lizere, biyofilm yapis1 igerisinde bulunan bakteriler, ¢evresel faktorlere ve
antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik formlarina kiyasla ¢ok daha direngli hale
germektedir. Planktonik formlarin antibiyotik diren¢ profillerini belirledikten sonra,
biyofilm formundaki bakterilerin antibiyotiklere karsi direng diizeylerini belirlemek
amaciyla gerceklestirdigimiz MBIC (Minimum Biofilm Inhibition Concentration)
sonuclarina gore izolatlar biyofilm olusturduklarinda Vankomisin antibiyotigine direngleri
16000 mg/L  kadar yiikselmistir. Orta diizeyde biyofilm {ireticisi olan 24 kodlu
Enterococcus faecium susu planktonik formdayken Vankomisine duyarli oldugu halde
biyofilm iiretiminden sonra bu antibiyotige direngli hale gelmistir ve MBIC degeri 16384
mg/L olarak belirlenmistir. Benzer sekilde biyofilm iireticisi olan izolatlarin tamami
planktonik formdayken Gentamisine karst duyarli olmalarina kargin biyofilm olusturduktan
sonra Gentamisine yiiksek diizeyde (32000 mg/L) direngli hale geg¢mislerdir. Enterokokal
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bu iki antibiyotige karsi peynir
kaynakli izolatlarimizin direng sahibi olusu, bu direncin de biyofilm {iretimi sonrasinda
beklendigi gibi olduke¢a yiiksek diizeylere cikisi gida giivenligi ve insan sagligi acisindan
risk tagimaktadir. Bilindigi lizere antibiyotik direnci gibi faktorler ¢ogunlukla plazmidler
tizerinde kodlanmakta ve yatay gen transferi yolu ile farkli bakteriler arasinda
tasinmaktadir. Biyofilm yapisinda bulunan bakteriler, EPS yapisi igerisinde sikica
paketlendiklerinden, fiziksel olarak planktonik formlarina kiyasla yatay gen trasnferi ve
konjugasyon ile plazmid aktarimi agisindan daha avantajli halde bulunmaktadirlar.
Ozellikle calistigimiz izolatlarm Tiirkiye kaynakli olusu, bizim agimizdan durumu daha
kritik hale getirmektedir. Peynirlerin iiretim agamalar1 ve olgunlastirma stireleri diisiiniiliir
ise, iiretim sartlarinda bakterilerin biyofilm {iretimi i¢in olumlu kosullarin ortaya ¢ikmasi

olasidir. Yiksek diizeyde ve birden fazla antibiyotige karsi direng tasiyan Enterokok
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orneklerini barindiran peynirlerin tiiketilmesine bagli olarak olusabilecek enfeksiyonlarin

tedavisi zorlu olacaktir.

Esp proteininin idrar yolu enfeksiyonu sirasinda E. faecalis’in kolonizasyonu ve
stirekliliginde rol aldig1 belirlenmistir (65,90). E. faecium’da ise esp geni homologu bir gen
tanimlanmistir (91). Biyofilm yapisinin olusumunda esp geninin rolii konusunda cesitli
arastiricilar tarafindan birbiri ile ¢elisen sonuglar elde edilmistir. Toledo-Arana ve
arkadaglar1 (81) esp-pozitif E. faecalis izolatlariin %93.5’inin abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusturdugunu ve esp-negatif E. faecalis izolatlarinin ise biyofilm olusturmadigini
belirlemistir (81). Bu ¢alismada arastirmacilar ayrica iki E. faecalis susunda insersiyonel
inaktivasyon yolu ile esp mutasyonu sonucu biyofilm tiretiminin diistiigiinii ancak ii¢iinci
mutant i¢in bir degisimin ger¢eklesmedigini belirlemistir. Arastirma sonunda Esp
proteininin biyofilm olusumunu tesvik ettigi fakat E. faecalis’in biyofilm olusturmasinda
bagka etkenlerin de katkida bulundugu sonucuna varilmistir (81). Bu arastirmaya paralel
olarak yiiriitiilen bir bagka ¢alismada ayni arastiricilar ¢ergeve kaymasi mutasyonu ile Esp
spesifik bolgelerinden yoksun mutant ile Esp bakimindan dogal tip susu karsilastirmistir.
Aragtirmacilar Esp’nin N-terminal bolgesinden yoksun mutantlarin dogal tipe kiyasla daha
disiik miktarda biyofilm olusturdugunu belirlemis ve E. faecalis’in biyofilm
olusturmasinda Esp N-terminal boélgesinin etkili oldugu sonucuna varmistir (45). Esp
pozitif E. faecium &rneklerinde yapilan bir c¢alismada, Esp proteinin hiicre yilizeyinde
degisik diizeylerde ifade oldugu ve buna bagli olarak ilk tutunma ve biyofilm olusumunda

onemli diizeyde degisimler oldugunu belirlemistir (83).

Yiriitillen farkli ¢aligmalarla, E. faecalis’te biyofilm olusumu i¢in Esp-bagimsiz bir
mekanizmanin varligi kanitlanmistir (41,62). Dolayzst ile, bazi ¢aligmalar Esp’nin biyofilm
tiretimi {lizerindeki olumlu etkisini desteklerken, bazi calismalar sonucunda ise, Esp
tiretiminin biyofilm {iretimi iizerinde higbir olumlu rolii tanimlanmamistir (81,92) .
Oldukga tartismali olan bu durumun tarafimizdan arastirilmasi amaci ile, izolatlar esp geni
bakimindan incelenmis ve genin ifade edilmesi ile biyofilm iiretim diizeyleri arasindaki
iligki arastirilmigtir. Ayrica ileri arastirmalarla, esp geninin N-terminal bolgesinin Gram
negatif suslara klonmasi sureti ile biyofilm olusturma diizeylerindeki degisimler
incelenmistir. Calismamiz sonucunda, E. faecalis izolatlarin %20’ si orta diizeyde biyofilm

uretecisi 1ken geri kalan izolatlarin biyofilm iiretim Ozelligine sahip olmadigi
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belirlenmistir. Biyofilm iireticisi E. faecalis izolatlariin hicbirinin esp genini igermedigi
tespit edilmistir. Esp geni bakimindan pozitif bulunan iki E. faecalis izolat1 (81 ve 119
kodlu izolatlar) ise biyofilm iiretim 0&zelliginde degildir. Elde ettigimiz bu bulgu,
literatiirde de tartismali olan esp geni ile biyofilm {iretimi arasinda dogru orantili bir
iliskinin bulunmadigi tartismalarini destekler niteliktedir. E. faecium izolatlarinin %36’s1
(%12’s1 zayif ve %24’ i orta diizeyde) biyofilm iireticisi iken yine bu izolatlar arasinda da
esp geni bakimindan pozitif olan 6rnege ratlanmamistir. E. faecium izolatlar arasinda, esp
geni bakimindan pozitif olan iki sus (60 ve 134 kodlu izolatlar) da biyofilm iireticisi
degildir. Birbiri ile tutarlilik sergileyen bu bulgularimiz, literatiirdeki tartigmalara 6nemli

katki saglayacak niteliktedir.

Streptoccocus aureus da var olan bap geni, fonksiyon olarak Enterokoklarin yiizey proteini
olarak bilinen esp ile benzerlik gostermektedir (65). Ayrica bu bap geni Gram negatif
(Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enterica serovar Typhi) ve Gram pozitif
(Enteroccocus faecalis) bakterilerin biyofilm iiretiminin ilk tutunmasinda gdrev yapan
ylizey proteinleri ile benzerlik gostermektedir (65). Cucarella vd. (2001) arastirmalarinda;
bap geni mutasyona ugratilmis suslarin biyofilm iiretim diizeyleri ile dogal tip suslarin
biyofilm tiretim diizeylerini karsilastirarak, dogal tip suslarin ilk tutunma yeteneklerinin
daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Bap proteinin dogal suslarda hiicre-hiicre

etkilesimleri de etkiledigi rapor edilmistir (93).

esp-pozitif ve polistiren yiizeye yiiksek diizeyde tutunma 6zelligi olan E. faecium suslari
tizerinde yapilan arastirmada, Western blot, flow sitometrik analizler ve elektron
mikroskopisi analizleri analizler sonucunda, Esp proteinin hiicre ylizeylerinde ifade oldugu
ve hiicre ylizeyinde yer aldigi ve Esp ifadesinin farkli tiirlerde yiiksek oranda farklilik
gosterdigi  belirlenmistir. Incelenen oOrneklerin Esp ifade diizeyleri farkli cevresel
kosullarda qRT-PZR ile 6lgiilmiis ve gelisim sicakligi ve oksijenin varligi/yokluguna bagl
olarak Esp’nin ifade diizeyinin degistigi gézlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda E. faecium
hiicre yiizeyinde Esp’nin ifadesinin ii¢ faktorden etkilendigi sonucuna varilmistir: 1) suslara
bagli olarak ifade diizeyi degismektedir, ii) gelisme ortamindaki ¢evresel faktorlere bagl
olarak ifade degismektedir ve iii) baslangi¢c tutunmasina ve biyofilm olusturmaya bagh
olarak ifade diizeyi degismektedir. Ozetle séz konusu ¢alismada, E. faecium’ un degisen

cevresel kosullart algiladigi ve buna yanit verdigi sonucuna varilmistir. Bu durum
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enfeksiyonun ilk asamalart olan, bakterinin oksijen bakimindan zengin ve oda
sicakligindaki bir ¢evreden anaerobik bir ortama ve viicud sicakligina gecisi sirasinda
Oonem tasiyan bir Ozellik olarak nitelendirilmistir (83). Farkli arastirmacilar tarafindan
Esp’nin biyofilm olusumundaki roliiniin siirekli olarak farkli bulunmasi, degiskenlik
gosteren bu faktorlerin ¢oklugundan Esp’nin ifade diizeyinin kolayca etkilenmesi ile

agiklanabilir.

Tendolkar ve arkadaslar1 (2005) tarafindan E. faecium tiizerinde yapilan ¢alismada N-
terminal bolgede c¢erceve kayma mutasyonu ile olusturduklart mutasyon sonucunda,
biyofilm olusumunda azalma meydana geldigi ve bu boélgenin ilk tutunmada 6nemli rol
oynadigini ve dolayisi ile biyofilm olusumunda N-terminal bdlgenin ¢ok 6nemli bir rolii

oldugu gosterilmistir (45).

Caligmamiz; esp genin ilk defa Gram negatif bir bakteriye aktarilmasi ve ifadesinin
sonucunda biyofilm iizerinde etkisinin arastirilmasi agisindan 6zgiindiir. Biyofilm iireticisi
olmayan S. Typhimurium LT2 esp genin ifadesi sonucunda orta diizeyde biyofilm {iretimi
gerceklesmistir.  Enterokoklarin yiizey proteini (esp) bir Gram pozitif bakteri proteini
olmasma ragmen qRT-PZR sonuglarinda da goriindiigii gibi, Gram negatif bir bakteride
ifade olmasi ve biyofilm iiretiminde etkili olmas1 bu proteinin yatay gen transferi yolu ile
dogal siireglerde Gram negatif bakterilere gegmesi halinde biyofilm iiretiminde onemli
katkilara neden olacagi ve dolayisi ile enfeksiyonlarin yayilmasi ve kaliciligina destek
olabilecegini akla getirmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi Esp proteini; Salmonella
yiizey proteini ile benzerlik gosterilmesi ayrica aktarildigi S. Typhimurium LT2’susunda
biyofilm tiretim diizeyinde meydana gelen artis bu proteinin tek basina dahi yalniz Gram
(+) bkterileride degil, ayn1 zamanda Gram (-) bakterilerde de biyofilm iiretiminde etkin bir

role sahip oldugu ¢alismamiz sonucunda literatiirde ilk defa belirlenmistir.
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6.1. SONUC

Bu ¢alisma kapsaminda Tiirkiye kokenli peynir izolatlardan izole edilen Enterokok suslar1
incelenmistir. Enterokoklarin ¢esitli enfeksiyonlara sebebiyet verdigi bilinmekle birlikte,
biyofilm yapisi olusturmalarina bagli olarak antibiyotik diren¢ diizeyleri artmakta ve
tedavileri ve eradikasyonlar1 olduk¢a zorlasmaktadir. Peynir izolatlar1 ile yiirittiiglimiiz
calismamiz sonucunda da, peynir kaynakli izolatlarin hem biyofilm {iretime yeteneginde
olduklari, hem de planktonik formda dahi coklu antibiyotik direng ozelligi gosteren
orneklerimizin biyofilm {retimleri sonucunda antibiyotiklere kars1 ¢ok yiiksek diizeyde

dirence ulastiklar1 belirlenmistir. Halk saglig1 agisindan bu durum 6nemli bir sorundur.

Enterokokal biyofilm yapilarindaki rolii tartisma konusu olan ve degisik ¢aligmalarin
sonuglarinda biyofilm iiretimindeki rolii tam olarak kanitlanamayan Esp proteini, bu
calisgma kapsaminda incelenen peynir izolatlarinin 4 tanesinde tanimlanmis ve
kopyalanarak uygun vektorler araciligi ile biyofilm {ireticisi olmayan Gram negatif
Salmonella bakterisine transforme edilmistir. Olduk¢a patojen oldugu bilinen ve 6zellikle
gida kaynakli enfeksiyonlarda her yil ¢ok sayida oliime neden olan Salmonella
bakterisinin, Esp proteinini kodlayan geni almasi ve proteini ifade etmesi sonucunda
onemli diizeyde biyofilm tirettigi goriilmiistiir. Bu durum, dogal ortamlarda karsilasma ve
biyofilm yapisinda birlikte bulunma olasiligi bulunan iki cinsin dogal siireclerde gen
aktarimi yolu ile esp genini birbirine transfer etmesi halinde, olusabilecek risklerin ne
kadar ciddi oldugunu gostermektedir. Yine antibiyotik diren¢ genlerinin de ayni kosullar
altinda, biyofilm yapis1 igerisinde, farkli cinsler arasinda aktarilmasi miimkiindiir.
Calismamiz kapsaminda Esp proteininin biyofilm olusumundaki roliiniin tiire ve ¢evresel
faktorlere bagl olarak degisim gosterdigi kanitlanmis ve gida gilivenligine tilkemizde daha

dikkat edilmesi gerektigi bir kez daha 6nem kazanmustir.
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8. EKLER

Ek 1. esp primer ¢iftlerinin baglanma bdlgeleri

>gi|3873186|gb|AF034779.1| Enterococcus faecalis surface protein

precursor, gene, complete cds

TATTTACAAGAATTCCTATTTTGTATTATTTATAATAAAAATGTAATTTTAAATTTAAATAAGGAAGGGAGCAAATTTAGT
TTGTTTGGAAAAAACAATAAGCATATGATTTTAAAAAAAGGGAGAAAAAGAGTATTAAAGTATAGCATAAAAAAATTAAGT
GTGGGTGTTGCATCAGTATTAGTTGGTGTAGGCCTTGTTTTTGGGGCAACTGGAATAGTTAATGCACAAATGGGTGAAGGA
AGATTAGCAAATTATTCTGCTTCAGGAAATACGTTTCAAGAAAATCCGGGATATACGAAGAATTATAATTTCTCGGATTTA
CAATTCAACCCTAAAGCAATAACTGGTGATGTGTTACAGGGAAATACAATTGATTTTGAGGTTTATGGGAAACATAATATT
GCAGCTTCAACTGCAAACTGGGAAATTCGTCTTCAATTAGATGAACGATTGGCCCAGTATGTTGAAAAAATTCAAGTTGAT
CCGAAGAAGGGCGTAGGARATAGTAGACGAACTTTTGTAAGAATTAATGATTCGCTTGGCAGACCTACARAACATTTGGARG
GTTAATTACATTCGAGCAAATGATGGACTATTTGCTGGGGCAGAAACAACTGATACACAAACTGCTCCTAACGGTGTGATT
ACATTTGAAAAAAATTTAGATGAAATTTTTAAAGAAATTGGTGCAGATAATCTTAAAAGCGACCGTTTAATGTATCGTATC
TATTTGGTAAGTCATCAAGATGACGATAAAATTGTACCTGGAATAGAAAGCACTGGTTACTTTTTGACAGATCAAGATGAT
TTCTATAATAAGTTAGATGTATCCGAAAATAATTCTGATCAATTTAAGCATGGATCGGTAAATACTAAATATGAAGAAGCT
AATATCCAAACAAAAGACGGTTCTGGGTCTACTGGTGCTAATGGAGCTATAATTTTAGATCATAAGTTAACGAAAGARAAG
AATTTTTCTTATTCAACTTCTGCAAAG_CTAACTACAAAATCGATGAACGTTTAGTACCATATGTA
TCTGGAATACAAATGCATATGGTTCAGGCTGATAAAGTGGCATATAATGTTGCTTTTGAATCAGGAAAAAAAGTGGCTGAT
TTAGCAATTGAGCGACGTGAAGGTCATGAGAATTATGGTATGGGT TCAATCACTGACAATGATTTAACTAAACTTATTGAT
TTTGCTAATGCTAGTCCACGACCTATCGTTGTTAGATATGTTTTACAACTGACTAAACCTTTAGATGAAATCTTAGAAGAA
ATGAAAGCAGCGGATAAAATCGAAGAAAATGCGCCATTTGGTGAAGATTTCATCTTTGATTC TTGGTTGTCGGATACGAAT
AAAAAATTAATCCAGAACACTTATGGAACAGGTTATTATTATTTGCAAGATATTGATGGTGATGGAAACCCTGACGATAAA
GAAGAGAGCGGAGACACGAATCCATATATCGGGAAACCTGAATTAGAAGAAGTATATGATGTTGACACAACAGTTAAGGGG
AAAGTATTCATCCACGAGTTAGCGGGAACAGGTCACAAAGCGCAACTTGTTGATAAAGAAGGTACTGTATTAGCAGAAAAA
ACTATCGCTCCAAATGAAAAAGATGGGGCTCCAATTTCAGATACTGTAGAATTTGAATTTACGGGTGTAGATTCAAGTAAA
CTAATCGCGAAAGATGAATTAAAAATCCAAATCGTTTCTCCAGGTTTTGATAAACCAGAAGAAGGTTCAACCGTTATTAAG
GAATCACCAAAAGCGGTTGATAAACAAACCGTGGTAGTTGGATTTAAACCAGATGCTAAAGAATCAATTCGGAATAATARA
AACTTACCTGAAGATGCAGAGTATTCATGGAAAACAGAGCCTGATACTTCTAACGTTACTGATAGTACGAAAGGTATTGTA
ACTGTTAAGATAGGAAATCGAACTTTCGACGTGGATGTAGAGTTTGCTGTAAAAGCTTCTCAAGCTATGGAAAATGATGCA
ACATACGTACCTATAACAACAACCCCAGAAACGACAATTCAAAGTGGTAAACCTACATTTGATAAACCAGATGTTCCTCTA
GCTAACGATGCCTTTTCAGTTTTAGATGTTTATAATAAGGACTTCGGCAATGCAAGTGTTGACGCARATACTGGTATTGTT
ACATTCACTCCAGCTAAAGGTGTAGGAGAATCGGAGCCGATTACTGGAACAATTCCTATTARAATTGT
CTGTAAGTAAAAATATTTATGAAAATCCAGGAGAAAACATTCCTGCAGGCTAC
CACAAAGTAACCTTCACCGCAGGAGAAGGAACAAGTATTGAAAGTGGAACAACAGTCTTTGCAGTGAAAGACGGCGTAAGC
TTACCAGAAGATAAACTTCCGGTGTTGAAAGCAAAAGATGGTTATACAGATGCGAAATGGCCAGAAGAAGCAACGCAACCA
ATTAAAGCAGATGATACAGAATTTGTATCAAGTGCAACAAAATTGGATGATATCATTGAAAACCCAGGGGATAACATTCCT
GCAGGCTACCACAAAGTAACCTTCACCGCAGGAGAAGGAACAAGTATTGAAAGTGGAACAACAGTCTTTGCAGTGAAAGAC
GGCGTAAGCTTACCAGAAGATAAACTTCCGGTGTTGARAGCAAAAGATGGTTATACAGATGCGAAATGGCCAGAAGAAGCA
ACGCAACCAATTAAAGCAGATGATACAGAATTTGTATCAAGTGCAACAAAATTGGATGATATCATTGAAAACCCAGGGGAT
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AACATTCCTGCAGGCTACCACAAAGTAACCTTCACCGCAGGAGAAGGAACAAGTATTGAAAGTGGAACAACAGTCTTTGCA
GTGAAAGACGGCGTAAGCTTACCAGAAGATAAACTTCCGGTGTTGAAAGCAAAAGATGGT TATACAGATGCGARATGGCCA
GGAGAAGCAACGCAACCAATTAAAGCAGATGATACAGAATTTGTATCAAGTGCAACAAAATTGGATGATAAATCTGATGCT
GACAAATATACTCCTGAAGGTCAAAAAGTGACTACAGAATTGAATAAAGAACCTGACGCATCTGAGGGAATTAAAAATALG
AAAGATTT_AAAGAAAAAGTAGATATTAGTACAGCTGGAAATAAAAAAGGTACGGTT
GTAGTGACATATTCAGATGGATCATCTGATGAAGT TGAAGTAGATGTCACAGTAACAGACAATCGCTCTGACGCTGATARA
TATGAGCCAACAGTAGAAGGTGAAAAAGTAGAAATCGGTGGTAAAGTAGATTTAACAGATAACGTTACTAACTTACCAACG
TTACCACAAGGAACAACAGTAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCAGGTAATTACGAAGGTGTC
ATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGTTCCAGTAGAAGTAACAGACAATCGCTCTGACGCTGAT
AAATATGAGCCAACAGTAGAAGGTGAAAAAGTAGAAATCGGTGGTAAAGTAGATTTAACAGATAACGTTACTAACTTACCA
ACGTTACCACAAGGAACAACAGTAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCAGGTAATTACGAAGGT
GTCATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGTTCCAGTAGAAGTAACAGACAATCGCTCTGACGCT
GATAAATATGAGCCAACAGTAGAAGGTGAAAAAGTAGAARATCGGTGGTAAAGTAGATTTAACAGATAACGTTACTAACTTA
CCAACGTTACCACAAGGAACAACAGTAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCAGGTAATTACGAA
GGTGTCATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGTTCCAGTAGAAGTAACAGACAATCGCTCTGAT
GCTGATAAATATACACCAATGGTAGAAGGTGAAAAAGTAGAAATCGGTGGTAAAGTAGATTTAACAGATAACGTTACTAAC
TTACCAACGTTACCACAAGGAACAACAGTAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCAGGTAATTAC
GAAGGTGTCATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGTTCCAGTAGAAGTAACAGACAATCGCTCT
GACGCTGATAAATATGAGCCAACAGTAGAGGGTGAAAAAGTAGAAATTGGTGGTAAAGTAGATTTAACAGATAACGTTACT
AACTTACCAACGTTACCACAAGGAACAACAGTAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCAGGTAAT
TACGAAGGTGTCATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGTTCCAGTAGAAGTAACAGACAATCGC
TCTGACGCTGATAAATATGAGCCAACAGTAGAAGGTGAAAAAGTAGAAATCGGTGGTAAAGTGGATTTAACAGATAACGTT
ACTAACTTACCAACGTTACCACAAGGAACAACAATAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCAGGT
AATTACGAAGGTGTCATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGT TCCAGTAGAAGTAACAGACAAT
CGCTCTGACGCTGATAAATATGAGCCAACAGTAGAAGGTGAAAAAGTAGAAATCGGTGGTARAAGTGGATTTAACAGATAAC
GTTACTAACTTACCAACGTTACCACAAGGAACAACAATAACAGATGTTACTCCTGGTGGTACAATCGATACTAATACACCA
GGTAATTACGAAGGTGTCATTGAAGTAACGTATCCAGATGGTACAAAAGATACAGTAAAAGT TCCAGTAGAAGTAACAGAC
AATCGCTCTGACGCTGATAAATATACACCTAAAGGTCAAAAAGTAACTACTGAATTAAATAAAGAACCAGAAGCATCTGAT
GGAATTAAAAATAAATCGGATCTACCAAAAGGAACTATGTATTTTTGGAAAGAAAAAGTAGATGTGGGTATACCTGGAAAT
AAAAAAGCTACTGTTGTAGTAATATATCCAGATGGATCTAAAGAAGAGGTAGAGGTTGTTATTTCTGTAGTAGATAAAAAA
GCGCCGAATAAACCTCAAGTTGATCCTATTACAGATGGTGACAAAATTGTTACTGGTAAAACTGAACCAAATGCAGATGTA
ACAGTAACGTTACCTGATGGAAGTCAATACCATGGCACAGCTGATAAGAGTGGTTACTTTAAAGTTAACGTTCCTAAATTA
GAGGCAGGGACAAAAGTAAAAGTAACTTCAACTGATGAATCTGGCAATACTAGTGAACCTACTGATGTAGTTGTTTCGTCA
AATGAATTAAACGGTGGAAAAGGTAATGGAACAGACAGTAAGACTAACAACAATCAAGATAAAAAACAATTCTTGAAAACT
TATCCTAAAACAGGAGAGGTTGATAGTAATATTTATACTATTGCTGGTGGTTTAATAT TGTTAGGAACTTTAGGGTTATTA
GGGTATGAAAAATGGAAAAAAGAGGATGAATAGAAGTTTAAATTATTAAATATTCTCTGAARAAGAGGAAGAAGTCTCTTCC

TCTTTTTGTTTTATTGTTGTTTATTTAAATAATATTGTGG

*espl1-12 esp46-47 esp2-5 CSpREE
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Ek 2. esp genin N-terminal bolgesinin dizi analizi

=iDescriptions
Lagend fer hriks 43 ceher resaurces. [ UniGans (3 220 (3 Gons B Strceers B Mas Vieww Bl Pustnem Sicaasay

1 Enterccoccus fpecols 62 chramosome, complets genome ald (25

Seguenies prodocing sapeficant alignments:

S Allanments_
[ | selnct Al Gt selected sequences Distance trae of tesults

‘n Enterococaouns fascaalis 62 chryomomsome, complece gesnome

Features in Lh;a part or SUDJELL n:quunuc'
3 5 P

Lnter: _murface protein,
Scorxe = ﬂl? hltﬂ (440), Expeotr = 0.0
Idencitiens = SR/AG5 (90%), Gapm = T/465 (2%)

beand—Vlus/vxus

Score = 813 bits (440), Expect = 0.0
Identities = 458/465 (98%), Gaps = T/465 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CRRRTGCRATGATGGGITCAGGCTGATGRRAGTGGCATGATGRATGTIGTTICGITIGRATGS a0

N N N N N RN
Sbjct 896337 CARRTGCAT-AT-GGTITCRGGCTGAT-ARAGTGGCAT-AT-RAATGT-TTCGTITTGAAT-C 896383

Query &1 LGGa22a22aGTGGCTGATTTAGCGATTGAGCGACGTGRAGGTCATGAGRATTATGGTAT 120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 8963930 GRARRRRAGTGGCTGRTTTRGCGATTGAGCGRCGTGRAGGTCATGAGRATTATGGTAT 596449

Query 121 GGGTTCRARTCACTGRACARTGRATTTARCTARACTTATTGATTTTGCTRAATGCTAGTCCACG 180

PEETE R e e e e e e e errnnntl
Sbjct 8926450 GGGETTCAATCACTGACAATGATTTARACTRAARACTTATTIGATITIGCTRAATGCTAGICCACE 896505

Query 181 ACCTATCGITGTIAGATATGTIITTACRACTGRACTRARACCTTITAGRATGRRRTCTTAGRAGE 240
FEEEEErr e e e e e e rrnnntl
Sbjct 8265310 ACCTATCGITGITAGATATGITTITACRACTGRACTARRCCTITAGRATGRARTCTTAGRAGRE 836565

Query 241 RATGARRGCAGCGEGATARRATCGAAGARAATGCGCCATITGCGTGRAGATTITCATCTTITGA 300
e ssesro AU s
Query 301 ITCITIGGTIIGICGGATACGRATARRRARTTARTCCAGRATACTTATGGARCAGGTTATTE 360
e sseese HHLULUAIU UL LA s
Query 361 ITTATTIGCAAGATATTGATGCGTGATGCARACCCTGACGATARAGALGAGRGCGEAGRCAC 420

PEETEEer e e e e e e e el
Sbijct 896690 TTATTIGCRAAGATATIGATGGIGRATGGARACCCTGACGATARAGRAGAGAGCGGAGACAC B96749

Query 421 GAATCCATATATCGGGARARCCTGRATTAGAAGALGTATATGATGT 465

PEEEEEnr e e e el
Sbijct 896750 GAATCCATATATCGGGAARCCTGRATTAGAAGARGTATATGATGT 696794
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