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Salmonella enterica serovar Typhimurium marT MUTANTLARININ BIYOFILM
OLUSTURMA OZELLIKLERI ACISINDAN DOGAL TiP S. Typhimurium 14028 ILE
KARSILASTIRILMASI

OZET

MarT regiilatér proteininin in-vitro kiiltiir kosullarinda S. Typhimurium'da biyofilm
dretimi lizerine etkisinin arastirildigi calismada; MarT protein iretiminin en yliksek
diizeyde tesvik edildigi ardisik iki arabinoz konsantrasyonunda (% 0.02 ve % 0.01)
biyofilm {iretiminin, dogal susa oranla istatistiki acidan anlamli bir sekilde diistiigi
saptandi. Ger¢ek zamanli PZR denemeleri sonucu, marT geninin S. Typhimurium'da; marT,
slsA, misL, rmbA, fidL ve wzzB genlerinin pozitif; fliA, fliC, dps, fimA, cheA ve cheM
genlerinin ise negatif regiilatorii oldugu belirlendi. marT regiilasyonu yoniinden arastirilan
genler bakimindan mutant suslarin in-vitro kosullarda biyofilm iiretme kapasiteleri dogal
sus ile kiyaslandiginda, istatistiki agidan anlamli diismeler gésteren mutantlar; fliA (% 59),
fliC (% 40), fimA (% 46), fidL (% 25) ve misL (% 25) olarak belirlendi. Bu ¢alismada
kullanilan tiim suslarm biyofilm yapilar1 agar plaklarda rdar morfotipte saptanmis
olmasmma ragmen, steromikroskop altinda yapilan incelemelerde mutant suslarin
olusturduklar1 rdar morfotipteki biyofilmlerin, hem birbirinden ve hem de dogal sustan
farkli fenotipik ozellikler gosterdigi belirlendi. Pelikiil olusumlar1 degerlendirildiginde;
incelenen genlerden fimA, sIsA, fliA, dps, cheA ve wzzB genlerinin S. Typhimurium'da
pelikiil olusumu tizerinde dogrudan etkili oldugu saptandi. Son olarak; marT ifadesi
indiiklenen mutantin cam, ¢elik ve polistiren {izerinde biyofilm olusturma Ozellikleri

incelendi ve tliim ylizeylerde biyofilm liretme yeteneginin diistiigii belirlendi.

2013, Sayfa Sayis1 (2013, 119 sayfa)
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THE COMPARISION OF Salmonella enterica serovar Typhimurium marT
MUTANTS AND WILD TYPE S. Typhimurium 14028 ACCORDING TO THEIR
BIOFILM PRODUCTION ABILITIES

ABSTRACT

This study investigating the effect of MarT regulator protein on the production of S.
Typhimurium biofilm in in-vitro culture conditions, at the two consecutive concentration
of arabinose (% 0.02 ve % 0.01) in which the production of MarT protein is promoting in
the highest level, the biofilm formation showed a statistically significant decrease
compared with the wild type strain. According to results of real time PCR experiments,
gene of marT was identified as the positive regulator of the marT, slIsA, misL, rmbA, fidL
and wzzB genes; as the negative regulator of the fliA, fliC, dps, fimA, cheA and cheM genes.
When compared the biofilm formation capacity to the wild type in in-vitro conditions, the
mutants, contain a mutation in the genes investigated in terms of marT regulation, showed
statistically significant reductions were identified as fliA (% 59), fliC (% 40), fimA (% 46),
fidL (% 25) and misL (% 25) mutants. Although the biofilm structures of all strains used in
this study were detected as rdar morfotype in agar plates, inspections carried out under
steromicroscope showed that the biofilms in rdar morphotype formed by mutant strains
have different phenotypic features from each other and as well as from wild type strain.
Among the genes examined; fimA, sIsA, fliA, dps, cheA and wzzB genes were found to have
a direct effect on the pellicle formation of S. Typhimurium. Finally; the biofilm formation
features of the mutant strain, in which marT expression is induced, on glass, stainless steel
and polystyrene were also examined and determined that the ability to produce biofilm

decreased on all surfaces.
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Key Words: Salmonella enterica serovar Typhimurium, marT, biofilm

iv



TESEKKUR

Tez caligmalarim siiresince biiylik destegini gordiigiim ve arkadashigmi her zaman
hissettisgim danmismanim Yrd. Dog. Dr. Nefise AKCELIK’e, bu tez calismasina
baslamamda, tezimin planlanmasinda ve olusturulmasinda degerli katkilar1t ve
yonlendirmeleri i¢in, doktora egitimim boyunca beni her zaman yiireklendiren degerli

hocam Prof. Dr. Mustafa AKCELIK ’e,

Ayrica, doktora tez izleme komitemde ve tez jlirimde yer alan, tezin basariyla
tamamlanabilmesi i¢in goriis ve diisiinceleri ile bana yol gosteren degerli hocalarim Prof.

Dr. Aykut AYTAC ve Prof. Dr. Siimer ARAS’a;

Tezimin istatistiksel analizlerinde bana bikmadan usanmadan degerli zamanindan ayirarak
yardime1 olan ve bilgi birikimini yapmis oldugu yorumlara katarak tezime biiyiik katki

saglayan Yrd. Dog. Dr. Bala GUR DEDEOGLU’na;

Calismalarim siiresince benden yardimlarini esirgemeyen basta ¢alismamin istatiksel
analizlerinde yardimci olan Aras. Gor. Basar KARACA ve tiim Prokaryot Genetigi

Laboratuarindaki arkadaslarima;

Tez ¢alismalarim stiresince enerjisiyle, yardimlar1 ve kritikleri ile bana destek olan, sadece
calisma arkadasim olarak degil hayatim boyunca yanimda olacagma inandigim ve bunu

goniilden isedigim, kidemlim Dr. Evrim GUNES ALTUNTAS’a;

Tanimaktan biiylik mutluluk duydugum, caligmalarimin her asamasinda, her sikistigimda

zaman ayiran grup arkadaslarim Nima BADALI ve Maryam DIANIye;

Laboratuvar ortamin1 keyifli kilan, eglenceli calisma ortami yaratan ve benimle ayn1 yolda

yuriiyen merkez laboratuvardaki tiim arkadaslarima;

Laboratuvarda ¢alistigim siire boyunca her tiirlii destegi ve yardimi alabildigim tiim degerli

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvar1 hocalarima ve ¢aligma arkadaslarima;



Bu siiregte beni en ¢ok anlayanlardan biri olan, ayni siirecleri ayni stresle beraber

yasadigim, sabah kahvaltilarimiz1 6zleyecegim degerli insan Bur¢gak KOCUKLU ’ya;

Beraber calismaktan keyif aldigim, ayni sikintilar1 yasayip kader ortakligi yaptigim,
beraber ¢ok giiliip az agladigim, bundan sonra da varliklariyla hep yanimda olmalarini
diledigim ¢ok degerli arkadaslarim Didem MOLLA, Ozge OZGENC ve Cevahir
ALTINKAYNAK a;

Isik olmayan karanlik bir yolda yiiriirken, bana umut veren, karanligimi aydinlatan, o
yolun sonundaki 15181 géren ve bana o 15181 hep gdsteren, karanlik da olsa her yolun bir
sonu oldugunu sodyleyen, benimle birlikte sebat eden can dostum Ayse Cigdem
EKINCI’ye;

Doktora tez ¢alismalarimin son iki senesinde hayatima giren, her seye ragmen bu siireci
tamamlamak i¢in gdsterdigim inadi anlamakta zorluk ¢ekse de kdstek olmayarak destegini
hissettiren, hayatimin en zor déneminde en tatl hatiralar1 birlikte biriktirdigim sevgilim,

esim Haktan ILCE’ye,

Varligiyla i¢imi 1sitan, bir doénem ev arkadasim olan, yakisiklim kardesim Volkan

YENER’e;

Son olarak; tiim huysuzluklarima ve belirsizliklerime katlanarak biiylik bir sabirla
ogrencilik hayatimi noktalayacagim giinii bekleyen, egitim ugruna yaptiZim her seyi
sorgulamaksizin maddi ve manevi destekleyerek benim yanimda olan, en biiyiik sanslarim
ve canlarim olarak gordigim biricik annem Serpil YENER ve canim babam Altay

YENER e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Vi



ICINDEKILER

ETIK BEY AN ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt es et et et et et ee et et et e se st et et et esn s s e teteseen s eeee i
(O] N Y AN ] RSP TRR PSRRI ii
OZET otttk b bR E bbbttt iii
F N S 112 X 3 LTSS RU PRSPPI iv
B 5E0) 013 0] OO v
10100052124 15 o) VU vii
51 Q1 019153 230 0) 17211\ OO ix
LS5 0] 51 012) 0 0) 721 1 \) SO Xi
SIMGELER DIZINI .....cooiiiiiiiiieieeeees ettt s ettt en ettt en s e xii
L GIRIS oottt 14
20 GEREKCE VE AMAGC. ... oo e et s eee e e e e s s s eee e e e e s s s s e eee e e e s anesens 16
3 KURAMSAL TEMELLER .....oiiiiiieie ettt sttt 18
3.1 Salmonella Cinsinin Genel OZeIIKIEIi ...........cccvovivevereeerireeeeeeeeeeee et es e en e 18
3.2. SaIMONEHa ENTEKSTYONU .....ccviiiiiiiiiecie bbb 19
3.3. Salmonella’nin Bagirsak Epiteline Tutunmasinda Etkili Molekiiler Elemanlar-.......................... 21
3.3.1 ATEZINIET .. 21
3.3.2. DIGET YAPILAT ...ttt 22
3.4. Salmonella Patojenite AdAlari...........cccevveiieiiiiiiee e 23
3.4.1. Salmonella patojenite adasi-3 (SPA-3).......ccoiiiiiiiiiiieie e 24
3.5. MisL Proteini ve misL Geninin Pozitif Regiilatorii marT nin Genel Karakteristikleri ................ 24
3.6. Biyofilm OIuSUM ASAMALATT .......veiiiiiiiiieiiieeiie et 27
3.6.1. Primer tutunma (Geri dOnligtimlii tUEUNINA) ......vvvveeiviiees e cee e e e e e e 27
3.6.2. Sekonder tutunma (Geri dOnlismSHZ tUtUNINA) .....vvveeiieiieee e e 28
3.6.3. Mikrokoloni olusumu ve olgunlasma...........cocveviiieiiieiieiiiie e 28
3.6.4. DIAGIIMA ...t 29
3.7. Biyofilm Matriksinin KOMPOZISYONU.......cciiueiiiiieeiieeiie e iiec s see e se e sve e ste et e e srae e snaeesee e nnee e 29
3.8. Salmonella Biyofilmlerinde Rol Alan Regiilatorler ve Sinyal Tletimi ..............ccccevrvvvevereiinnnan. 31
3.8.1. L2 | PP SROTPR 31
3.8.2. BarA/SirA Ve CSI SISTEIMI .....cuviiiiieiec i s 32
3.8.3. Flagellar r@@UIAtOTIET ........ccouveiiiieiiie et 33
3.9. Biyofilmi Olusturan Kolonilerin Morfotip KaraKterleri .............cocevieriiiiiiiiciiicniceee e 33
3.10. S. Typhimurium’da Regiilasyon Karakteristikleri ve Biyofilm Uretimi ile ligkileri Arastirilan
GBINIBE et 35
4 MATERYAL VE YONTEM ......coiiiiiiiiiieieieee ettt ettt ettt 36
4.1. (5] Y- | TS 36
4.1.1. Bakteri suslart ve plazmidler ..........ccooviiiiiiiiiiii s 36
4.1.2. Besiyerleri Ve GOZEIIET .........oiiiiiiiiiiiiie e 37
4.2. D 0117 1 TP U PP PR PR PRROPRPRRORN 40
4.2.1. S. Typhimurium 14028 susunda arabinoz varliginda MarT iiretiminin tesviki .................. 40
4.2.2. Polistiren {izerinde biyofilm olusumunun belirlenMmesi ..., 40
4.2.2.1. Inkiibasyon sicakligi ve pH’nin biyofilm {iretimi {izerine etkisinin belirlenmesi .......... 41
4.2.2.2. marT geninin biyofilm iretimi {izerine etkisinin belirlenmesi .............ccccvceevieirieennn 41
4.2.3. Kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR) .........cccoovvvivviiiiinnnns 42
4.23.1. RINA TZOIASYONU ...ttt sttt et et e sbeesbeenree 42
4.2.3.2. CDNA SBNIEZI ... 43
4.2.3.3. PIIMET QIZAYINT ....vviiiiiiiiiii et 44
4.2.3.4.  Genlerin ifade diizeylerinin kantitatif ger¢ek zamanli PZR(qRT-PZR) ile belirlenmesi 46
4.2.3.41 Erime egrisi analiZi .......cccocovviiiiiiiiiiiii 47



4.2.3.4.2 Amplifikasyon verimliliginin belirlenmesi............c.cocvvviiiiiiniicniicn e, 49

4.2.3.4.3  NOIMAIZASYON .....veiiiiiieiie ettt sb e nre e b 50
4.2.3.4.4 Normalize edilen verilerinin istatistiksel analizi..............c.ccocooviiiiiiiiis 51
4.24. Gen mutasyonlarinin oluSturulmast..........ccooivvviiriiiiiiii e 51
4.24.1. Homoloji bolgelerini igeren fonksiyonel kanamisin kasetinin eldesi...........c.ccocovevveenns 52
4.2.4.2. Dogal tip S. Typhimurium 14028 susuna pRed/ET ifade plazmidinin transformasyonu 42
4.24.3. Kanamisin gen kaseti insersiyonu ile gen spesifik mutasyonlarin olugturulmast .......... 43
4.2.4.4. Transformantlarda kanamisin kasetinin varliginin PZR ile dogrulanmast .................... 44
4.2.45. AQaroz jel eleKtrofOrezi .........ccvoiiiiiiiiii e 45
4.2.5. Kongo kirmizisi igeren LB agar besiyerlerinde Salmonella suslarinim biyofilm
MOrTOtiplerinin DEIIFIENMEST .......ooiii e 46
4.2.6. S1v1 besiyerlerinde pelikiil OlUSUMU .........ccooviiiiiiiiiiciiec s 47
4.2.7. Kalkoflor baglanma uygulamast ..........cccocviiririiiiiiiiiicriee e 48
4.2.8. Dogal ve marT ifadesi tesvik edilen mutant suslarmn farkli ylizeylerde biyofilm tiretme
potansiyellerinin Karsilagtirmast..........c.ooiviiiiiiiiiiii s 48
4.2.9. [statistiksel ANANZIET..............civivirieirireicie ettt 50
5 ARASTIRMA BULGULARI .....ooiiiiitiitee bbbt 51
5.1. S. Typhimurium’da marT Geninin Biyofilm Uretimi Uzerine EtKisi..............cccoorvrireeierirenennn. 51
5.2. S. Typhimurium’da marT Geninin Regiilasyon Karakteristiklerinin Belirlenmesi...................... 56
5.3. marT geni Regiilasyonu Bakimindan Arastirilan Genlerin Biyofilm Uretimindeki Rolleri......... 68
54. Arastirmada Kullanilan Genlerin Biyofilm Morfotipi ve Yapisal Ozellikleri Uzerine Etkisi ...... 72
5.5. marT Geni Indiiksiyonunun Farkli Abiyotik Yiizeylerde Biyofilm Uretme Yetenegi Uzerine
EEKITEIT oo 76
6. TARTISMA VE SONUC ....ovoveoieeeieseeeeeeeseeeeeeeeeeses e es s s eseeeseesseseese et eeeseeese e eseesseessssesessseesesnes 78
KAYNAKLAR ettt bt bbbt bbbt bt e bt e b e e b b e e b e s bt s b e nbe e s be e st e b e e e e nnns 88
I TSP STR R 98
EK 1: izole edilen RNA’lara ait saflik ve miKtar tayinleri............cccooveuiuirerirererereeieeieseieseeeeses s 98
EK 2: Dogal tip14028 susunun farkli konsantrasyonlarda arabinoz tesviki sonucunda marT ifadesine bagl
gen degisimIErinin Ct AEGETIETT ......vveiuvieiiiiiiii ettt nb et s 99
EK 3: MZ1627 susunun farkli konsantrasyonlarda arabinoz tesviki sonucunda marT ifadesine bagl gen
degisimIETININ Ct AEGEILETI. .. .c.uvieiiiiiiiie ittt b e nb e st e b e b e e s e snneeaa 100
EK 4: Dogal sus ve mutantlarin paslanmaz celik kupon yiizeyinde biyofilm iiretimi degerleri ................... 101
EK 5: Dogal sus ve mutantlarin cam yiizeyinde biyofilm tiretimi degerleri ...........ccocceeviiiiiiiiiiieniieiieee 101
EK 6: Dogal sus ve mutantlarin polistiren yiizeyinde biyofilm iretimi degerleri ...........ccccocovviviiniicninnne 101
OZGECMIS ..ottt 102

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1. Kiimelenmis Gram-negatif S. Typhimurium bakterisinin renklendirilmis tarama
elektron mikroskop EOTUNLUSTL ......oveivviiiiiiiiiee e 19

Sekil 3.2. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1970-2011 yillar1 arasinda hastalik kontrol ve
onleme merkezlerine (CDC) bildirilen laboratuvar onayli insan Salmonella

enfekSIYONU INSIAANSL ..oivvriiiiiiiiiii e 20
Sekil 3.3. S. Typhimurium’un neden oldugu gastroenteritte doku hasart. .............cccccoveen 21
Sekil 3.4. Salmonella patojenite adasi III’lin genetik organizasyonu. ............c.ccceveveereenne. 24
Sekil 3.5. MisL ototransporter proteininin aktif bélgelerinin sematik goériniimii............... 25
Sekil 3.6. Biyofilm olusum agamalari...........ccooiiiiiiiiiiiiiniiic e 27
Sekil 3.7. Seliiloz biyosentezi, CsgD reglilasyonu .........c.ceeoviiiiiiiiiiiieeeiee e 32
Sekil 4.1. pBAD/glll A, B, C vektorlerinin genetik haritast.........ccccoocveeviveesiieeiineesinnnn 37
Sekil 4.2. fidL geni i¢in gergeklestirilen erime egrisi analizi.........ccccvcvveerivveeriieeesiveesinnens 48
Sekil 4.3. rmbA geni igin gergeklestirilen erime egrisi analizi............ccceevvveeviveesineesinnnn 49
Sekil 4.4. pRED/ET plazmid vektoriiniin genetik haritasi..........ccccveevvveesiiveesiieesiieesinnenn 43

Sekil 4.5. 1 kb’lik (a) ve 100 bg’lik (b) DNA standartlarinin % 1 agaroz jel gé¢ plani......46

Sekil 4.6. a. Rdar morfotipine 6zgii sivi-hava arafazinda gozlenen pelikiil yapisi, b. Ayni
pelikiiliin karistirildiktan sonra dagilmadan kalan yapisi, c. Bdar morfotipine 6zgii
sivi-hava arafazinda gézlemlenen pelikiil yapisi, d. Ayni1 pelikiiliin karistirildiktan
SONTA dAZIIAN YAPIST.ceeeiiiiiiiiiiiiie e e e ettt e e e e s s st r e e e e e e s s bbb b e e e e e e s s s nsbbbreeaaeeeesans 47

Sekil 5.1. S. Typhimurium dogal susu (14028) ve marT geni indiiklenmis mutantinda

(MZ1627) biyofilm iiretiminin inkiibasyon siliresine bagli degisimi ..............ccvvvveen.. 52
Sekil 5.2. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin bakteriyel ireme ve biyofilm iiretimi lizerine

BEKIST bbb 53
Sekil 5.3. Ortam pH’sinin bakteriyel iireme ve biyofilm liretimi iizerine etkisi. ................ 54

Sekil 5.4. Farkli arabinoz konsantrasyonlarina bagli olarak gerceklestirilen marT geni

ifadesinin biyofilm tiretimi UZerine etkiSi..........covriuvieeiiiiiiieiiiiiie e 56
Sekil 5.5. Saflastirilan RNA’larin % 0,8’lik agaroz jel gorintlisti........ccovevvvveeiiivieneerinnnnn. 57
Sekil 5.6. cDNAlarin %1°lik agaroz jel gOrintliiSli.........cuevvrerieirieeiiie e 58

Sekil 5.7. Optimize kosullarda her bir primer ¢ifti igin gergeklestirilen PZR denemelerine
QI JE1 OTUNTIST 1. vveeee ettt e e e e as 58



Sekil 5.8. gapA geni igin 10 — 10°® diliisyonlarla olusturulan (a) Amplifikasyon egrileri, (b)
standart egrisi, (c) erime egrileri, (d) erime egrisi analizine gore olusan erime pikleri

GOTUIMEKEEAIT. ... 61
Sekil 5.9. marT geni ifadesine bagl olarak gerceklesen gen ifade degisimleri .................. 64
Sekil 5.10. marT’nin diger genlerle olan korelasyonunu gosteren ifade ag1 grafigi. .......... 66
Sekil 5.11. Tiim hedef genlerin birbirleriyle olan korelasyonunu gosteren ifade ag1 graﬁgi6

................................................................................................................................. 7
Sekil 5.12. marT ifadesi tesvik edilmis MZ1627 6rneklerindeki hedef gen ifadelerinin

hiyerarsik kiimeleme analizi ve 1s1 haritasi ile simgelemesi. ............ccooccvveeriiencennnn 68
Sekil 5.13. Gen spesifik homoloji bolgeleri iceren kanamisin kasetleri. .............ccccccovnnee. 69
Sekil 5.14. Hedef genlerde kanamisin kaseti (193 bg) varligmin tespiti. ...........ccocveevrnnne. 70
Sekil 5.15. Gen mutasyonlarinin biyofilm iiretimi tizerine etkisi..........ccoocovveeviinenierninnnnn. 71
Sekil 5.16. Dogal tip 14028 susuna kiyasla mutant suslarin biyofilm tiretimindeki %

AZAIMAIAT. ... 72
Sekil 5.17. Mutant suslarda “rdar” morfotipindeki fenotipik degisimler ...................oeee. 73
Sekil 5.18. Kalkoflor iceren LB besiyerinde pelikiil olusumunun tanimlanmasit................ 75
Sekil 5.19. Biyofilm yapilarinda seliiloz i¢erigi bakimindan farklanmanin tespiti............. 75
Sekil 5.20. Dogal sus ve mutantlarin polistiren yiizeyde biyofilm iiretim 6zellikleri. ........ 76
Sekil 5.21. Dogal sus ve mutantlarin cam yiizeyinde biyofilm iiretim 6zellikleri. ............. 77
Sekil 5.22. Dogal sus ve mutantlarin paslanmaz celik kupon yiizeyinde biyofilm iiretim

FeV/< 1114 (S 5 PP T PP O PP PP OPRTTPPRRY 77



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda ¢aligilan genler ve gOTevIeri.........cocvvvivviiiiiiiiiiiciiec, 35
Cizelge 4.1.S. Typhimurium marT mutantlarinin 6zelliKleri ...........coovvveiieiiieniiiee, 36
Cizelge 4.2. Luria Bertani (LB) besiyeri bileSimi ..........c.cooverivieiiiiiiiiiiiicciec e 37
Cizelge 4.3. NaCl igermeyen Luria Bertani (LB) besiyeri bilesimi ............ccccocvverivrennnen. 38
Cizelge 4.4. Kongo kirmizisi igeren (40 pg/mL) LB agar (NaCl’siz) besiyeri bilesimi.....38
Cizelge 4.5. Kalkoflor iceren (50 pg/mL) LB agar (NaCl’siz) besiyeri bilesimi............... 39
Cizelge 4.6. Fosfat Tuz Tamponu (PBS) .......ooviiiii e 39
Cizelge 4.7. %33’likk Glasiyel asetik asit ¢OZEIEIST......covurvvreriiiiiieiiiiecee e 39
Cizelge 4.8. Tris-asetat tamponu (TAE TampPonU).......ccceiuieiiiiiieiiiesieenee e 39
Cizelge 4.9. Jel yiikleme tampon COZEIIST ......evveiririiieiiiiiiie e 40
Cizelge 4.10. Ters transkripSiyon ProtoKOIU .........cvvvieiiiiiieiiiii e 43
Cizelge 4.11. Ters transkripsiyon sicaklik dONGUST ......ovvvvveiiiiiiieiiiiieiee e 43
Cizelge 4.12. Kantitatif gercek zamanli PZR denemelerinde kullanilan primerler............ 44
Cizelge 4.13. gRT-PZR i¢in amplifikasyon KariSimi..........ccccoovviiviiiiiiiienniiiiiiiiiiiceeeeenns 46
Cizelge 4.14. LightCycler cihazinda kullanilan g-RT-PZR programi.............cccccvveeeennnns 47

Cizelge 4.15. Kanamisin kaseti ve ilgili genlere homolog bdlgeler iceren primer dizileri.40

Cizelge 4.16. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik donglisii.........cccvvvvviieiiiiiiiiiiiiiinnnnnnns 41
Cizelge 4.17. Polimeraz zincir reaksiyonu (50 ) 16ETIZT vuvvvvvvviivvriiiiiieeiiiiiiiiiiiiieee e e 41
Cizelge 4.18. Polimeraz zincir reaksiyonu karisimi (50 pl) i¢erigi ..uuuvureeeeiviiiiiiiiniinnnnnnns 45
Cizelge 5.1. Gen spesifik primer ¢iftlerinin amplifikasyon verimlilikleri......................... 61
Cizelge 5.2. Normalize gen ifade VErileri .........oooviviiiiiiiiiiiiiiiii e 62
Cizelge 5.3. Normalize gen ifade verilerinin log2 tabanindaki degerleri .......................... 63

Cizelge 5.4. marT geni ifadesine bagh olarak degisen gen ifade profillerinin birbiri ile
KOTEIASYONU. ...t e e e et e e e ra e e e b e e aane e 65

Cizelge 5.5. Dogal sus ve mutantlarin sivi-hava ara fazinda pelikiil olugturma
KaraKteristikKIeri ............coooiiiiiii 74

Xi



SIMGELER DiZIiNi

% Yiizde

x) X konsantrasyonu

amp Amplitid

Amp Ampisilin

be Baz ¢ifti

cDNA Komplementer DNA
cm Santimetre

Ct Esik dongiisii ( threshold cycle)
ddH,0 Cift distile (double distelled) su
dk. Dakika

DNA Deoksiriboniikleik asit
DNaz DNA parcalayici enzim
dNTP Deoksiriboniikleotit

E Verimlilik (efficiency)
EPS Ekzopolisakkarit

-f Ileri primer

-r Geri primer

g Gram

H-0 Su

HCI Hidrojen kloriir

ID Kimlik (identitiy)

Kan Kanamisin

kb Kilobaz

KCI Potasyum kloriir
KH,PO, Potasyum fosfat

kHz Kilohertz

kob Koloni olusturan birim
L/I Litre

LB Luria Bertani besiyeri (Luria's Broth)
LPS Lipopolisakkarit

log On tabanli logaritma

M Molarite

Xii



MgCl,
mL

mm

mM

N
Na;HPO,4
NaCl
NaOH

ng

NK

nm

°C

oD

PBS
PCR/PZR
pH

pmol
qRT-PZR
RNA
RNaz
rpm

SPA

sn.

TAE

Tm

Ulu

uv

\%

A

Heg
ul

pum

Magnezyum kloriir

Mililitre

Milimetre

Milimolar

Normal

Sodyum fosfat

Sodyum kloriir

Sodyum hidroksit

Nanogram

Negatif kontrol

Nanometre

Santigrad derece

Optik yogunluk (density)

Fosfat tuz tamponu (buffered saline)
Polimeraz zincir (chain) reaksiyonu (reaction)
Hidrojenin giicii-asitlik (Power of hydrogen)
Pikomol

Kantitatif ger¢cek zamanli PZR (Quantitative real time PCR)
Riboniikleik asit

RNA pargalayict enzim

Dakikadaki doniis sayis1 (rotation per minute)
Salmonella patojenite adas1

Saniye

Tris-Asetik asit-EDTA

Erime 1s1s1 (melting temperature)

Unite

Ultraviyole

Volt

Mutasyon

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Xiii



1. GIRIS

Salmonella enterica tiiriine ait patojenik suslar, insanin da dahil oldugu birgok memeli
tiirlinde; enterik ates, enterokolit/diyare, bakteremi ve asemptomik tasiyicilik ile
tanimlanan dort temel semptomun birine yol agmaktadirlar. Hastaligin (salmonelloz) seyri,
konak duyarlilig1 ve S. enterica tiirii serovaryetisine bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Insanda S. Typhi, S. Paratyphi ve S. Sendai enterik atese, S. Cholerasuis ve Dublin
bakterimiye, diger birgok serovaryete ise enterokolit/diyare’ye neden olmaktadir (1). S.
Typhi enfeksiyonu insanlar ile sinirli iken, diger serovaryeteler ya yiiksek diizeyde konak
adaptasyonu gosterirler ya da farkli konak¢ilarda farkli sendromlara yol agarlar (2). Gida
kokenli enfeksiyon etkenlerinin en 6nemlilerinden biri olan Salmonella’ya bagli olarak tiim
diinyada her yil 16 milyon enterik ates, 1.3 milyon gastroenterit ve bunlardan kaynaklanan

3 milyon 6liim vakasi gergeklesmektedir (3).

Salmonella enfeksiyonlarindan korunmay1 giig¢lestiren temel etken, neredeyse tiim
serovaryetelerin Ozellikle stres kosullarinda olusturdugu biyofilm yapilaridir. Bu
bakterilerin biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma yetenekleri, olusturduklari
enfeksiyonlarm ¢apraz kontaminasyonlarla hizli bir sekilde yayilmasma yol agmaktadir (4—
6). Bakteriyel biyofilmler; bir nesneye, ara yiizeye ya da birbirine yapisik halde duran
bakteri topluluklar1 olarak tanimlanmaktadir (7). Biyofilm yapilar1 igerisinde bulunan
bakteriler, kendi tirettikleri ve dis ¢cevreye karsi kimyasal ve mekanik koruma saglayan bir
matriks i¢cinde gomiilii olarak bulunmakta ve iizerlerinde gesitli bilesiklerin birikmesine
neden olmaktadirlar (8). Tip alaninda bakteriyel biyofilmlerin yarattigi en énemli sorun,
s0z konusu yapilarin yiiksek antibiyotik direnclilik icermesi nedeniyle, enfeksiyonlarin
stireklilik kazanmasidir. Diger yandan biyofilm yapilari, sterilizasyon/dezenfeksiyon
ajanlarma ve islemlerine karsi yiiksek diizeyde direnglilik gostererek, kontaminasyonlarin
engellenmesini neredeyse olanaksiz hale getirmektedir. Bu temel nedenlerle giiniimiizde
Salmonella enfeksiyonlarmimn tedavisi ve Salmonella kontaminasyonlarinin engellenmesi

biyofilm yapilarinin eradikasyonu ile baglantili hale gelmistir (9-12).

Salmonella’da, kendi transportunu gergeklestiren (ototransporter) ve konakgr hiicre
isgalinde rol oynayan MisL adezin proteininin pozitif transkripsiyonel regiilatorii olan
marT geninin (MarT proteinini kodlamaktadir) biyofilm iiretimi lizerindeki etkinligine dair
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Oysa s6z konusu regiilatoriin, S. Typhimurium’da
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patojenite ve biyofilm iiretimi ile ilgili birgok genin regiilasyonuna katildigma dair
mikrodizin analizlerini esas alan 6n bulgular, ¢alisma grubumuz tarafindan tespit edilmistir
(13). Bu 0n bulgular 1s1g1inda tez ¢alismasinda, marT geninin S. Typhimurium’da biyofilm
iiretimi iizerine etkisi ve regiilasyon karakterlerinin detayli analizlerinin yapilmasi suretiyle,
s6z konusu bakteride global metabolik diizenlemelerin irdelenmesi amaglanmistir. Tez
kapsaminda ayrica marT tarafindan regiile edilen genlerin biyofilm {iretimi {izerine etkileri

de tanimlanmustir.
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2. GEREKCE VE AMAC

Bu arastirmada temel amag, S. Typhimurium’da bir ototransporter protein olan MisL nin
pozitif regiilatorii marT’ nin biyofilm olusumu iizerinde etkisinin belirlenmesidir. MisL
ototransporter proteini, S. Typhimurium’da in vivo kosullarda iiretilen ve konak hiicrelere
tutunmada rol alan bir proteindir (14,15). S. Typhimurium konak sisteme dahil oldugunda,
epitel hiicrelere tutunmayi yonlendiren so6z konusu proteinin iretimi marT geninin
aktivasyonu yolu ile yapilmaktadir (16). marT bu anlamda konak hiicrelerin isgalinde ilk
asama olan tutunmanin regiilasyonunu ger¢eklestirmektedir. Bu veriler ayn1 zamanda, s6z
konusu genin Salmonella’da in-vivo/in-vitro fazlar arasinda gergeklesen metabolik
reglilasyonunun bir pargasi olduguna kanit teskil etmektedir. marT geninin bu
regiilasyonda oynadigi roliin tanisi, yukarida agiklanan gerek¢e dogrultusunda, tezin temel

hedefini olusturmaktadir.

Salmonella ve birgok diger patojen bakterilerde biyotik ve abiyotik yiizeylere tutunma ve
kalicilikta rol oynayan biyofilm olusturma 6zelligi, olduk¢a karmasik bir fizyolojik siiregtir.
Biyofilm olusturan bakteriler, antibakteriyel ajanlara ve dezenfeksiyonlara karsi ¢ok
yiikksek diizeyde diren¢ kazandiklarindan ciddi endiistriyel ve tibbi sorunlara yol
a¢cmaktadirlar (9—12). Bu nedenle s6z konusu yapilarin olusumu ve regiilasyonunun analizi,
yogun bilimsel ¢alismalarin odagi haline gelmistir. marT geni aktive edilmis ve
susturulmus mutantlarla yiiriitiilen karsilastirmali mikrodizin analizleri; hiicresel siireglerde
cok Onemli gorevler iistlenen; dps, yliH, cheA, cheM, wzzB, fliA (sigma28) ve fliC gibi
genlerin ifadelerinde degisiklik oldugunu gostermistir (13). marT geninin Salmonella’da
global bir regiilator olabilecegine isaret eden bu on bulgular, s6z konusu genin biyofilm
tiretimindeki etkinliginin belirlenmesini ve regiilasyon karakteristiklerinin dogrulanmasini

zorunlu hale getirmistir.

Salmonella serovaryetelerinde biyofilm iiretme 6zelliginin global regiilatorlerle siki bir
iliskide oldugu gerceginden hareketle, tez ¢alismasinin ilk asamasinda global bir regiilator
olabilecegi yoOniinde On goriimiiz olan marT geninin biyofilm {iretimi iizerindeki
etkinliginin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Bu agsamayi takiben marT geninin regiilasyon
karakteristikleri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonlari ile tanimlanmaigtir.
Calismanin son asamasinda ise, marT tarafindan regiile edilen genlerin biyofilm {iretimi ve
biyofilmin yapisal 6zellikleri lizerine etkileri belirlenerek, biyofilm {iretiminin molekiiler
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tanisina bilimsel katki saglanmasi ve ayrica bu bilgiler 1s1ginda biyofilm eradikasyonu

uygulamalar1 i¢in yeni stratejilerin temelinin atilmas1 hedeflenmistir.
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3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella cinsi bakteriler; Gram-negatif, cubuk seklinde, spor olusturmayan, fakiiltatif
anaerob ozellikte olup, Enterobacteriaceae familyasina dahildir. Cubuk seklindeki hiicreler
yaklasik 0.5-1.0 (en) x 1-5 (boy) um boyutlarindadir (Sekil 3.1.). S. Gallinarum ve S.
Pullorum hari¢, Salmonella iiyelerinin hepsi peritrik flagella igerirler ve hareketlidirler.
Salmonella’nin tireme sicakligi 2-47 °C arasindadir. Cogalmalari i¢in gerekli optimum
sicaklik ise 37 °C’dir. Salmonella iiyeleri diisiik pH, diisiik su aktivitesi ya da yiiksek yag
icerigine sahip gidalarda sicakliga direnglidir. Gidalarmm dondurularak depolanmasinda,
ozellikle donma sicaklig civarinda canlilik diiser. pH 4.5-9.0 arasinda ¢ogalabilirler ancak

tiremeleri i¢in gerekli optimum pH degeri 6.5-7.5 arahigindadir (17).

Son c¢aligmalara gore 2500 civarinda oldugu bildirilen Salmonella serotiplerinin hepsi,
ozellikle molekiiler genetik ve ileri biyokimyasal teknikler kullanilarak elde edilen veriler
1s1¢inda S. enterica ve S. bongori (22 alt tiir) olarak adlandirilan iki tiir altinda toplanmustir.
S. enterica daha sonra; S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. houtaenae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. indica ve S. enterica
subsp. arizonae olarak adlandirilan alt1 alt tiire ayrilmistir. Serotipler (serovaryete) ile
tiirlerin karistirilmasii engellemek ve adlandirmayi sadelestirmek igin, serotip esas
alindiginda alt tiir adinin gozardi edilmesi (S.enterica subsp. | serotype Typhimurium
yerine, S. enterica serotype Typhimurium gibi) ve kisa form (S. Typhimurium gibi)

kullanimi1 6nerilmistir (18).
S. Typhimurium kromozomu, yaklasik 4x10° baz ¢ifti uzunlukta olan tek bir ¢evrimsel

DNA molekiilidiir. Cogu S. enterica liyesi bir viriilans plazmid ve lizojenik fa]

icermektedir. S. Typhimurium ve Typhi’nin genom dizi analizleri tamamlanmistir (19,20).
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Sekil 3.1. Kiimelenmis Gram-negatif S. Typhimurium bakterisinin renklendirilmis tarama
elektron mikroskop goriintiisii (21).

3.2. Salmonella Enfeksiyonu

Gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlar: tiim diinyada biiyiik bir dikkatle takip edilmekte
ve degerlendirilmektedir. Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri (Sekil 3.2), Ingiltere,
Belgika, Fransa ve Kanada’da yapilan ¢alismalar, gida kaynakli Salmonella enfeksiyonlar1
ve gastroenterit vakalarinin son yillarda artis gosterdigini ortaya koymaktadir (22).
Ulkemizde ise gida kaynakli enfeksiyonlar ve zehirlenmeler ile ilgili veriler saglikli bir
sekilde toplanip istatistiksel olarak degerlendirilmedigi i¢in bu konuda net bilgi birikimi

saglanamamaktadir.

Salmonella tiirleri esas olarak fekal-oral yol ile bulasir ve insanlarda gastrointestinal
enfeksiyonlarin veya salmonellozun ana nedenidir. Diinya ¢apinda, milyonlarca insan
enfeksiyonlar1 ve binlerce 6liim yillik olarak rapor edilmektedir. Sanayilesmis tilkelerde, et,
yumurta ve taze triinler Salmonella kontaminasyonu i¢in en 6nemli risk faktorleri iken,
gelismekte olan iilkelerde kirlenmis igme sular1 da Salmonella patojeni igin énemli bir

bulas1 kaynagidir.
Serotiplerin agirhikli boliimii giiniimiizde S. enterica tiirii i¢inde toplanmustir. S. bongori

serotipleri sogukkanli hayvanlara adapte olup, insan hastaliklari ile ilgili degildir. Insandan

ve sicakkanli hayvanlardan en ¢ok izole edilen alt tiir S. enterica subspecies enterica’dir. S.
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enterica, bagirsak enfeksiyonlarina veya ciddi sistemik hastaliklara (tifo gibi) neden olan

pek cok serotip icermektedir (19).
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Sekil 3.2. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1970-2011 yillar1 arasinda hastalik kontrol ve
onleme merkezlerine (CDC) bildirilen laboratuvar onayli insan Salmonella enfeksiyonu

insidansi (22).

Bazi1 Salmonella tiyeleri konak¢iya adapte olmus ya da konakg¢1 spesifiktir. Bunun en tipik
ornekleri tifo atesine neden olan ve yalniz insan patojenleri olan S. Typhi ve Paratyphi’dir.
Tifoid olmayan Salmonella suslar1 ise genis konakgi dizgisine sahiptirler. Bunlardan en

yaygin olani insan gastroenteritine yol agan S. Typhimurium’dur (2).

Salmonella enfeksiyonunun ilk asamasi, patojenin ince bagirsagin bir bolimiinii teskil
eden ve ileogekal valfe yakin bolgede yer alan ileum’a, adezinler araciligi ile tutunmasi ve
mukozal hiicreler iizerinde kolonize olmasidir. Intestinal invazyon Salmonella

patojenitesinin karakteristik 6zelligidir. Bu tutunma ve kolonizasyonu, 6karyotik hiicrelerin

isgali (invazyon) takip eder (23).

Salmonella’nin ince bagwsak epitel hiicrelerine tutunmasi, liimeni kaplayan mukoz
tabakadan ge¢me yetenegi sayesinde gergeklesir. Hayvan konakgilarda, S. Typhimurium
bagirsak epitelinde yer alan Peyer plaklarmi (ince bagirsakta ve esas olarak da ileumda -

incebagirsagm son kisminda- yer alan, lenfatik doku plaklar1) istila etmekte ve doku
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hasarina yol agmaktadir (Sekil 3.3.). Bakteriler, epitel dokuyu makrofajlarin igerisinde
gecer. Bu bakteriler serovaryete ve konakei tipine bagli bir sekilde; makrofajlar igerisinde
hayatta kalarak replike olurlar ve mezenterik lenf nodiillerine, dalaga ve karacigere
yayilabilirler (24). Enfekte olmus fagositlerin retikuloendotelyal sistemde bulunan diger

organlara go¢ etmesi, bakterinin konakg¢1 i¢inde yayilmasini kolaylastirmaktadir (25,26).

(b)

Sekil 3.3. S. Typhimurium’un neden oldugu gastroenteritte doku hasari.
(a) Enfekte buzagi ince bagirsak epiteli (b) normal epitel doku (27).

3.3. Salmonella’nin Bagirsak Epiteline Tutunmasinda Etkili Molekiiler Elemanlar

3.3.1. Adezinler

Enfeksiyon hastaligin olusmasi i¢in, patojen bakterinin konak ile temasa ge¢mesi, konak
hiicrelerine tutunmasi, kolonize olmasi, hiicre ve dokularin i¢ine girmesi ve sonunda hasar
olusturmasi gereklidir. Mikroorganizmalar konaga ¢esitli yollardan girse bile, ilk basamak
yiizeye tutunmadir (aderans). Patojenlerin tutunmasmi saglayan faktorler, kolonizasyon
yapan fakat patojen olmayan bakterilerinkiyle aynidir. Ancak, patojenler her zaman
kolonizasyon basamaginda kalmaz. Adezyon siireci, adezin olarak adlandirilan bakteri
yiizey yapilarmin konak hiicre yilizeyindeki reseptdrlerine baglanmasini igermektedir.
Adezinler arasinda; bakteri yiizey proteinleri, polisakkaritler (kapsiil veya glikokaliks) ve
lipoteikoik asit sayilabilir. Adezinler yapilarina gore; fimbriyal adezinler, nonfimbriyal
protein yapida adezinler, karbonhidrat ve lipid yapidaki adezinler olmak {iizere ii¢ grupta

incelenmektedir (28).
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Fimbriyal adezinler, Salmonella i¢in bilinen adezinlerin biiyiik bir kismini olusturmaktadir.
Fimbriya’lar, degisik ¢evresel kosullarda iiretilen ve bakterilerin aktif ylizey tutunmasinda
rol oynayan sa¢ benzeri yapilardir. Bir ya da daha fazla protein monomerinden olusan bu
yapilar hiicre yiizeyinden disariya dogru sentezlenirler. S. Typhi’nin genom dizi analizi
sonucunda 13 farkli fimbriyal operon ve 1 tane de tip IV pili operonu icerdigi
saptanmigken, bu operonlardan 5 tanesi ve tip IV pili serovar Typhimurium’da

bulunmamaktadir (29).

Nonfimbriyal protein yapisindaki adezinler; fimbriya goriinimiinde olmayan, dig membran
ototransporter proteinleri veya bakteri ylizeyine bagl kalan salgi proteinlerini kapsayan
adezinlerdir. Bunlar, genellikle konak hiicre proteinlerine veya karbonhidrat molekiillerine
baglanirlar. Salmonella’da nonfimbriyal protein yapisindaki adezinler ya tip | sekresyon
sisteminden salmirlar ya da bakteriyal membranlarindan ototransport edilirler. Su anda
800’den fazla iiyesi olan ototransporter ailesi, Gram-negatif cinslerde tip V salgi sistemi
(T5SS) olarak da adlandirilmaktadir. Salmonella’da ototransporter ailesinden 3 adezin
tanimlanmistir. Bu 3 adezinden, MisL ve ShdA ototransporter proteinleri monomerikken,
SadA adezini trimeriktir (30).

Karbonhidrat veya lipid yapidaki adezinlere 6rnek olarak ise, negatif yiiklii polisakkarit
yapist ile bakterilerin mukozal yiizeylerde mikrokoloniler olusturarak iiremesini saglayan

glikokaliks veya kapsiil yapilar1 verilebilir.

3.3.2. Diger yapilar

Salmonella’nin, ana fonksiyonu adezyon olmayan gesitli yiizey yapilari da konakgi

dokulara tutunmaya ve kolonizasyona kismen katkida bulunurlar.

Bu yiizey yapilarindan bir tanesi bakteriyel hareketlilik i¢in gerekli, uzun bir polimerik
protein uzantisi olan flagelladir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar flagellanin yapisal ve
montaj genlerindeki mutasyonlar sonucunda olusan mutantlarda, kolestrol kaplh yiizeylere
tutunma yeteneklerinin bozuldugu belirlenmistir. Tutunma fonksiyonu iizerinde etkinlik
gosteren genlerden biri fliC genidir. Salmonella’nin  FliC iizerinden kolestrole
tutunumunun, insan safra taslar1 tizerinde kolonize olmasi ve burada biyofilm olusturmasi
icin ilk adim olabilecegi diistiniilmektedir (31).
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Flagella sistemine benzer sekilde olan diger bir sistem de, tip III salgi sistemidir (T3SS).
Salmonella patojenite adasi-1 (SPA-1), Tip III salgi sistemi igin gerekli proteinleri kodlar
ve fagositoz yapmayan hiicrelerin invazyonundan sorumlu 31 geni igerir. Yapilan
molekiiler ¢alismalar SPA-1’in, Salmonella enfeksiyonlarmin enterik ates (sistemik) veya

yangili ishallerin goriildigii intestinal fazi i¢in 6nemli olduguna isaret etmistir (32,33).

T3SS ve flagellanin aksine, lipopolisakkarit (LPS) i¢in tanimlanmis spesifik bir tutunma
faktorii yoktur. Hiicre duvari bileseni olan LPS’nin tutunma etkisi daha ¢ok kendi amfifilik
karakterinden kaynaklanmaktadir. LPS molekiiliiniin konak¢i doku kolonizasyonu igin

gerekli oldugu, fare bagirsaginda yiiriitiilen kolonizayon denemeleri ile kanitlanmistir (34).

3.4. Salmonella Patojenite Adalan

Farkl tiirler arasinda gerceklesen yatay gen transferi araciligiyla viriilans 6zellik ile ilgili
genetik lokuslarin belirli genom bélgelerinde toplanmasi sonucu Salmonella’da patojenite
adalarinin (SPA) olustugu goriisii giderek yayginlik kazanmaktadir. Salmonella patojenite
adalar1, cogunlukla kromozom iizerinde bulunan 10-200 kilobaz (kb)’lik oldukga biiyiik
genomik bolgeler olup, viriilans faktorleri kodlayan c¢ok sayida gen icermektedirler.
Viriilans faktorler; bakterinin konak organizmaya adezyonu, kolonizasyonu, invazyonu,
immiin sistemden kacis1 ve toksin liretimi gibi Ozellikleri saglayan yapilardir. Patojenite
adaciklar1 sayesinde Salmonella tiirleri; makrofaj, dendritik ve epitelyal hiicreleri enfekte
edebilmektedir. Bazi patojenite adalar1 Salmonella cinsi i¢inde korunmus olarak
bulunurken, bazilar1 belirli serotipler ig¢in 6zgiildiir. Bu nedenle konak¢i adaptasyonu,
patojenite ve olusturulan enfeksiyonun siddeti acisindan serotipler arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Bugiine dek Salmonella’da 10 adet farkli patojenite adasi ve 2 adet
patojenite adasi benzeri genomik organizasyon tespit edilmistir (32,33). Bunlar i¢inde

calismamizi dogrudan ilgilendirmesi nedeniyle sadece SPA-3 iizerinde durulacaktir.
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3.4.1. Salmonella patojenite adasi-3 (SPA-3)

Bu adacik S. Typhi ve Typhimurium ile S.bongori’de bulunmaktadir. SPA-3 tarafindan
kodlanan temel viriilans faktorii, yliksek afiniteli magnezyum transport sistemi (MgtS)’dir.
Sitoplazmik membranda yerlesim gosteren MgtS, Salmonella tiirlerinin gerek hiicre ve
gerekse makrofajlarmn i¢inde canli kalabilmesi i¢in gereklidir. MgtS, mgtC geni tarafindan
kodlanmakta ve Mg®* tasmmasini saglamaktadir (32,33). 17 kb biiyiikligiinde olan bu
bolgenin G+C igerigi % 47.5’tur ve genomun diger bolgelerindeki G+C igeriginden (% 52)
farklilik gosterir. SPA-III’lin en az 10 gen igerdigi (Sekil 3.4.) ve merkezinde yer alan 4
genlik grubun, (rmbA, misL, fidL ve mar) yalniz bazi alt tiirlerde bulundugu saptanmistir.

Bu genler insersiyon seri kalintilari ile birbirinden ayrilmaktadir (35).

sugR rhuM rmbA misL fidL marT cigR mgtB  mgtC

IsA

B 1 I I A

Sekil 3.4. Salmonella patojenite adasi I1I’lin genetik organizasyonu (35).

3.5. MisL Proteini ve misL Geninin Pozitif Regiilatorii marT’nin Genel

Karakteristikleri

Salmonella enfeksiyonunun ilk asamasi, konak¢i hedef doku yiizeyine (ince bagirsak
epiteli) patojenin tutunmasmin saglanmasidir. Bu siireg, Salmonella’da, 13 adet operon
tarafindan kodlanan degisik fimbriya’lar, mukoid kapsiil yapilar ve diger enterik
bakterilerde tanimlanan ototransporter proteinlerle yiliksek diizeyde homoloji gosteren

MisL ve ShdA adezinleri tarafindan gerceklestirilmektedir (15,36).

Tip V salgt sistemi (T5SS), Gram-negatif bakterilerin dig membran {izerinden protein
transportunun ana yoludur. T5SS’nin tipik bir 6zelligi, salgilanan substratin ve transport
fonksiyonlarmin tek bir polipeptit zinciri lizerinde kodlanmasidir. Bu sebeple TS5S

sisteminin {liyeleri ototransporter proteinler olarak da bilinmektedirler (37). Ototransporter
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proteinleri genellikle bir N-terminal sinyal peptit, bir i¢ yolcu domaini ve bir C-terminal
translokatér domaini icermektedirler (Sekil 3.5.). Bu ototransporter proteinlerinin
sitoplazmik membrandan gecisleri esnasinda sinyal peptidinin kesildigi, C terminal
bdlgesinin dig membranda beta formlar1 olusturdugu ve i¢ domaininin hiicre yiizeyine

salgilandig1 belirlenmistir (38).

Sinyal peptidi Yolcu bolgesi Translokasyonu yoneten bolge

955 aa MisL

Sekil 3.5. MisL ototransporter proteininin aktif bolgelerinin sematik goriinimii (14).

Ototransporter proteinlerin i¢ yolcu domaini genellikle konak-patojen etkilesimi igin
onemli fonksiyonlara aracilik eder (39). Ornegin S. Typhimurium’un ototransporter
proteini olan ShdA konake1 hiicre heparini gibi davranarak yolcu domaini ile ekstraseliiler
matriks proteinleri olan fibronektin ve kollajene baglanmaktadir. S. Typhimurium shdA
geninin delesyonu sonucunda; farelerde bagirsaktan ve fekal Orneklerden geri alinan
bakteri sayisinda diismenin gozlenmesi ile, hiicre dis1 matriks proteinlerine tutunmanin,
bagirsak sisteminde kalicihigin saglanabilmesi igin gerekli bir mekanizma oldugu

belirlenmistir (14,40,41).

S. Typhimurium’un ikinci ototransporter proteinini, SPA-IIl iizerindeki misL geni
kodlanmaktadir. MisL proteini, sadece Neisseria gonorrhoeae gibi patojenik bakterilerde
bulunan immunoglobulin Al proteaz (AIDA-I) ailesi liyesi ototransporter proteinlerle
benzerlik gostermektedirler. Fakat MisL ve AIDA-I proteinleri arasindaki bu benzerligin C
terminal bolgeleriyle smirli olmasi spesifik fonksiyonel benzerliklerinden ¢ok
ototransporter fonksiyonlarinin benzerligini diisiindiirmektedir. Bu iki protein de membran
translokasyonu agisindan 6nemli olan disiilfit bagini olusturabilecek sistein amino asitlerini

icermemektedirler (42).
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S. Typhimurium’un misL mutant1 ile tavuk ve fare model sistemlerinde yiiriitiilen
calismalar, s6z konusu genin Salmonella patojenitesinde onem tasidigni gostermistir.
Daha sonra yapilan arastirmalarda MisL’nin, bagirsak yiizeyinde Salmonella’nin

kolonizasyonu i¢in gerekli bir ekstraseliiler matriks proteini oldugu kanitlanmistir (14,43).

MisL proteininin ifadesinin in vivo kosullarda gergeklestigi, Typhimurium serotipi ile
enfekte edilmis farelerde indirekt bir yontem olan MisL’ye karsi antikor olusumunun
incelenmesi sonucu saptanmustir (14). Ayrica bu proteinin, S. Typhimurium’un
makrofajlara girisi asamasinda tiretildigi Western blot yontemi kullanilarak tanimlanmigtir
(44). Diger yandan, S. Typhimurium’da misL::lacZYA transkripsiyonel flizyonu ile
yiiriitiilen ¢caligmalarda B-galaktozidaz aktivitesinin belirlenememesi ve yine Western blot
yontemi kullanilarak Luria-Bertani (LB) broth igerisinde gelistirilen Typhimurium
hiicrelerinde MisL ifadesinin saptanamamasindan dolay1 MisL ototransporter proteininin in
vitro kosullarda iretilemedigi One siriilmiistir (14,35). MisL proteininin in vitro
kosullarda tiretiminin saglanmasi amaci ile, misL yapisal geni vektor sistemde arabinoz
tarafindan indiiklenen bir promotora baglanarak Typhimurium serotipine aktarilmis ve
boylece LB broth kiiltiiriinde anti-MisL serumu saptanmistir (14). MisL ototransporter
proteinini kodlayan genin in vivo kosullarda ifadesinin ise, misL geninin pozitif regiilatorii
olan marT geni tarafindan gergeklestirildigi Tiikel vd. (2007)’nin ¢alismalar1 ile ortaya
konmustur (16). MisL proteininin pozitif regiilatorii olan marT geninin tanimlanmasindan
sonra, in vitro kosullarda MisL tiretiminde temel yaklasim; aktif regiilator proteinin (MarT)

konakg1 sistemde ifadesinin saglanmasi olmustur.

Salmonella patojenite adasi IIT (SPA-III) tizerinden kodlanan marT geni; rmbA (dizi
homolojisi esas alinarak olasi bir sitoplazmik protein tanimi yapilmistir), misL
(ototransporter protein), fidL (dizi homolojisi esas alinarak olas1 bir i¢ membran proteini
tanim1 yapilmistir) ve sIsA (dizi homolojisi esas alinarak olasi bir i¢ membran proteini
tanim1 yapilmistir) genleriyle komsudur. Bu grupta fidL ve marT operon olusturmakta,
diger genler ise bagimsiz transkribe edilmektedir (35,45). Bu gen grubu igerisinde yalniz
MisL ve MarT proteinlerinin fonksiyonu hiicresel siire¢lerde tanimlanmistir. Aminoasit
dizi homolojileri esas alinarak adlandirilan diger proteinlerin fonksiyonlar: hakkinda ise

herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.
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3.6. Biyofilm Olusum Asamalar

Biyotik ve abiyotik yiizeylere tutunan mikroorganizmalarin kendi trettikleri bir matriks
(genellikle polisakkarit, protein, DNA ve su igerir) icerisinde olusturdugu topluluklar
olarak tanimlanan biyofilm yapilarinda; primer tutunma (geri doniisimli tutunma),
mikrokoloni olusumu/olgunlagsma ve dagilma olmak {izere dort gelisim siireci

bulunmaktadir (46,47) (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Biyofilm olusum asamalar1. 1- bakteri hiicrelerinin yilizeyle temasa ge¢meleri, 2-
EPS iiretimi ile yiizeye geri doniisiimsiiz tutunmanimn indiiksiyonu, 3- biyofilm yapisimin
erken gelisimi, 4- biyofilmin olgunlasmasi, 5- olgun biyofilm iizerinden hiicrelerin koparak
ayrilmasi (48).

3.6.1. Primer tutunma (Geri doniisiimlii tutunma)

Bir¢ok fizikokimyasal degiskenin rol oynadigi bu tutunma, geri doniisiimlii bir baglanma
olup, mikroorganizma ile uygun inert yiizeyler arasinda gergeklesmektedir. Bu asamada
etkinlik gosteren gligler; hidrofobik etkilesimler, elektrostatik ¢ekim ve Van der Walls
gligleri olarak tanimlanmistir. Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok itici giiglerdir. Ciinkii
mikroorganizmalar ve kati yiizeylerin her ikisi de negatif yiiklidiir. Yizeyler ile
mikroorganizmalar arasinda gerceklesen primer tutunmada hidrofobik etkilesimler en etkin
giicii olusturmaktadir (7). Hiicreler bu fazda, durulama gibi basit yikama iglemleri ile ko-

layca uzaklastirilabilirler. Geri doniisimlii tutunma durumu, yapisan ve durgun haldeki
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hiicreler arasindaki dengeli dagilimin bir sonucu olabilir. Burada mikroorganizma ylizeyin

yakinindadir, ama heniiz yiizeyle temas etmemistir (49).

3.6.2. Sekonder tutunma (Geri doniisiimsiiz tutunma)

Geri doniisiimsiiz tutunmada; ylizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol, iyon-
dipol ve hidrojen etkilesimlerinin yaninda, iyonik ve kovalent baglar da rol oynamaktadir.
Ikincil (sekonder) tutunma; mikroorganizma yiizeyindeki pili, fimbriya veya fibriller gibi
ligandlarin biyotik yiizeylere baglanmasi ile olusan spesifik ve geri doniisiimsiiz
tutunmadir. Biyofilmin olgunlasmasi, mikroorganizmalarin yilizeye geri doniisiimsiiz

olarak tutunmasindan sonra baglar (49).

Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan yiizeye tutunma sirasinda, bazi genlerin ifade
diizeylerinde artis olduguna yonelik kanitlar mevcuttur. Ornegin, P. aeruginosa’da
yiriitiilen ¢alismalarda polisakkarit sentezinde gerekli olan algC, algD ve algU genlerinin
transkripsiyonunda, ylizeye tutunma sirasinda artis oldugu saptanmistir. Bu durum
bakterinin yiizeyle temasi algilayabildigini ve spesifik genlerin ifadesini yonlendirdigini

gostermektedir (9).

3.6.3. Mikrokoloni olusumu ve olgunlasma

Bu asamada mikroorganizmalar yiizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), boliiniip
cogalarak biyofilmin en kii¢iik organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu
mikrokolonilerin {izerine ortamdaki planktonik mikroorganizmalar da yapisarak
kolonizasyon saglanir. Bu basamakta, biyofilm igerisinde organize olmus karisik
mikrobiyal toplulukta yeralan mikroorganizmalar ve mikro g¢evrenin dogasi, biyofilmi

tanimlayan ekstraselliiler matriksi meydana getirir (49).

Daha sonraki evrede ise, mikrokoloniler bilyiimekte ve kompleks, mantar seklindeki
yapilara veya kulelere doniismektedirler. Konfokal lazer mikroskopisi ile yapilan
calismalar, bu topluluklardaki bakterilerin kompleks ekzopolisakkarit (EPS) ile gevrilmis
mikrokoloniler igerisinde yasadiklarin1 kanitlamistir. Cesitli yiiksekliklerde Kkuleler

olusturan mikrokolonilerin aralarinda, besinlerin ulastirilmasi ve metabolik atik triinlerin
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uzaklagtirilmasi i¢in primitif bir dolasim sistemi olarak goérev yapan su kanallar
bulunmaktadir (50). Biyofilm yapisindaki su kanallar1 mikrokolonilerin hem altinda hem
de arasinda bulunmaktadir. Besinlerin biyofilm tabanina taginmasi bu 6zel kanallarla
olmaktadir. Hiicresel atik, biyofilmin yiizeyindeki kanallara iletilmektedir. Tasima islemi,
esas olarak su yardimiyla ya da pasif difiizyonla gergeklestirilmektedir. Ayrica su

kanallarinin, igteki alanlara oksijen tasidigi da saptanmustir (7).

3.6.4. Dagilma

Biyofilmlerin ilerleyen sathalarinda bu karmasik yapidan kopmalar goriilebilir. Bu evrede
biyofilm hiicre toplulugundan kdken alan yavru hiicreler, hayatta kalabilmek ve yeniden
kolonize olabilmek i¢in biyofilmden ayrilabilirler. Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin
etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum siirecinin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin
veya hiicrelerin emboli seklinde kopmasmin bir sonucu da olabilmektedir. Biyofilmin iist
kisimlarindan kopan hiicreler yeni odaklarda biyofilm olusturabilir. Bu siire¢ dengeye

oturduktan sonra siirekli hale gelmektedir (51).

3.7. Biyofilm Matriksinin Kompozisyonu

Bakteriyel tiirlere bagli olarak biyofilmler; % 10-25 mikroorganizma ve % 75-90
ekzopolisakkarit matriksten olusmaktadir. Cok hiicreli bir komiinite olusturmak iizere bir
araya gelen hiicrelerin yapisalligi, hiicre dis1 bilesenler tarafindan belirlenmektedir. Bu
bilesenlerin ¢esitliligine gore de biyofilmlerin gesitliliklerinden s6z edilebilir (52).
Biyofilm kiitlesinin %97 gibi biiylik bir kismini su olusturmaktadir. Matriks i¢cindeki diger
bilesenler ise; EPS (%1-2) , globuler glikoproteinler ve diger proteinler (%1-2), niikleik
asit, lipit ve fosfolipitlerdir (%1-2). Ancak bu oranlar biyofilmi olusturan organizmalarin
cesidine, fizyolojik Ozelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin tipine ve genel

fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir (53).

Biyofilmler bir mikroorganizma tiirii tarafindan olusturulabildigi gibi birden fazla tiirli de
yapisinda barmdirabilir. Farkl tiirlerde olusan biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini
olusturur. Bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallar1 araciligiyla ayrilmistir. Bu sebeple

matriks, sulu bir tabiata sahip olup bir¢ok tiiriin biyofilminde anyonik bir karakter
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sergileyerek temel besinlerin ve minerallarin yakalanarak konsantre hale getirilmesine ve

oksijenin diflizyonuna olanak saglayan bir sistem olusturur (54).

Bakteriyel ekzopolisakaritler biyofilm matriksinin en temel oOgesidir. Hiicre dis1
polisakkaritler; kapsiiler polisakkaritler ile ekzopolisakkaritleri (EPS) kapsar. Uretilen
bakteri kiiltiirleri santrifiij edildikten sonra, hiicreyle baglantili sekilde kalan ekstraseliiler
polisakkaritler kapsiil olarak adlandirilirken, st sivi igerisinde kalan hiicre dis1

polisakkaritler, ekzopolisakkaritler olarak tanimlanmaktadir (52).

Ekzopolisakkaritler, bakterinin olumsuz ¢evre sartlarindan korunmasini ve g¢esitli
yiizeylere tutunmasini saglamaktadirlar. Biyofilmler igerisinde yer alan bakteriler igin
ekzopolisakkaritler; ¢evresel tehditlere, antibiyotiklere, biyositlere, antikorlara,
stirfaktanlara, serbest yasayan amip gibi predatorlere ve beyaz kan hiicrelerine karsi
koruyucu bir avantaj saglar. Polisakkaritler, {iretici suslar tarafindan katabolize
edilemediklerinden enerji kaynagi degildirler. Buna karsilik mikroorganizmay1 veya ortami
kurumaya kars1 korurlar. Matriks ti¢ boyutlu bir kuvvet alan1 yaratarak bakterileri ¢evreler
ve bakterilerin yiizeylere sikica tutunmalarmi saglayarak bakterilere direng ve stabilite
kazandirir (54,55). EPS yapisinda, bakteriyel tiirlerin farkliligma bagli olarak

ekzopolisakkaritlerin tip ve miktarinin ¢esitlilik gosterdigi saptanmustir (56).

Coziinmez bir B-(1,4) glukoz homopolimeri olan seliiloz, birgok bakteriyel matriks
kompozisyonunda bulunan 6nemli bir polisakkarit bilesenidir. Seliiloz, klasik rdar
morfotipinin ifadesi ile ilgili olan, yapiskanligin yol agtigi hiicre-hiicre etkilesimlerini
destekleyen  komponentlerden  birisidir ~ (57). Salmonella’da  tanimlanan  son
ekzopolisakkarit yap1 ise kolonik asittir. Kolonik asit, Salmonella tarafindan HEp-2 epitel
hiicreleri tizerinde olusturulan biyofilmin genis {i¢ boyutlu yap1 kazanmasi igin Kritik bir

rol tistlenen ekstraseliiler bir polisakkarittir (58).

Proteinler biyofilm matrikslerinin bir diger 6nemli bilesenidir. Proteinlerin miktarlar1 ve
tipleri biyofilm igerisindeki mevcut bakterinin tiirline gore degisim gosterir. Bu
proteinlerin bazilari, EPS varliginda biyofilm olusumunu tesvik edebilmektedir. Proteiner
yapilarin en tipigi olan fimbriyalar bakterilerin inert yiizeylerle olan etkilesiminde 6nemli
rol oynarlar. S. Typhimurium genomu 13 fimbriyal operon icermektedir ve bunlarin

bazilarinin biyofilm olusumunda Snemli oldugu gosterilmistir. Amiloid benzeri hiicre
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yiizey proteini olan kivrimli fimbriya (curli) konakg¢t kolonizasyonu, persistans, motilite ve
invazyon gibi siireclerde rol oynayan onemli bir proteindir. Salmonella’da kivrimli
fimbriya, ilk 6nce hiicre-yiizey etkilesimini ve sonrasinda da hiicre-hiicre interaksiyonlarini

tesvik ettigi i¢in biyofilm olusumunda 6nemlidir (59,60).

Biyofilm matriksini olusturan diger bir protein yapisi ise flagelladir. Salmonella biyofilm
olusumunda farkli rollere hizmet eden flagella sadece baslangi¢ tutunmasi igin 6nemli gibi

goriiniirken, biyofilmin olgunlasmasi i¢in gerekli bulunmamustir (31).

3.8. Salmonella Biyofilmlerinde Rol Alan Regiilatorler ve Sinyal letimi

3.8.1. Csgb

csgD geni (curli subunit gene D, S. Typhimurium’daki eski ad1 agfD) LuxR siiper ailesinin
transkripsiyonel regiilatoriinii kodlamakta ve iki ekstraseliiler matriks bilesenini (kivriml

fimbriya ve seliiloz) pozitif sekilde regiile etmektedir (61).

Salmonella’da biyofilm bileseni olarak onemli bir rol istlenen selillozun biyosentezi,
CsgD’nin dogrudan adrA’ya baglanmasi ile pozitif sekilde regiile edilmektedir (62). adrA,
bakteriyel seliiloz sentez operonu olan bcsABZC’yi, hiicre igindeki c-di-GMP seviyesini
degistimek suretiyle regiile etmektedir. Seliiloz kompleksi, bcsA ve besB genleri tarafindan
kodlanmaktadir. bcsZ gen iirlinii ise seliilaz aktivitesi gosteren bir enzimdir (63). CsgD,
kivrimli fimbriyanin sentezine de katilir ve promotora baglanarak csgBAC operonunun

transkripsiyonunu baglatir (Sekil 3.7.).

csgD mutantlarinin ¢ok hiicreli bir davramis 6zelliginden yoksun oldugu ve Kongo
kirmizist igeren agar plaklarinda diiz ve beyaz koloni (saw) morfotipi sergiledigi
belirlenmistir (64). csgD mutantlar1 kullanilarak cam itizerinde gergeklestirilen biyofilm
denemelerinde, CsgD proteininin biyofilm olgunlasmas: igin gerekli oldugu ama

mikrokoloni olusumu i¢in 6nem tagimadigi saptanmistir (65).
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Sekil 3.7. Seliiloz biyosentezi, CsgD regiilasyonu (66).

3.8.2. BarA/SirA ve Csr sistemi

BarA/SirA énemli bir viriilans, hareketlilik ve biyofilm olusum regiilatoriidiir. Oncii
caligmalar global transkripsiyonel regiilator olan SirA’nin, SPA-1 genlerinin ifadesini
pozitif sekilde regiile ettigini gostermistir. SirA, sensor kinaz protein BarA ile birlikte 2
komponentli bir regiilator sistemi olusturmaktadir (67). SirA/BarA ortologlar1; Escherichia
coli (UvrY/BarA), Pseudomonas spp. (GacA/GacS), Vibrio cholerae (VarA/VarS) gibi
birgok bakteride mevcut olup; viriilanslik, sekonder metabolizma, hareketlilik, yeter say1
algilama (quorum sensing) veya biyofilm olusumu ile ilgili genlerin ifadesini kontrol
ederler (68). SirA, transkripsiyonel olarak csrB ve csrC sRNA’larini ve viriilans genlerin
regiilatorleri olan hilA ve hilC genlerini aktive eder. Her iki SRNA da Salmonella’nin Csr
(karbon depolama regiilatorii) sisteminin pargasidir ve RNA baglama proteini olan

CsrA’nin aktivitesini antogonize ederler (69).

BarA ve SirA’nimn tip I fimbriyay1 kodlayan fim operonunu da regiile ettigi saptanmustir.
Tip 1 fimbriyanin Salmonella biyofilm olusumunda 6nemli oldugu bilinmektedir (70).
Bundan dolayr SirA/BarA regiilonunun tiim bilesenlerinin Salmonella’da biyofilm
olusumundaki etkileri incelenmistir. Bu ¢alismalarda sirA, csrB ve csrC (ikili mutant) ve
fiml mutantlarinin plastik ylizeylerde biyofilm olusturma yeteneklerini kaybettigi
saptanmustir (71).
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3.8.3. Flagellar regiilatorler

Teplitski vd. (2003)’nin yaptig1 c¢alismada, flagellar regiilatorlerin S. Typhimurium’da
biyofilm olusumuna katkida bulundugu belirlenmistir (67). FINDC regiilatorii, flagellar
reglilasyon c¢aglayaninin en st noktasindadir. S. Typhimurium’da flhD ve flhC geni
mutantlarinda biyofilm {iretiminin yaklasik olarak 5 misli arttigi saptanmustir (71). E.
coli’nin flIhDC mutantlarinda da, biyofilm iiretiminin distiigi belirlenmistir (72). Teplitski
vd. (2003)’nin ¢alismalarinda kullandig1 biitiin hareketsiz mutant suslar (csrA, flhD, fInC,
fliF, fliA, cheZ, motA ve flagellasiz fliB/fliC ikili mutantlar1), biyofilm olusumunda dogal
tiplerden farkli kabiliyetler gostermislerdir. Bu mutasyonlardan (flhD, fIhC, fliA, cheZ ve
motA), FINDC regiilonuna aittir. Alternatif bir sigma faktoriinii kodlayan fliA’da meydana
gelen bir mutasyon, flhD mutasyonunda oldugu gibi biyofilm miktarinda artisa sebep
olmustur. fliF’yi kisitlayan mutasyon (fliF mutantlar1 motor aparata sahip olup, ylizeyde
flagella bulundurmaz) aym sekilde dogal tiptekinden daha fazla biyofilm {iretimine yol
agmistir. Flagellin dretimi kisitlanmig; fakat flagellar salgi sistemine sahip ikili fliB/fliC
mutantinda da biyofilm artis1 gézlenmistir. Paralize flagella bulunduran motA mutant ile
flagellaya sahip fakat kemotaktik olmayan cheZ mutantinin ise dogal tiptekinden daha az
biyofilm olusturdugu belirlenmistir. Bu bulgular flagellanin, bakterinin ylizeyinde
fonksiyonel olsun ya da olmasm biyofilm iiretimini inhibe ettigine isaret etmektedir
(71,73,74).

3.9. Biyofilmi Olusturan Kolonilerin Morfotip Karakterleri

Dogal olarak meydana gelmis biyofilmler, ¢ogunlukla farkl bakteriyel tiirleri igermektedir.
Kolonilerin olusturdugu matriks bileseninin icerigine gore biyofilm yapilarmin morfotip
karakterlerinin degistigi bilinmektedir. Salmonella’da ekstraseliller matriksin ana
komponentleri oldugu bilinen seliiléz ve kivrimli fimbriyanin sentezi siklikla birlikte olur.
Kongo kirmizi iceren agar besiyerinde gelistirildiginde kivrimli fimbriya ve seliiloz
ifadesinden kaynakli agregatif koloniler seklinde gozlenen ve Salmonella’nin ¢ok hiicreli
davranis bi¢imini karakterize eden koloni morfotipi, rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlii)
morfotipidir (75). Bu morfotip ilk olarak S. Typhimurium’da tanimlanmistir. Kati
besiyerinde bu koloni morfotipini sergileyen hiicreler, genellikle sivi kiiltiirde hiicre

kiimelenmesi, sivi-hava ara fazinda son derece siki bir pelikiill yapist ve abiyotik

33



yiizeylerde biyofilm olusumu ile karakterize edilirler (64). Salmonella yasam dongiisiine
bakildiginda, rdar morfotipinden kaynakli olan sivi kiiltirde go6zlenen hiicre
kiimelenmesinin; S. Typhimurium’un viriilans adaptasyon stratejisi olmasindan daha ¢ok,

ortamda kaliciligin saglanabilmesi i¢in gelistirdigi bir strateji oldugu diisiiniilmektedir (76).

Kivrimli fimbriyanin alt initesini (AgfA) kodlayan genin baskilanmasiyla biyofilm
matriksi i¢in yalniz seliiloz sentezlenmekte ve s6z konusu bakterilerde koloni morfotipi
“pdar” olmaktadir (pembe, kuru ve piriizlii) (77,78). Ekzopolisakkarit olarak yalnizca
seliiloz sentezleyen bakterilerin sivi-hava arafazindaki biyofilmleri gevsek ve elastik bir
yap1 gosterir. Ancak sivi kiiltiirlerde pelikiil yapist olusturmazlar. Bu veriler, kivrimli
fimbriyanin Salmonella suslarinin olusturduklar1 biyofilmlerde ne kadar 6nemli bir roli

oldugunu gostermektedir.

Diger yandan insersiyonel mutasyonla inaktif hale getirilen ve muhtemelen bir
transmembran proteini kodlayan adrA geni hasarli suslarin olusturdugu koloniler “rdar”
morfotipi yerine sadece kivrimli fimbriyay1 sentezleyebilen “bdar” (kahverengi, kuru ve
plirtizlii) morfotipe sahip olmaktadwr. Bu durumda gorevi tam olarak anlagilamayan
ekstraseliiler bilesenin yoklugu sivi kiiltiirlerde goriilen pelikiil yapilarmin ¢ok daha

kirilgan olmasina yol agmaktadir (64).

Cok hiicreli davranis durumuyla iligkili olan ve duragan gelisme fazinda ifade olunan
kivrimli fimbriya ve seliiloz, agfD (csgD) tarafindan pozitif sekilde regiile edilmektedir.
agfD’nin delesyonu kirmizi, burusuk, kuru ve yayilan bir koloni morfotipi olan “rdar”1;

kivrimli fimbriya ve seliilozu iiretemeyen beyaz ve diiz bir koloni morfotipi olan, “saw

morfotipine ¢evirmektedir (77).
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3.10. S. Typhimurium’da Regiilasyon Karakteristikleri ve Biyofilm Uretimi ile
Iliskileri Arastirilan Genler

Calisma grubumuz tarafindan yiirlitiilen bir arastirmada, mikrodizin denemeleri
sonucunda; dps, yliH, wzzB, misL, sIsA, fidL, marT, rmbA, cheM, cheA, fliA ve fliC
genlerinin, marT geni indiikksiyonuna bagl ifade degisimleri gosterdigi saptanmistir (13).
Cizelge 3.1.°de bilinen fonksiyonlar1 tanimlanan bu genlerin ¢alismamiz kapsaminda

regiilasyon karakteristikleri ve biyofilm tiretimi ile iligkileri incelenmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda galisilan genler ve gorevleri (13).

Gen ad1 Gorevi

dps Stresten sorumlu DNA-baglanma proteini

yliH Olasi sitoplazmik protein

wzzB Lipopolisakkarit zincirinin O-antijeninin biiyiikliik belirleme regiilatori

Ototransporter protein (S. typhimurium’un konakg1 hiicrelere tutunmasi

misL ve kolonizasyonunda gorev yapmaktadir)
sIsA Olas1 i¢ membran proteini

fidL Olas1 i¢ membran proteini

rmbA Olas1 sitoplazmik protein

Metil akseptor kemostaz protein I (MCPII), aspartat reseptor protein

cheM (Kemotakside gorev yapmaktadir)
cheA Sensor histidin protein kinaz (Kemotakside gérev yapmaktadir)
fimA Fimbriyanin ana yapisal alt linitesini kodlamaktadir

RNA polimerazin sigma F (sigma 28) faktorii, ge¢ flagella genlerinin

fliA transkripsiyonunu diizenlemektedir
fliC Flagella biyosentezi; flagellin, filament yapisal protein
marT MisL ototransporter proteininin pozitif regiilatorii
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Bakteri

suslar1 ve plazmidler

Tez ¢alismasinda kullanilan; S. Typhimurium 14028 dogal susu, marT geni mutantlari
(dmarT) (Cizelge 4.1.) ve pBAD24 plazmidi (Sekil 4.1.) Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Salmonella suslar1 Luria-Bertani (LB) sivi ortaminda 37 °C’de 18 saat siireyle gelistirilmis

ve % 60 gliserol igceren LB sivi besiyeri ile 1:1 (hacim/hacim) oraninda karistirilarak

-20 °C’de saklanmustir.

Cizelge 4.1. S.

Typhimurium marT mutantlarinin 6zellikleri

Sus Kodu | Ozellikleri Antibiyotik Direncliligi
MZ1627 SL14028 AmarT::kan (pBAD24+ marT geni) | KanR-AmpR

MZ1629 SL14028 AmarT::kan (pBAD24) KanR-AmpR

MZ1641 SL14028 AmarT::kan KanR
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pBAD/glll
A,B,C

araBAD promotoru: 4-276. bazlar aras:

ATG baz bélgesi: 319-321. bazlar arasi

Coklu klonlama balgesi: 374-428. bazlar
arasi

Ampisilin direnclilik: 1032-1892. bazlar
arasi

AraC geni: 3241-4139. bazlar aras1

Sekil 4.1. pPBAD/gIII A, B, C vektorlerinin genetik haritasi. pPBAD/gIII plazmidler
pBR322°den tiiretilen ifade vektdrleridir. Bu calismada MarT proteininin liretiminin
indiiksiyonu amaci ile kullanilmistir (Invitrogen, USA).

4.1.2. Besiyerleri ve cozeltiler

Tim Salmonella suslari, Luria-Bertani (LB) sivi ve agar besiyerlerinde iiretilmistir
(Cizelge 4.2.). Klonlama uygulamalarinda ve sonrasinda vektoriin icerdigi dirence uygun

secici antibiyotikler ortama ilave edilmistir.

Cizelge 4.2. Luria Bertani (LB) besiyeri bilesimi
Icerik g/L

Tripton (Fluka,France) 10 g

Maya ekstrakti (Merck, Germany) | 5 ¢

Sodyum klorid (Merck, Germany) | 10 g

Agar (Merck,Germany) 15¢
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Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlanarak, sterilizasyondan 6nce pH 7.0 +
0.2’ye ayarlanmigtir. Sivi besiyeri cam tiiplere dagitilarak, kati besiyeri ise agar ilave

edilerek, otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edilmistir.

Tiim biyofilm calismalarinda besiyeri olarak NaCl icermeyen LB sivi ve agar ortami

kullanilmistir (79) (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. NaCl igermeyen Luria Bertani (LB) besiyeri bilesimi

Icerik g/L
Tripton 10¢g
Maya ekstrakti 59

Agar 15¢

Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlanarak, sterilizasyondan 6nce pH 7.0 +
0.2’ye ayarlanmistir. Sivi besiyeri cam tiiplere dagitilarak, kat1 besiyeri ise agar ilave

edilerek, otoklavda (121 °C / 15 dakika) sterilize edilmistir.

Calisilan tiim suslarin morfotiplendirilmesi kongo kirmizisi (Sigma-Aldrich, USA) igeren

LB agar besiyerinde yapilmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Kongo kirmizisi igeren (40 pg/mL) LB agar (NaCl’siz) besiyeri bilesimi

Icerik g/L
Tripton 10¢g
Maya ekstrakti 59
Kongo kirmizisi 0,049
Agar 159

Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlanarak, sterilizasyondan 6nce pH 7.0 +

0.2’ye ayarlanmistir. Sterilizasyon 121 °C’de 15 dk. siire ile yapilmistir.
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Calisilan tiim suglarin seliiloz icerikleri kalkoflor (Sigma-Aldrich, China) iceren LB agar
ortaminda degerlendirilmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Kalkoflor igeren (50 pg/mL) LB agar (NaCl’siz) besiyeri bilesimi

Icerik g/L
Tripton 109
Maya ekstrakti 509
Kalkoflor 0,05¢
Agar 15¢

Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlanarak, sterilizasyondan 6nce pH 7.0 +

0.2’ye ayarlanmustir. Sterilizasyon 121 °C’de 15 dk. siire ile yapilmistir.

Cizelge 4.6. Fosfat Tuz Tamponu (PBS)

Icerik g/L
NaCl 8¢
KCI 0.2¢g
Na;HPO,4 1.44 ¢
KH2PO4 0.24¢g

Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir. Sterilizasyon islemi 121 °C’de

15 dk. siire ile yapilmustir.

Cizelge 4.7. %33’liik Glasiyel asetik asit ¢ozeltisi

Icerik 100 mL icin
Glasiyel asetik asit 33 mL
Distile su 67 mL

Cizelge 4.8. Tris-asetat tamponu (TAE Tamponu)

Icerik g/L

Tris Baz (Sigma-Aldrich, USA) 242 g

Glasial asetik asit 54.1 mL

EDTA (0.5 M pH8.0) (Ambion, USA) 100 mL

Distile su 1000 mL’ye tamamlanir
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Cizelge 4.9. Jel yiikkleme tampon ¢ozeltisi

Icerik 100 mL icin
Bromfenol blue (Merck, Germany) | .25 g
Sakkaroz (Merck, Germany) 40 g
Distile su 100 mL

4.2. Yontem

4.2.1. S. Typhimurium 14028 susunda arabinoz varhginda MarT iiretiminin tesviki

marT geni, pBAD24 vektorii kullanilmak suretiyle E. coli nin indiiklenebilir arabinoz
BAD promotorunun 6niine klonlanmistir (13). Bu sebeple MarT’ nin iiretiminin tesviki
bakteri gelisme ortamina L-arabinoz (Sigma-Aldrich, USA) ilavesi ile gergeklestirilmistir.
Uygun antibiyotikleri igeren LB sivi ortaminda 37 °C’de 18 saat iiretilen MZ1627 (S.
Typhimurium  AmarT, pBAD24+marT geni) susu, sire bitiminde yine uygun
antibiyotikleri iceren 5 mL LB siv1 besiyerine % 1 oraninda inokiile edilmistir. 200 rpm
calkalama hizinda, 37 °C’de ODsgs=0.2 diizeyine kadar gelistirildikten sonra besi
ortamlarina, marT geninin ifadesi i¢in optimum diizey olarak belirlenen % 0.02 oraninda

L-arabinoz ilave edilerek 30 dakika daha inkiibasyona tabi tutulmustur (13).

4.2.2. Polistiren iizerinde biyofilm olusumunun belirlenmesi

Salmonella suslarinmn polistiren iizerinde biyofilm olusturma 6zelliklerinin incelenmesi
icin Woodward vd. (2000) tarafindan 6nerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir (80).
Bu amagla, NaCl icermeyen 5 mL’lik LB sivi (LBwo/NaCl) ortamlarinda 37 °C’de
calkalamali kosullarda 18 saat gelistirilen aktif kiiltiirlerden, LBwo/NaCl besiyerine ekim
yapilarak bakteriyel tireme ODsgs= 0.4 diizeyine gelene kadar inkiibe edilmistir (Shimadzu
spektrophotometer, Japan). Bu siispansiyonlardan, 100 ul/kuyu LBwo/NaCl igeren 96
kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklarina 30 pl aktarilmistir. Bakteri siispansiyonlarini
iceren mikrodiliisyon plaklari, 72 saat siiresince 20 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde, kuyular 2 defa steril distile su ile yitkanmig ve her kuyuya 150 pl metanol

ilave edilerek 10 dakika inkiibasyon ile olusan biyofilm yapisinin fiksasyonu
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gerceklestirilmistir. Inkiibasyon bitiminde metanol uzaklastirilmis ve kuyular kurumaya
birakilmistir. Daha sonra 130 ul % 0.1°lik kristal viyole kuyulara aktarilmis ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Plaklar steril distile su ile 2 kez yikanmis ve kuyulara
biyofilm tabakasina baglanan boyay1 ¢cozmek amaciyla 130 pl %33’liik glasiyal asetik asit
aktarilarak 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir (81). Inkiibasyon bitiminde
¢oziinen kristal viyole boyasmin optik yogunlugu 595 nm dalga boyunda Elisa
okuyucusunda (Biorad, USA) Olglilmiistiir. Alman OD degerlerinin ortalamasindan,
kontrol (yalnizca NaCl’siz LB sivi igeren kuyular) kuyularmin OD degerlerinin

ortalamasinin ¢ikarilmasi suretiyle liretilen biyofilm diizeyleri belirlenmistir.

4.2.2.1. Inkiibasyon sicakhgi ve pH’nin biyofilm iiretimi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Biyofilm {iretimi i¢in gereken optimum sicaklik ve pH diizeyinin belirlenmesi amaci ile;
dogal tip S. Typhimurium 14028 susu, MarT iiretimi tesvik edilen MZ1627 susu ve marT
geni bakimindan mutant MZ1629 (bos pBAD 24 plazmidi ihtiva eden) susu kullanilmistir.
Bu denemelerde endiistriyel siire¢lerde en yaygin kullanilan ti¢ sicaklik derecesi (4, 20 ve
37 °C) ve 5 pH diizeyinin (4.5, 5.5, 6.5, 7.0 ve 8.5) biyofilm {iretimi {izerine etKisi
arastirtlmistir. Besiyeri pH’s1 1 N NaOH (Merck, Germany) ve 1 N HCI (Merck, Germany)
kullanilarak sterilizasyonundan once ayarlanmistir. Sicakligin biyofilm olusumu iizerine
etkisinin incelenecegi denemenin disindaki denemelerde, inkiibasyonlar literatiir
verilerinde de biyofilm iiretimi i¢in optimum sicaklik olan 20 °C’de gergeklestirilmistir
(78,82). Denemeler mikrodiliisyon plaklarinda 2 tekrar ve 8 paralel olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Biyofilm iiretim diizeyleri 4.2.2.’de anlatildig1 sekilde saptanmuistir.

4.2.2.2. marT geninin biyofilm iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

marT geninin S. Typhimurium’da biyofilm iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi igin,
arabinoz ilavesi ile bu genin indiiksiyonu gerceklestirilmistir. Bunun i¢in hem dogal tip S.
Typhimurium 14028 susu ve hem de MZ1627 mutantinin iireme ortamlarina % 0.02, %
0.01, % 0.005, % 0.0025, % 0.00125 ve % 0.000625 oranlarinda L-arabinoz eklenmis ve
yarim saat 37 °C’de calkalamali kosullarda inkiibe edilmislerdir. Indiiksiyon sonrasinda,
4.2.2.’de anlatildig1 gibi, dogal tip S. Typhimurium 14028 ve mutant MZ1627 suslar1

biyofilm tiretme miktarlar1 agisindan degerlendirilmistir.

41



4.2.3. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR)

Farkli arabinoz - - - 16 32
seyreltme oranlarina ulagilmistir) tesviki ile marT nin ifadesi kademeli olarak azaltilmig ve
bu kosullarda hedef genlerin ifadelerindeki degisimler arastirilmistir. Bu amagla 6ncelikle,
marT geni ifadesi farkli arabinoz konsantrasyonlar1 ile tesvik edilmis ve edilmemis
kosullarda tiretilen dogal tip S. Typhimurium 14028 ve MZ1627 mutant suslarmdan toplam
RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. RNA izolatlar1 cDNA sentezine tabi tutulduktan
sonra hedef genlere 6zgii primerler kullanilarak elde edilen cDNA’lar kantitatif gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir.

4.2.3.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda, kullanilan kite (High Pure RNA Isolation Kit, Roche/Germany)

spesifik, iiretici firma tarafindan 6nerilen basamaklar izlenmistir.

e Hiicre ¢okeltileri 200 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) igerisinde ¢oziiliir.

e Bu ¢ozelti lizerine 4 pl lizozim (50 mg/mL) ilave edilerek 37 °C’de 10 dakika inkiibe
edilir.

e Siire bitiminde 400 pl lizis/baglama tamponu ilave edilerek iyice karigtirilir.

e Soliisyon kitin igerisinde bulunan spin kolona aktarilarak 8000 g’de 15 sn. santrifiij
edilir.

e Toplama tiiplindeki s1v1 uzaklastirildiktan sonra spin kolondaki filtrenin iizerine 90
ul DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 uL DNaz I karistirilarak eklenir.

e 15-25 °C arasinda bir sicaklikta 1 saat inkiibasyona birakilir.

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

e 500 pl yikama tamponu II eklenir ve 8000 g’de 15 sn. santriflij edilir. Toplama
tiiptindeki siv1 uzaklastirilir. Bir kez daha 200 pl yikama tamponu II eklenip 2 dk.
santrifiij edilir.

e Santrifiij sonunda spin kolon steril mikrosantrifiij tiipline yerlestirilir.

e Spin kolonda bulunan filtrenin iizerine 50 pl eliisyon tamponu eklenir ve 800 g’de 1

dk. santrifiij edilir.
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e Flde edilen RNA’lar bekletilmeden cDNA eldesine alinir. Geri kalani bir sonraki

kullanimia kadar -80 °C’de saklanir.

Saflagtirma sonrast 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 gegilmistir.

4.2.3.2. cDNA sentezi

RNA orneklerinden (2000 ng) cDNA sentezi icin “cDNA synthesis kit”1 (Roche,
Germany) kullanilmistir. cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karisimlar: ve uygulanan
sicaklik dongiisii Cizelge 4.10. ve Cizelge 4.11.°de verilmistir. Elde edilen her cDNA,
gRT-PZR denemelerinde kullanilmak iizere ddH,O ile 1:5 oraninda seyreltilmis ve
-20 °C’de saklanmustir.

Cizelge 4.10. Ters transkripsiyon protokolii

Icerik Konsantrasyon | Final Konsantrasyon | ul
Distile su *
Random hexamer primer 600 pmol/ul 60 uM 2

RNA 2000 ng

65 °C’de 10 dk. RNA’min denatiirasyonu i¢in inkiibe edilir ve hemen buza alinir!
Reverse Transcriptase Buffer | 5 (X) 1(X) (8mM MgCI2) |4
RNase Inhibitor 40 U/ wl 20U 0.5
dNTP Mix 10 mM (her biri) | 1 mM (her biri) 2
Reverse Transcriptase 200/l 10U 0.5
Son Hacim 20

*Toplam hacim distile su ile 13 pl’ye tamamlanmustir.

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
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4.2.3.3. Primer dizaym

Kantitatif gergek zamanli PZR’dan dogru sonuglar alabilmek i¢in dikkat edilmesi gereken
en 6nemli basamak, kullanilacak olan primerlerin dizaynidir. Belirleyici ajan olarak SYBR
Green kullanilacaksa, dizayn edilecek primerlerin ortalama uzunlugu yaklasik 100-200 bg
olmalidir. ileri ve geri primerlerinin erime sicakliklari, aralarinda sadece 0.5 °C lik bir fark
olacak kadar benzer olmalidir. Amplifikasyon reaksiyonlarinda yiiksek verimlilikler elde
edebilmek icin dimer ve spesifik olmayan baglanmalar yapmayan primer ciftlerinin

kullanilmas1 6nemlidir (83-85).

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 ¢iftlerinin spesifitesini
belirlemek amaciyla bu diziler veri tabaninda bulunan diziler ile karsilastirilmis ve
yalnizca hedef genlere homolog olduklar1 belirlenmistir. Genlerin ifadelenme analizinde
goreli kantifikasyon yapabilmek icin referans gen (housekeeping gen) olarak gliseraldehit
3-fosfat dehidrogenaz-A (gapA) geni se¢ilmistir. Ifade diizeyi analizinde kullanilacak gen

spesifik primerlerin dizileri ve ID numaralar1 Cizelge 4.12.”de listelenmistir.

Cizelge 4.12. Kantitatif gercek zamanli PZR denemelerinde kullanilan primerler

Gen ID/ ..
Gen sembolii ] o Uriin bityiikliigii (b¢)
primer dizisi [5"-3]
fimA 1202063 181
Ileri TGTGCCGTCAGCACTAAATC
Geri TGGTGTTATCTGCCTGACCA
rmbA 1255280 183
Ileri CAGTGGCATGCATATTGTCC
Geri AGCGTTCGTCCACGTTTACT
fidL 1255282 194
Tleri GGGCTTGGACATCTTTTTCA
Geri ATCACGCCGCTCATTTTATT
sIsA 1255285 154
Tleri TGGGATAATGCCGATTTTGT
Geri TACCGGAGGCATCAATTACC
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Cizelge 4.12. Kantitatif gergek zamanli PZR denemelerinde kullanilan primerler (devam)

Gen ID/ ..
Gen sembolii ] o Uriin biiyiikliigii (b¢)
primer dizisi [5"-3]
misL 1255281 161
Tleri TGATCCGACAATTCCTGACA
Geri TGTCGGTGTACTGGGTTTCA
fliA 1253477 125
Tleri TTGCGGAGTATCGTCAGATG
Geri CGGGTTTTCCTGTTGATGTT
fliC 1253480 165
Ileri ACGAAATCGACCGTGTATCC
Geri GCACATTCAGCGTATCCAGA
dps 1252350 137
Ileri ATGAGATGCTGGATGGCTTC
Geri GCGGATAGCTTTTCAGTGGA
yliH 1257372 122
Ileri GCTCCACGATCACGCTTTAC
Geri AATCATGGTGTCCGCTCATT
cheA 1253442 116
Ileri CTCTGCGTTTTCCGCATTAT
Geri TCACATAAGAAACCGAGAGTGG
cheM 1253440 176
Ileri GTGGCGGTAGAGAAAGTGGA
Geri ATGAGATCGCCGTGGTTTAC
wzzB 1253600 113
Ileri ATCTGACGAAAACGCTCACC
Geri ACGGGAAGAGAGGTCGGTAT
marT 11754149 193
Ileri CTGCCGCTTTCGATATCTTC
Geri GTATGTCAGGGCGTTGGTTT
gapA 11755204 152
Tleri GGAACGCCATACCAGTCAG
Geri AACCCAGAAAACCGTTGAC
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4.2.3.4. Genlerin ifade diizeylerinin kantitatif gercek zamanh PZR (qRT-PZR) ile

belirlenmesi

Bu caligmada, kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Light Cycler 480
(Roche) cihaz1 kullanilarak, LightCycler 480 SYBR Green Master kiti (Roche) ile
gerceklestirilmistir. Tum genler i¢in amplifikasyon karigimlar1t kitin ~ Onerileri

dogrultusunda Cizelge 4.13.’te belirtilen sekilde hazirlanmustir.

Cizelge 4.13. gRT-PZR i¢in amplifikasyon karigimi

Icerik Konsantrasyon | Final ul
Konsantrasyon

SYBR Green Master Mix 2 () 1(x) 5
[leri primer (F) 5 pmol 1.4
[leri primer (R) 5 pmol 1.4
cDNA kalib1 1:5 sulandirilmig | 40 ng 2
ddH,0 0.2
Son Hacim 10

LightCycler cihazinda amplifikasyon i¢in kullanilan dongii programi Cizelge 4.14’te

verilmistir.
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Cizelge 4.14. LightCycler cihazinda kullanilan g-RT-PZR programi

Basamak Islem Sicaklik (°C) | Siire Artis(°C/sn.) | Veri Alim
1.0k Ik
95°C 10° 4.8 -
denatiirasyon | denatiirasyon
) Denatiirasyon | 95°C 10> 4.8 -
Amplifikasyon | Baglanma *57°C 10” 2.5 -
(45 dongii)
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 30” 2.5 -

* rmbA ve marT genleri i¢in optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda amplifikasyonun primer
baglanma basamagindaki sicaklik, erime egrisi analizi sonucunda 60 °C olarak
ayarlanmistir.

Amplifikasyon reaksiyonlar1 384 kuyulu PZR plaklarinda gergeklestirilmistir. cDNA
kalibin1  igermeyen reaksiyon karisimi  negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Amplifikasyonu takiben, tek bir reaksiyon iirtinii aldigimizi dogrulamak amaci ile erime

egrisi analizi yapilmustir.

4.2.3.4.1 Erime egrisi analizi

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltilmasinda etityum bromit yerine daha az
toksik, primerlerden bagimsiz, daha spesifik ve daha duyarli floresan bir dsSDNA inter
kalator ajan1 olan “SYBR Green I” boyas: kullanilmistir. Bu 6zgiil olmayan yontemde
kullanilan floresan boya reaksiyonda ¢ogalan ¢ift zincir DNA’ya 6zgiil olmayan bir sekilde
baglanir ve cift zincirli DNA’nim artistyla orantili olarak floresan 1s1ma gerceklesir. Her
farkli ¢ift zincir DNA molekiiliiniin kendine 6zgii bir erime sicakligi (Tm) vardir. Bu
cogalan DNA parcalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranina baghdir. Tipik bir

erime egrisi analizi sonucunda, her drnek i¢in tanimlanan ayrilma sicakliginda tek bir pikin
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goriilmesi beklenir. Fazladan olusan herhangi baska bir pik, reaksiyonda spesifik olmayan
amplikonlarin veya primer dimerlerinin olustugu anlamina gelmektedir. Calismamizda
erime egrisi analiz sonuclari, yukarida Ozetlenen literatiir bilgileri dogrultusunda
degerlendirilmistir. Sekil 4.2. tek bir tirlinle tanimlanan erime egrisi sonucunu ve Sekil 4.3.
ise nonspesifik amplikon ve primer dimeri igeren bir erime egrisi sonucunu gostermektedir.
Bu calismada, her gen spesifik primer ¢ifti i¢in PZR kosullari, ger¢ek zamanli PZR’de
istenilen erime egrisini verecek sekilde optimize edilerek (rmbA ve marT genleri icin
amplifikasyonun primer baglanma sicakligi, erime egrisi analizi sonucunda 60 °C olarak

saptanmustir) belirlenmistir.

Erime Pikleri

Spesifik Baglanma

1759

Floresans Isima (483-533)
g

Sicaklik (°C)

Sekil 4.2. fidL geni igin gergeklestirilen erime egrisi analizi
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Floresans Isima (483-533)

Erime Pikleri

5688
5388 Al
4538 “'.
4388
3688
3,588

2685 \‘\
v \ \
1638 f \"
1.388 i !

0838 a4 \
0338 - ,,—-:;R \:

0112

Non-spesifik Baglanma \\'
{

60 [23 70 7 80 3 w0 s
Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. rmbA geni i¢in gergeklestirilen erime egrisi analizi

4.2.3.4.2 Amplifikasyon verimliliginin belirlenmesi

g-RT-PZR verilerinin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in kantifikasyon
yonteminin se¢imi, ger¢ek zamanli PZR’nin en 6nemli basamagini olusturmaktadir. Bu
calismada; bir 6rnekteki belli bir genin mRNA diizeyindeki de§isimin, bir baska 6rnekteki
0 hedef genin mRNA diizeyindeki degisimine oranlanmasini esas alan goreli kantifikasyon
stratejisi se¢ilmistir. Goreli kantifikasyonda; bir hedef genin ifadesini referans gen ile iligki
kurarak hesaplayabilmek i¢in bir¢ok matematiksel model gelistirilmistir. Hesaplamalar,
esik dongii deger (Ct) farkliliklarinin amplifikasyon verimi de g6z oniinde bulundurularak

karsilagtirilmasi esasina dayanmaktadir.

Amplifikasyon verimlili§i PZR reaksiyonunun mikkemmele ne kadar yakin
gerceklestiginin - gostergesidir. Calismada, Kullanilan her primer ¢ifti igin PZR
amplifikasyon verimlilikleri (E) hesaplanmistir. Bunun igin, arabinoz ile indiiklenmemis
dogal tip 14028 susundan elde edilen cDNA oOrneginin (kalibrator ornek) 1/10 seri
diliisyonlar1 yapilmig (1-1:100 000 diliisyonlar1) ve diliisyon serilerinden elde edilen log10
kopya sayismin Ct degerlerine (esik dongiisii degerleri) kars1t ¢izilen grafigi
olugturulmustur. Bu grafikten elde edilen amplifikasyon pikinin egiminden {istel

amplifikasyon (Denklem 1.1.) ve amplifikasyon verimliligi (Denklem 1.2.) hesaplanmistur.
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Ustel amplifikasyon 2’ye, amplifikasyon verimliligi ise 1’¢ yaklastikca PZR
reaksiyonunun miikkemmelligi artar (86). Amplifikasyon verimi 1’¢ esitse (=%100),

reaksiyondaki kopya sayisi her dongiide ikiye katlanmis demektir.

Denklem 1.1: Ustel amplifikasyon: 108
Denklem 1.2: Verimlilik (E): (10¢¥¢8m).1

Bu c¢alismada kullanilan her primer seti i¢in gergeklestirilen tistel amplifikasyon
hesaplamalar1 sonucunda, PZR reaksiyonlarmin neredeyse miikemmele yakim bir sekilde
gerceklestigi gorilmiistiir. Bu sebeple; PZR sonuglarinin degerlendirilmesi (kantitasyon),
reaksiyon verimini hesaba katmayan yaklasim metodu ile gerceklestirilmistir (Denklem
1.3.) (87).

Denklem 1.3. R= 2744

4.2.3.4.3 Normalizasyon

Goreli kantitasyonun, yaklasim metodu ile gergeklestirilen analizinde normalizasyon
basamagi mevcuttur ve bunun igin farkli kosullarda dahi ifade diizeyi degismedigi bilinen

(en az etkilenen) ve referans gen olarak kullanilan housekeeping genlere ihtiyag vardir (88).

Reaksiyon sonunda her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 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,
izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarmdan kaynaklanan 6rnekler arasi
baglangic farkliliklarmi ve deneysel hatalari normalize etmektir. Bu normalizasyon
basamagi sonrasinda elde edilen marT ifadesi tesvik edilmis MZ1627 orneklerinin Ct
degerleri, kontrol 6rneklerinin Ct degerleri ile normalize edilmistir. Bu son normalizasyon,
arabinozun marT ifadesi tesvik edilen MZ1627 orneklerinde arastirilan hedef genlerin

ifadeleri tizerine olan etkisini ¢ikarmak i¢in uygulanan bir yaklagimdir (88).
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gRT-PZR sonuglari, kantitasyon igin segilen yaklasim metodu kullanilarak asagidaki

formiile gére normalize edilmistir.

-AACT_ »o(C_ - C -(C -C
2 = 26 % 1 Ronrat~C1 x” C1 Rhest

Cr x : hedeflenen genin (6rn; marT) Ct’si
Crr: referans genin (gapA) Ct’si
Kontrol: Dt susun Ct degerleri

Test: MarT iiretimi indiiklenmis susun Ct degerleri

Ct (threshold cycle-esik dongiisii) degerleri, analiz sonunda elde edilen pik profilleri
araciligr ile belirlenmistir. Yukaridaki formiilde “referans” i¢in gapA geninin Ct degeri
kullanilmistir. “Kontrol” i¢in indiiklenmemis dogal tip 14028 6rnekleri kullanilirken, “test”

icin ise marT ifadesi tesvik edilmis 6rneklerin Ct degerlerinden yararlanilmagtir.

4.2.3.4.4 Normalize edilen verilerinin istatistiksel analizi

Verilerinin istatistiksel olarak degerlendirmesi Livak ve Schmittgen (2001), tarafindan

belirlenen 2 24¢T

metodu dogrultusunda gerceklestirilen normalizasyon sonrasi, elde edilen
veri setinde yer alan degerlerin birbirleriyle olan benzerlikleri ya da birbirlerine olan
uzakliklar1 kiimeleme analizi yapilarak gerceklestirilmistir. Olusturulan kiimelerde yer alan

genler arasindaki korelasyon ise Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.

4.2.4. Gen mutasyonlarimin olusturulmasi

Bakteriyofaj lambda’nin Red rekombinaz sistemi, ¢esitli bakterilerin kromozomal genlerini
inaktive etmek i¢in kullanilan bir sistemdir. Yontem, her iki ucunda da hedef lokusun bir
bdlgesi ile homoloji gdsteren bolgeler igeren ve antibiyotik kaseti tasiyan bir polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) {irliniiniin, lambda Red rekombinazi ifade eden bir susa
elektroporasyon yontemi ile transformasyonunu igermektedir. Yontemde, ilgilenilen

hedefteki kromozomal bélge ile bahsedilen PZR f{iriinii arasinda ger¢eklesen homolog
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bolge rekombinasyonu sonucu gen igerisine kanamisin gen kaseti sokularak mutasyon
gerceklesmektedir. PZR iiriinii ve kromozom arasindaki en etkili rekombinasyon, lambda
fajinin Red operonunun indiiksiyonu ile gergeklesir. Red operonu, niikleaz inhibitorii olan
Redy (gam) ve homolog rekombinasyonu gergeklestirecek bolge-spesifik rekombinazlar
olan Reda (exo) ve Redp (bet)’y1 kodlar (89).

Tez calismast kapsaminda, biyofilm iiretimindeki roliinii arastirdigimiz toplam 12 genin
(wzzB, fimA, rmbA, fidL, slIsA, misL, fliA, fliC, dps, yliH, cheA, cheM) Red rekombinaz
sistemi temelli mutasyonlari, “Quick & Easy E.coli Gene Deletion” kiti (K006)

(GeneBridges, Germany) kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.2.4.1. Homoloji bolgelerini iceren fonksiyonel kanamisin kasetinin eldesi

Aragtirilan her bir gen icin homolog bdlgeler igeren PZR iiriinlerinin eldesi, Cizelge
4.15.’te belirtilen hedef bolgelere 6zgli primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. Primer
dizaynmi i¢in Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) programi kullanilmis ve tiim primerler,
Heliks Biotek (Ankara,Tiirkiye) firmasi tarafindan ftretilmistir. Liyofilize primerler
kullanilmadan 6nce 100 uM olacak sekilde ddH,O ile sulandirilmis ve PZR reaksiyonunda
kullanilmak iizere 10 uM’a seyreltilmistir. Kit protokoliinde belirlenen amplifikasyon

basamaklari takip edilerek PZR gergeklestirilmistir (Cizelge 4.16. ve Cizelge 4.17.).
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Cizelge 4.15. Kanamisin kaseti ve ilgili genlere homolog bolgeler iceren primer dizileri. Primer ¢iftleri; kanamisin gen kasetinin 5’ u¢larinda
mutasyon yaratmak istenilen genlere homolog 50°ser baz eklenerek dizayn edilmistir.

Primer Dizisi (5°-3°) Primer Dizisi (5°-3%)

fimA-f CCGCTTTAGCTCTGCGTTTTCCGCATTATCGGAAGTGCTGGATAATCAGAAAT fimA-r CCGCTTTAGCTCTGCGTTTTCCGCATTATCGGAAGTGCTGGATAATCAGAAATT
TAA CCCTCACTAAAGGGCGG AA CCCTCACTAAAGGGCGG

rmbA-f TTGCAATGGGCTGACAGTCTGGCAGACAGTGGCATGCATATTGTCCTGATAAT | rmbA-r TGCTTTTCAAAATCCAGTAATTGGCCAGCGGAGTTAAACTTCTGTCAGAA
TAACCCTCACTAAAGGGCGG TACGACTCACTATAGGGCTCG

fidL-f CGCACTGGGGTGGTTTCCATCAGCGGAACATATTACGTCGATAATAAAATGA fidL-r TCTTTATTTTCACTCCATACATAGGAAACATCACGGCGGATCACGCCGCTTAC
ATTAACCCTCACTAAAGGGCGG GACTCACTATAGGGCTCG

sIsA-f GCTGATTCCGGAAATCCATGCGAATGCGCCCCACGCGCAATATGTCGCGC sISA-r TACCGCTTGTACAAAATCGGCATTATCCCAGGCATTAATTTCCCCTTTACTACG
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG ACTCACTATAGGGCTCG

MisL-f CGTTGATTCGTCTGGGTGACGATGCAACTATCGAAACATCCGGCGCATCCAAT | MisL-r TTGTTGCCAAGCTCGGTTCTGGAGGAGGATGCTGCGTAAATCCCCGAAGA
TAACCCTCACTAAAGGGCGG TACGACTCACTATAGGGCTCG

fliA-f GCGGTCGACCGATATGACGCTTTGCAAGGAACGGCATTTACCACTTACGC fliA-r AATCGCGGCTGCGTAATTCATCCAGCATCGCCCCACGAATACGCTGCACTTAC
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG GACTCACTATAGGGCTCG

flic-f ATCGACCGTGTATCCGGCCAGACTCAGTTCAACGGCGTGAAAGTCCTGGC fliC-r TAGTTTCACCGTCGTTGGCACCAACCTGGATGGTCAGGGTGTTGTCCTGCTAC
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG GACTCACT

dps-f ATGCGCGGTGCTAACTTTATTGCCGTTCATGAGATGCTGGATGGCTTCCG dps-r GCTGTACGGCGCGCTCGGCCATAGTATCCAGATGATCGGTCAGTGCGGTATAC
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG GACTCACTATAGGGCTCG

YliH-f TGTCAGTCAGCGAAAGTGACACTCTGCGTGACAATTTTTTTGAACTGAAT YliH-r TCCTGATCGAGATGCAGTCCCTGCCGTAAAGCGTGATCGTGGAGCTCGCGTAC
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG GACTCACTATAGGGCTCG

CheA-f GCAATCTGGCTACTCTGACGGATGTCGTTAAGGGGGCGGATTCACTGTCG CheA-r CAGAGCACCGCGACAATGTCATCTTCCGCGACGCTGCCATCCAGAGTTGCTAC
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG GACTCACTATAGGGCTCG

CheM-f TGTACCGCCAGACATTTGATCAAAGTGCTCATGACTACCGTTTTGCGCAA CheM-r ACCACCATCAAAATCAGCACCAGCACGACCGCAAGAACCCCCAGTTGCCATA
AATTAACCCTCACTAAAGGGCGG CGACTCACTATAGGGCTCG

WzzB-f CCGCTTTAGCTCTGCGTTTTCCGCATTATCGGAAGTGCTGGATAATCAGAAAT WzzB-r CAGCGCCTGCCCTTTTACCGACTGTTCAATGGTAAGCTTTTCCCGCTCTTTAAT
TAA CCCTCACTAAAGGGCGG ACGACTCACTATAGGGCTCG

*Kan-f GATCGGCCATTGAACAAGAT *Kan-r TCGTCCTGCAGTTCATTCAG

* Mutasyon dogrulugunu kontrol amaci ile gen bolgelerinde kanamisin gen kasetinin varligmi arastirabilmek icin tasarlanan kanamisin kasetine 6zgii primer ¢iftleri.
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Cizelge 4.16. Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (C°) Zaman (sn.) Dongii Sayisi
Denatiirasyon 98 30 1
Denatiirasyon 98 10

Baglanma 60 30 30
Uzama 72 90

Uzama 72 600 1

Cizelge 4.17. Polimeraz zincir reaksiyonu (50 pl) icerigi

Icerik ul
dH20 31.5
5 x Green Go Tag Flexi Buffer (Promega, USA) 10
dNTP (10 mM) (Fermentas, England) 1
Ileri (F) primer (10 uM) 1
Geri (R) primer (10 uM) 1
MgCl; (25 mM) (Promega, USA) 4
Go Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) (Promega,USA) 0.5
FRT-PGK-gb2-neo-FRT Kalip DNA (50 ng/ul)* 1

* GeneBridges “Quick & Easy E.coli Gene Deletion” kitinden saglandi.
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4.2.4.2. Dogal tip S. Typhimurium 14028 susuna pRed/ET ifade plazmidinin

transformasyonu

Bakteriyofaj lambda Red rekombinaz sistemi kullanilarak yaratilacak mutasyonun ikinci
basamagi, “Quick & Easy E.coli Gene Deletion” kiti (K006) igerisinde gelen ve homolog
rekombinasyonu iizerinde tasidigi Red operonunun indiiklenmesi ile saglayacak olan
PRED/ETamp plazmidinin (Sekil 4.4.) elektroporasyon ile dogal tip S. Typhimurium 14028

susuna aktarmmidir.

Bakteriyel elektroporasyonun yapilabilmesi igin hiicrelerin elektroporasyona uygun
kompetan hiicreler haline getirilmesi gerekmektedir. Kullanilacak kompetan susun yeni
hazirlanmis olmasi, elektroporasyonun basarist agisindan Onemlidir. Bu amagla S.
Typhimurium 14028 susu, LB sivi (SmL) besiyerine % 1 oraninda aktarilarak 37 °C’de ve
200 rpm ¢alkalama hizinda 18 saat siiresince tiretilmistir. Aktif kiiltiirden alinan 30 pl, 1.4
mL LB ortamia inokiile edilerek ODsgs nm’deki bakteri bulanikligi 0.4-0.6 oranina
ulasincaya kadar (yaklasik 3 saat) 37 °C’ de ve 200 rpm calkalama hizinda inkiibasyona
tabi tutulmustur. Bu zaman zarfinda kompetan hiicre olusturmada kullanilacak olan ddH,O
buz {istiinde sogutulmustur. Hiicreler 11000 rpm’de 30 sn. santrifiij sonucu (+2 °C)
¢oktiirtilmiis ve sogutulmus 1 mL steril ddH,O ile ¢6ziilmiistiir. Hiicre siispansiyonu tekrar
santrifiij edilerek ayn1 islemler uygulanmistir. Son santriftij uygulamasmin ardindan hiicre
stispansiyonu 20-30 pl soguk steril ddH0O icerisinde ¢oziilerek bir sonraki isleme kadar

buz tstiinde bekletilmistir (90).

Kompetan hiicrelere transforme edilmek istenen pRED/ETamp plazmidinden (20 pg/pl) 1 pl
alinarak, bir 6nceki basamaktan elde edilen 30 pl kompetan hiicre ile karistirilmistir. Bu
islemlerin tamammin buzun iizerinde yapilmasma 6zen gosterilmistir. Bu karisim, daha
once buz banyosunda sogutulmus elektroporasyon (Thermo Electron Corporation, Ohio)
kiivetlerine (0,1 cm) aktarilmis ve 1800 Volt sabit zamanli akim ile elektroporasyon
gerceklestirilmistir. Bu islem sonunda hiicreler 1 mL antibiyotiksiz LB sivi ortamina
almarak 30 °C’de 70 dk. siiresince 200 rpm c¢alkalama hizinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak, ampisilin (50 pg/mL)

iceren secici LB agar besiyerine drigalski spatiilii yardimi ile yayma ekim yapilmistir. Bu

42



ortamlar en az 15 saat 30 °C’de inkiibe edilmis ve gelisen koloniler steril kosullarda

alinmak suretiyle transformantlar secilmistir.

m

pBAD

gam

beta

pRedET
(9270 bp)

repA
pSC101 ori

Sekil 4.4. pRED/ET plazmid vektoriiniin genetik haritasi (90).

4.2.4.3. Kanamisin gen kaseti insersiyonu ile gen spesifik mutasyonlarin

olusturulmasi

Bu asamada pRED/ETamp plazmidini tasiyan dogal tip S. Typhimurium 14028 susu,
ampisilin (50 pg/mL) igeren LB sivi (SmL) ortamina % 1 oraninda inokiile edilerek 30 °C’
de ve 200 rpm calkalama hizinda 18 saat tretilmistir. Aktif kiiltlirden 30 pl alinarak ayni
antibiyotigi igeren 1,4 mL LB ortamma ekim yapilmig ve ODs95=0,3 oranina ulagincaya
kadar (yaklasik 2 saat) 30 °C’ de ve 200 rpm calkalama hizinda inkiibasyona tabi
tutulmustur. Istenilen hiicre yogunluguna ulagildiktan sonra % 10 L-arabinoz ¢dzeltisinden
50 pl (son konsantrasyonu yaklasik % 0.3-0.4 olacak sekilde) alinarak iireme ortamina
ilave edilmis ve 37 °C’de 45-60 dk. 200 rpm c¢alkalama hizinda inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Bu silire zarfinda eklenen arabinoz, Red operonunu indiikleyerek
rekombinasyon  proteinlerinin  ifadesini  saglamstir.  Inkiibasyonun  ardindan

elektrokompetan hiicrelerin hazirlanmasi islemi gergeklestirilmistir.
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Bir sonraki asamada, rekombinasyon proteinlerinin ifadesi tesvik edilen hiicrelere istenilen
gen bolgelerini mutasyona ugratacak PZR iirlinlerinin transformasyonuna ge¢ilmistir. Bu
amacla, kit protokolii izlenerek transformasyonu yapilacak olan PZR iiriinlerinden, 400-
800 ng alarak 30 uL elektrokompetan hiicre ile karistirilmis ve elektroporasyon basamagi
daha onceden anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir. Elektroporasyon sonrasinda hiicreler 1
mL antibiyotiksiz LB ortamina alinarak homolog rekombinasyonun gerceklesmesi i¢in
37 °C’de 3 saat (200 rpm ¢alkalama hizinda) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre siispansiyonu 9000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ust stvinin 900
ul’si uzaklagtirilmis, kalan 100 pl’de hiicre ¢okeltisi ¢ozdiiriilerek kanamisin (15 pg/mL)
iceren secici LB agar besiyerine drigalski spatiilii yardimi ile yayma ekim yapilmistir. Bu
ortamlar 37 °C’de 15 saat inkiibasyona birakilmistir. Ortam sicakligi 37 °C’ye
yiikseltilerek pRED/ETamp plazmidinin  hiicrelerden uzaklastirilmas:  saglanmigtir.
Inkiibasyon siiresi bitiminde kanamisin kasetini i¢ine alarak kanamisin direnci gelistiren ve
bize mutasyonun varhigini gosteren elekrotransformantlar segilerek antibiyotikli besi

ortamlarina alimmastir.

4.2.4.4. Transformantlarda kanamisin kasetinin varhginin PZR ile dogrulanmasi

Kanamisinli kat1 besiyerinde {ireyen kolonilerin, kanamisin kaset genini tasiyip
tasimadigmin tespiti i¢in, transformasyon sonrasi besiyerinde olusan her bir bakteri
kolonisinin bir kismu steril kiirdan yardimiyla PZR tiiplerine alindiktan sonra 5 ul ddH,O
icerisinde siispanse edilmis ve 100 °C’de 5 dk. inkiibasyonun ardindan PZR ¢alismasinda
kullanilacak kalip DNA elde edilmistir. Silispansiyon sonrasi geriye kalan koloniden
kiirdanla kanamisinli kat1 besiyerine nokta ekim yapilmistir. Boylece istenilen mutasyonu
iceren kolonilerin devamliligi saglanmistir. Kalip DNA’larin tizerine, 45 pl PZR karisimi

(Cizelge 4.18.) eklenmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklar1 sirasi ile; 98 °C’de 30 sn. 6n 1sitma, 98 °C’de 10
sn. ayrilma, 60 °C’de 30 sn. primer baglanmasi, 72 °C’de 90 sn. uzama olacak sekilde 30
dongii olarak diizenlenmistir. PZR firiinleri % 1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV
151k altinda goriintiilenmistir. Istenilen 1800 bg’lik bolgede bant gériilmesi sonucunda gen

kasetini i¢ine alan koloniler belirlenerek— 20 °C ve — 80 °C stoklar1 hazirlanmistir.
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Cizelge 4.18. Polimeraz zincir reaksiyonu karigimi (50 pl) icerigi

Icerik pl
dH0 315
5 x Green Go Taq Flexi Buffer (Promega, USA) 10
dNTP (10 mM) (Fermentas, England) 1
Ileri (F) primer (10 pM) 1
Geri (R) primer (10 uM) 1
MgCl, (25 mM) (Promega, USA) 4
Go Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) (Promega,USA) 0.5

4.2.4.5. Agaroz jel elektroforezi

Saflastirilan niikleik asitlerin kontrolii, TAE (Tris — Asetik Asit — EDTA ) tamponu
(Cizelge 4.8.) ile hazirlanan %]1' lik agaroz jelde, 100 V sabit elektrik akimmda 1 saat
stireyle 6rneklerin elektroforez iglemine tabi tutulmasi sureti ile yapilmistir. Elektroforez
islemi sonrasinda DNA bantlari, 0.2 pg/mL etityum bromit (Sigma Chem. Co., USA)
iceren tampon igerisinde 30 dakika boyanmistir. Boyama islemi bitiminde jeller, 366 nm
dalga boyunda ultraviyole 1sikta incelenmis ve Syngene GeneGenius Gel Imaging System
kullanilarak fotograflar1 alinmistir. Molekiiler biiyiiklik tespiti, 1 kb molekiiler DNA
standart1 (Solis BioDyne, Estonia) ve 100 b¢ molekiiler DNA standarti (Fermentas,
England) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 1 kb’lik (a) ve 100 b¢’lik (b) DNA standartlarinin % 1 agaroz jel go¢ plani

4.2.5. Kongo kirmizisi iceren LB agar besiyerlerinde Salmonella suslarinin biyofilm
morfotiplerinin belirlenmesi

Dogal tip 14028 susu ve tiim mutant suglar —20 °C stogundan almarak 5’er mL’lik LB s1v1
besiyerlerine inokiile edilmis (% 1) ve bir gece (18 saat) calkalamali kosullarda (200
rpm/dakika) 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra aktif
kiiltiirlerden % 1 oraninda alinan inokiilumlar 5’er mL’lik NaCl’siz LB s1v1 ortamlarina
aktarilmis ve suglar 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir (77). Bu ortamlardan
kongo kirmizist (40 pug/mL) ve Coomassie brillant blue (20 pug/mL) boyalarmni igeren
NaCl’siz LB agar (LB agar woNaCl) besiyerlerine 10’ar pl damlatilmig ve 20 °C’de 8 giin
stireyle inkiibasyona tabi tutulmustur (78). Tium plaklar stereo mikroskopta (Leica,
Germany) ve ¢iplak gozle morfolojik agidan incelenmistir. Calisma 2 paralel ve 2 tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.
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4.2.6. Sivi besiyerlerinde pelikiil olusumu

Bu denemede, kongo kirmizisi igeren NaCl’siz LB agar besiyerlerinde morfotip analizi
yapilan Salmonella suslarmnin, sivi-hava arafazinda pelikiil olusturma o6zellikleri
arastirtlmigtir (Sekil 4.6.). Suslar 5 mL’lik NaCl’siz LB sivi besiyerlerinde 18 saat
stiresince 37 °C’de c¢alkalamali kosullarda gelistirilmistir. Stvi-hava ara fazinda pelikiil
olusumlarin1 gézlemek amaciyla 4,5 mL NaCl’siz LB s1v1 besiyerlerine aktif kiiltiirden 0,5
mL inokiile edilmis ve test tiipleri 20 °C’de statik kosullarda 8 giin boyunca inkiibasyona
brrakilmistir. 8 gilinlin sonunda test tiipleri, pelikiil olusumlarmin yani sira, pelikiiliin
elastik, kirilgan ve rijit 6zellik gostermesine, sivi-hava arafazinda olusan halka yapilarina,
besiyerinin bulanikli§1 ve tiip tabaninda ¢okelti birikimi gibi bazi degisimlere gore de

degerlendirilmistir (63,64).
Yapisal incelemelerin daha kolay yapilabilmesi agisindan ayni1 deney, bakterilerin

kalkoflor igeren (fluorescent brightner 28, Sigma-Aldrich, China, 200 pg/L) NaCl’siz LB

besiyerlerinde tiretilmesi suretiyle de tekrarlanmustir.

e

a b C d

Sekil 4.6. a. Rdar morfotipine 6zgii sivi-hava arafazinda gozlenen pelikiil yapisi, b. Ayni
pelikiiliin karistirildiktan sonra dagilmadan kalan yapisi, c. Bdar morfotipine 6zgili sivi-
hava arafazinda gdzlemlenen pelikiil yapisi, d. Ayn pelikiiliin karistirildiktan sonra dagilan

yapist
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4.2.7. Kalkoflor baglanma uygulamasi

Bu denemede bakteri kiiltiirlerinden, seliiloz indikatorii olan kalkofloru igeren (fluorescent
brightner 28, Sigma-Aldrich, China, 200 pg/L) NaCl’siz LB agar besiyerine damlatma
ekim yapilmig ve bu ortamlar 20 °C’de 8 giin siiresince inkiibasyona birakilmigtir.
Ortamlar seliiloz tiretimlerinin arastirilmast amaci ile 366 nm UV 1sik altinda incelenmis
ve fotograflanmistir (Kodak Gel Logic 200 Imaging System). Calisma 2 paralel ve 2
tekrarli olarak gergeklestirilmistir. 366 nm UV 1sik altinda florosan ozellik gosteren
ornekler seliiloz tiretimi bakimindan pozitif, gostermeyenlerse seliiloz tiretimi bakimmdan
negatif olarak belirlenmistir (82). Negatif kontrol olarak bdar morfotipi sergileyen DMC12

susu kullanilmistir.

4.2.8. Dogal ve marT ifadesi tesvik edilen mutant suslarin farkh yiizeylerde biyofilm
iiretme potansiyellerinin karsilastirmasi

Calismalarda, 2.5/0.8/0.1 cm AISI 304 paslanmaz ¢elik kuponlar (Ostim, Ankara), 18
mm’lik cam slaytlar (Deckglaser Cover glasses) ve diiz tabanli 24 kuyulu polistiren
mikrodiliisyon plaklar1 kullanilmistir. Celik kuponlar denemelerde kullanilmadan once,
yarim saat aseton igerisinde bekletilerek yagdan arindirilmis ve sonrasinda 1 saat siiresince
1 N NaOH soliisyonu igerisinde bekletilmistir. En son deterjanli su ile Kupon yiizeyleri
ajite edilerek yikanmistir. Kuponlar, bu asamadan sonra bir kez musluk suyu ve ii¢ kez de
distile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Son basamakta kuponlar 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmislerdir (91). Celik kuponlar 3.5 mL NaCl’siz LB s1v1 besiyeri igeren
cam tiiplere konulmus ve 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon gercgeklestirilmistir.
Denemelerde kullanilan cam slaytlar ise 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmis ve ¢alisma

giiniinde 4 mL NaCl’siz LB s1vi igeren 5 cm’lik cam petriler igerisine aktarilmistir.

Denemelerde kullanilan dogal ve mutant suglar NaCl icermeyen 5 mL’lik LB sivi
(LBwo/NaCl) ortamlarinda 37 °C’de calkalamali kosullarda 18 saat iretilmistir. Bu
kiiltiirlerden LBwo/NaCl besiyerine ekim yapilarak, dogal suslar icin (14028, LT2 ve
SL1344) ODsgs=0,4, mutant sus (MZ1627) i¢in ise ODsgs=0,2 diizeyine gelene kadar
inkiibasyona devam edilmistir. MZ1627 susu, L-arabinoz ile yarim saat indiiklenerek MarT
iretimi tesvik edilmis ve OD’si 0,4’e ayarlanmistir. ODsg5=0,4 olan bu siispansiyonlardan

1 mL alimarak paslanmaz ¢elik kupon bulunduran besiyerlerine, 1,2 mL alinarak cam
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slaytlar1 igeren besiyerlerine ve 240 pl alinarak icerisinde 800 pl NaCl’siz LB siv1 besiyeri
iceren mikrodiliisyon plaklarnin kuyularina inokiile edilmistir. Inokulumlar: igeren tiim
besiyerleri 2 giin boyunca 20 °C’de statik kosullarda inkiibasyona birakilmigtir. Negatif
kontrol olarak yalnizca ¢elik kupon veya cam slayt bulunduran test tiipleri ayn1 kosullarda

inkiibe edilmistir.

Ikinci giiniin sonunda paslanmaz ¢elik kuponlar ve cam slaytlar, aseptik kosullarda test
tiiplerinden alinmig ve bos steril tiiplere aktarilip iki kez 5 mL’lik steril su ile yikanmistir.
Son yikamanin ardindan ¢elik kuponlar ve cam slaytlar 3 mL steril PBS igeren tiiplere
aktarilmustir. Tiipler cam ve ¢elik yiizeylerde olusan biyofilm yapisi, 130 watt 20 kHz 50
amp’da 3 dakika boyunca sonikasyona (Vibra Cell Sonikatér VCX130, USA) tabi
tutulmustur (92). Polistiren kuyular1 da aym sekilde steril su ile yikanmis ve igerisine 1 mL

steril PBS konarak ayni kosullarda sonike edilmistir.

Bakteri sayimlari igin sonikasyon asamasindan sonra seri diliisyonlar yapilmis ve her bir
diliisyondan 10’ar pl alinarak LB iceren agar ortamlarina damlatma ekim yapilmistir (93).
Bir gece 37 °C’de inkiibasyonun ardindan agar ortamlarinda gelisen kolonilerin sayimi
asagida verilen formiile gore yapilmistir. Denemeler, 2 paralel ve 2 tekrarli olarak
gergeklestirilmistir. Canli hiicre sayimi sonuglari, yiizey alam (sz) basina diisen koloni

olusturan birim (kob) olarak degerlendirilmistir.

LOG (kob cm™) = LOG [C/ V (n;+0.1 x ny) x d]

C: saymmi yapilan tiim petrilerdeki koloni sayis1 toplami

V: sayimi yapilan petriye aktarilan hacim (mL)

ni: ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayimi yapilan petri adedi
ny: ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayimi yapilan petri adedi

d: sayimm yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olaninin seyreltme oran
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4.2.9. istatistiksel analizler

Deney sonuglarindan elde edilen veriler, SPSS 13,0 istatistik programinda
degerlendirilmistir. Her veri seti i¢in uygun istatistiksel analiz yontemleri (One-Way
ANOVA, bagimsiz T testi Mann Whitney U Testi, Tukey, Dunnett) segilerek

uygulanmigtir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. S. Typhimurium’da marT Geninin Biyofilm Uretimi Uzerine Etkisi

S. Typhimurium’da marT geninin biyofilm iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi amaci ile
yiriitiilen ¢calismalarin ilk agsamasinda, S. Typhimurium 14028 dogal susu ve mutantlarinda
[(S. Typhimurium MZ1627: kromozomal marT geni kanamisin kaseti insersiyonu yolu ile
bozulmus, ancak arabinoz tarafindan indiiklenen bir promotorun (BAD) alt akis yOniine
rekombine edilen marT genine sahip pBAD plazmidi aktarilmig 14028 mutant1 ve
MZ1629 : marT geni icermeyen pBAD plazmidine sahip 14028 mutant1)] biyofilm {iretimi
denemelerinde kullanilacak optimum pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi saptanmistir. Tiim
bu c¢alismalarda besiyeri olarak NaCl icermeyen Luria-Bertani (LB) sivi besiyeri
kullanilmig ve biyofilm tutunmasi polistiren yiizeylerde gergeklestirilmistir. Salmonella’da
biyofilm iiretimi amaciyla ylriitiilen ¢aligmalarda NaCl icermeyen LB ortami, genel
kullanim1 olan bir besiyeridir. Ortamda NaCl bulunmamasinin ana nedeni, bu bilesenin
varliginda artan ozmolaritenin, Salmonella biyofilmlerinin ana bilesenlerinden biri olan
kivrimli fimbriya (ince agregatif fimbriya ya da curli fimbriya) sentez genlerinin
transkripsiyonunu baskilamasidir (77,79,94,95). Bu denemeler sonucu, dogal sus ve
mutantlar i¢in tanimlanan etkin parametrelerde marT geninin ifade diizeyine bagl biyofilm
iretimindeki farklanmalar incelenerek, bu genin biyofilm iiretimi lizerinde bir etkinlik

gosterip gostermedigi saptanmistir.

Biyofilm iiretimi i¢in kullanilacak inkiibasyon siiresinin tespitinde temel amacimiz, marT
geninin arabinoz ile indiiklenmesi sonucunda iiretilen MarT proteininin biyolojik
etkinligini siirdiirebildigi zamanin belirlenmesidir. Zira arabinoz vasitasi ile indiiklenen
marT promotoru, arabinozun ortamda tiikenmesi sonucunda transkripsiyon aktivitesini
yitirmektedir. Ortamdaki MarT proteinleri ise indiiksiyonun ortadan kalkmasindan sonra
yarilanma Omiirlerine bagl olarak parcalanmaktadir. Bu durumun gerceklestigi zaman,
MarT proteininin biyolojik etkinliginin ortadan kalktig1 an1 tanimlamaktadir. Indiiksiyon
ortaminda MarT proteininin biyolojik etkinligini siirdiirebildigi ideal zamanin belirlenmesi
amaci ile, Luria- Bertani (LB) sivi besiyeri ilave edilen mikrodiliisyon plaklar:
kullanilmistir. Denenen ii¢ farkl inkiibasyon siiresi (24, 48 ve 72 saat) i¢in ortam pH’s1
(pH 7.0) ve inkiibasyon sicakligi (20 °C) sabit tutulmustur. Zira pH 7.0 ve 20 °C,

Salmonella suslarinda biyofilm iiretimi igin biiylik oranda benzerlik gosteren optimal
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degerlerdir (77,94). Bu sabit ortam pH’s1 ve inkiibasyon sicakliginda, ¢alismamizda
kullanilacak en kritik parametre olan inkiibasyon siiresini belirledikten sonra, s6z konusu
pH ve sicaklik degerinin dogal sus ve mutantlarimiz i¢in de optimal olup olmadig1 kontrol
edilmistir. Yukarida tanimlanan ideal inkiibasyon siiresinin tespitini esas alan denemeler
sonucunda, bu zaman dilimi 48 saat olarak belirlenmistir. Zira dogal sus (S. Typhimurium
14028) ile marT geni ifadesi indiikklenen mutant (MZ1627) sus arasinda biyofilm tretimi
acisindan en yiiksek diizeyde farklanma 48 saatlik inkiibasyon sonunda belirlenmistir.
Inkiibasyon siiresinin 72. saate uzatilmasi sonucunda ise biyofilm iiretimi agisindan, dogal

sus ve mutantta s6z konusu farklilik ortadan kalkmustir (Sekil 5.1.).
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Sekil 5.1. S. Typhimurium dogal susu (14028) ve marT geni indiikklenmis mutantinda
(MZ1627) biyofilm {retiminin inkiibasyon siiresine bagli degisimi. (Ortam pH 7.0,
inkiibasyon sicaklig1 20 °C). Barlar, ortalamanin standart hatasini gostermektedir.

Biyofilm iiretimi ¢aligmalarinda esas alinacak inkiibasyon siiresi tespit edilirken kullanilan
20 °C inkiibasyon sicakligi ve pH 7.0 degerlerinin bizim ¢alismamizda kullanilan dogal
susta (14028) ve mutantta (MZ1627) biyofilm iiretimi i¢in optimum olup olmadigi, yine
NaCl ilave edilmeyen LB siv1 besiyeri iceren polistiren mikrodiliisyon plaklarmnda ideal
inkiibasyon siiresi (48 saat) sonunda belirlenmistir. Bu calismalarda ayrica bakteriyel
iremenin biyofilm olusumu ile iligkisi de tespit edilmistir. Bu denemelerde bakteriyel
ireme kristal viyole ile boyama yapilmaksizin Elisa okuyucuda OD 595 degerinde
olciilmiistiir. Ug farkli inkiibasyon sicakligmm (4 °C, 20 °C ve 37 °C) ve 5 farklh pH
degerinin (pH 4.5, 5.5, 6.5, 7.0, ve 8.5) kullanildig1 denemelerde, dogal sus ve mutantlarda
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ideal biyofilm iiretiminin 20 °C’de ve pH 7.0’de gerceklestigi saptanmistir (Sekil 5.2. ve
Sekil 5.3.).
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Sekil 5.2. Farkli inkiibasyon sicakliklarmin bakteriyel iireme ve biyofilm iiretimi
iizerine etkisi. Barlar, ortalamanin standart sapmasini gostermektedir.
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Sekil 5.3. Ortam pH’sinin bakteriyel tireme ve biyofilm iiretimi tizerine etkisi.
Barlar, ortalamanin standart sapmasini géstermektedir.
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Bu sonuglar, biyofilm firetimi c¢aligmalarinda esas alacagimiz inkiibasyon siiresinin
tespitinde literatiir verilerinden yararlanarak segtigimiz optimum pH ve sicaklik
degerlerinin, aragtirmamizda kullanilan sus ve mutantlar igin de gegerli oldugunu
kanitlamistir. Diger yandan hem pH ve hem de sicaklik denemeleri, biyofilm tretimi ile
bakteriyel iireme arasinda dogrusal bir iliskiden s6z etmenin miimkiin olmadigini

gostermektedir.

marT geninin ifadesinin % 0.02 diizeyinde arabinoz kullanimi ile indiiklendigi mutant
susta 24. ve 48. saatler sonunda (pH 7.0 ve 20 °C) biyofilm iiretiminin, dogal susa oranla
istatistiki agidan anlamli bir sekilde distiigliniin belirlenmesi, marT geninin S.
Typhimurium’da biyofilm iretimi {izerinde negatif bir regiilasyon etkisi gosterdigini
kanitlamistir. Bu asamadan sonra marT ifade diizeyinin biyofilm iiretimi lizerinde etkili
olup olmadiginin belirlenmesi denemelerine geg¢ilmistir. Bu denemelerde, mutant susta
marT geni ifadesi, %0.02 arabinoz konsantrasyonundan baslayarak ve her asamada bu
konsantrasyon '2 oraninda diisiiriilerek azaltilmistir - - - 16 32). Bu
denemelerde marT ifadesinin artigina bagli olarak, mutant susta (MZ1627) biyofilm
iiretiminin diistiigii ve bu diisiisiin % 0.01 ve %0.02 arabinoz konsantrasyonunda, dogal
susa oranla sirasityla %25 ve % 18.3 oranlarinda gergeklestigi saptanmustir. Istatistiki
analizler, en yiiksek marT geni ifadesinin saglandig1 iki arabinoz konsantrasyonunda (%
0.02 ve % 0.01) mutant susta biyofilm tiretiminde meydana gelen diisiislerin, marT geni
ifadesinden kaynaklandigin1 dogrulamistir. Zira, dogal susta (14028) arabinoz
konsantrasyonuna bagli olarak biyofilm iiretiminde istatistiki agidan anlaml1 bir farklanma
meydana gelmemistir (Sekil 5.4.). Tim bu veriler S. Typhimurium’da marT geninin
biyofilm iiretimi lizerindeki negatif regiilasyon etkisinin, s6z konusu genin ifade diizeyi ile

dogrudan iliskili oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 5.4. Farkli arabinoz konsantrasyonlarina bagh olarak gerceklestirilen marT geni
ifadesinin biyofilm iiretimi lizerine etkisi. Y1ildizlar, istatistiksel olarak anlamli sonug¢ veren
arabinoz konsantrasyonlarmi belirtmektedir. Barlar, ortalamanin standart sapmasini
gostermektedir.

52. S. Typhimurium’da marT Geninin Regiillasyon Karakteristiklerinin

Belirlenmesi

S. Typhimurium’da marT geni ifadesinin biyofilm {iretimi {izerine negatif bir etkiye sahip
oldugunun belirlenmesi, bu genin regiile ettigi diger 6zelliklerin tespitini zorunlu hale
getirmistir. Bu amacla yiiriitiilen kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PZR) ¢alismalarinda, Akkog (2011) tarafindan gergeklestirilen mikrodizin bulgulari
esas alinmustir (13). Zira s6z konusu mikrodizin denemelerinde; marT geni ifadesine bagli
olarak biyofilm olusumu ile iligskilendirilebilecek fliC, cheM, dps, sIsA, wzzB, rmbA, fliA,
cheA, yliH, fidL ve marT genlerinin ifadelerinde farklanmalarmn meydana geldigi
saptanmistir. Bu sonuglarin gercekligi, yukarida ifade edilen genlerin ifadelerinin marT
ifadesine bagli degisimlerinin kantitatif gercek zamanli PZR ydntemi ile incelenmesi
sonucu test edilmistir. Denemelere marT gen ifadesinin fimbriya regiilasyonu iizerine olan

etkisi ile ilgili fikir sahibi olabilmek adina fimbriyanin major yapisal alt {initesini kodlayan
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fimA geni de ilave edilmistir. QRT-PZR denemelerini gerceklestirebilmek i¢in ilk asamada
denemeye alinan tiim bakteri drneklerinden RNA izolasyonlar1 yapilarak safliklar1 agaroz
jelde kontrol edilmis (Sekil 5.5.) ve ND 1000 spektrofotometre (Nanodrop, USA) araciligi
ile miktar tayinleri yapilmistir (EK-1). Daha sonra, bu RNA 6rneklerinden cDNA sentezi
yapilmistir (Sekil 5.6.). Kantitatif gercek zamanli PZR ¢aligmalarinda kullanilacak her bir
gen spesifik primer ¢iftinin optimizasyonu ayr1 ayr1 gerceklestirilmis ve sonucta optimum
PZR kosullar i¢in gerekli Tm sicakliklari, primer konsantrasyonlari, dongii sayisi ve DNA

miktarlar1 saptanmustir (Sekil 5.7.).

Dt Dt Dt Dt Dt Dt Dt 1627 Mw 1627 1627 1627 1627 1627 1627
() () (@2 @4) 1/8) (1/16) (1/32) (1/32) () (H W2 (W4 (W8 (116)

Sekil 5.5. Saflastirilan RNA’larm % 0,8°lik agaroz jel goriintiisii. Dt: Dogal tip (14028)
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Dt Dt Dt Dt Dt, Dt Dt g 1627 1627 1627 1627 1627 1627 1627

(+) (W2) (1/4) (1/8) (1/16) (1/32) ) ) (@2 (@4) W8) (1/16) (1/32)

TN

Sekil 5.6. cDNAlarm %1°lik agaroz jel goriintiisii. Dt: Dogal tip (14028)

g S0y 2w Ne~ M

Sekil 5.7. Optimize kosullarda her bir primer ¢ifti i¢in gergeklestirilen PZR denemelerine
ait jel gortntisti. Kuyu 1- misL (161 bg); kuyu 2- fliC (165 bg); kuyu 3- cheM (176 bg);
kuyu 4- dps (137 bg); kuyu 5- sIsA (154 bg); kuyu 6- wzzB (113 bg); kuyu 7- rmbA (183
be); kuyu 8- fliA (125 bg); kuyu 9- cheA (116 bg); kuyu 10- yliH (122 bg); kuyu 11-
fidL(194 bg); kuyu 12- marT (193 bg); kuyu 13- fimA (181 bg); kuyu 14- Negatif Kontrol

Optimize edilen kosullarda gergeklestirilen QRT-PZR denemelerinin  sonuglarinin
analizinde kullanilacak kantifikasyon stratejisine karar verebilmek icin, PZR
reaksiyonlarmm amplifikasyon verimlilikleri belirlenmistir. Bunun igin arabinoz ile

indiiklenmemis dogal tip 14028 normal susunun cDNA’s1 kalibrator 6rnek olarak
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kullanilmig ve bu 6rnegin diliisyon serileri alinarak her primer seti i¢in ayr1 ayr1 elde edilen
Ct (threshold cycle ) veya Cp (Crossing point) degerlerinin rolatif logl0’daki kopya
sayisina karsi grafigi ¢izilmistir. Bu grafigin egimi kullanilarak her primer ¢ifti igin istel
amplifikasyon verimliligi tespit edilmistir  (E=10*€™) Teorik olarak, % 100 verimliligi
olan amplifikasyon reaksiyonu i¢in egim -3.3 olmalidir. Sekil 5.8. bu ¢aligmada kullanilan
referans gen (gapA) icin dizayn edilmis primer ¢ifti kullanilarak yiiriitiilen reaksiyonun
amplifikasyon verimliliginin hesaplanmasi igin olusturulan amplifikasyon, standart ve

erime egrilerinin sonucunu gostermektedir.

Amplifikasyon Egrileri
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Erime Pikleri
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Sekil 5.8. gapA geni i¢in 10 — 10° diliisyonlarla olusturulan (a) Amplifikasyon egrileri, (b)
standart egrisi, (c¢) erime egrileri, (d) erime egrisi analizine goére olusan erime pikleri
goriilmektedir. NK: Negatif Kontrol

Calismada kullanilan her primer ciftinin standart egrileri olusturularak amplifikasyon

verimlilikleri hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Gen spesifik primer ¢iftlerinin amplifikasyon verimlilikleri

Gen Verimlilik %Verimlilik | Gen Verimlilik %Verimlilik
fimA 1,97 97 dps 1,99 99

rmbA 1,98 98 yliH 2 100

fidL 1,94 94 cheA 2 100

sIsA 1,93 93 cheM 1,98 98

misL 2 100 wzzB 1,99 99

fliA 1,99 99 marT 1,99 99

flic 1,98 98 gapA 1,97 97

61




Farklilasan gen ifadeleri hem dogal tip 14028 susu hem de marT geni ifadesi aktive edilen

MZ1627 susu i¢in Ct degerleri olarak belirlenmistir (EK-2 ve EK-3). Hesaplanan

amplifikasyon verimliliginin her primer c¢ifti i¢in 2’ye yakin olmasmdan dolayi, E

(verimlilik) degerini tiim hesaplamalar i¢in 2 kabul eden ve acik hali asagida verilen

yaklasim metodu (2 “*“") kullanilarak, ifade degerleri normalize edilmistir (Cizelge 5.2.)

(87).

2 MACT= 2 o~ Donral” Crx ™ CrRdest
Cizelge 5.2. Normalize gen ifade verileri
Normalize ifade

Hedef | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz

Gen ) (960.02) (1/2) (1/4) (1/8) (1/16) (1/32)
fimA 0,003 0,005 0,004 0,004 0,003 0,003 0,001
rmbA 156,50 3468,27 1692,57 1924,14 225,19 489,44 53,08
fidL 2,15 32,00 31,78 24,85 8,94 7,75 1,93
sIsA 0,21 1,28 0,95 0,69 0,27 0,38 0,24
misL 109,52 4025,63 2539,80 2272,40 432,03 588,13 92,09
fliA 0,06 0,13 0,06 0,08 0,06 0,05 0,04
fliC 0,12 0,400 0,39 0,31 0,17 0,11 0,06
dps 0,45 0,74 0,74 0,44 0,39 0,33 0,21
yliH 0,57 1,16 0,42 0,79 0,38 0,49 0,30
cheA 0,073 0,24 0,25 0,14 0,11 0,08 0,08
cheM 0,07 0,15 0,14 0,09 0,07 0,06 0,05
wzzB 0,25 2,39 1,85 1,68 1,02 0,62 0,37
marT 16,28 942,27 726,59 487,75 100,08 105,06 23,18
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Normalizasyon degerini bulmak igin kullandigmuz 2 " formiiliiniin uygulamasi ile elde

edilen sonuclar issel lineer degerler oldugu icin, bazi genlerin ifadelerinde gozlenen

degisimin yansimast da ¢ok fazla olmustur. Biiyiik sayilarla islem yapmanin zorlugundan

kurtulmak ve sonuclar arasindaki dagmik goriintilyii azaltmak icin rakamlarin kendisi

degil, 2 tabanina gore logaritmasi kullanilmistir (Cizelge 5.3.).

Cizelge 5.3. Normalize gen ifade verilerinin log2 tabanindaki degerleri

Normalize ifade (log 2 tabaninda)

Hedef | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz | Arabinoz
Gen ) (900.02) (1/2) (1/4) (1/8) (1/16) (1/32)

fimA -8,54 -7,65 -7,94 -7,81 -8,165 -8,51 -9,43
rmbA 7,29 11,76 10,725 10,91 7,815 8,935 5,73
fidL 1,105 5 4,99 4,635 3,16 2,955 0,945
sIsA -2,275 0,36 -0,07 -0,53 -1,915 -1,4 -2,065
misL 6,775 11,975 11,3105 11,15 8,755 9,2 6,525
fliA -4,125 -2,955 -4,115 -3,605 -4,02 -4,375 -4,755
flic -3,025 -1,325 -1,36 -1,71 -2,555 -3,255 -3,955
dps -1,155 -0,435 -0,44 -1,175 -1,375 -1,61 -2,225
yliH -0,815 0,21 -1,26 -0,34 -1,39 -1,025 -1,74
cheA -3,785 -2,06 -1,98 -2,89 -3,155 -3,67 -3,72
cheM -3,804 -2,765 -2,88 -3,53 -3,83 -4,175 -4,305
wzzB -1,985 1,26 0,885 0,745 0,025 -0,685 -1,425
marT 4,025 9,88 9,505 8,93 6,645 6,715 4,535

Log?2 tabaninda negatif ¢ikan normalize degerler o genlerin ifadelerindeki azalisa, pozitif

degerler ise artisa isaret etmektedir. Normalizasyonun en son basamagi dogal tip (Dt) sus

ile yapildig1 icin, gen ifadelerindeki artis veya azalig dogal tipe kiyasla ortaya cikan artis

veya azaliglardir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. marT geni ifadesine bagli olarak gergeklesen gen ifade degisimleri

Tiim bu ¢aligmalar sonucu elde edilen ve yukarida 6zetlenen bulgular; S. Typhimurium’da
marT, misL, sIsA, rmbA, fidL, wzzB ve yliH genlerinin marT geni tarafindan pozitif; fliA,
fliC, dps, fimA, cheA ve cheM genlerinin ise negatif yonde regiile edildigini
gostermektedir. Ancak bu bulgularin nihai yorumlari, gen ifade profilleri Pearson
korelasyon analizine tabi tutulduktan sonra yapilmistir. Pearson korelasyon analizine tabi
tutulan gen ifade profilleri; marT geni ifadesinin yliH disindaki tiim genlerle korelasyon
gosterdigini kanitlamistir (Cizelge 5.4., Sekil 5.10. ve Sekil 5.11.)
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Cizelge 5.4. marT geni ifadesine bagli olarak degisen gen ifade profillerinin birbiri ile
korelasyonu.

f1iA flicC dps fimA slsA yliH cheM cheA wzzB fidL misL rmbA

flicC 0,740
0,057

dps 0,684 0,919
0,090 0,003

fimA 0,838 0,915 0,813
0,019 0,004 0,026

sl1sA 0,806 0,935 0,877 0,831
0,029 0,002 0,010 0,021

yliH 0,955 0,636 0,586 0,750 0,740
0,001 0,125 0,167 0,052 0,057

cheM 0,742 0,951 0,977 0,819 0,941 0,631
0,056 0,001 0,000 0,024 0,002 0,129

cheA 0,633 0,948 0,931 0,780 0,929 0,491 0,972
0,127 0,001 0,002 0,038 0,002 0,263 0,000

wzzB 0,814 0,963 0,830 0,921 0,950 0,697 0,900 0,913
0,026 0,001 0,021 0,003 0,001 0,082 0,006 0,004

fidL 0,705 0,984 0,866 0,892 0,949 0,616 0,914 0,938 0,972
6,077 0,000 0,012 0,007 0,001 0,141 0,004 0,002 0,000

misL 0,856 0,945 0,850 0,881 0,990 0,795 0,919 0,897 0,970 0,955
0,014 0,001 0,015 0,009 0,000 0,033 0,003 0,006 0,000 0,001

rmbA 0,906 0,900 0,802 0,868 0,969 0,869 0,876 0,831 0,941 0,909 0,990
0,005 0,006 0,030 0,011 oO,000 0,011 0,010 0,021 0,002 0,005 0,000

marT 0,791 0,966 0,895 0,858 0,994 0,710 0,956 0,950 0,967 0,972 0,989 0,960
0,034 0,000 0,006 0,014 0,000 0,074 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001

* [Ik siitun korelasyon katsayilarini (r), ikinci siitun ise p degerlerini gdstermektedir.

* Kirmizi ile yazilan rakamlar gok giiclii korelasyona (Minitab; p<0,005) isaret etmektedir.
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Sekil 5.10. marT’nin diger genlerle olan korelasyonunu gosteren ifade agi1 grafigi. Kalin
cizgiler daha kuvvetli olan korelasyonu tanimlamaktadir.
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Sekil 5.11. Tiim hedef genlerin birbirleriyle olan korelasyonunu gosteren ifade ag1 grafigi.
Kalin ¢izgiler daha kuvvetli olan korelasyonu tanimlamaktadir.

Normalizasyon basamagi sonunda elde edilen degerler ile bir ¢ift entegre program (Cluster
and TreeView) kullanilarak gerceklestirilen hiyerarsik kiimeleme analizi ve 1s1 haritas: da
(Sekil 5.12.) korelasyon analizi sonucu elde edilen verileri dogrulamistir

(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm).

Tim bu veriler birlikte yorumlandiginda; marT geninin S. Typhimurium’da fidL, marT,
rmbA, misL, wzzB ve sIsA genlerinin pozitif; cheA, cheM, fimA, fliA, dps ve fliC genlerinin

ise negatif regiilasyonuna katildigina kesinlik kazandirmaktadir.
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Sekil 5.12. marT ifadesi tesvik edilmis MZ1627 orneklerindeki hedef gen ifadelerinin
hiyerarsik kiimeleme analizi ve 1s1 haritasi ile simgelemesi. gapA gen ifade degerlerine ve
kontrol 6rneklere goére normalize edilercek elde edilen ifade degerleri kullanilmustir.

5.3. marT geni Regiillasyonu Bakimindan Arastirllan Genlerin Biyofilm

Uretimindeki Rolleri

Kantitatif ger¢cek zamanli PZR calismalarindan elde edilen bulgularin agiklanmasina
yardime1 olacagi diisiincesinden hareketle, c¢alismamizda kullanilan genlerin biyofilm
iretimindeki rolleri arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, oncelikle toplam 12 genin
(wzzB, fimA, rmbA, fidL, sIsA, misL, fliA, fliC, dps, yliH, cheA ve cheM) Red rekombinaz
sistemi temelli mutantlar1 olusturulmustur. Mutasyon ¢alismalarinin ilk asamasinda
kanamisin kaseti kalip DNA’s1 kullanilarak gergeklestirilen PZR sonucunda; 1737 bg
uzunlugunda kanamisin gen kaseti ve 100 b¢ uzunlugunda gen spesifik homoloji bolgeleri

birlikte cogaltilmis ve ~1850 bg’lik bantlar elde edilmistir (Sekil 5.13.).
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fimA rmbA fidL sIsA MisL fliA MW fliC dps YliH CheA CheM WzzB

O L 1 1 1 R ™ S TR - ~1850 b’ lik

PZR iriinleri

Sekil 5.13. Gen spesifik homoloji bolgeleri iceren kanamisin kasetleri.

Son asamada; pRED/ET plazmidinin S. Typhimurium 14028 susuna aktarimi ile elde
edilen transformantlara ayri1 ayri1 gen spesifik homoloji bdlgelerini iceren kanamisin
kasetleri aktarilmistir. Bu rekombinantlarda Red operonunun indiiklenmesi sonucu hedef
gen bolgelerini igeren kanamisin kasetlerinin homolog bdlge rekombinasyonu yolu ile
hedef gen insersiyonu saglanmistir. Sonuglar tanimlayici PZR denemeleri ile kontrol

edilmistir (Sekil 5.14.).
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fimA rmbA fidL slsA MisL fliA fliC dps MW YIliH CheA CheM WzzB

193 be’lik
PZR

Sekil 5.14. Hedef genlerde kanamisin kaseti (193 bg) varligmnin tespiti.

Calismada kullanilan genlerin biyofilm {iretimindeki etkinliklerinin tanimlanmasi igin,
Salmonella Typhimurium dogal tip 14028 susu ve kanamisin kaseti sokularak bozulan
hedef gen mutantlari, polistiren ylizey iizerinde biyofilm olusturma 6zellikleri bakimindan
kiyaslanmistir (Sekil 5.15.). Bu ¢alismalardan elde edilen bulgularin Tukey c¢oklu
karsilastirma testine tabi tutulmasi sonucu; fimA, fidL, misL, fliA ve fliC geni mutantlarinda

biyofilm iiretimindeki diismelerin istatistiki agidan anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05).
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Sekil 5.15. Gen mutasyonlarmin biyofilm {iretimi lizerine etkisi. “1” arabinoz ile marT
ifadesinin tesvikini, “Dt” dogal tip (14028) susunu, barlar ise ortalamanin standart
sapmasini gostermektedir.

Arabinoz ile MarT iretimi tesvik edilmeyen MZ1627 susunun biyofilm iiretim miktarmin
da dogal tip susa kiyasla diisiik olmasi, BAD promotor sisteminin indiiksiyon olmaksizin

“sizdirmasindan” kaynakl diisiik diizeyde marT geninin ifadesi ile agiklanabilir.

Dogal tip 14028 susuna oranla, mutasyonlar sonucunda biyofilm tiretiminde meydana
gelen diismeler asagida verilen formiile gore hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil

5.16°da verilmistir.

(Dogal tip sus OD’si — Mutant sus OD’si) / (Dogal tip sus OD x 100%0)
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Sekil 5.16. Dogal tip 14028 susuna kiyasla mutant suglarin biyofilm iiretimindeki %
azalmalar. Degiskenlerin lizerinde yazan oranlar; dogal tip (koyu) ya da MZ1627 (a¢ik gri)
mutanti ile kiyaslanarak elde edilmistir.

Mutasyonlarin, biyofilm olusturma potansiyeli lizerine yarattigi en gii¢lii etki, fliA (%59)
ve fimA (%46) mutant suslarinda goriiliirken, onlar1 fliC (%40), fidL (%25) ve misL (%25)

mutant suslar1 takip etmistir.

Bu bulgular; fliC, fimA, fliA, fidL ve misL genlerinin; marT geni ifadesinin
indiiksiyonundan bagimsiz bir sekilde, S. Typhimurium’da biyofilm iiretimi lizerinde etkili

olduguna isaret etmektedir.

5.4. Arastirmada Kullamlan Genlerin Biyofilm Morfotipi ve Yapisal Ozellikleri
Uzerine Etkisi

Arastirmada kullanilan genlerin biyofilm morfotipi ilizerine etkisi; Kongo kirmizisi igeren
NaCl’siz LB agar ortamlarinda 20 °C’de 8 giin inkiibasyon sonucunda (75,82) iiretilen
bakterilerin stereo mikroskop (Leika, Germany) altinda incelenmesi sonucu belirlenmistir.
Bu mikroskopik incelemeler, ¢aligilan dogal sus ve mutantlarin tiimiiniin biyofilmlerinin;
matriksinde kivrimli fimbriya ve seliiloz bulunduran, “rdar” morfotipinde (kirmizi ve
piriizli goriiniimde) oldugunu, fakat mutantlarda bu morfotipin fenotipik farkliliklar

icerdigini kanitlamigtir (Sekil 5.17.).
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Sekil 5.17. Mutant suslarda “rdar” morfotipindeki fenotipik degisimler

Agar ortamindaki morfotip tanimlama caligmalarindan sonra; dogal sus ve mutantlarin
stvi-hava arafazinda pelikiil olusturma 6zellikleri incelenmistir. Dogal sus ve mutantlarin
pelikiil karakteristikleri ve pelikiil olusumu esnasinda besiyerinde tanimlanan degisimleri

Cizelge 5.5°te verilmistir.

Dogal sus ve mutantlarin tiimiinde rdar morfotipi tanimlandig: i¢in, bu bakterilerin sivi-
hava arafazinda son derece siki bir pelikiil yapisi olusturmasi beklenmektedir. Ancak bu
beklentinin aksine bazi mutantlarda sivi-hava ara fazinda pelikiil yapisinin olusmadigi
[(Dt(i), 41627, 41627(i), 41629, 41641, AfimA, 4slsA, AfliA, Adps, AcheA, AwzzB)],
bazilarinda ise olusan pelikiil yapisinin rdar morfotipinin 6zelligi olan sik1 pelikiil yapisini
icerdigi (Dt, ArmbA, AfidL, AmisL , AfliC, AyliH, AcheM) belirlenmistir (Cizelge 5.5., Sekil
5.18.)
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Cizelge 5.5. Dogal sus ve mutantlarin sivi-hava ara fazinda pelikiil olusturma
karakteristikleri

Sus Kodu | Sivi-hava Sivi-hava Besiyerindeki | Tiipiin Morfotip

arafazinda | arafazinda | bulamkhk tabanmindaki

halka yapis1 | pelikiil cokelti

olusumu olusumu
Dt Var (++) Rijid Berrak Yok rdar
Dt (i) Var (+) Yok Bulanik Var (++) rdar
41627 Var (++) Yok Bulanik Var (++) rdar
41627 (i) Var (+) Yok Bulanik Var (++) rdar
41629 Yok Yok Bulanik Var (+) rdar
41641 Var (++) Yok Bulanik Var (++) rdar
AfimA Var (++) Yok Bulanik Var (++) rdar
ArmbA Var (++) Rijid Berrak Yok rdar
AfidL Var (++) Rijid Berrak Yok rdar
AsIsA Var (+) Yok Bulanik Var (+) rdar
AmisL Var (++) Rijid Berrak Yok rdar
AFlIA Var (++) Yok Bulanik Var (++) rdar
AfliC Var (++) Rijid Berrak Var (+) rdar
Adps Var (+) Yok Bulanik Var (++) rdar
AyliH Var (+) Rijid Berrak Yok rdar
AcheA Var (+) Yok Bulanik Var (++) rdar
AcheM Var (++) Rijid Berrak Yok rdar
AwzzB Var (+) Yok Bulanik Var (++) rdar
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MZ1627(-) Adps Dt(-) AfidL AfIiC ArmbA

Sekil 5.18. Kalkoflor iceren LB besiyerinde pelikiil olusumunun tanimlanmasi

Morfotiplerine ve pelikiil yapilarina gore tanimlanan dogal sus ve mutantlarin iirettigi
biyofilmlerin  matrikslerinde ©6nemli bir bilesen olan seliilloz igerigine gore
degerlendirilmeleri, agar ortamlarinda kalkaflor baglanma denemeleri sonucu
gergeklestirilmistir. Bu denemeler sonucunda da dogal sus ve mutantlarin biyofilm
yapilarinda seliilozun bulundugu ancak seliiléz oraninin mutant biyofilmleri arasinda

degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.19.).

Seliiloz negatif morfotip
(S. Infantis, bdar
morfotipi)

Sekil 5.19. Biyofilm yapilarinda seliiloz igerigi bakimindan farklanmanin tespiti
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55. marT Geni Indiiksiyonunun Farkh Abiyotik Yiizeylerde Biyofilm Uretme
Yetenegi Uzerine Etkileri

Bu ¢alismada dogal tip S. Typhimurium 14028, LT2 ve SL1344 dogal suslar1 ile arabinoz
indiiksiyonu ile marT geni ifadesi saglanabilen marT mutantinin (MZ1627) c¢elik kupon,
cam ve polistiren yiizeylerde biyofilm iiretme yetenekleri incelenmistir. Biyofilm iiretimi,
kullanilan abiyotik yiizeylerde cm’ basma koloni olusturma birimi (kob) cinsinden
hesaplanmis (EK-4, EK-5 ve EK-6) ve logaritmik degerleri kullanilarak biyofilm {iretim
grafikleri ¢ikarilmistir (Sekil 5.20., Sekil 5.21. ve Sekil 5.22.). Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular, tiim dogal sus ve mutantlarin en yiiksek biyofilm iiretimini polistiren yiizeylerde
gerceklestirdigini kanitlamistir. Polistireni, cam ve paslanmaz gelik ylizeyler takip etmistir.
marT geni ifadesi indiikklenen mutant sus (MZ1627) tiim ylizeylerde, dogal sustan daha

diisiik biyofilm iiretimi gostermistir.
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Sekil 5.20. Dogal sus ve mutantlarin polistiren yiizeyde biyofilm iiretim 6zellikleri. Barlar,
ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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Sekil 5.21. Dogal sus ve mutantlarin cam yiizeyinde biyofilm tiretim 6zellikleri. Barlar,
ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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Sekil 5.22. Dogal sus ve mutantlarin paslanmaz ¢elik kupon ylizeyinde biyofilm iiretim
ozellikleri. Barlar, ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Arastirmanimn ilk asamasinda, MarT regiilator proteininin (dolayisi ile marT geninin) S.
Typhimurium'da biyofilm {iretimi tizerine etkisi ¢alisilmistir. MarT, S. Typhimurium'da in-
vitro kiltiir kosullarinda tiretilmeyen (ya da diisiik diizeyde tretildigi i¢in Western blot
sistemlerinde tanimlanamayan), ancak s6z konusu bakterinin konakg¢i sisteme girisinden
sonra (in-vivo kosullarda) iiretimi tesvik edilen ve MisL ototransporter proteininin pozitif
transkripsiyonel regiilasyonuna katildigi bilinen bir regiilatér proteindir (16).
Calismamizda biyofilm denemeleri in-vitro kiiltiir kosullarinda yiirtitiildiigi i¢in, bu 6zellik
iizerine MarT regiilator proteininin etkisi; marT geninin arabinoz varliginda indiiklenen bir
promotorun alt akis yoniine rekombine edildigi pBAD plazmidini i¢eren bir mutant susta
(S. Typhimurium MZ1627) arastirilmistir. [n-vitro kiiltiir kosullarinda MarT regiilator
proteininin Uretiminin en Yyiliksek dilizeyde tesvik edildigi ardisik 1ki arabinoz
konsantrasyonunda biyofilm iiretiminin, dogal susa oranla istatistiki agidan anlamli bir
sekilde diistiigli belirlenmistir. Ayrica, mutant susta, tireme (kiiltiir) ortamindaki arabinoz
konsantrasyonunun diisiiriilmesi ile (bu ayni zamanda MarT proteininin {iretimindeki
diisiisii ifade etmektedir) dogru orantili olarak biyofilm iiretme kapasitesinin arttigi ve
denemede kullanilan en diisiik arabinoz konsantrasyonunda, dogal susa ¢ok yakin bir
diizeyde biyofilm drettigi saptanmustir. Bu veriler marT geninin S. Typhimurium'da

biyofilm tiretimini negatif yonde regiile ettigini kanitlamaktadir.

Ayni1 ya da farkl tiirlere ait bakterilerin kendi trettikleri polimerik bir matriks igerisinde
olusturduklar1 ¢ok hiicreli formlara benzer kommiiniteler olarak tanimlanan biyofilm
yapilari, igerdikleri bakterileri ¢evresel stres, antibiyotikler, dezenfektanlar ve konakg1
immiin sisteminin olumsuz etkilerinden yiiksek diizeyde korumaktadwr. Bu o6zelligi
nedeniyle tiim bakteriyel enfeksiyonlarin % 80 gibi biiyiik bir oran1 biyofilm yapilarindan
kaynaklanmaktadir. Gilinlimiizde bakteriyel liremenin predominant formu olarak kabul
edilen biyofilm yapilarinin regiilasyonu, hiice i¢ci ve hiicreler arasi regiilasyonun en
karmasik 6rnegini teskil etmektedir. Yukarida 6zetlenen karakteristikler biyofilmleri, gerek
bakteriyel enfeksiyonlarin eradikasyonu ve gerekse regiilasyonun karmasik sistem agmnin
¢Oziimiine yonelik ¢alismalarinin odagi haline getirmistir. Salmonella’da biyofilm
iretiminin regiilasyonu iizerine yiiriitiilen ¢aliymalarda, merkezi metabolizma yaninda
hiicre i¢i ya da dis1 kosullara bagh olarak islevsel olan bir¢ok genin, bu 6zellik {izerinde
etkinlik gosterdigi saptanmistir (96-99). Calismamizda marT geninin S. Typhimurium'da
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biyofilm iiretiminin negatif regiilasyonuna katildigini kanitlanmasi, bu alanda ilk veri
olmasi bakimindan evrensel bilime katki niteligi tagimaktadir. Bu bulgu ayni zamanda,
marT geninin detayli regiilasyon karakteristiklerinin belirlenmesinin, Salmonella'da
biyofilm yapilarinin ve patojenitenin regiilasyonunun anlagilmasina 6nemli katkilarda
bulunacagina isaret etmesi agisindan da, ¢alismamizda yonlendirici nitelik tagimigtir. Bu
nedenle tez ¢caligmasinin ikinci agamasini tegkil eden denemeler, marT geninin regiile ettigi
genlerin tanimlanmasmi esas almistir. Bu denemelerin hareket noktasint Akkog (2011)
tarafindan gergeklestirilen mikrodizin ¢aligmalar1 olusturmustur (13). Arastirici s6z konusu
caligmasinda, marT geninin aktive edildigi S. Typhimurium mutant susunda dps, yliH,
cheA, cheM, fliA ve fliC genlerinin ifadelerinde diisme; wzzB, fidL, misL, marT, rmbA ve
sIsA genlerinin ifadelerinde ise artis oldugunu belirlemistir. Bu nedenle ¢alismamizin bu
asamasinda, marT geninin Salmonella'da global bir regiilatér olabilecegine isaret eden ve
yukarida 6zetlenen verilerin hiicresel siireglerde test edilmesi ¢aligmalarina, bir baska ifade
ile mikrodizin ¢aligmalarmin kontroliinde altin standart olan ger¢ek zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) denemelerine gegilmistir.

Kantitatif ger¢cek zamanli PZR verilerinin normalizasyonu sonucu elde edilen gen ifade
degerlerine gore; marT geninin ifadesinin arabinoz varliginda tesvik edilmesi ile marT,
sIsA, misL, rmbA, fidL, wzzB ve ¢ok diisiik diizeyde de olsa yliH genlerinin ifadelerinin
dogal susa (14028) kiyasla arttigi, fliA, fliC, dps, fimA, cheA ve cheM genlerinin
ifadelerinin ise azaldigi tespit edilmistir. Bu verilerin Pearson korelasyon analizine tabi
tutulmasi sonucu, marT geni ile sadece yliH geni arasinda istatistiki a¢idan 6nemli bir
korelasyonun bulunmadigi belirlenmistir. Bu nedenle ger¢cek zamanli PZR denemelerinde
yliH geni ifadesinde saptanan diisik diizeydeki artisin Glgimsel hata paymdan
kaynaklandig1 kararina varilmigtir. Korelasyon analizi, marT geni ifadesinin arabinoz
varhiginda tesviki sonucu ifadesi artan genlerin (pozitif regiile edilen genler; marT, SISA,
misL, rmbA, fidL ve wzzB) ifade oranlar1 ile marT ifadesi arasinda pozitif bir korelasyonun
bulundugunu géstermistir. Bu durum pozitif regiile edilen genlerin karakteristigidir. Ancak
marT tarafindan transkripsiyonlar1 negatif yonde regiile edilen genlerin ifadeleri de (fliA,
fliC, dps, fimA, cheA ve cheM), marT geni ifadesi ile pozitif korelasyona sahip
bulunmustur. Bu bulgu, marT geninin ifadesi sonucu iretilen MarT proteini ile negatif
regililasyonuna katildig1 genler arasindaki protein-DNA interaksiyonunda, regiilator protein
konsantrasyonunun kritik bir 6nem tasidigina isaret etmektedir. Zira en yiiksek diizeydeki

negatif regililasyonun gerceklestigi regiilator protein konsantrasyonunun iizerindeki
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degerler, protein-DNA interaksiyonunu olumsuz yonde etkilemektedir. Gen ifade
verilerinin hiyerarsik kiimeleme analizine tabi tutulmasi sonucunda elde edilen
dendogramda; fidL, marT, rmbA ve misL genlerinin, MarT'nin pozitif regiilasyonundan,
fimA, fliA, cheA ve cheM, genlerinin ise MarT'nin negatif regiilasyonundan, en yiiksek

diizeyde etkilenen genler oldugu saptanmustir.

MarT regiilator proteini varliginda pozitif transkripsiyonel regiilasyona tabi tutulan misL,
fidL, marT, sIsA ve rmbA genleri, Salmonella patojenite adasi III (SPI-III) igerisinde yer
almakta olup, marT/fidL genleri ayni zamanda operon organizasyonu igermektedir.
Bagimsiz promotorlara sahip olan misL, sISA ve rmbA genleri ise bu operonun hemen
arkasinda ya da oniinde yer alan komsu genledir (35,45). S6z konusu genlerden misL'nin,
kendi transportunu gergeklestirebilen (ototransporter) 6zellikte bir proteini kodladig1 ve bu
ototransporter proteinin Salmonella'nin konak¢1 epitel hiicrelerine tutunmasini  ve
kolonizasyonunu yonettigi saptanmistir (14,16). Tikel vd. (2007) c¢alismalarinda; bu
proteinin in-vitro kiltiir kosullarinda western-blot yontemi ile belirlenemedigini, ancak
Salmonella'nin konakg1 sisteme dahil olmasi durumunda aktive edilen marT geninden
ifadelenen MarT proteininin, misL geni promotoruna baglanarak bu genin transkripsiyonel
aktivasyonunu gergeklestirmesi suretiyle yiiksek oranda firetildigini saptamustir (16).
Ayrica, molekiiler diizeyde yliriitiilen tutunma testleri sonucunda; MisL ototransporter
proteininin epitel hiicrelere tutunmasmin, fibronektinin heparin-II domainini 6zgiil olarak
tanmimas1 suretiyle gercgeklestigi de belirlenmistir (13). Calismamizda ise, daha Once
bilinenlerin aksine, marT geninin SPI-III'de yalniz misL'in degil, marT/fidL operonunun
yaninda rmbA ve sIsA genlerinin de pozitif regiilatérii oldugu kanitlanmistir. Bu yeni
bulgular, SPI-III igerisinde yer alan, ancak fonksiyonlar1 ve gercek bir gen olup
olmadiklar1 bilinmeyen fidL, sISA ve rmbA genlerinin, marT geni aktivasyonuna bagl
olarak in-vivo kosullarda ifade edildiklerini géstermektedir. Bu durum, s6z konusu genlerin
Salmonella enfeksiyonunda fonksiyonel olduklarinin gii¢lii bir kanitidir. Bu nedenle fidL,
sIsA ve rmbA genlerinin fonksiyonel analizlerinin gergeklestirilmesi, Salmonella
patojenitesinin molekiiler mekanizmasinin detaylar1 ile anlagilmasi agisindan elzem hale

gelmigtir.
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S. Typhimurium'da marT geninin pozitif regiilatér fonksiyonuna sahip oldugu belirlenen
son gen wzzB genidir. wzzB geni S. Typhimurium'da SPI-II igerisinde yer almakta ve
lipopolisakkaritlerin "O" antijeninin kisa degisken zincirlerinin (S-OAg) {iretimini regiile
etmektedir (100). Lipopolisakkarit yap1 (LPS) Salmonellanin epitel hiicrelere
tutunmasinda ve konakg1 hiicreleri isgalinde fonksiyonel olan ¢ok Onemli bir patojenite
elemanidir. Lipopolisakkaritlerin "O" antijeninin degisken zincirlerinin ¢ok uzun olacak
sekilde tretimi yOniinde gergeklestirilen regiilasyon, patojenin hiicre dis1 (in Vitro)
kosullarda yasamda kalmasima (in-vitro stres kosullarina direngli hale gelmesine); degisken
zincirlerin normal ya da kisa olacak sekilde liretimi yoniinde gerceklesen regiilasyon ise
patojenin hiicre i¢i kosullarda (in-vivo) yasamda kalmasina yardimci olmaktadir (101,102).
Bu literatiir verileri, ¢alismamizdan elde edilen sonuglarla beraber yorumlandiginda;
marT'nin, wzzB geninin pozitif regiilatorii gérevini listlenmesinin kritik bir bulgu oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Zira marT geninin birincil transkripsiyonel regiilator olarak gorev
yaptig1 MisL ototransporter proteini, patojenin konakgi hiicrelere tutunmasinda ve
kolonizasyonunda islev gérmektedir. Konak¢t enfeksiyonunun erken asamalarinda marT
aktivasyonuna bagli olarak bu siire¢ tamamlandiginda, hiicre icine giren patojenin bu
kosullara uyum saglayarak hayatta kalabilmesi i¢in gerekli olan lipopolisakkaritlerin "O"
antijeninin kisa degisken zincirlerinin iiretiminin de marT tarafindan tetiklenmesi (wzzB
geninin aktivasyonu yolu ile), enfeksiyon asamalarinin sigma ¢aglayani benzeri sirali bir
regiilasyona tabi tutuldugunu kanitlamaktadir. "Pozitif transkripsiyonel regiilasyon
caglayan" adin1 verdigimiz bu siireg, Salmonella hiicrelerinin (muhtemelen tiim bakteriyel
patojenlerin) in-vivo ve in-vitro kosullar arasinda gegislerinin ve bu ge¢is siire¢lerinde

adaptasyonlarmin anlasilmasinda anahtar rol iistlenecek niteliktedir.

Calismamizda marT geni aktivasyonuna bagli olarak negatif yonde regiile edilen
(ifadelerinde diisme saptanan) dps, fimA, cheA, cheM, fliC ve fliA genlerinin tamamu,
Salmonella'nin in-vivo ve in-vitro fazlarinda farkl regiilasyon stratejileri ile tiretimi aktive
edilen ya da baskilanan proteinleri kodlamaktadir. dps geni oksidatif strese karsi
direnglilikte (103), fliC ve fliA genleri flagella biyosentezinde (31,104-106), cheA ve cheM
genleri kemotakside (107,108) ve fimA geni de Salmonella tip I fimbriyasinin
biyosentezinde (109) rol oynamaktadir. S. Typhimurium'un da dahil oldugu degisik
Salmonella serovaryetelerinde, flagellar ve kemotaktik hareketin; hiicresel isgal, yangi
bdlgesinde besince zengin alanlara yonelim ve kolit'in indiiksiyonunda rol oynadig:

tanimlanmigtir (110-112). Tiim bu verilere ragmen, Salmonella'da flagellar ve kemotaktik
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hareketin, bu bakterinin virulanshgma etkisi olduk¢a tartigmali bir konudur. Zira bazi
aragtiricilar ozellikle S. Typhimurium'da, flagellar ve kemotaktik hareket bakimindan
mutant suglarda virulanshigin arttigini belirlemistir (113-115). Bu ¢alismalarda flagellar ve
kemotaktik hareketin; S. Typhimurium gibi genis konak¢1 dizgesine sahip serovaryetelerde
hiicre i¢i gibi sistemik bolgelerde, fliA geninin (s6z konusu 6zellikleri kodlayan cheA,
cheM ve fliC gibi genlerin ifadesinde alternatif bir sigma faktorii olarak davranmaktadir)
inhibisyonu yolu ile bloke edildigi saptanmistir. Calisgmamizda elde edilen ve marT geninin
fliA’nin ifadesini bloke ettigini gosteren bulgular, bu calismalarda elde edilen verilere
aciklik kazandirmaktadir. Zira ¢aligmamizin bulgulari; hiicre i¢ine girig siirecine kadar S.
Typhimurium i¢in 6nem tasiyan, ancak hiicre i¢i gibi sistemik kosullara patojenin
adaptasyonunu olumsuz etkileyen flagellar ve kemotaktik hareketin, MisL ototransporter
proteini lretimini indiikleyerek patojeni hiicre icine girise hazirlayan MarT regiilator

proteininin etkisiyle engellendigini kanitlamaktadir.

fimA geni Salmonella'da, tip 1 fimbriya olarak tanimlanan fimbriyanin temel yapisal
proteinini kodlamaktadir. Salmonella serovaryeteleri tarafindan tiretilen ve 13 farkli operon
tarafindan kodlanan fimbriyal yapilarin tamamu, in-vitro ve in-vivo kosullarda biyotik ya da
abiyotik yiizeylere patojenin tutunmasini yoOnlendiren temel elemanlardir. Yukarida
flagella ve kemotaktik harekette ifade edildigi gibi, bu yapilar Salmonella
serovaryetelerinin konake¢1 hiicre i¢ine girisine kadar olan enfeksiyon siireclerine 6nemli
katkida bulunmaktadir. Ancak yakin zamana kadar bu yapilarin, Salmonella'nin konakg¢1
hiicre i¢ine girisinden sonra iiretilip lretilmediklerine dair bir bilgi mevcut degildi. Ke-
Chuan vd. (2013) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, S. Typhimurium'un makrofajlara
girisinden sonra fimA, fimZ ve Irp genlerinin transkripsiyon orani diisiiriilmek suretiyle tip
1 fimbriya sentezinin engellendigi ve bu durumun asidik hiicre i¢i kosullara adaptasyonun
saglanmasma yardimei oldugu saptanmistir (116). Calismamizda marT'nin, fimA geninin
negatif transkripsiyonel regiilatorii oldugunun belirlenmesi, tip 1 fimbriya sentezinin

regiilasyonuna molekiiler diizeyde aciklik kazandirmaktadir.

MarT proteini varhiginda transkripsiyonu negatif yonde regiile edilen son gen olan dps geni,
Salmonella'da iiremenin durma fazinda iretilen (Dps, DNA binding protein in stationary
cells) ve DNA'ya baglanan ferritin (demir depolama proteini) benzeri bir proteini

kodlamaktadir. /n-vivo ve in-vitro kosullarda, dzellikle bakteriyel iiremenin durma fazina
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gegmesine yol acan besinsel yetersizlik ve oksidatif stres gibi olumsuz ¢evresel etkiler
altinda iiretilen Dps proteini; hem DNA’ya baglanarak fiziksel koruma saglamakta ve hem
de Salmonella hiicrelerinin s6z konusu stres kosullarma dayanikli hale gelmesini saglayan
gen ifadesini diizenleyerek viriilansligin siirdiiriilmesine katkida bulunmaktadir. dps
geninin regiilasyon karakteristikleri tiizerine yiiriitilen g¢alismalarda, Dps proteininin
Salmonella'da 150'nin {izerinde genin negatif ya da pozitif regiilasyonuna katildigi
belirlenmistir (103,117). MarT proteininin dps geninin regiilasyonuna katildigmma dair
calismamizda elde edilen veri yeni bir bulgudur. Bu bulgu &zellikle in-vivo kosullarda
Salmonella hiicrelerinin metabolik regiilasyonu agisindan 6nem tasimaktadir. dps gen
ifadesinin o6zellikle fagositik kosullarda meydana gelmesi; bu kosullarda MarT iiretiminin

engellenmesi sonucu dps geninin tizerindeki baskilamanin kalkmasi ile agiklanabilir.

Yukarida 6zetlenen veriler; ¢alismanin teorisinde de ongorildiigi gibi, marT geninin, S.
Typhimurium'da global bir regiilatéor oldugunu ve genellikle S. Typhimurium'un
patojenitesinde ya da konakg1 sistemde kaliciliginda rol oynayan genlerin regiilasyonuna

katildigimi kanitlamaktadir.

marT regiilasyonu yoniinden arastirdigimiz genlerin in-vitro kosullarda biyofilm tiretimi
iizerine etkilerini belirlemek amaci ile; her bir genin igine kanamisin kaseti sokularak
bozulan mutantlar1 elde edilmis ve bu mutantlarin biyofilm iiretme kapasiteleri dogal susla
karsilagtirilmistir.  Bu denemeler sonucunda; dogal susa oranla biyofilm {iretim
kapasitesindeki istatistiki agidan anlamli diismeler fliA (% 59), fliC (% 40), fimA (% 46),
fidL (% 25) ve misL (% 25) geni bakimindan mutantlar ile arabinoz varliginda marT ifadesi
saglanan mutant MZ1627 (% 16) susunda belirlenmistir. misL ve fidL geni mutantlarinin
in-vitro kosullarda biyofilm tiretim kapasitesini % 25 oraninda diisiirdiigiiniin belirlenmesi
¢ok ilging bulgulardir. Zira bugiine kadar yalniz bir ¢alismada in vitro kosullarda marT ve
fidL geni transkriptlerinin varlig1 belirlenmis ancak bu transkriptlerin de translasyonlarinin
gerceklestirildigine dair bir ¢alisma yapilmamistir (118). Diger yandan Kroupitski vd.
(2013) rekombinaz esasli in-vivo ifade teknolojisini kullandiklar1 ¢alismalarinda, MisL
ototransporter proteini ifadesininin, S. Typhimurium'da in-vivo kosullarda biyofilm
tiretimini negatif yonde etkiledigini belirlemistir (119). Bu son bulgu, marT geninin yiiksek
diizeyde ifadesi sonucu in-vitro kosullarda biyofilm iiretiminin engellendigine dair
calismamizin verileri ile tam bir uyum gostermektedir. Zira marT, MisL ototransporter

proteininin birincil transkripsiyonel aktivatoriidiir. Ancak mutasyon ¢aligmalarindan elde
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ettigimiz sonuglar in-vitro kosullarda MisL ve FidL proteinlerinin, Vandenbroucke vd.
(2011) bulgulart ile paralel bir sekilde, diisiik oranda da olsa iiretildiklerine ve bu seviyede
iken, in-vivo kosullarin aksine, biyofilm olusumuna katkida bulunduklarina isaret
etmektedir (118). MisL ve FidL proteinlerinin, S. Typhimurium'da biyofilm {iretimi
tizerine in-vivo/in-vitro faz farkliligindan kaynaklanan degisken etkilerinin gergekte
bulunup bulunmadigi, ancak s6z konusu genlerin detayli fonksiyonel analizlerinin

yapilmasi ile miimkiin olacaktir.

fliA, fliC ve fimA mutantlarinda saptanan plastik yiizeylerde biyofilm {iretimindeki dogal
susa oranla yiiksek diisiisler (sirasiyla % 59, % 40 ve % 46), bu genlerin in-vitro kosullarda
biyofilm olusumunu O6nemli Olgiide tesvik ettigini kanitlamaktadir. Bu giine degin
flagellanin biyofilm {iretimine etkisi iizerine S. Typhimurium'da yiiriitiilen en detayli
caligmada; fliC geninin kodladigi, in-vitro ve in-vivo kosullarda iiretilen ana flagella
filament proteininin (flagellin) S. Typhimurium hiicrelerinin kolesterole tutunmasi ve
biyofilm iiretiminin erken agsamasinda indiikleyici bir rol oynadigi, ancak biyofilm gelisimi
asamasinda inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir. Arastiricilar bu durumu
biyofilm olusumunun ilk asamasinda (biyofilmin tutunmasi) fliC geni ifadesinin tesvik
edilmesi, biyofilmin gelisimi asamasinda ise baskilanmasi ile agiklamistir (31).
Calismamizda fliC geni bozulmus mutantlarda biyofilm iiretim yeteneginin yiiksek
diizeyde diismesi bu hipotezi dogrulamaktadir. Zira bu mutantlarda biyofilm tutunmasi;
fliC geninin bozulmasi sonucu dogrudan ya da fliC promotorunu taniyan sigma faktoriinii
(sigma S) kodlayan fliA geninin bozulmasi sonucu dolayli olarak (fliC transkripsiyonunun

engellenmesi suretiyle), diisiik diizeyde gerceklesmektedir.

marT genini arabinoz tesviki ile yiiksek diizeyde ifade eden MZ1627 susunun biyofilm
iretim kabiliyetinin % 16 oraninda diistiigliniin saptanmasi; MarT proteini ile negatif
yonde regiile edilen fliA, fliC ve fimA genlerinin kiimiilatif etkisinden kaynakli
olabilecegini akla getirmistir. Zira bu {i¢ genin mutantlarmin biyofilm {iretim

kapasitelerinin diistiigli yine yaptigimiz denemelerde gbzlenmistir.
Flagellar hareket yaninda kemotaktik hareketin E. coli’nin in-vitro biyofilm {retimi

iizerine olan etkisinin aragtirildigi bir ¢alismada, hareketli fakat kemotaksis yapamayan

CheA-Z mutantmin biyofilm iiretme yeteneginin dogal tip sustan farkli olmadigi
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saptanmustir (72). Calismamizda da cheA ve cheM mutantlarinin biyofilm tiretimi tizerinde

bir etkisi olmadigmnin belirlenmesi, bu literatiir verisini desteklemektedir.

fimA geni Salmonella tip-1 fimbriyasinin ana alt {initesini kodlamaktadir. Tip 1 fimbriya,
Salmonella hiicrelerinin 6zellikle biyotik yiizeylere tutunmasinda, diger adezinlerle birlikte,
etkin bir rol oynamaktadir (60,120). Salmonella'da Tip-1 fimbriyanin biyofilm tiretimine
etkisi iizerinde ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Tip I fimbriya yapisal genleri
bozulmus mutantlarla yiiriitilen iki ¢aligmada; in-vivo kosullarda biyofilm iiretiminin
onemli Glglide engellendigi, ancak ayni durumun in-vitro kosullar i¢in gegerli olmadigi
saptanmustir (96,120). Calismamizda ise, bu literatiir verilerinin aksine fimA geninin ve
dolayis1 ile Salmonella tip-1 fimbriyasinin plastik (polisitiren) yiizeylerde de biyofilm
olusumunu indiikledigi belirlenmistir. Tip-1 fimbriyanin mannozillenmis glikoproteinlere
baglanma 6zgiilliigii (120) nedeniyle oldukea sasirtici olan bu bulguyu destekleyen yegane
literatiir verisi, Teplitky vd (2006) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada yer almaktadir.
Aragtiricilar bizim ¢alismamizda oldugu gibi, tip-1 fimbriyanim plastik yiizeylerde biyofilm
olusumunu tesvik ettigini ve tip-1 fimbriya genleri bakimindan mutant suslarda plastik

yiizeylerde biyofilm olusturma kapasitesinin 6nemli 6l¢tide distiiglinii saptamustir (71)(71).

Birbirine, ylizeylere ya da ara ylizeylere baglhh ve bir matriks ile ¢evrili bakteri
populasyonlar1 olan biyofilmlerin morfotipleri, indikator boyalar (Kongo kirmizisi ve
Commasie Brilliant Blue) iceren agar plaklarinda matriks elemanlarinin bilesimi ve
gOriiniisiine gore li¢ ana grup altinda toplanmaktadir. Bu morfotipler rdar (kirmizi, kuru ve
pliriizlii), pdar (pembe, kuru ve piiriizli)) ve bdar (kahverengi, kuru ve piiriizlii) olarak
adlandirilmaktadir. Saw (diiz beyaz) olarak tanimlanan morfololoji, biyofilm olusturmayan
bakterilerilerin agarli ortamlarda olusturdugu koloni tipidir. rdar morfotipteki biyofilm
icerisinde yer alan suslar matriks bileseni olarak hem ince agregatif fimbriya ve hem de
seliiloz, pdar morfotipteki biyofilm igerisinde yer alan suslar sadece seliiloz, bdar
morfotipteki biyofilm igerisinde yer alan suslar ise sadece ince agregatif fimbriya liretme
yetenegindedir (63,64). Biyofilm olusuran Salmonella suslarinda dominant morfotip rdar
olarak belirlenmistir (66,120). Bu ¢alismada kullanilan dogal S. Typhimurium suslar1 ve
tiim mutantlarda biyofilm yapilar1 rdar morfotipte saptanmistir. Ancak steromikroskop
altinda yapilan incelemelerde mutant suslarin olusturduklart rdar morfotipteki
biyofilmlerin, hem birbirinden ve hem de dogal sustan farkli fenotipik 6zellikler gosterdigi

saptanmistir. Ancak s0z konusu degisimlerin biyokimyasal esas1 tanimlanmadikga,
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bunlarm preparat hazirlama ve mikroskopik inceleme hatalarindan m1 yoksa bilesimsel
degisimlerden mi kaynaklandigini soylemek olast degildir. Bu durumu agikliga
kavusturabilmek i¢in, Fourier doniisimlii infrared spektroskopisi (FT-IR) gibi hiicrenin
ozellikle biyofilm yapilarmin icerdigi biyokimyasal bilesenleri (protein ve seliiloz)

hakkinda bilgi edinmemizi saglayan ileri analizlerin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Salmonella'da biyofilm yapilarinin makroskopik olarak degerlendirildigi testlerden bir
digeri ise pelikiil yapilarinin incelenmesidir. rdar morfotipte biyofilm olusturan suslar,
biyotik ve abiyotik ortamlarda sivi-hava ara fazinda fiziksel ¢6zme islemlerine (karistirma
gibi) karst direncli, sert pelikiil yapilar1 olusturmaktadir. Bu yetenek sayesinde biyofilm
icerisindeki anaerobik ve mikroaerofilik bakterilere iireme ve dolayisi ile biyofilmin
gelisimi i¢in avantajli kosullar saglanmaktadir. Pelikiil yapismin sert olusu ve sivi-hava
arafazindaki bakteriyel iireme sonucu sivi ortamda bulaniklik meydana gelmemesi ya da
bakteriyel cokelti olusmamasi, s6z konusu yapinin cevresel stres kosullarina karsi cok
diren¢li oldugunun isaretleri olarak kabul edilmektedir. Bu 6zellikte pelikiil yapismin
olusumunun, biyofilm iiretimi iizerinde etkili genlerin fonksiyonelliginin ince bir
reglilasyonuna gereksinim duydugu belirlenmistir (8,82,121,122). Bu tez kapsaminda
incelenen genlerin pelikiil yapisi lizerine etkisinin arastirildigi denemelerde; rmbA, fidL,
misL, yliH, fliC, yliH ve cheM geni bakimindan mutant suslarda, dogal sus ile
karsilastirildiginda pelikiil yapisinin 6zelliklerinde bir de§isim meydana gelmedigi
saptanmustir. Ancak fimA, slIsA, fliA, dps, cheA ve wzzB geni mutantlarinda pelikiil
yapisinin olusmadigir belirlenmistir. Bu mutantlarda ayrica seliiloz bilesiminde de
degismeler meydana geldigi saptanmustir. Tiim bu veriler; fimA, sIsA, fliA, dps, cheA ve
wzzB genlerinin S. Typhimurium'da pelikiil olusumu iizerinde dogrudan etkili oldugunu
gosteren ilk veriler olmasi ve sivi-hava ara fazinda olusturulan biyofilmlerin
eradikasyonunda yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak taniyacak bir potansiyele sahip

olmas1 ac¢isindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Tez ¢alismasinin son agamasinda, dogal suslar ve marT ifadesi indiiklenen mutantta cam,
¢elik ve polistiren iizerinde biyofilm olusturma Ozellikleri incelenmis ve marT ifadesi
indiiklenen mutantta tiim yiizeylerde biyofilm iiretme yeteneginin diistiigii belirlenmistir.
Bu bulgu, marT geninin biyofilm {iiretimi izerindeki baskilayici etkisinin, sadece

polistirene 6zgiil olmadigin1 kanitlamaktadir.
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Calismamizin evrensel bilime ve uygulamaya katki niteligi tasiyan 6zgiin bulgularini

asagidaki basliklar altinda 6zetlemek olasidir:

1- marT geninin optimal ifadesinin saglandigi kosullarda S. Typhimurim'da biyofilm
iretimi diismektedir. Diger bir deyisle MarT proteini, biyofilm iiretimini negatif yonde

etkileyen regiilatorlerden biridir.

2- marT geni S. Typhimurium'da, 6zellikle patojenite ile ilgili yapilarn biyosentezini

diizenleyen global bir regiilatordiir.

3- marT geninin kodladigi MarT proteini sadece pozitif bir transkripsiyonel regiilator
degildir. Bazi genler i¢in ayn1 zamanda negatif transkripsiyonel regiilator olarak da islev

gormektedir.

4- fliA, fliC, fimA, fidL ve misL genleri in-vitro kosullarda biyofilm iiretimine katkida

bulunmaktadir.

5- fimA, slsA, fliA, dps, cheA ve wzzB genleri S. Typhimuriumda sivi-hava ara fazinda

biyofilm tiretimi (pelikiil olusumu) i¢in zorunludur.

6- marT geni, patojenin hiicre i¢i kosullarda (in-vivo) yasamda kalmasina katkida bulunan

wzzB geninin pozitif regiilatoriidiir.
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EKLER

EK 1: izole edilen RNA’lara ait saflik ve miktar tayinleri

ng/ul A260 A280 260/280 260/230
Dt () 559 13,9 6,2 2,24 2,14
Dt (+) 580 145 6,4 2,27 2,42
Dt (1/2) 495 12,37 5,58 2,22 1,98
Dt (1/4) 563 14 6,39 2,20 1,97
Dt (1/8) 529 13,23 6 2,20 2,0
Dt (1/16) 520 13 5,8 2,24 2,07
Dt (1/32) 540 13,50 6,12 2,21 2,05
MZ1627 (-) 639 15,98 7,08 2,26 2,17
MZ1627 (+) 612 15,3 6,87 2,23 2,12
MZ1627 (112) 497 12,42 5,75 2,23 2,01
MZ1627 (1/4) 552 138 6,27 2,20 1,97
MZ1627 (1/8) 200 12,50 56 2,25 2,22
MZ1627 (1/16) 534 13,36 6,11 2,19 1,97
MZ1627 (1/32) 518 12,95 5,79 2,23 211
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EK 2: Dogal tip14028 susunun farkli konsantrasyonlarda arabinoz tesviki sonucunda marT
ifadesine bagl gen degisimlerinin Ct degerleri

Gen Dt(-) |Dt(+) |Dt(1/2) |Dt(1/4) |Dt(1/8) |Dt (1/16) |Dt (1/32)
fliA-1 | 19,72 19,66 20,16 20,49 18,96 19,05 20,44
fliA-2 19,79 19,71 20,19 20,36 19,07 19,11 19,98
flic-1 |14,68 14,76 16,03 16,01 14,23 14,20 15,26
flic-2  |14,78 14,71 16,12 16,23 14,30 14,24 15,10
dps-1  [19,63 19,52 21,02 20,74 19,13 19,22 20,42
dps-2  |19,48 19,81 21,06 20,82 19,43 19,68 20,29
fimA-2 |15,92 15,14 16,64 16,51 15,35 15,26 16,63
fimA-1 |15,82 15,35 16,44 17,42 15,32 15,75 16,71
sIsA-1 | 24,29 23,86 24,93 25,09 23,20 23,73 24,75
sIsA-2 | 24,18 23,92 24,90 25,06 23,10 23,79 24,81
yliH-1 | 2577 25,98 25,81 26,55 24,44 24,93 25,55
yliH-2 | 25,80 25,86 25,97 26,58 24,41 25,04 25,84
cheM-1 |20,83 20,52 21,82 21,55 20,57 20,47 21,66
cheM-2 20,90 20,52 21,89 21,71 20,33 20,09 21,75
cheA-1 |20,60 20,28 21,72 21,31 20,21 20,07 21,67
cheA-2 20,60 20,72 21,97 21,60 19,90 20,07 21,78
wzzB-1 |21,33 20,56 22,10 22,45 21,06 20,94 22,17
wzzB-2 | 21,57 20,55 22,10 22,57 21,06 21,08 22,21
fidL-1 |26,62 25,82 26,93 27,26 24,64 25,92 26,54
fidL-2 |26,57 25,74 26,86 27,32 24,92 25,87 26,78
gapA-1 [19,45 17,54 19,00 19,65 18,58 19,05 20,44
gapA-2 |19,04 17,32 18,96 19,76 18,68 18,81 20,20
misL-1 |27,07 26,78 27,54 27,94 24,64 26,97 26,93
misL-2 |27,33 26,75 27,50 28,25 24,88 26,70 27,12
rmbA-1 | 29,63 27,72 27,67 28,59 24,71 27,73 27,51
rmbA-2 | 27,92 27,57 27,80 28,71 24,55 26,60 27,29
marT-1 | 26,40 25,59 26,76 27,00 23,87 25,72 26,00
marT-2 |26,12 25,74 27,10 27,28 24,12 25,70 26,19
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EK 3: MZ1627 susunun farkli konsantrasyonlarda arabinoz tesviki sonucunda marT
ifadesine bagl gen degisimlerinin Ct degerleri

Gen | MZ1627TIMZI62T | \171627 | MZ1627 | MZ1627 | MZ1627 | MZ1627
) +) (1/2) (1/4) (1/8) (1/16) | (1/32)
fliA-1 | 22,29 23,56 23,39 23,25 22,75 22,66 22,15
fliA-2 | 22,05 23,34 23,02 23,04 22,47 22,21 21,81
flic-1  |1599 16,92 16,18 16,79 16,27 16,25 15,83
flic-2  |16,10 16,82 16,52 17,10 16,52 16,66 16,47
dps-1 18,96 20,82 20,39 21,11 20,21 20,11 19,59
dps-2 19,04 21,00 20,40 21,03 20,25 19,97 19,60
fimA-2 |22,72 23,74 23,35 23,88 23,14 23,05 22,63
fimA-1 |22,68 23,67 23,44 23,90 23,01 22,94 23,60
sIsA-1 | 24,80 24,34 23,90 24,72 24,64 24,14 23,86
sISA-2 | 24,80 24,34 23,90 24,72 24,64 24,14 23,86
yliH-1 24,90 26,60 26,08 26,20 25,34 25,00 24,56
yliH-2  |24,88 26,44 26,05 25,84 25,44 24,98 24,34
cheM-1 |23,03 23,95 23,60 24,26 24,06 23,30 22,92
cheM-2 |22,89 24,24 23,70 24,29 23,65 23,57 23,13
cheA-1 |22,89 23,47 22,78 23,48 22,80 22,92 22,84
cheA-2 |22,46 23,27 22,70 23,44 22,77 22,52 22,08
wzzB-1 |[21,86 20,07 20,03 21,02 20,64 20,64 20,58
wzzB-2 21,59 20,14 20,23 20,74 20,58 20,71 20,68
fidL-1 |23,88 21,61 20,81 21,72 21,19 21,86 22,6
fidL-2 |23,69 21,57 20,83 21,82 21,20 21,98 22,86
gapA-1 |17,39 18,29 17,93 18,67 18,22 17,68 17,17
gapA-2 |17,68 18,19 17,86 18,97 18,19 18,14 17,50
misL-1 |18,64 15,60 15,30 16,12 15,64 16,69 17,51
misL-2 |18,79 15,60 14,95 16,00 15,52 16,54 17,52
rmbA-1 |19,90 16,74 15,90 16,78 16,32 17,21 18,68
rmbA-2 |19,65 16,65 15,95 16,93 16,46 17,21 18,69
marT-1 |19,95 16,57 16,25 17,19 16,85 17,99 18,59
marT-2 |21,10 16,62 16,43 17,46 17,00 17,96 18,56
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EK 4: Dogal sus ve mutantlarin paslanmaz ¢elik kupon yiizeyinde biyofilm tiretimi

degerleri

Sus Ad1 kob/4 cm2 kob/cm2 log/cm2
14028 6,12x10° 1,53x10° 6,03
14028 (i) | 5,85x10° 1,46x10° 6,13
1627 6,95x10° 1,74x10° 5,43
1627 (i) 4,85x10" 1,21x10° 4,53
SL1344 2,55x10° 6,37x10" 4,79
LT2 3,02x10° 7,55x10" 4,78

EK 5: Dogal sus ve mutantlarin cam ylizeyinde biyofilm iiretimi degerleri

Sus Ad1 | kob/2,5cm2 | kob/cm2 log/cm2
14028 4,80x10° 1,92x10° 6,05
14028 (i) | 1 gox10” 4,00x10° 6,40
1627 4,00 x10° 1,62x10° 5,99
1627 (i) | 1,11x10° 4,47x10° 5,43
SL1344 | 9,05x10° 3,62x10° 5,07
LT2 1,81 x10° 7,23x10° 4,88

EK 6: Dogal sus ve mutantlarin polistiren yiizeyinde biyofilm iiretimi degerleri

Sus Ad1 | kob/ 1,5 cm2 kob/cm2 log/cm2
14028 7,50 x10° 5,00x10° 8,72
14028 (i) | 11,75x10’ 7,83x10’ 7,40
1627 2,33 x10° 1,55x10° 7,97
1627 (i) | 6,50 x10° 4,33x10° 6,53
SL1344 | 8,50x10’ 5,66x10" 7,94
LT2 13,50 x10° 9,00x10° 5,99
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