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Bu tez caligmasmin ilk asamasinda, S. Typhimurim 14028 dogal susu ve onun SeqA geni
bakimindan delesyonlu mutantinin biyofilm olusturma ozelliklerinin farkli antimikrobiyal
ajanlara ve metabolitlere kars1 verdigi yanitlar incelendi. Bu denemelerden elde edilen verilerden;
artan glukoz (% 1-% 3) ve safra tuzu (% 0,1-0,9) konsantrasyonlarinda dogal sus ve mutantta
biyofilm olusumunun yiiksek oranda engellendigi saptandi. Ayrica antimikrobiyal ajanlarin
tanimlanan farkli antibiyofilm etkinliklerinin, 1 mg/mL nisin + 10 mM EDTA + 5 pg/mL CIP
(siprofloksasin) kombinasyonu kullanilarak en yiiksek diizeye ulastigi belirlendi. Calismanin
ikinci agsamasinda, S. Typhimurium dagal susu ve seqA mutantinda karsilastirmali transkriptomik
(mRNA ve miRNA) analizler yiiriitiilerek; seqA geninin biyofilm olusumunun yaninda, genel
metabolizma iizerindeki regiilasyon karakteristikleri incelendi. Bu ¢aligsmalar s6z konusu genlerin
biyofilm olusumu ile iliskili genler yaninda, merkezi metabolizmada rol oynayan proteinleri
kodlayan bir¢ok genin regiilasyonunda rol oynadigini kanitladi. Bu global regiilator 6zellikleri,
bilimsel agidan yeni verilerdir ve Salmonella ile miicadelede s6z konusu SeqA proteininin

inhibitorleri kullanilabilecegine isaret etmesi acisinda da kritik bir 6nem tagimaktadir.
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In the first stage of this study, the responses of the biofilm-forming properties of S.
Typhimurium 14028 wild-type strain and its segA gene mutants against different
antimicrobial agents and metabolites were examined. From the data obtained from these
trials; biofilm formation was found to be highly inhibited in wild-type strain and mutant
with increasing glucose (1-3%) and bile salt (0,1-0,9%) concentrations. In addition, the
different antibiofilm activities of antimicrobial agents were determined to reach the
highest level using the combination of 1 mg/mL nisin + 10 mM EDTA + 5 ug/mL CIP
(ciprofloxacin). In the second stage of the study, by conducting comparative
transcriptomic (MRNA and miRNA) analyzes on S. Typhimurium wild-type strain and
mutants, besides biofilm formation, regulation characteristics of segA gene on general
metabolism were examined. These studies proved that this gene plays a role in the
regulation of many genes that encode proteins involved in central metabolism, as well as
genes associated with biofilm formation. These global regulatory properties are
scientifically new data and are critical to indicating that inhibitors of the SeqA protein

can be used to combat Salmonella.
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Hakkin1 asla 6deyemeyecegim, bu giinlere gelmemi saglayan, beni her durumda
destekleyen, sahip olabilecegim en degerli varliklar olan sevgili babam Adnan Yavuz
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Bu tez calismasi, dam ve segA Geni Bakimindan Mutant Salmonella Typhimurium
Suslarinda  Biyofilm Olusumunun Molekiiler Regiilasyonunun RNA-Seq ile
Tanimlanmasi (Proje No: 1197632) adli proje tarafindan desteklenmistir. Desteklerinden

dolay1 TUBITAK c¢alisanlar1 ve yoneticilerine igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Biyofilmler; bakterilerin canli ya da cansiz bir ylizeye tutunarak kendi tirettikleri hiicre
dis1 polimerik maddelerle (EPS) kaplanmasi sonucu olusturdugu cok tabakali yapilar
olarak tanimlanmaktadir (Daveyve O’Toole 2000). Biyofilm yapilarinda olusan
katmanlasma nedeniyle mantar yapilarinin iist kisminda bulunan hiicreler matriksin
sagladigr mekanik koruyuculuga ilaveten; enzimatik aktivitelerinde gergeklestirdikleri
diizenlemelerle tiim stres kosullarina karsi diger biyofilm hiicrelerini koruma gérevi
tistlenirler. Tabii yasam ortamlarinda ve farkli kosullarda bakterilerin genel bir kural
olarak olusturdugu biyofilm formlari, bu agidan bakildiginda, biyofilmi meydana getiren
bakterilerin planktonik formlarmin ¢evresel baskiya karsi gelistirdigi evrimsel bir yanit
olarak degerlendirilebilir (Marcinkiewicz 2001). Biyofilm igerisinde bulunan hiicreler,
matriks igerisine gomiilii olarak bulunmakta ve bu sayede dis gevreye karsi kendini

kimyasal ve mekanik koruma altina alarak daha uzun siire hayatta kalabilmektedirler.

Gidalarda ve gida katki maddelerinde biyofilmlerin varligi, gida kaynakli hastaliklara yol
acabilmektedir. Gida isleme alanlarinda biyofilmlerin kaliciligi, gida kontaminasyonu
olasiliginin artmasina neden olur ve bu da sonugta genel gida kalitesini ve giivenilirligini
tehlikeye atar (Syne vd. 2013, Corcoran vd. 2014, D1 Ciccio vd. 2015). Bu durum diinya
capinda artan bir halk sagligi sorununu teskil etmektedir. Biyofilm enfeksiyonlarinin
goriilme sikliginin artmasiyla birlikte biyofilm diren¢ mekanizmalarmin anlasilmasi,

biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesine yonelik arastirmalar 6nem kazanmistir.

Salmonella cinsi tiyeleri, dogal hayat dongiisiinde, biyotik ve abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusturma yetenegine sahiptirler (Prouty ve Gunn 2003, Ledeboer ve Jones
2005). Gida kaynakli hastaliklara neden olan en Onemli patojenlerden biri olmasi
nedeniyle, gida endiistrisinde baslica mikrobiyal sorunlardan biridir (Hohmann 2001).
Salmonella biyofilm yapilarinin biyolojik olmayan yiizeylerde de olusmasi, gida isleme
endiistrisi agisindan biiyiik sorunlara yol agmaktadir (Joseph vd. 2001, Prouty ve Gunn
2003). Tifoit olmayan salmonellozun sadece Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 1,4
milyon insami etkiledigi ve bu enfeksiyon vakalarimin % 95’inin gida kaynakl

bakterilerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Salmonelloz salgini; tiiketime hazir ya



da yart mamul gidalar yaninda, gelismis tlilkelerde ¢ogunlukla maydanoz, rezene, kavun,
kereviz sapi, pastorize edilmemis portakal suyu gibi genis taze iiriin yelpazesi ile

iliskilendirilmistir (Hohmann 2001).

Giliniimilizde, yiiksek verimli DNA dizileme teknolojileri (yeni nesil sekanslama),
genomik ve metagenomik arastirmalar i¢in kullanilmak suretiyle, biyofilm olusturma
yetenegindeki mikroorganizmalarinin, genetik kodlama potansiyeli ve biyofilm topluluk
yapilar1 hakkinda hizli bir bilgi birikimi saglanmistir (Grzymski vd. 2008, Denef vd.
2010). Diger yandan RNAseq, mikrodizin analizleri ve ger¢ek zamanli kantitatif PZR
(RT-gPZR) da dahil olmak iizere transkriptomik yaklagimlar, biyofilmler icerisinde
gerceklesen global ve lokal gen ekspresyon siireclerinin anlagilmasina énemli katkilar
sunmaktadir (Williamson vd. 2012, Ishii vd. 2013). Ozetle biyofilm yapilar iizerinde
yiiriitiilen bu genomik ve transkriptomik caligmalar, bakterilerin biyofilm olusturmalari
durumundaki fizyolojik degisiklikleri hakkinda bilgiler vermektedir. Bu teknikler
kullanilarak ~ Salmonella’da  biyofilm olusumunun molekiiler ~mekanizmasinin
tanimlanmasi, Salmonella’nin kontrolii ¢alismalarina yeni ve etkin bir yaklasim

kazandirma potansiyeli agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Salmonella’da biyofilm yapilarinin kontrolii ve eradikasyonu ¢alismalarinda en kritik
nokta, biyofilm olusumunun genetik regiilasyonunun detayl bir sekilde tanisina baglidir.
Bu nedenle, bu ¢alismada global regiilatdr potansiyeli yiiksek ve Salmonella biyofilm
yapilari tizerinde etkili bir gen olan seqA se¢ilmistir. Dam metil transferaz enzimi, diger
metil transferazlar ile benzer bir sekilde, S-adenozin metionin kofaktoriinii (SAM) metil
grubu vericisi olarak kullanir. Farkli bilimsel ¢alismalar sonucu, bakterilerde
gergeklestirilen DNA metilasyonunun; gen ifadesinin diizenlenmesi, mobil DNA
elementlerinin genom i¢i ya da genomlar arasi hareketliligi, DNA eslenmesinin
zamanlanmasi, eslenen kromozomal ya da plazmid DNA kopyalarmin yeni olusan
hiicrelere dagilimi, replikasyonu yapilan DNA orijin bdlgelerin, yeni replikasyon
dongiisiine girene kadar tecrit edilmesi (sequestration) ve DNA replikasyonundan kdken
alan hatalarin tamirinde kritik gorevler tistlendigi saptanmistir (Julio vd. 2001, Balbontin
vd. 2006, Chatti vd. 2008). DNA replikasyon kompleksinin (replizom), orijin bolgesinden

geg¢mesinden sonra, tekrar replikasyonun baslamasinin regiilasyonu Dam metil transferaz



yaninda, SegA proteini aktivitesi ile koordineli bir sekilde gergeklestirilmektedir. Bazi
prokaryotlarda belirlenmis olan SegA, DNA replikasyonunda metilasyon-
hemimetilasyon dongiisiinde yer alir. Hemimetillenmis DNA dizileri; yeni replike edilmis
orijinde olusan, tek zincirinde metil grubu igeren DNA dizileridir ve Dam (deoksi adenin
metilaz) enzimi tarafindan metilasyona ugratilana kadar bu durumda kalirlar. SegA
(sequestration A) regiilatér proteini, hemimetilenmis 5’GATC3’ sekansinin adenin
bazina Dam metil transferazdan daha yiiksek bir ilgi ile baglanma aktivitesi
gostermektedir. Cok sayida hiicresel SegA proteini, DNA ile kompleks bir yap1 olusturup
replikasyon catalindaki hemimetillenmis DNA’nin bir bdlgesini kaplayarak Dam
enziminin bu bolgelere baglanmasini ve metilasyon aktivitesi gostererek replikasyon
orijinlerinin yeniden aktive edilmesini engellemis olur. Bu mekanizma sayesinde, s6z
konusu replikasyon orijinlerinden replikasyonun tekrar baslamasi, SeqA proteini ayrilana
kadar durdurulmus olur. Bu sekilde replikasyondan kaynaklanan es zamanli hata tamiri
ve eslenen kromozomlarin dagilma stabilitesi garanti altina alinir. Bu 6zellikleri, s6z
konusu proteininin yiiksek regiilasyon kapasitesine sahip oldugunun temel isaretleridir
(Slater vd. 1995). Bu regiilasyon mekanizmasi sayesinde, hiicrenin yasam dongiisii de
diizenlenir (Campbell ve Kleckner 1990, Espeli vd. 2008). In vitro kosullarda SegA
proteini, 5’GATC3’ dizilerine dimer olarak baglanir ve N-terminal bdlgesinin
interaksiyonu vasitasiyla dimerlerin helisel iplik¢ik formunu olusturur. Ayrica SegA,
daha diigiik bir afiniteyle metillenmis replikasyon orijinine de baglanabilir ve ilk
replikasyon baglama zamanini etkiyebilir. Bunlara ilave olarak SegA, kromozom
organizyonuna ve gen regiilasyonuna da katilmaktadir. Nitekim degisik arastirma gruplari
tarafindan yiiriitiilen galismalarda, segA geninin ifadesinin Salmonella viriilansliginda
onemli roller iistlendigi saptanmistir (Lobner-Olesen vd. 2005, Aloui vd. 2010, Chatti vd.
2014). SegA aktivitesinin Salmonella'daki farkli genlerin diizenlenmesine katildig1 ve
segA geni mutantlarinda, konak hiicrelere tutunmanin ve 6zellikle konak hiicre isgalinin
onemli Ol¢iide diistiigh tespit edilmistir (Garcia-del-Portillo vd. 1999, Chatti vd. 2008,
Jakomin vd. 2008, Ugur vd. 2018). Bu tiir yeni genlerin, yeni hedeflerin belirlenmesi,
biyofilm yapilar1 ile miicadele i¢in izlenecek yeni stratejilerin belirlenmesine onciilitk
etmektedir. Bu ¢alismada tasarlanan transkriptomik analziler ile, segA geninin biyofilm
olusturma ozelligi lizerindeki etkinliginin molekiiler diizeyde tanimlanmasi

amaclanmustir.






2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Bir Salmonellozis Modeli Olarak Salmonella Typhimurium

Salmonella cinsine ait bakteriler, sistematik olarak enterik bakteriler grubu igerisinde
degerlendirilmektedir. Gram boyanma &zellikleri bakimindan Gr®), spor olusumu
gozlenmeyen, aerobik ve anaerobik kosullarda farkli metabolik yanitlar lireterek ¢ogalan
tiyelerle temsil edilirler. Morfolojik yapilar1 iniform (¢ubuk) olup, boyutlar1 0,4-5 pm
arasinda degisim gosterebilmektedir. Bu bakterilerde hareket genellikle flagellare yapilar
tarafindan saglanmaktadir. Ancak dogal ekosistemlerde nadir hareketsiz atipik
formlarinin bulundugu da tespit edilmistir. Karbon kaynagi olarak laktozu kullanabilen
herhangi bir liyesi tanimlanmamistir. Memeli hayvanlarin mide bagirsak sisteminde
patojen olan bu bakterilerin liremeleri igin ideal sicaklik (37 °C) konak sistemlere
adaptasyonun baslica gostergesidir. In vitro kosullarda ideal iireme igin yapay
besiyerlerinde tercih ettikleri pH degerleri nétral degerlere yakinlik arz etmektedir. Ancak
pH 4.5-9.0 arasinda iireme gosterirler. Salmonella tiyeleri diisiik pH, diisiik su aktivitesi
ya da yiiksek yag igerigine sahip gidalarda belirli sicakliklara direnglidir. Dondurularak
korunan gida tirtinlerinde kalicilik 6nemli olglide diismektedir. Salmonella enterica
tiyelerinin hayvan model sistemlerinde neden oldugu lokal ve sistemik enfeksiyon
modelleri tanimlanmistir. Lokal enfeksiyonlar gastroenterit, sistemik enfeksiyonlar
nadiren septisemi, ¢ogunlukla ise tifo atesi ile sonuglanmaktadir. S. enterica'nin
hayvanlarda hastalig1 indiikleme yetenegi, bazilar1 patojenite adalarinda kiimelenmis,
digerleri ise kromozomda dagilmis olan viriilans genlerine sahip olmasina baglidir
(Groisman 1997). Enfeksiyon siirecinin belirli asamalarinda viriilans gen ekspresyonunu
diizenleyen, ayni1 zamanda ilgili fizyolojik rolleri oynayan PhoPQ ve RcsBCD gibi iki
bilesenli sistemlerdir. Salmonella’nin makrofajlar ve safra kesesi i¢inde kalma yetenegi,
onu hem akut hem de kronik enfeksiyonlara neden olan zorlu bir patojen yapar (Gonzalez-
Escobedo 2011). Salmonella’nin neden oldugu lokal ve sistemik enfeksiyonlar
birbirinden belirgin hatlarla ayrilan etiyolojik karakteristikler gostermektedir (Chessa vd.
2008, Vasquez-Torres vd. 2018). Ancak bu enfeksiyonlarin patojenite ile iligkili
molekiiler oriintiiler bakimidan gosterdigi 6nemli 6l¢iideki benzerlikler nedeniyle en

yaygin enfektif serovaryete olan S. Typhimurium’un, salmonellozisin agiklanmasinda



model bir organizma haline gelmesine yol agnmustir. Ozellikle Salmonella’da patojenite
ile baglantili molekiiler oriintiilerin (PAMP) ilizerinde yiiriitillen ¢aligmalar, patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu konak¢i hasarinin analizini kolaylastirmakta ve
onlardan korunma i¢in gelistirilecek ajan havuzunu zenginlestirmektedir (McClelland vd.

2001, Morgan vd. 2007, Srivatsan ve Wang 2008).

Salmonella tarafindan enfeksiyon olusturmak ve yaymak ic¢in kullanilan patojenik
elementler biiyiik 6l¢iide Salmonella patojenite adalarinda (SPI) bulunur (Hayward vd.
2013). S.Typhimurium viriilansi, Salmonella patojenite adalar1 1 ve 2 (SPI-1 ve SPI-2)
tizerinde tasinan iki tip III salgi sisteminin (T3SS) aktivitesine baglidir. Salmonellanin
konake1 hiicre fonksiyonunu manipiile etme yetenegi, bakteriyel proteinleri dogrudan
konake1 hiicre sitoplazmasina enjekte edebilen T3SS nin ekspresyonu ile gergeklestirilir.
SPI-1, epitel hiicrelerinin istilasini saglayan bir T3SS'yi kodlar. Bakteriler mukozadan
tagindiktan ve makrofajlar icinde lokalize olduktan sonra, lizozomal fiizyondan kaginmak
icin SPI-2'de kodlanan T3SS'yi kullanirlar ve Salmonella igeren vakuol (SCV) ad1 verilen
0zel bir niste ikamet ederler. Bu nedenle, bu iki patojenite adasi, bu bakterilerin baslica
viriilans 6zelliklerinden ikisini kodlayarak, istila ve kalicilik kapasitesi saglar. Daha az
calisilmig SPI-3 ve SPI-4'ln, her ikisi de bilinmeyen fonksiyona sahip birkag¢ ek geni
kodlasa da, bunlarin intramakrofaj sagkaliminda rol oynadig diisiniilmektedir (Bdumler
1994, Blanc-Potard vd. 1999). SPI-5’in ise, bagirsak sivisi sekresyonunda bir artisa
aracilik ettigi i¢in, gastroenterit ile iligkili fenotiplerde rol oynadigi varsayilmaktadir
(Wood vd. 1998).

S. Typhimurium, sistemik olarak doku yiizeylerine tutunabilmesi, istila ve yayilma
kabiliyeti veya alternatif olarak enterosit icinde ¢ogalabilmesi yeteneklerinden dolay1
enteroinvaziv olarak tanimlanmaktadir (Takeuchi 1967). Bir organizmanin hayatta
kalmasi, ¢evresindeki degisiklikleri algilama ve bunlara tepki verme yetenegine baglhdir.
Cevresel degisikliklere tepki verme mekanizmalari, canlilarda evrensel olarak mevcuttur.
Gida kaynakli enfeksiyonlarla iligkili S. Typhimurium, hem konak sistemlerinde hem de
konak sistemleri disinda hayatta kalabilir. Nihayetinde insan enfeksiyonuna neden olmak
icin, gida kaynakli bir patojenin dnce yiyecek veya su gecisinde hayatta kalmasi gerekir.

Insan bedeni savunmalari arasinda antimikrobiyal etkiye katkida bulunan mide asidi



(biiyiik 6l¢iide beslenme durumuna bagli olarak, pH 2.5-4.5 arasinda degisiklik gosterir),
safra tuzlar1 ve gastrointestinal sistemdeki laktik, asetik, propiyonik ve butirik asitler
dahil olmak tizere birgok organik asitler 6nemli bir yer tutar (Mikkelsen vd. 2004).
Enterik organizmalar ise, bu engelleri asmak, konakg¢i-prokaryotik dengeyi bozmak ve
muhtemelen secici bir avantaj elde etmek i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Hizla
degisen gevresel kosullarda hayatta kalmak i¢in, bakteriler degisiklikleri algilayarak gen
ifadesi ve protein aktivitesi diizenlemelerine gitmek zorundadir. Bu nedenle patojenlerin
konakg1 sistemlere adaptasyonu ve onu istila etmesine izin veren anahtarlar1 kontrol eden

mekanizmalar1 belirlemek, kritik bir 6nem tagimaktadir.

Salmonelloz diinya ¢apinda insanlarda ve hayvanlarda yaygindir. Salmonelloz, en sik
bildirilen ikinci gastrointestinal enfeksiyondur. Cogu insan vakasi gida kaynaklidir;
bununla birlikte, gida kaynakli olmayan Salmonella enfeksiyonu hayvanlarla, kontamine
sularla veya ¢evreyle temas sirasinda bulagabilir (Wall vd. 1995, Rice vd. 2003). Gida
veya su kaynakli S. Typhimurium'un neden oldugu akut enterit, klinik olarak siddetli
kramplar ve diyare ile kendini gosterir. Sanayilesmis {iilkelerde, tifoid olmayan
Salmonella, bakteriyel gastroenteritin 6nemli bir nedenidir. Tifoit olmayan insan
salmonellozu, akut baslangicli ates, karin agrisi, bulanti, ishal ve bazen kusma ile
karakterize edilir (Hohmann 2001). Hastalik genellikle birkag giin siirer ve kendi kendini
sinirlar. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan dehidrasyon, 6zellikle tibbi tedavi olmadiginda.
bagisikligi zayiflamis kisilerde, hamile kadinlarda, yaslilarda ve ¢ocuklarda daha ciddi
komplikasyonlara neden olur. Tifoit olmayan salmonelloz vakalari diinya ¢apinda
artmakta ve her yil insan popiilasyonunda milyonlarca enfeksiyona ve bir¢cok Oliime
neden olmaktadir (Mead vd. 1999). Amerika Birlesik Devletleri'nde ise, enfeksiy6z
gastroenteritin en yaygin nedenlerinden biridir (Yamada vd. 1995). Hollanda'da tahmini
salmonelloz insidansi, yilda 1.000 kisi basina 3 vakadir (Van den Brandhof vd. 2003).
Salmonella'nin yilda 1,4 milyon hastaliga ve 600 olime neden oldugu tahmin
edilmektedir (ECDC 2020).

Salmonella’nin neden oldugu hastaliklarin molekiiler ve hiicresel mekanizmalarinin
tanimlanmasinda secilen bakteriyel model sistem genellikle S. Typhimurium’dur.

Konake¢1 model sistemleri ise fareler basta olmak iizere gine domuzlar1 ve Yeni Zelanda
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tavsanlart gibi deney hayvanlar1 olmaktadir. Giimiimiize kadar bu sistemler kullanilarak
yiriitiilen bilimsel ¢aligsmalar 1s181nda, Salmonella enfeksiyonlariin patojen ve konakei
sistemlerdeki genetik, fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri kismen tanimlanmustir.
Salmonella serovaryetelerin konakg1 etkinligi icin 10° ve iizerinde yogunlukta sisteme
alinmas1 gereklidir. Bu sekilde baslayan enfeksiyon siireci ince bagirsakta tutunma ile
devam eder. Ince bagirsaktaki M hiicreleride gergeklesen bu tunmayi kolonizasyon ve
konak¢1 hiicre isgali takip eder (Ohl ve Miller 2001, Vasquez-Torres vd. 2018).
Salmonella, safra kesesinin safranin ince bagirsaga salgilamadan 6nce depolandigi ve
konsantre edildigi yerde yiiksek safra konsantrasyonlariyla karsilagir (Begley 2005).
Deterjan aktivitesi nedeniyle safra giiglii bir antimikrobiyal ajandir (Gunn 2000, Begley
2005). Bununla birlikte, enterik patojenler Salmonella da dahil olmak iizere safraya
direnglidir (van Velkinburgh ve Gunn 1999) ve genellikle bu asamada konak sistemde
etkili olabilmek i¢in gen ekspresyonunu ve viriilans 6zelliklerini diizenlerler (Begley
2005, Sistrunk vd. 2016). S. Typhimurium'da, SPI-1 ve motilite genlerinin ekspresyonu
safra maruziyeti ile bastirilarak epitelyal hiicre istilasinin belirgin bir sekilde
baskilanmasiyla sonuglanir (Prouty ve Gunn 2000, Prouty vd. 2004). S. Typhimurium'un
cesitli kosullar altinda safraya kars1 transkriptomik yanitlar: iy1 karakterize edildiginden
(Prouty vd. 2004, Kroger vd. 2013), bu serovaryete, Salmonella'nin genel olarak safrada
nasil davrandigi konusunda kabul edilmis bir model haline gelmistir (Gunn 2000,
Sengupta vd. 2014). Bununla birlikte, % 3 safraya maruz kalmanin ardindan S.
Typhimurium ve S. Typhi’de iki boyutlu (2D) jel -elektroforezi ile protein
ekspresyonundaki degisiklikleri karsilastiran bir ¢alismadan elde edilen veriler (van
Velkinburgh ve Gunn 1999), S. Typhi ve S. Typhimurium'da safradan etkilenen proteinler
arasinda ¢ok az ortiisme oldugunu, safra tepkisinin bu serovarlar arasinda farklilik
gosterdigini kanitlamistir. Ayrica, S. Typhimurium LT2 ve S. Typhi CT18'in genomlarini
karsilastiran bir ¢alismada, iki sus arasinda genlerin % 90'indan daha azinin paylasildigi,
CT18'de bulunan 600'den fazla genin LT2'de bulunmadigi saptanmistir (Sabbagh vd.

2010). Bu durum genel bir salmonelloz modelin olusturulmasini giiglestiren ana unsurdur.



2.2 Biyofilmlerin Evrensel Karakteristikleri

Bakterilerin arayiizlere, diger hiicrelere ya da besin maddesi artiklarina tutunmalari
sonucu mikrokoloniler olusturmalar1 ve bu mikrokolonilerin kendi trettikleri hiicre disi
polimerik sulu bir faz ile (EPS) ¢evrelenmesi neticesinde olusturulan planktonik formlara
nazaran genetik ifade ve fizyolojik 6zellikler bakimindan ¢ok hiicreli organizasyonlara
benzeyen yapilar, biyofilm olarak tanimlanmaktadir (Donlan ve Costerton 2002). Uzun
yillar boyunca bakterilerin, yalmiz planktonik ve sosyal olmayan canlilar oldugu
diisiiniilmiistlir. Ancak bunun aksine dogada yasayan bakteriler, pH, besin azlig1, sicaklik,
oksijen seviyesindeki gradyanlar gibi stres kosullarina maruz kaldiklarinda, uygun bir
ylizeye tutunarak ve bir ekstraseliiler matriks iireterek biyofilm yapist olustururlar. Bu
yapt sayesinde hem kendi tlirlinden hem de baska tiirlerden bakteriler ile birlikte
simbiyotik bir iligki icerisinde; ¢evresel streslere, antibiyotiklere, konak immiin yanitina
karsi kimyasal ve mekanik koruma saglayan direncli bir yasam formu teskil
edebilmektedirler. Biyofilmlerin farkli genetik ve fizyolojik ifade fonksiyonlarindan
kaynaklanan c¢evresel stres faktorlerine gosterdigi yiiksek diizeyde direng, bu yapilarin
neden oldugu sorunlarin ¢oziimiinii nerede ise olanaksiz hale getiren ana unsurdur.
Biyofilm tabakasi, ¢ok farkli ¢evrelerde tetiklenebilen karmasik bir dinamige sahiptir.
Biyofilm igerisinde heterojen ve bdliimlendirilmis mikro ortamlar (10-100 pms);
mikrobiyal aktivite, hiicreler arasi sinyallesme ve metabolik alisverisi ve bu yollarla da
stress kosusllarina toleransi ve konake1 sistemde kaliciligi arttirmak i¢in 6nemli bir faktor
olan hiicresel ve toplumsal davranig1 diizenleyen bir sistem gelisiminin temel yapilaridir

(Nadell vd. 2008).

Biyofilm olusum siireci, her asamada farkli gen setlerinin ekspresyonu ile diizenlenir. Bu
stire¢, planktonik bakteri hiicrelerinin yiizeylere tutunmasiyla baglar. Olusum evreleri;
geri doniigiimlii ilk tutunma evresi, geri doniisiimsiiz tutunma evresi, mikrokolonilerin
olustugu ve EPS {iiretiminin yapildig: ilk olgunlagma evresi, tiim yapilariyla tamamen
olgunlagmis biyofilm evresi ve olgunlagmis biyofilmden kopma ve dagilmalarin meydana
geldigi son evre olarak 5 farkli kisima ayrilmaktadir. Yiizeye tutunma agamasinda,
biyofilm dontisimii i¢in genetik diizenlemeler baslamakta ve bu islemler genellikle

epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir (Casadesus ve Low 2006,



Dubnau ve Losick 2006, Heusipp vd. 2007, Casadesus ve Low 2013). Biyofilm olusumu
sirasinda bakteri gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin; hiicrelerin
aktiviteleri ve hiicre dist matriks malzemesinin yapisina bakildiginda ¢ok farkli
fenotiplerin olusumuna yol agtig1 goriilmektedir. Bazi bakteri tiirlerinde, biyofilmin erken
asamalarinda biyofilm ile iliskili protein (BAP) ad1 verilen hiicre duvarina bagh yiizey
proteinleri eksprese edilmeye baglanmakta ve bu proteinler hiicre-hiicre etkilesimlerini ve

hiicre dis1 matriksin gelisimini tesvik etmektedir (Lasa ve Penades 2006).

Biyofilm yapisinin baslangi¢c asamasinda hiicre-tutunma zemini iligkisi, bu yiizeylerin
fiziksel, kimyasal ve enerjetik karakteristikleri ve temas halindeki hiicrelerin
poptilasyonlarinin biiyiikliigline bagli olarak degisebilir. Bakterilerin yiizeysel tutunmada
kullandig1 temel yapilar, hareketlilik ve substrat iliskisini belirleye hiicresel yapilar
(flagella, pili, adhezinler gibi) ve hiicre duvari bilesenleri olarak 6zetlenebilir. Flagella,
pili ve diger adhezinler, birgok Gram negatif bakterinin yiizeyinde bulunur ve bakteriyel
patogenezde Onemli rollere sahiptir. Pililer, patojenik bakterilerin konak hiicre
yiizeylerine baglanmasini destekleyen viriilans faktorleridir. Saperon kullanici fimbriya,
konaker1 hiicre sinyal yollarin1 modiile edebilir, konake¢1 hiicrelerin bakteriyel istilasini
tesvik edebilir veya inhibe edebilir ve biyofilm olusumunu kolaylastirabilir (Thanassi vd.
2012). Ozellikle patojenler iizerinde yiiriitiilen calismalar sonucu, baslangicta var olan ve
ozellikle flagella ve pililer tarafindan saglanan hareketlerin biyofilm olusumu igin
indiikleyici bir rol istlendigi tespit edilmistir (O°toole ve Kolter 1998, Pratt ve Kolter
1998, Davey ve O’Toole 2000). Biyofilm yapisinda tek katmanli agamaya ulasildiginda
flagellar genlerin transkripsiyonu baskilanir ve metil-kabul eden kemotaksis genlerinin
transkripsiyonu aktive edilir. Flagellar rotasyon duraklamasi kemoatraktanlara yanitta rol
oynayarak geri donilisiimsiiz baglanmaya gecisi arttirmaktadir. Caligmalar, kemotaksis
proteinlerinin tek tabaka olusumunu etkiledigini gostermektedir (Karatan ve Watnick
2009). Bakteri hiicreleri hedef yiizeylere temasi gergeklestirdikleri asamayi takiben, s6z
konusu yiizeyler ile gerceklestirdikleri fiziksel ve kimyasal interaksiyonlar sonucu geri
doniissiiz tutunma asamasi tamamlanmis olur (Costerton vd. 1999, Baumgartner vd.
2007).
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Biyofilm icerisinde bulunan bakteriler, yerel olarak mikrobiyal aktivite, hiicreler arasi
sinyallesme ve metabolik alisverisi diizenleyen, bdylece tolerans: ve kalicilig1 arttirmak
icin onemli bir faktor olan, hiicresel ve toplumsal davranisi regiile eden mekanizmalar
gelistirir. Biyofilmlerin ¢evresel stres faktorlerine gosterdigi yiiksek diizeydeki direng,
biyofilm hiicrelerinin gecirdigi yapisal ve genetik diizenlemeler yaninda, baska bir cok
cevresel faktore bagli dzellikler gosterir (Simoes 2011). Biyofilm olusumu {izerinde tiim
bakterilerde ortak etkenler; biyofilmin olusturulacagi yiizey yapisi ve biyofilm
matriksinin ana yapisal elemanlari olarak ifade edilebilir (Nadell vd. 2009). Biyofilmlerin
ana bilesenlerinden biri olan seliilloz ve kivrimli fimbriyal sistemlerin varligi, hiicresel
veya hiicresel olmayan yiizeylere baglanmanin S. Typhimurium'un hayatta kalmasinda

kritik olabilecegini diistindiirmektedir (White vd. 2006, Vestby vd. 2009).

Planktonik formlar ile biyofilm formlari kiyaslandiginda tanimlanan en belirgin ayricalik
biyofilmlerin ortak karakteristigi olan matriks yapilaridir. Matriks, biyofilm hiicrelerinin
tirettikleri farkli tipteki biyopolimerlerin birikimiyle olusmaktadir. EPS matriksinin
bilesimi, mikroorganizma tipine, lokal mekanik kayma kuvvetlerine, substrat
mevcudiyetine ve konak¢1 ortamina bagli olarak gecici ve yapisal olarak degiskendir. EPS
yiiksek hidratli bir yapiya sahip olup birgok tiiriin biyofilmde organik bir karakter
sergileyerek temel besinlerin ve minerallerin (C, N, PO gibi) yakalanarak konsantre hale
getirilmesine olanak saglayan bir sistem olusturur. Ekzopolimerik matriksin (EPS) cesitli
fonksiyonlart biyofilm yasam bi¢imine genis Olgekte katki saglamaktadir. Bu birikim
yiizey adezyonundan ve kohezyonundan sorumlu olan ii¢ boyutlu yapinin iskeletini
olusturur. EPS, hiicreler arasindaki kohezyon kuvvetini arttirdigi icin biyofilmin
stabilizasyonunda olduk¢a 6nemli role sahiptir. EPS biyofilm hiicrelerini immobilize eder
ve bu hiicreler birbirlerine olabildigince yakin durur. Fiziksel yakinlik hiicre-hiicre

iletisimini ve ig birligi gibi etkilesimleri beraberinde getirir (Kostakioti vd. 2013).

Biyofilm yapilarini olusturan hiicreler sinyal molekiillerini kullanmak suretiyle birbirleri
arasinda haberlesmeyi gerceklestirebilmekte ve bu yolla gorev paylasimi yapabilmektedir
(Arnold ve Silvers 2000, Fraud vd. 2007). Bakteriler, hiicreler arasi iletisim sistemleri
sayesinde yalniz veya topluluk i¢inde olduklarin1 ayirt edebilmekte ve boylelikle toplu

halde davranabilmektedirler. Bakterilerin konak sistemlerde kaliciligi ve islevselligi;
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cevresel uyaricilart algilayacak ve bu uyarilara yanit verecek sistemler icerme yetenegi
ile dogru orantilidir. Bakteriler, bulunduklar1 ortamdaki kullanilabilir besin maddeleri,
hiicresel ilireme hizi, ozmotik akis ve hidrojen iyonu konsantrasyonu gibi unsurlarda
meydana gelen niteliksel ve niceliksel degismelere bagli olarak degisik uyum yanitlari
gelistirme yetenegindedir (Donabedian vd. 2003). Biyofilm yapilarinin ger¢eklesmesinde
kritik bir role sahip oldugu bilinen “yeter sayir algilama” [Quorum Sensing (QS)]”
sistemleri sayesinde yukarida tanimlanan cgevresel sinyaller populasyon diizeyinde
algilanmakta ve koruyucu yanitlar olusturulabilmektedir (Camara vd. 2007). Ornegin;
konaker hiicre yilizeyine tutunan patojen hiicre miktari ile dogru orantili bir sekilde sinyal
iletimi de artmakta ve hiicresel yanitlar hizli bir sekilde olusturulmaktadir. Bakteriler
yeter cogunluga ulastiklar1 anda da viriilans faktorlerinin sentezi veya ekzotoksin tiretimi
gibi kritik gen ekspresyonlar1 tetiklenerek belirli hedef genlerin aktivasyonu ya da
baskilanmasi gergeklesir (Raffa vd. 2005). Bu yolla patojen basarili bir enfeksiyon i¢in
yeterli popiilasyon biiylikliigiine ulasincaya kadar konak organizmanin immiin
siteminden saklanma olanagina sahip olur (Fuqua vd. 1994, Jayaraman ve Wood 2008).
QS, yerel popiilasyon yogunlugu tarafindan uyarilan bakterilerde koordineli bir gen
ekspresyon yanitin1 temsil eder. Patojen hiicreleri arasinda haberlesmeyi gerceklestiren
sistem, bir sinyal molekiilii “Oto-Endiikleyici [Auto-inducer (AI)]” veya ‘“feromon”
olabilir. Yeter say1 sinyal molekiilleri i¢in oto-endiikleyici tanimi yapilmasinin nedeni,
dogrudan iretildikleri hiicrelerde regiilasyon yetenegi icermeleridir. Autoinducer-2 (Al-
2), bakterilerde yaygin olan ‘yeter say1 algilama’da evrensel bir sinyal molekiilii olarak
kabul edilir ve LuxS enzimi Al-2 sentezi i¢in gereklidir (Novick ve Muir 1999,
Donabedian vd. 2003).

2.3 Biyofilmlerin Klinik ve Endiistriyel Onemi

Biyofilmler {izerinde yiiriitilen yogun bilimsel c¢alismalar dogrultusunda, farkli
mikroorganizmalarin neden olduklar1 ¢cok cesitli enfeksiyonlarin, bugiine kadar bilinenin
aksine, bagimsiz (planktonik) formlardan degil, biyofilm formlarindan kaynaklandigi
tespit edilmistir (Costerton vd. 1999). Biyofilm karakterizasyonu g¢aligsmalarindan elde
edilen bulgular, yiizeyle iligkili bu mikroorganizma topluluklarinin karmasikliklarinin

ortaya ¢ikmasina yardimci olmustur. Bu ¢aligmalarda biyofilm bakterilerinin planktonik
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hiicrelerden farkli gesitli fizyolojik davramslar kazandigmi kanitlamustir. Ornegin,
bakterilerin olusturdugu ortak yasam formlarnin ayrica hiicre disi polimerik bir ag
igerisine alinmasi sonucu, patojenlerin konakg¢i sistem tarafindan fagosite edilmeleri
giiclesir ve immiin yanitlarin patojenlere etki etmesi gercek anlamda giiglesir (Ciftci

2005).

Biyofilm hiicreleri ¢evresel streslere, antibiyotiklere ve dezenfektanlara direngli fenotip
sergiledikleri igin, gida endiistrisinde ortadan kaldirilmalar1 son derece zordur. Bu
nedenle, biyofilm olusumuna miidahale etmede yardimci olacak yeni stratejiler
gelistirmek i¢in ¢ok c¢aba harcanmaktadir. Jahid ve Ha (2012) ve Srey ve arkadaslar
(2013), sodyum hipoklorit, hidrojen peroksit, ozon ve perasetik asit dahil olmak {izere,
gida enddistrilerinde hijyeni verimli bir sekilde siirdiirmek ve daha fazla etkinlik saglamak
icin kullanilan geleneksel biyofilm kontrol stratejilerini biyofilm yapilarina karsi
denemisler ve belirli diizeylerde etkinlik saptamiglardir. Giaouris ve arkadaglar1 (2014)
ayrica ugucu yaglar ve bakteriyofajlar gibi bazi yeni patojen biyofilm kontrol
yontemlerini detayli bir sekilde irdelemis ve etkin preparatlar hazirlamislardir. Tim
bunlarin yaninda, N-asilhomoserin lakton (AHL), otoindiikleyici-2 (Al-2) ve c-di-GMP
gibi mikrobiyal metabolit molekiilleri, biyofilm olusumunu 6nlemek i¢in alternatif bir yol
olarak devreye sokulmustur (Wang vd. 2013, Park vd. 2015). Bununla birlikte, bu
yaklagimlarin etkinligi, giivenligi ve uygulanabilirligi konusunda son ¢alismalar 1s18inda
ciddi kuskular ortaya ¢ikmistir. Neticede laboratuvar kosullarinda incelenen birgok
yaklasim, gergek gida isleme siireglerinde etkisiz ya da insan saglig1 ve ¢evresel acidan
riskli bulunmustur. Zira bu kontrol stratejilerinin, biyofilm yapisindaki EPS tarafindan
saglanan gecirgenligin sinirlandirilmasi nedeniyle biyofilm yapilarina kontrol ajanlarinin
niifuz edememesi, kullanilan ajanlarin kalintilarinin olast toksisitesi, farkli bakteriler
arasinda genetik degisimin indiiklenmesi ve dezenfektanlara karsi direng tesviki gibi 1yi
bilinen baska dezavantajlar1 vardir. Bu nedenle, gida endiistrisinde biyofilm yapilarini
kontrol etmeye yonelik yeni yaklagimlar, geri doniisiimsiiz tutunma, mikrokoloni
olusumu, olgunlagma ve dagilima gibi biyofilm olugumunun dinamik siiregleri esas

alinarak gelistirilmektedir (Mizan vd. 2015).
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Salmonella, gerek gida endiistrisi ve gerekse saglik alaninda giderek daha ciddi sorunlara
yol agan patojen bir bakteridir. Salmonella viriilansliginda rol oynayan en Onemli
ozelliklerden biri, bu cinse ait serovaryetelerin biyofilm olusturma 6zellikleridir (Xu vd.
2010). Salmonella ile kontamine olmus ¢ig ve az pismis yiyeceklerin tiikketimi, kusma,
ishal gibi semptomlarla karakterize edilen akut gastroenterit gelisimine yol agabilir.
Salmonella gibi gida kaynakli patojenlerin dogal ve endiistriyel ortamlarda, planktonik
formdan ziyade biyofilm olusturarak tredikleri ve kaliciliklarimi sagladiklar1 kabul
edilmektedir (Shi ve Zhu, 2009, Thallinger vd 2013). Salmonella, bitkileri kolonize etmek
icin ince agregatif fimbrialar (curli fimbria) ve polimerler (selilloz ve O-antijen
kapsiilleri) gibi hiicre dig1 matriks bilesenlerini kullanir ve sonugta insanlarda tiikketilen ve
hastaliga neden olan bir biyofilm yapilarini olusturur (Barak vd. 2007). Salmonella cinsi
iiyelerinin biyofilm olusturmasi; kanathilar, domuz ve sigir gibi domestik hayvanlarin
bagirsak sistemlerinde kolaylikla tasinmalarina neden olmaktadir (Althouse vd. 2003,
Ricke 2003, Morgan vd. 2004). Salmonella enfeksiyonu hem sanayilesmis hem de az
gelismis iilkelerin gozetim, onleme ve tedavi ile iliskili maliyetler yoluyla ekonomik
yiikiine katkida bulunan, diinya ¢apinda 6énemli bir halk sagligi kaygis1 olmaya devam
etmektedir (Crump vd. 2004). Biyofilm nedeniyle gidalarin bakteriyel kontaminasyonu,
gida endiistrisine her yil milyonlarca dolarlik ekonomik yiike neden olmaktadir
(Hohmann 2001, Brooks ve Flint 2008, Marchand vd. 2012). Gida kaynakli patojenlerin
biyofilmleri, 6zellikle siit tirtinleri, balik isleme tiriinleri, kiimes hayvanlari triinleri ve
tilketime hazir gidalar dahil olmak ilizere ¢esitli gida isleme alanlarinda yaygin olarak
tespit edilmektedir (Simoes vd. 2010, Srey vd. 2013). Bunun bir 6rnegi, ispanya’da 2008
yilinda ortaya ¢ikan Salmonella salgimidir. Bu salginin, isleme sahasinda et suyunu
tasityan bir borunun kivriminda olusan Salmonella hadar biyofilminden kaynaklandigi

belirlenmistir (Perez-Rodriguez vd. 2008).

Biyofilm yapilarinin 6zellikle deri gegisli tibbi cihazlar, medikal yiizeyler ve konak doku
ve organlar iizerinde meydana gelebileceginin belirlenmesi, saglik alanininda biyofilm
yapilarinin ciddi bir risk olusturabilecegine isaret etmis, ve bu belirlemeyi takip eden
caligmalarda biyofilmlerin planktonik formlardan daha biiyiik bir risk kaynagi oldugu
tespit edilmis ve pek cok farkli hastalikta rol oynamasindan otiirii klinik sistemlerde de

g6z oniinde bulundurulmasi gereken bir olgu oldugu anlasilmistir (Moretro vd. 2009).
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Intravendz kateterler, implantlar, kalp kapakgciklari, kalp pilleri, kontakt lensler basta
olmak iizere farkli materyaller ve organik (biyolojik) yiizeylerde gelisen biyofilm yapilari
saglik agisindan ¢oziimii ¢ok zor sorunlara yol agmaktadir (Lindsay ve von Holy 2006).
Patojen mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilmlerin akciger doku hiicreleri,
bobrek taglari ve dis minesi tlizerinde bulunabildigine dair sayisiz 6rnek mevcuttur.
Hastahane kaynakli enfeksiyonlarin amilleri olan patojen mikroorganizmalarin bir ¢ok
tiirliniin derigegisli tibbi implantlar {izerinde biyofilm olusturma kabiliyetleri bulunmakta
ve bu durum da insan vucundunda stirekli enfeksiyonlarin gelisiminin kaynagin teskil
etmektedir (Vogel vd. 2000). Ornegin; Pseudomonas aeruginosa suslari, implantlar
aracilig ile ya da dogrudan doku tizerinde olugarak, iist solunum yolu enfeksiyonlarina
(Govan ve Deretic 1996), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae tiirleri esas olarak
tiriner sistem enfeksiyonlarina (Kahlmeter 2003), Porphyromonas gingivalis ise dis eti
iltihabina (Kuramitsu vd. 2001, Sandoe vd. 2002, Ferrieres vd. 2007, Jacobsen vd. 2008,
Fey ve Olson 2010, Reyes ve Zervos 2013) yol agmaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi
heniiz gelismemis ya da degisik etkilerle diismiis bireylerde firsat¢1 bakterilerin
olusturdugu biyofilm formlari, ciddi saglik sorunlarina ve engellenemeyen durumlarda
da 6liime neden olmaktadir. Bugiine kadar ytiriitiilen tarama caligmalar1 sonucunda rapor
edilen bakteriyel hastaliklarin yaklasik % 85’inin biyofilm formlarindan kaynaklandigi,
Kronik bakteriyel enfeksiyonlarin % 80’inden fazlasi biyofilmler ile iliskilendirilirken,
hastahane kaynakl1 enfeksiyonlarin ise yaklasik % 70’inin yine biyofilm kaynakli oldugu
tespit edilmistir (Kostakioti vd. 2013).

Tiim bunlarin yaninda endiistriyel ve tibbi ¢alisma alan1 yilizeylerindeki mikroorganizma
kaynakli asinmanin, s6z konusu mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu
olusturduklar1 yan iiriinlerle, amfibolik bilesiklerle ya da anabolizma giris substratlari ile
iligkili oldugu saptanmistir. Mikroorganizmalarin metal yiizeyi ile kurdugu iligki ve
etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan elektrokimyasal reaksiyonlar metalin ¢6ziinerek
korozyona ugramasina sebep olur (Ovri vd. 2013, Wesley vd. 2013). Ozellikle farkli
yiizeylerde (metal, ahsap ve beton gibi) yaratilan stres etkisiyle biyofilm formu olusturan
mikroorganizmalarda korozif etkinlik, ayn1 mikroorganizmalarin planktonik formlarina
oranla ¢ok daha fazla olmaktadir (Gors vd. 2007, Javaherdashti 2011). Biyofilmler bu

kritik 6zellikleri ile; basta gida, kimya ve medikal endiistri olmak tizere, uzay, dogal gaz,
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ve petrol endiistilerinde de tiim iiretim yiizeylerinde gelistiklerinde, hem ekonomik
kayiplarin ve hem de.saglik sorunlarinin ana nedeni haline gelmektedir. Geleneksel
mikroorganizma giderme yoOntemlerine karsi ¢ok yiiksek oranda direnglilik
gosterdiklerinden yukarida sayilan tiim endiistri alanlarinda temel mikrobiyolojik sorun
haline gelmislerdir. Bu nedenlerle biyofilmler ile miicadele giderek artan bir 6nem

kazanmustir (Lee vd. 2007, Burgos vd. 2013, Islam vd. 2014).

Biyofilm formlar1 ile miicadelede en etkin strateji hedef yiizeylerde biyofilmin
olusumunun engellenmesidir. Biyofilm olusturabilmeleri i¢in ilk asamada planktonik
formlarin yiizeylere tutunmasi gergeklesmelidir. Eger bu ylizeylerde mikroorganizma
tutunmasini bloke edecek kosullar saglanir ise (yiizey alaninin daraltilmasi, ylizeylerde
gergeklestirilen ¢aligmalardan kalan atiklarin iyi bir sekilde temizlenmesi ve antibiyofilm
ajanlart ile muamele islemleri gibi uygulamalar bu amagla periyodik bir sekilde
yapilmalidir) yiizeylerde biyofilm olusma etkinligi Onemli Ol¢lide engellenebilir
(Davey ve O’Toole, 2000). Biyofilm yapilarinin en biiyiik ekonomik kayiplara ve kitlesel
saglik sorunlarina yol actig1 gida sanayiinde, bu yapilarla miicadelede giiniimiizde tercih
edilen ana strateji mekanik uygulamalarla gergeklestirilen sanitasyon islemleridir.
Mekanik uygulamalar genellikle yiiksek basing uygulama 6zellikleri gelistirilerek dizayn
edilmis, firca benzeri temizleme ekipmanlaridir. Bu yolla biyofilm yapilarina karsi
saglanan etkinlik, diger klasik sanitasyon yontemlerinden daha yiiksek olmaktadir.
Isletme ya da igme suyu tasiyici sistemlerinde ise biyofilm yapilarinin olusumuna hig izin
verilmemelidir. Aksi takdirde sonradan uygulanacak sanitasyon islemleri biyofilmin daha
genis alanlara yayilma sorununu yaratabilir. Bundan dolayr su tagima sistemlerinde
periyodik mikroorganizma giderme c¢alismalart yapilmak zorundadir. S6z konusu
sistemler planlama asamasinda bu periyodik uygulamalari miimkiin kilacak sekilde
dizayn edilmeli ve 6zellikle boru yiizey materyallerinin antimikrobiyal 6zellikte olmasina
dikkat edilmelidir. Bu dogrultuda planlama yapilmadan tesis edilen su tasima ve
depolama sistemleri biyofilm kaynakli inat¢1 enfeksiyonlarin ve ekonomik kayiplarin ana

kaynagini teskil edebilmektedir (Islam vd. 2014).

Siirekli artan endiistriyel iiretim ve niifiis yogun alanlar biyofilm kdkenli

enfeksiyonlarinin insidansini artirmakta ve bu durum da biyofilm formlar ile etkin bir
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sekillde miicade etme zorunlulugunu dayatmaktadir Farkli alanlarda biyofilm yapilarini
tanimlamaya yonelik olarak gelistirilecek yontemler, bu miicadelede kritik bir rol
iistlenmektedir. Biyofilm yapilarinin regiilasyonunda rol oynayan global regiilatorlerin
yap1 ve fonksiyonlarinin belirlenmesi, biyofilmlerle miicadele agisindan dikkat ¢eken
yeni bir yaklasimdir. Bu amagla giinlimiizde in Vivo ve in vitro siiregleri esas alan ¢ok
sayida yontem ve hatta tani kitleri gelistirilmistir. Biyofilm ile miicadele; bireysel
biyofilm hiicrelerinin ve tiim biyofilm sistemlerinin faaliyetlerinin anlasilmasi ve bu
bilgilerden hareketle yeni kontrol stratejilerinin formiile edilmesi dogrultusunda hizli bir

gelisme gostermektedir (Burgos vd. 2013).

Biyofilm matriksi, esas olarak hiicre dist DNA (eDNA), proteinler ve hiicre disi
polisakkaritlerden olustugu i¢in, son g¢alismalarda, biyofilm yapisinin ¢esitli enzimler
kullanilarak yikimi tizerinde de durulmaktadir. Ancak enzimsel etkiyi 6lgen kantitatif
yontemlerin gelistirilememesi Ve bu uygulamalarin yiiksek maliyet igermesi, endiistriyel
kullanimlarindaki temel sinirlayici unsurlardir. Monokomponent enzimlerin homojen
biyofilmler i¢in kullanim potansiyeli vardir, ancak biyofilm matrisindeki yaygin
heterojenite bu enzimlerin etkinligini krtitik bir diizeyde diistirmektedir. (Johansen vd.
1997). Saha uygulamalarida; biyofilmlerin enzimatik olarak pargalanmasi; biyofilm
matriksini zayiflatici kimyasallarin, yiizey aktif blesiklerin, stabilizatorlerin ve ytliksek
frekansh ses dalgalarinin kullanimi, giiclii bir antibiyofilm etkisi yaratmak i¢in onerilen

baslica yontemlerdir (Oulahal vd. 2004, Turakhia vd. 2007).

2.4 Salmonella Biyofilm Olusumunun ve Viriilanshgin Genetik Regiilasyonu

Bakterilerde, gen ekspresyonundaki degisiklikler genellikle RNA polimerazin katalitik
cekirdegi ile bir bakteri hiicresinde bulunan farkli sigma faktorleri arasinda gerceklesen
etkilesim degisiklikleri yoluyla transkripsiyonel seviyede kontrol edilir (Borukhov ve
Nudler 2003). RNA polimeraz, belirli gevresel kosullar altinda uygun genleri tanimaktan
ve yeni proteinlere ¢evrilebilen mRNA transkriptlerini olusturmaktan sorumlu enzimdir.
Sigma faktorleri, prokaryotik RNA polimerazin ayrigabilir alt birimleridir. Sigma
faktorleri, RNA polimerazin spesifik baglatma bolgelerine baglanmasini destekleyen ve

daha sonra serbest birakilan baslatma faktorleridir. Bir sigma faktorii, RNA polimeraz
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holoenzimi olusturmak i¢in bir ¢ekirdek RNA polimeraz ile birlestiginde, holoenzimi,
yapisal gen dizilerinden 6nce gelen ve promotor bolgeleri olarak adlandirilan korunmus
DNA motiflerini tanimaya yonlendirir. Sigma faktorleri, duragan fazin ve genel stres
tepkisinin ana transkripsiyonel diizenleyicisidir. Sigma faktorleri ayrica, transkripsiyon
baslangicinda kritik bir adim olan DNA sarmal ayrilmasina da katkida bulunur. Sigma alt
birimi, transkripsiyon basladiktan kisa bir siire sonra RNA polimeraz ¢ekirdek
enziminden ayrisir ve bdylece yeniden birlesme i¢in uygun hale gelir. Farkli alternatif
sigma faktorleri ve c¢ekirdek RNA polimeraz arasindaki iligkiler, esas olarak, RNA
polimeraz holoenziminin farkli promotor dizilerini tanima ve tamamen yeni hedef gen
kiimelerini ifade etme yetenegini yeniden programlamaktadir. Tek bir sigma faktori
tarafindan kontrol edilen genler dizisi (ayn1 zamanda regulon olarak da bilinir) yiizlerce
olabileceginden, sigma faktorleri ¢ok sayida prokaryotik geni ayni anda diizenlemek igin
etkili mekanizmalar saglar. 6> (RpoS), Gram-negatif bakterilerde genel strese duyarli
alternatif sigma faktorii olarak tammlanmustir. o>, hem E. coli hem de S.
Typhimurium’da, hiicre iissel biiylime kosullarindan ¢ikip duragan faza gegerken hiicre
canliligini siirdiirmek i¢in gerekli olan ¢ok sayida genin ekspresyonunu aktive eden bir
Grup II sigma faktorii olarak tanimlanmistir (Lange ve Hengge-Aronis 1991, Fang vd.
1992). E. coli ve S. Typhimurium'un duragan faza gegisle ve farkli ¢evresel stres
kosullarma yanit verme ile iliskisinin yami sira, ¢° ayrica viriilansla iliskili genlerin
ekspresyonuna da katkida bulunur (Fang vd. 1992). flk kesfinden bu yana, ¢>nin varlig
ve stres tepkisindeki rolii, Pseudomonas aeruginosa, L. pneumophila, Borrelia
burgdorferi, Yersinia enterocolitica ve Shigella flexneri dahil olmak tizere bir¢ok farkli
Gram-negatif bakteriyel patojende dogrulanmistir. Diger yandan, hiicre i¢i ikincil haberci
niikleotit c-di-GMP, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerin biyofilm yagam
dongiistinde kilit bir role sahiptir. Artan c-di-GMP seviyelerinde Salmonella’da biyofilm
olusumu tesvik edilirken, disiik c-di-GMP seviyelerinde biyofilm dagiliminin
indiiklendigi belirlenmistir (McDougald vd. 2011).
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2.5 Salmonella’da Replikasyonun Tecridini Saglayan seqA Geni ve Kodladig
Proteinin Karakteristikleri

S. Typhimurium'da kromozomal DNA'nin replikasyonunun baslamasi, hiicre boliinmesi
ile koordine edilir. Bakteriyel kromozomal DNA'nin replikasyonu, sadece bir kez,
kromozomal replikasyon orijini (oriC) olarak bilinen spesifik bir bolgede baslatici protein
DnaA tarafindan baslatilir. Bu protein, 6zellikle oriC’de mevcut olan 9-bg¢ palindromik
olmayan dizilerle (DnaA kutular1) etkilesir. Bakterilerde, replikasyonu tek bir kokenden
baglatmak, hiicre dongiisii basina sadece bir kez gerceklesmesini saglamak ve
kromozomal replikasyonu kontrol etmek icin spesifik mekanizmalar mevcuttur. SegA
proteini, DNA replikasyonunun baslama zamanini regiile eden ve yeni replike edilen
orijin bolgelerin tecridini (sequestration) saglayan protein karakteristigine sahiptir

(Hiraga vd. 1998, Balbontin vd. 2006).

segA geni tiriinii SegA proteini, Escherichia coli DNA’smin metilasyon/hemimetilasyon
dongiisiinde yer alan bir protein olarak kesfedilmistir (Lu vd. 1994). Salmonella cinsi
tiyelerinin de i¢inde bulundugu gammaproteobacteria iiyelerinde ana metil transferaz
enzimi deoksiadenin metil transferaz (Dam) enzimidir. Dam enzimi metil donorii olarak
S-adenosilmetiyonin kullanarak 5'-GATC-3' bolgelerinde bulunan adenosin kalintilarini
metile eder (Lacks ve Greenberg 1977, Hattman vd. 1978). Salmonella enterica’da, DNA
adenin metiltransferaz (veya Dam metilaz) enziminin sorumlu oldugu Dam metilasyonu
post-replikatiftir ve bu durum DNA yapisinda protein baglanmasini etkileyebilecek
degisikliklere neden olur (Sternberg 1985, Bolker ve Kahmann 1989, Campbell ve
Kleckner 1990). DNA metilasyonu bakterilerde; DNA replikasyonu (Campbell ve
Kleckner 1990, Boye ve Lobner-Olesen 1990), gen regiilasyonu (Heithoff vd. 1999,
Balbontin vd. 2006), yanlis eslesme onarimi (Radman ve Wagner 1986), kromozom
ayrimi (Ogden vd. 1988), insersiyon elemanlarinin transpozisyonu (Roberts vd. 1985),
fimbria sentezi (Braaten vd. 1994, van der Woude ve Low 1994, van der Woude vd. 1996,
Nicholson ve Low 2000) ve bakteriyel konjugasyon (Torreblanca ve Casadesus 1996,
Torreblanca vd. 1999) gibi hiicresel siirecleri modiile etmek i¢in bir sinyal gorevi

gorebilir.
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Replikasyon orijininde replikasyonun baslamasindan hemen sonra replikasyon catali
ilerlemesini ve yeni iplikgik sentezini takiben, yeni DNA hemimetile olur ve Dam enzimi
tarafindan metilasyona ugratilana kadar bu durumda kalir. Bu durumda SegA proteini,
DNA replikasyon ¢atalini takip ederek hemimetillenmis DNA’nin GATC dizilerine
(hemimetile bolgeler) yiiksek afiniteyle baglanir ve Dam metil transferaz enziminin
baglanmasin1 ve metilasyon aktivitesi gostermesini engellemek suretiyle, eslenen
replikasyon orijinlerinden yeniden replikasyonun baslamasini hiicre yasam ddéngiisiiniin
1/3’t oraninda durdurur (Campbell ve Kleckner 1990, Espeli vd. 2008). oriC
bolgesindeki bu tecrit remetilasyonu geciktirir ve DNA replikasyonunun baslatilmasini
kontrol eden DnaA proteininin baglanmasini onler. SeqA hedef serilerden ayrildiginda
ise Dam metil transferazin baglanmasi ve metilasyonunun tamamlanmasi miimkiin hale
gelir. Bu durum yeni kopyalanmig DNA'da niikleoid organizasyonuna katkida bulunabilir
(Brendler vd. 2000, Lobner-Olesen 2003, Klungsoyr ve Skarstad 2004, Yamazoe vd.
2005). Bu sayede replikasyonel hata tamiri ve eslenen kromozomlarin segregasyonel

stabilitesi garanti altina alinir (Low vd. 2001, Bach 2003).

SeqA'nin, DNA ile etkilesimlerinin spesifikligine iliskin yapilan ilk ¢aligmalarda, kisa
oligoniikleotidler kullanildiginda, SeqA’nin hemimetillenmis DNA iizerinde bulunan
GATC dizilerine 6zel olarak baglandigi, ancak tamamen metillenmis veya metile
edilmemis DNA'ya baglanmadigi tanimlanmistir (Brendler ve Austin 1999, Kang vd.
1999). Slater ve digerleri (1995), daha uzun pargalar kullanarak, SeqA'nin, oriC'yi giiglii
ve spesifik bir sekilde tamamen metillenmis bir DNA pargasina baglandigini gosterdi.
Benzer deneylerde, hemimetillenmis bir oriC pargasi kullanarak, DNA ile daha gii¢lii bir
sekilde etkilesime girdigi de ortaya konuldu. Ayrica, hemimetillenmis oriC ve oriC
olmayan sekanslarin, SeqA tarafindan benzer bir afiteyle tanindigi da belirlendi (Slater
vd. 1995). Hemimetillenmis oriC iizerinde SeqA baglanmasi i¢in bolgelerin arastirilmast,
tamamen metillenmis oriC igin bulunan DnaA kutusu R1'in her bir tarafinda ayni1 tercihli
baglanmanin gergeklestigini gostermistir (Skarstad vd. 2000). Bu baglanmanin, tamamen
metillenmis veya hemimetillenmis olup olmadiklarina bakilmaksizin belirli GATC
sekanslarinda ayni spesifikasyona sahip oldugu da tespit edilmistir. Deneysel ¢alismalar
sonucu, SeqA proteininin hemimetillenmis DNA dizilerine ilgisinin, ¢ift zincirde

metillenmis dizilerden daha yiiksek oldugunu kanitlamistir (Bae vd. 2003).
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SeqA proteininin, kromozom replikasyonu ve niikleoid segregasyonundaki rollerinin yani
sira, belirli genlerin transkripsiyonel regiilasyonuna katildigi da saptanmistir (Slominska
vd. 1999). SegA proteini, Dam metil transferazdan farkli olan bu aktivitelerini, Dam metil
transferazin da hedef serisi olan, 5’GATC3’ tanima dizilerine baglanarak gdsterir. SeqA
regiilator proteini, hemimetilenmis 5’GATC3’ dizilerine Dam metil transferazdan daha
yiiksek bir ilgi ile baglandigindan, replikasyonun erken asamalarinda Dam metilaz
baglanmasini inhibe ederek, replikasyonun baslamasinin regiilasyonunu gerceklestirir
(Slominska vd. 2003). SeqA’nin sadece hemimetillenmis DNA dizilerine degil, ayni
zamanda her iki zinciri de metilenmis tanima dizilerine baglanma aktivitesi gostermesi,
s0z konusu proteinin genetik regiilasyon kapasitesinin Dam metil transferazlardan daha
yiiksek olabilecegine isaret etmektedir (Slater vd. 1995, Jakomin vd. 2008). SegA
proteininin transkripsiyonel regiilasyon aktivitesini; baglanma bolgelerinde siiperkangal
doniisleri artirarak ve transkripsiyon faktorlerinin baglanma etkinligini degistirerek
sagladig1 saptanmistir (Chatti vd. 2014). Son yillarda yiiriitiilen c¢aligmalarda SegA
proteininin aktivitesi, Salmonella'daki farkli genlerin diizenlenmesine katildiginin ve
SeqA proteini liretimi engellenmis Salmonella mutantlarinda konak hiicrelere tutunmanin
ve ozellikle konak hiicre isgalinin ve viriilansligin 6nemli dlgiide diistiigliniin, membran
fosfolipitlerinin yapisal degisime ugradiginin ve fimbriyal genlerin faz varyasyonunun
(papl ve papB) regiilasyonunun gergeklestiginin belirlenmesi, segA geninin potansiyel bir
global transkripsiyonel regiilator olarak 6nemini artirmistir (Garcia-del-Portillo vd. 1999,
Correnti 2002, Lobner-Olsen vd. 2005, Jakomin vd. 2008, Aloui vd. 2010, Chatti vd.
2008 ve 2014, Ugur vd. 2018).

2.6 Transkriptomik Analizlerin Dogasi

Son zamanlarda genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi “omik”
teknolojiler iizerinde saglanan yiiksek uygulama giicii, bu yaklasimlarin biyofilm
arastirmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmasin1 miimkiin hale getirmistir. Ozellikle
DNA dizi analizlerinde yeni nesil sekans yontemlerinin ve cihazlarinin gelistirilmesi,
toplam genom analizlerinin mikrobiyal topluluk seviyelerinde kullanilmasini ve bu
sayede biyofilm kommiinitelerinin genetik potansiyeli ve buna bagli olarak da biyofilm

yapilarindaki farkli organizmalarin aralarindaki iliskiler tizerine hizli bir bilgi birikimi
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saglanmasma yol agmistir (Grzymski vd. 2008, Denef vd. 2010). Diger yandan,
transkriptomik yaklagimlar (RNA dizi analizleri, mikrodizin yontemleri ve ters
transkripsiyon kantitatif PZR) ile; biyofilmler igerisinde gergeklesen biitiinsel ya da
bolgesel (kismi) gen regiilasyonu ve ifadesi hizli bir ¢6ziim siirecine evrilmistir. Bu
gelismeler dogrultusunda biyofilm kontaminasyonlarindan korunma ve biyofilm
yapilarinin  eradikasyonu programlarinin etkin bir sekilde hayata gecirilmesi

hedeflenmektedir (Williamson vd. 2012, Ishii vd. 2013).

Transkriptom dizileme; mRNA transkripsiyon-ekspresyon analizi, mikro RNA
ortintiilemesi, transkripsiyon faktorlerinin trans etkili alanlarinin tim genom iizerinde
tespiti, kromozomun modellenmesi ve metilasyon paternlerinin belirlenmesi, yeni
genlerin kesfi, heniiz genom analizleri bitirilmemis organizmalarda genlerin fonksiyonel
tanisi, tim gen dizisinin olusturulmasi, tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
belirlenmesi, insersiyon-delesyonlar ve “splays” varyantlarinin tespiti ve allel spesifik
ifade orlintiilerinin analizini kapsayan genis bir uygulama alanina sahiptir. Transkriptom
analizleri, DNA ile regiilator proteinlerin interaksiyonlarinin detayli bir sekilde tanisini,
ekonomik ve kolay bir uygulamaya doniistiirme kapasitesi vardir. Bu nedenlerle, soz
konusu analizler, molekiiler biyolojik arastirmalarin en énemli araclarindan biri haline

gelmistir (Yang vd. 2015).

miRNA'lar (mikroRNA) tiim biyolojik sistemlerde, genetik regiilasyonun temel
araglarindan biridir. Kiiciik RNA’lar, genomda genellikle intronik bdlgelerde
bulunduklarindan, translasyonlart yapilan RNA molekiilleri degillerdir. Bunun disinda
nadiren bagimsiz gen bolgelerinden {iretilen ve kiiciik peptitlere doniistiiriilen miRNA
molekiilleri de tanimlanmistir (Kidner ve Martienssen 2005). Biiyiikliikleri yaklasik 21-
24 niikleotit arasinda degisen MIRNA molekiilleri 6karyotik organizmalarda ¢ekirdek
bolgesinde transkribe edilir ve islenir, fonksiyonel olduklari hiicresel lokasyon ise
sitoplazmadir (Yang vd. 2015). Bakterilerde miRNA molekiillerinin, merkezi
metabolizma fonksiyonlari ve stres yaniti olusumu ile iligkili genlerin transkripsiyonel ve
translasyonel regiilasyonu yaninda, mobil DNA elementleri ve integronlarin (viriisler de
dahil) represyonunu gergeklestirerek genomik diizeyde koruma saglamada 6nemli rollere

sahip oldugu belirlenmistir. miRNA fonksiyonlarini ortaya ¢ikarmak igin transkriptom
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profillemesi; genom ebadinda miRNA taramalarinin  gergeklestirilmesi, yeni
mMiRNA’larin ve bunlarin ekspresyon kabiliyetlerinin  belirlenmesi  agisindan,
arastirmacilara yiiksek diizeyde esneklik saglayan bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Tiim bunlarin yaninda, s6z konusu yontem ile kombine edilen yeni nesil dizileme
teknolojileri, sadece tek bir niikleotid farki ile miRNA’lar1 birbirinden ayirt edebilecek
duyarhilikla gelistirilmis oldugundan, deneysel siireci yliksek bir hassayiyete ulastirma

kabiliyeti de igermektedir (Pritchard vd. 2012).

Transkripsiyon, bakteri fizyolojisinde temel bir siirectir. Gen diizenlemesinin ilk adimidir
ve bu siirecin énemi nedeniyle yogun bir sekilde diizenlenir (regiile edilir). Bakterilerde
transkripsiyonun uygun sekilde diizenlenmesi, bulunduklari ¢evresel kosullarin dramatik
ve hizli bir sekilde degisebilecegi icin kritiktir. Promotor, bir genin transkripsiyonunun
ne zaman ve nasil baslatildigini belirleyen bir kromozom bélgesidir (Blanc vd. 2015).
Bakterilerde promotor bolgeler, bolgeyi RNA polimeraz (RNAP) ve gerekli herhangi bir
transkripsiyon faktorleri (diizenleyici proteinler) tarafindan tanmabilir kilan spesifik
ozellikler gerektirir. RNAP, kendi basina promotorlara baglanamaz ve transkripsiyonu
baslatamaz. Ancak fonksiyonel enzimi tamamlayan ve promotor bélgelerine yonlendiren
spesifik sigma faktorlerine gereksinim duyar (Miller 2012). Cogu bakteri tiiriinde, farkli
promotor setlerine 6zgii ve farkli cevresel kosullar altinda genleri ifade etmek icin
kullanilan sigma faktorii mevcuttur (Lee vd. 2017). Prokaryotik organizmalarda biiyiik
Ol¢iide korunmus olan promotor bdolgelerin genel Ozellikleri vardir. Herhangi bir
transkripsiyon faktorii baglama sahasina ek olarak, promotorun en dnemli sekanslari,
RNAP tarafindan taninan —35 ve —10 bdolgesi olarak bilinen spesifik sigma faktorii
baglanma bolgeleridir. Bu elemanlar, transkripsiyonel baslangi¢ bolgesinin yukarisinda
bulunur ve promotorun giiciinii belirler (Blanc vd. 2015). Bununla birlikte, birincil DNA
dizisi, genlerin transkripsiyonunu yonlendirmek icin kullanilan tek bilgi degildir.
Promotor bolgeleri ayrica; RNA polimeraz baglanmasini etkileyen egrilik, esneklik ve
diger fiziksel Ozellikler gibi spesifik karakteristikler bakimindan da uygun olmalidir

(Gabrielian ve Bolshoy 1999, Kanhere ve Bansal 2005, Olivares-Zavaleta vd. 2006).

Son yillarda, 6zellikle nispeten kii¢iik genom boyutlart nedeniyle bakterilerde tam genom

dizilemesinde bir patlama yasanirken, promotor ve transkripsiyon baslangi¢c bolgesi
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tanimlamasi caligmalari daha az gelismistir. Bakteriyel genomlardaki genlerin ¢ogu
operonlar halinde diizenlenmistir. Operonlar, tek bir mRNA molekiiliine kopyalanan bir
dizi gen olarak tamimlanabilir. Birlikte kopyalanan genler genellikle organizmanin
islevinde ilgili rolleri yerine getirir ve bazen birbirine baglanir veya ayn1 metabolik yolun
bir pargast olarak hareket ederler. Ek olarak, birlikte transkripsiyonu yapilan genler,
transkripsiyonel seviyede birlikte diizenlenirler. Operonlar halinde gruplandirilmis
genlerin belirlenmesi, gen diizenlenmesi ve islevi hakkindaki bilgimizi artirabilir ve bu
tiir bilgiler, genom aciklamasina dnemli bir katki saglar. Ozetle, promotor bdlgelerinin
dogru tahmini, genlerin ekspresyon modellerinin belirlenmesi ve genetik diizenleyici
aglarin anlasilmasi i¢in anahtar bir konudur ve detayli bir sekilde aydinlatilmalari,
genomik ve transkriptomik analizlerin karsilastirmali bir sekilde yiiriitiilmesi ile

miimkiindiir (Hodgman 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri suslar1 ve gelisme kosullar:

Yiiksek Lisans tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan dogal tip Salmonella Typhimurium
14028 ile onun segA geni bakimindan mutant suslar;, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvarinda bulunan kiiltiir koleksiyonundan

saglandi.

Suslar Luria Bertani Broth (LB) besi ortaminda 37 °C’de 200 rpm ¢alkalama hizinda 18 saat
stire ile gelistirildi. Mutant suslar kloramfenikol gen kaseti icermeleri nedeniyle, gelisme

ortamlarina kloramfenikol (CHL) antibiyotigi (20 ug/mL) ilave edildi.

Biyofilm denemesinde kullanilan bakteri rnekleri ise tuz igermeyen LB Broth (LB™N®!) besi
ortami1 kullanild1 ve bu ortamda bakteriler 37 °C ve 20 °C’de statik kosullarda gelistirildi.
Caligma siiresince tiim kiiltiirler steril mikrofiij tiiplerine % 15 oraninda gliserol ilave edilen

Luria-Bertani (LB) s1v1 besiyerinde -20 °C ve 80 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2 Besiyeri ve cozeltiler

Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (Merck, Germany)

Icerik g/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
Sodyum kloriir 10
Agar 15

Besiyeri igerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 + 0.2’ye ayarlandi. Sterilizasyon islemi otoklavda 121 °C/15 dakika uygulamasi
ile gerceklestirildi.
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Luria Bertani (LB) Broth ve Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton 10
Maya ekstrakti )
Agar 15

Besiyeri igerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 = 0.2’ye ayarlandi. Sterilizasyon islemi otoklavda 121 °C/15 dakika uygulamasi
ile gerceklestirildi.

Kongo Kirmizisi (40 ng/mL) iceren Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
Sodyum klortir 10
Kongo Kirmizist 0,04
Agar 15

Besiyeri igerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon agamasindan
once pH 7.0 = 0.2’ye ayarlandi. Coziilen igerige 0,04 gram Kongo kirmizisi ilave edildi.
Sterilizasyon islemi otoklavda 121 °C /15 dakika uygulamasi ile gerceklestirildi. Kati
besiyerleri su banyosu igerisinde 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra petri plakalarina 15

mL hacimlerde aktarildi.

Kalkoflor iceren (50 ug/mL) Luria Bertani (LB) Agar (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
Kalkoflor 0,05
Agar 15

Besiyeri igerikleri 1000 mL steril suyla tamamlandiktan sonra sterilizasyon asamasindan
once pH 7.0 + 0.2’ye ayarland1. Coziilen igerige 0,05 kalkoflor (fluorescent brightner) ilave
edildi. Sterilizasyon islemi otoklavda 121 °C/15 dakika uygulamasi ile gerceklestirildi. Kati

besiyerleri su banyosu igerisinde 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra petri plakalarina 15
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mL hacimlerde aktarildi. Hazirlanan petri plaklari, kullanilana kadar karanlik bir ortamda ve

4 °C’de muhafaza edildi.

Fosfatla Tamponlanmis Su (PBS)

Icerik g/L
NaCl 80
KCI 2
Na2HPO4 14.4
KH2PO4 2.4

Ortam igerikleri distile su ile 1000 mL’ye tamamlandiktan sonra sterilizasyon islemi 121

°C’de 15 dakika siire ile gergeklestirildi.

Glasivel Asidik Asit Soliisyonu

% 33’likk Glasiyel Asetik Asit 100 mL

Antimikrobiyal Ajanlar

Calismada kullanilan antimikrobiyel ajanlar ¢izelge 3.1°de verilmistir

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan antibiyotikler, antimikrobiyal maddeler ve dezenfektanlar

Antimikrobiyal Ajan Sembol Coziicii Madde
Nisin N 0,1 N HCI
Siproflaksasin Cip 0,1 M HCI
Proteinaz-K - dH20
Alfa-amilaz a-amilaz dH20
Etilen Diamin Tetraasetik Asit EDTA dH20
Sodyum Dodezil Siilfat SDS dH20
Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit CTAB dH20
Polietilen glikol sorbitan monolaurat Tween-80 dH20

Nisin Stok Cozeltisi mg/mL

Nisin 20 mg
0,1 N HCI 1mL
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Siprofloksasin Stok Cozeltisi mg/mL

Siproflaksasin 25 mg
0,1 M HCI 1mL

Alfa-Amilaz Stok Coézeltisi mg/mL

Alfa-amilaz 50 mg
0,1 M HCI 1mL

Proteinaz-K Stok Cozeltisi (mg/mL)

Proteina-K 20 mg
dH20 1mL

CTAB (Setil Trimetil Amonyum Bromit) Stok Cozeltisi (mg/mL)

CTAB 15¢
dH20 1mL

CTAB’in ¢6ziilmesi igin ¢ozelti araliklarla 65 °C’ye kadar 1sitildi. Son asamada toplam

¢ozelti hacmi destile su ile 1 mL’ye tamamlandu.

0,05 M EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) Stok Cozeltisi (mol/L)

EDTA 14,612 mg
dH-20 1 mL

Sterilizasyon islemi 121 °C’de 15 dakika siire ile gergeklestirildi.

SDS (Sodyum Dodezil Siilfat ) Stok Cozeltisi (mg/mL)

SDS 100 mg
dH20 1 mL

Tween-80 Stok Soliisyonu

Tween-80 1,099
dH20 1mL
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3.2 Yontem

3.2.1 Dogal tip ve segA geni bakimindan mutant susun polisistren yiizeylerde

iirettikleri biyofilm miktarlariin belirlenmesi

S. Typhimurium suslarinin (dogal tip, AsegA) polisistren yiizeyde iirettigi biyofilm miktarini
belirlemek i¢cin Woodward vd. (2000) tarafindan 6nerilen yontem kullanildi. Bu yontemde,

denemeye alinan bakteriler SmL'lik LBNC!

ortamina % 1 oraninda inokiile edilip, 37 °C'de
200 rpm calkalamal inkiibatérde 18 saat aktive edildi. inkiibasyon sonras: aktif kiiltiirler,
son konsantrasyonu ODsgs=0,2 ABS olacak sekilde diliie edildi. Deney diizenegi i¢in 96
kuyuluk mikrotitrasyon plak diizeni olusturulurken, her zaman dilimi ve her 6rnek igin 3
paralel olacak sekilde ayarlandi. 96 kuyuluk mikrotitrasyon plak kuyucuklarina, 100 L LB~
NaCl pesiyeri (varsa ilaveten 30 pL kullanilacak konsantrasyonlarda ajan) ve 30 pL hazirlanan
bakteri diliisyonlar: eklendi. Pozitif kontrol kuyularma ajan eklenmemis LB™NC! besiyerinde
S. Typhimurium suslar1 (ODsgs=0,2), negatif kontrol kuyularna ise sadece LB™! jlave
edildi. Plaklar 24, 48 ve 72 saat siiresince, 20 °C'de statik kosullarda inkiibasyona birakild
(Vestby vd. 2009). Inkiibasyon siireci sonunda planktonik hiicrelerin uzaklastirilmasi
amactyla kuyular 3 defa bulunan toplam siispansiyon miktar1 kadar PBS ile yikand1 ve 5 dk
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Oda sicakliginda kurutulan kuyulara, 130-160 uL %
95’ lik (v/v) metanol ilave edilerek 10 dakika inkiibasyon ile olusan biyofilm yapisinin
fiksasyonu gergeklestirildi. Inkiibasyon bitiminde metanol uzaklastirildi ve bu ortamlar oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra tutunan biyofilm hiicrelerini boyamak amaciyla
kuyulara 130-160 pL % 1 kristal viyole ilave edildi ve 30 dakika inkiibasyona tabi tutuldu.
Bu siire sonunda kuyular distile su ile 3 kez yikand1 ve ardindan biyofilm yapisina baglanan
boyay1 ¢ozmek amaci ile 130-160 pL % 33’liikk (v/v) glasiyal asetik asit eklenip oda
sicakliginda 45 dakika bekletildi (Stepanovic vd. 2000). Boya yogunlugu, ELISA (enzim
bagli immunosorbent) okuyucusu ile ODsgs 'te oOlgiildii ve elde edilen degerlerin

B-NaCI

ortalamasindan kontrol olarak kullanilan sadece L iceren kuyulardan elde edilen

degerler ¢ikarilarak biyofilm tliretim miktarlar: belirlendi.

Glukoz varliginda polisistren ylizeyde biyofilm olusum kapasitesinin dl¢iilmesi deneyi i¢in

ayrica ortama % 1, % 2 ve % 3 oranlarinda glukoz; safra tuzu varliginda polisistren yiizeyde
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biyofilm olusum kapasitesinin belirlenmesi deneyi i¢in ise ortama % 0,1, % 0,2, % 0,3, %
0,4, % 0,5, % 0,6, % 0,7, % 0,8, % 0,9 oranlarinda safra tuzu ilave edilerek yukaridaki

basamaklar izlendi.

Biyosiirfaktan ve biyoenzimlerin varliginda polisistren yiizeyde biyofilm olusum
kapasitesinin belirlenmesi deneyi i¢in, besieri igeren kuyucuklara, farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan biyoenzimler veya biyosiirfaktanlar (Cizelge 3.2), deneme desenine uyularak 30

uL eklendikten sonra yukarida ifade edilen basamaklar izlendi (Wang vd. 2016).

Cizelge 3.2 Denemelerde kullanilan antimikrobiyal ajanlar ve konsantrasyonlari

CTAB (0,5 mg/mL - 1 mg/mL — 10 mg/mL)
SDS (5 mg/mL - 10 mg/mL — 100 mg/mL)

Biyosiirfaktanlar
Tween-80 (5 mg/mL - 10 mg/mL — 100 mg/mL)
EDTA (ImM — 10 mM — 50 mM)
CIP (0,25 pg/mL - 0,5 pg/mL - 5 pg/mL)
Biyoenzimler Proteinaz-K (0,2 mg/mL - 0,4 mg/mL - 4 mg/mL)

Alpha-amilaz (0,5 mg/mL - 1 mg/mL - 5 mg/mL)

Nisin (1 mg/mL - 5 mg/mL - 10 mg/mL)

Gram-pozitif bakterilerde etkinlik gosteren nisin bakteriyosininin Gram-negatif olan
Salmonella suslarinin tirettigi biyofilm yapilari tizerindeki etkinligini artirmak amaciyla bu
bakteriyosin, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan antimikrobiyal ajanlar ile kombine
edilerek kullanildi (Cizelge 3.3). Daha 6nce biyofilm olusumunun inhibisyonuna yonelik
yapilan denemede belirlenen konsantrasyonlardaki soliisyonlar 1:1 ve 1:1:1 oraninda
karistirillarak 30 pL biyofilm kosullarinda gelistirilecek sus ortamina ilave edildi ve daha

sonra yukarida agiklanan adimlar takip edildi.
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Cizelge 3.3 Nisin ile kombinasyon denemelerinde kullanilan antimikrobiyal ajanlar ve

konsantrasyonlari
Nisin 10 mg/mL+ EDTA 1 mM A
Nisin 10 mg/mL + EDTA 10 mM Al
Nisin 10 mg/mL + EDTA 50 mM A2
Nisin 1 mg/mL + EDTA 50 mM A3
Nisin 5 mg/mL + EDTA 50 mM A4
Nisin 10 mg/mL+ CiP 5 pg/mL B
Nisin 1 mg/mL + EDTA 10 mM + CIP 5 pg/mL | C

Calismada, negatif kontrol iizerinden cut-off OD (ODc, sinir, esik) hesaplandiktan sonra
biyofilm iiretimi bakimindan degerlendirmeye tabi tutuldu. Sonuglar "cut off" degerlerine
gore tretilen biyofilm diizeyi agisindan "{iretici olmayan", "zayif ", "orta" ve "gliglii" olmak
tizere degerlendirildi (Stepanovic vd. 2000, Vestby vd. 2009). Biyofilm iireticisi suslarin
biyofilm iiretim kapasiteleri asagida ifade edilen simir degerlerin doniisiimleriyle ifade

edilmektedir (Cizelge 3.4)

Cizelge 3.4 Biyofilm iiretim kapasitelerinin degerlendirilmesinde kullanilan “cut off” (sinir
deger) doniisiimleri

OD <0ODc iretici degil
ODc < 0D <2x0Dc zayif liretici
2x0ODc <OD <4x0ODc | orta diizey iiretici
4xODc < OD giiclii iiretici

3.2.2 Kalkoflor baglanma uygulamasi

Denemelerde kullanilan bakteriler, seliiloz varligimin ayiraci olan kalkofloru igeren
(fluorescent brightner 28, Sigma-Aldrich, China, 200 pg/L) NaCl’siz LB agar ortamlarinda
tiretildi. Bakteriyel ekimlerin gerceklestirildigi besiyerlerini igeren Petri plaklar1 20 °C’de 8
giin boyunca inkiibasyona tabi tutuldu ve bu siire sonunda Petri plaklarinda bakteriyel tireme
sonucunda biyofilm yapilarinin ana hiicre dis1 matriks bileseni olan seliilozun iiretilip
tiretilmedigi, tireme alanlar1 366 nm UV 1sik altinda incelenerek tespit edildi ve bu
ortamlarin fotograflar1 alind1 (Kodak Gel Logic 200 Imaging System). Caligsma 2 paralel ve
2 tekrarl olarak gergeklestirildi. 366 nm UV 1s1k altinda florosan 6zellik gosteren drnekler
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seliiloz tiretimi bakimindan pozitif; gostermeyenler ise seliiloz liretimi bakimindan negatif

olarak degerlendirildi (Vestby vd. 2009).

3.2.3 Seliilaz aktivitesinin degerlendirilmesi

Seliilaz aktivitesinin degerlendirilmesi ¢alismasinda agar kuyu difiizyon testi uygulandi.
Mutant ve dogal tip kiiltiirler % 5 oraninda karboksimetil seliiloz i¢eren ve NaCl icermeyen
LB siv1 besiyerinde 18 saat 200 rpm galkalamali kosullarda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrast PBS icerisinde ODgoo=5 ABS olacak sekilde kiiltiir siispansiyonlar1 hazirlandi. % 5
karboksimetil seliiloz igeren NaCl’ siz LB kat1 besiyerlerinde 5 mm ¢apinda kuyular agilarak
hazirlanan kiiltiir siispansiyonundan 100 pL kuyulara aktarildi. 20 °C’de 48 saat inkiibasyon
sonunda, % 0,1 oraninda Kongo Kirmizisi i¢ceren PBS soliisyonu, agar yilizeyine yayilarak
30 dakika inkiibasyona devam edildi. Inkiibasyon bitiminde agar plaklar1 3 kez PBS ile 15
dakika boyunca yikandi. Agar Kongo Kirmizisi ile boyandiktan sonra kuyu etrafinda olusan
degredasyon zon g¢aplar seliilaz etkinliginin gostergesi olarak degerlendirildi (Ahmad vd.
2016).

3.2.4 Bakteriyel ‘Swimming’ ve ‘Swarming’ hareketlerinin belirlenmesi

Bu ¢aligmada, S. Typhimurium segA mutant susu ile dogal tip susun flagellaya bagl bireysel
yiizme (swimming) ve toplu go¢ (swarming) hareketleri degerlendirilmistir. ‘Swarming’
hareket, kat1 veya yar1 kati1 yiizeyler boyunca koordineli bir sekilde flagella aracili ¢ok
hiicreli yer degistirme hareketidir. ‘Swimming’ hareket ise sivi veya diisiik viskoziteli

kosullarda bakterilerin bireysel hareketidir (Henrichsen 1972, Mattick 2002).

‘Swimming’ hareketinin degerlendirilmesi ¢alismasinda, Oncelikle Salmonella suslari
37°C’de bir gece boyunca LB agar besiyerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde
agar ylizeyinden tek koloni alinarak % 0,3’liik LB agar yiizeyine inokiile edildi ve sirasiyla
28 °C’de 5 saat, 37 °C’de 4 saat olacak sekilde iki asamali inkiibasyona tabi tutuldu.
‘Swarming’ hareketinin belirlenmesi i¢in; suglar benzer sekilde 37 °C’de bir gece boyunca
LB agar besiyerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde agar yiizeyinden tek koloni
alinarak % 0,5 oraninda glukoz ihtiva eden % 0,5’lik LB kat1 besiyerine inokiile edildi. Agar
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plakalar1 28 °C’de 5 saat ve 37 °C’de 4 saat boyunca inkiibe edilerek degerlendirildi. Agar
plakalarindaki inokiilasyon bolgesinden ‘swimming’ ve ‘swarming’ bdlgesinin kenarina

kadar olusan yarigap 6l¢iilerek degerlendirildi (Ahmad vd. 2016).

3.2.5 RNA izolasyonu icin dogal tip ve seqA geni bakimindan mutant suslarin biyofilm

formlarmin hazirlanmasi

S. Typhimurium dogal sus ve onun SeqA mutantinin biyofilm formlarinin olugmasi amact ile
bir gecelik aktif kiiltiirlerden 100’er pL almarak 1150 pL steril LB™N* iceren 35 mm’lik
Petri plaklarina inokiile edildi. Maksimum biyofilm {iretim seviyesine ulasmak amaci ile
hiicreler 20 °C’ de 72 saat boyunca inkiibe edildi (Ugur vd. 2018). segA geni bakimindan
mutant olan suglarin biyofilm iiretim yeteneklerinin 6nemli Ol¢lide azaldigi igin RNA
izolasyonunda yeterli biyofilm kiitlesi elde edebilmek amaci ile biyofilm denemesi ¢ok
tekrarli olarak gergeklestirildi. RNA izolasyonu igin yeterli biyokiitleye ulasmak amaci ile
denemeler en az 2 paralel 2 tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

Biyofilm denemelerinde 20 °C’ de 72 saat boyunca inkiibasyon tamamlandiktan sonra, Petri
plaklarinda bulunan igerik, tutunan hiicrelerin kopmamasina dikkat edilerek uzaklastirildi.
Ardindan, her bir plak zayif tutunan hiicrelerin uzaklastirilmas: amaci ile sogutulmus fosfatla
tamponlanmis su (PBS) ile 3 defa yikandi. RNA izolasyonu basamagi dncesinde biyofilm
hiicrelerinin toplanmasi amaci ile her bir Petri plagina 500 uL steril LB broth aktarildi ve
hiicre kaziyicr (cell scraper) yardimi ile Petri plaklarinin tabaninda ve g¢evresinde olusan
hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler steril tiiplere aktarilarak 4000xg’ (+4 °C’de) 10 dk
boyunca santrifiij islemine tabi tutuldu. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra elde edilen

hiicre ¢okeltisi RNA izolasyonunda kullanildi.

3.2.6 Biyofilm yapilarindan total RNA izolasyonu

RNA ile ¢alismak, RNaz icermeyen bir ortam saglamak i¢in 6zel onlemlerin alinmasini
gerektirir. Eser miktarda RNaz bile in vitro transkripsiyon reaksiyonlari, RNA saflastirma
protokolleri sirasinda bozulma ve daha diisiik verim saglayabilir. Bu nedenle deneye

baslamadan once ¢aligma alani ve kullanilan materyaller temas halinde RNazlar1 yok eden
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bir yilizey dekontaminasyon c¢ozeltisi olan RNaseZap ile temizlendikten sonra deney
asamasina gecildi. Total RNA izolasyonu islemi i¢in Favorgen firmasiin FavorPrep Total
RNA Kiti kullanildi. Izolasyon islemi kitin icerigindeki {iretici firmanin &nerdigi basamaklar
izlenerek gerceklestirildi. RNA ¢ok cabuk degrade olan yapiya sahip oldugu icin ¢alisma
buz lizerinde gergeklestirildi ve santrifiij islemleri +4 °C’de yapildi. S. Typhimurium dogal
tip susunun ve segA geni bakimindan mutantlarinin biyofilm formlarindan RNA izolasyonu
yapmak i¢in bir 6nceki basamakta anlatildigi sekilde elde edilen hiicre ¢okeltisi 200 uL PBS
ile siispanse edildi. Elde edilen siispansiyon 18000xg’de 2 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant uzaklagtirildi. Santrifiij sonrasi elde edilen pelletlere, 37 °C’ de 10 dk lizozim
muamelesi uygulanarak hiicre duvar1 zayiflatildi. Sonrasinda RNA’nin ortamdaki diger
molekiillerden ayrilmasi ve protein denatiirasyonu saglanmasi i¢in kit iceriginde bulunan
FARB tamponundan 350 pL ve B-merkaptoetanol soliisyonundan 3,5 pL eklendi. Elde
edilen siispansiyona 250 mg asitle yikanmis 500~700 um ¢apinda cam boncuklar ilave
edilerek 5 dk boyunca kuvvetli sekilde mekanik karistiricida karigtirildi. Hiicre kalintilarinin
cokmesi icin bu ortamlar 18000xg’de, 2 dakika, santrifiij islemine tabi tutuldu. RNA igeren
stipernatant farkli steril bir mikrosantrifiij tiipine alindi. RNA’nin ¢ékmesi i¢in santrifiij
islemi sonrasinda elde edilen supernatant miktar1 kadar % 70’lik RNaz igermeyen etanol
eklendi ve karigim steril mikro santrifiij tiipliniin igine yerlestirilen mikro kolon tiipiiniin
membran filtre merkezine yavasca eklendikten sonra 18000xg’de 1 dk santrifiij edildi.
Stiziintli uzaklastirildiktan sonraki asamada ise membranda olast DNA bulaslarinin
uzaklastirilmas1 amaciyla oda sicakiginda 15 dk siiresince 6 pL RNaz icermeyen DNase |
soliisyonu ile muamele edildi. Siire bitiminde mikro kolon tiipiine kit i¢eriginde bulunan
yikama tamponundan (WB1) 500 pL eklenerek 18000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Siiziintii
uzaklastirildiktan sonra mikro kolon tiipiiniin igerisine, kitin igerisinde bulunan yikama
tamponundan (WB2) 750 uL eklendi ve tekrar 1 dakika 18000xg’de santrifiij islemi yapildi.
Bu islem iki kez tekrarlandi. Yikama asamalarindan sonra mikro kolon tiipii yeni steril mikro
santrifilij tiipiiniin igerisine yerlestirildi. Saf RNA izolatlar1 eldesi i¢cin membrane filtrelere
~40-100 pL dH20 eklenerek oda kosullarinda 1 dk bekletildi. Siire bitiminde 18000xg’de 1
dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Izolasyon sonrasinda saflastirilan RNA 6rneklerinin
saflik (260/280 oram1 ve 260/230 orani) ve konsantrasyon kontrolleri NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak kontrol edildikten sonra, yiiksek kalitede toplam RNA
izolatlar1 -80 °C’de tutuldu (Charlebois vd. 2016).
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3.2.7 Biyofilm yapilarindan miRNA izolasyonu

MiRNA izolasyonu islemi i¢in Favorgen firmasinin FavorPrep miRNA izolasyon Kiti
kullanildi. izolasyon islemi kitin igerigindeki iiretici firmanin dnerdigi basamaklar izlenerek
gergeklestirildi. Deneye baslamadan 6nce calisilan alan ve kullanilan materyaller RNaseZap
ile temizlendi. Deney asamasina gegmeden “Release Buffer” kullanilacagi adima kadar 65
°C’ de inkiibasyona birakildi. S. Typhimurium dogal tip ve segA geni bakimindan mutant
suslarin biyofilm formlarindan MIRNA izolasyonu yapmak i¢in Oncesinde biyofilm
kosullarinda gelistirilerek elde edilen hiicre ¢okeltisi {izerine kit igeriginde bulunan “Lysis
Buffer” soliisyonundan 200 pL eklenerek kuvvetlice mekanik karistiricida karigtirildiktan
sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire bitiminde 20 pL. 2M NaOAc
(pH=5.2) eklendi. Sonrasinda 180 pL doymus fenol ve 40 pL kloroform soliisyonu
eklenerek tekrar kuvvetlice karistirildi. 3 dk 12000 rpm’de santrifiij edildikten sonra iist faz
temiz mikro santrifijj tipiine alindi. Toplam soliisonun % 35’1 oraninda ethanol eklendikten
sonra iyice karigtirildi. Elde edilen siispansiyon steril toplama tiipiine yerlestirilen RNA
kolonuna aktarilip 1 dk inkiibe edildi. Siire bitiminde 30 saniye 12000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra siiziintii lizerine % 70 oraninda etanol eklendi. Toplama tiiplindeki karigim
yeni steril RNA kolonuna aktarilip 1 dk inkiibe edildi. Siire bitiminde 30 saniye 12000
rpm’de santriflij edildi. Bu asamada kolon zarina baglanan miRNA saflastirilmak ig¢in
yikama islemlerine tabi tutuldu. Kit igeriginde bulunan “Wash Buffer” 200 pL RNA kolonu
tizerinden eklendi ve 1 dk siiresince inkiibasyona birakildi. 1 dk 12000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra RNA kolonu temiz bir mikrosantrifiij tiiptine alindi. Kolonun tam
merkezinden 50 pL “Release Buffer” eklenerek 3 dk inkiibasyona birakildi. miRNA’y1 geri
kazanmak icin 12000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi. Saflagtirlmis miRNA ihtiyaca gore
standart etanol ¢okeltme prosediirii ile daha da konsantre edilip sonrasinda daha kiiglik
hacimli dH20 veya TE tamponu (pH=8) icerisinde yeniden ¢6ziindiiriildii. Kalitesini kontrol
etmek i¢in NanoDrop spektrofotometresi kullanildi. Saflastirilan miRNA izolatlar1 -80
°C’de stoklandu.
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3.2.8 rRNA uzaklastirilmasi basamag

Calisma sonucunda saflagtirilan total RNA 6rnekleri RiboMinus Transcriptome Isolation
Kit, Bacteria (Thermo Fisher Scientific, Cat No: K155004, USA) kullanilarak biiyiik rRNA
(18S ve 23S) molekiillerinden arindirildi. Kitin 5' biotin isaretli LNA (Locked Nucleic Acid)
problar1 kullanmasi1 dolayisiyla bakteri total RNA 6rneklerinden biiyiik rRNA molekiillerini
% 95-98 oraninda uzaklastirma saglanir. Elde edilen RNA havuzu igerisinde, poly(A)
seleksiyon yontemi ile korunamayan, poly(A) kuyrugu icermeyen RNA'lar, kii¢iik tRNA'lar,
siRNA'lar, snRNA'lar, miRNA'lar, fragmente mRNA'lar diger diizenleyici (regiilator)
RNA'larin da elde edilebilmesi miimkiindiir. rRNA uzaklastirma islemi tamamlandiktan
sonra orneklerin kalite dl¢ctimleri QSep 100 Fragman Analiz Sistemi (BiOptic Inc., Taiwan)
ve RNA Kkartusu ile kullanilarak kontrol edildi. Analiz sonucunda istenilen derecede

rRNA'dan arindirilamayan 6rnekler igin bu basamak tekrar edildi.

3.2.9 cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi ve dizilenmesi

cDNA Kkiitiiphaneleri hazirlamak i¢cin NEXTflex Rapid Directional qRNA-Seq Kiti
kullanildi. Uretici firmanin protokolii takip edilerek elde edilen ¢ift zincir cDNA'lar
Agencourt AMPure XP Magnetic Beads (Thermo Fisher Scientific, USA) ile saflastirildi.
Saflastirma isleminin ardindan kit igerisinde yer alan NEXTflex Adenylation Mix sayesinde
cDNA dizilerinin son uglarinin tamiri ve adenilasyon basamaklari tamamlanarak NEXTflex
Ligation Mix ve NEXTflex Molecular Index Adaptors ile adaptor ligasyonu ve sonrasinda
da NEXTflex Resuspension Buffer ile manyetik bead temizleme islemi gerceklestirildi.
Hazirlanan 6rnekler yine kit i¢inde yer alan NEXTflex Uracil DNA Glycosylase, NEXTflex
gRNA-Seq Universal Forward Primer, NEXTflex PZR Mastermix ve NEXTflex gRNA-Seq
Barcoded Primer reaktifleri kullanilarak, 6nerilen PZR protokolii dogrultusunda amplifiye
edildi. PZR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen kiitiiphane biyoanalizor cihazi
kullanilarak fragman dagilimi agisindan degerlendirildi, uygun olmayan 6rnekler ¢alismaya
dahil edilmeyerek cDNA kiitiiphanesi olusturma basamagi tekrarlandi. rRNA'lari
uzaklastirilmis RNA 6rnekleri kit igerisinde yer alan NEXTflex RNA Fragmentation Buffer
ile fragmente edildi. Elde edilen RNA fragmanlari cDNA kiitiiphanesi hazirligi i¢in kalip
olarak kullanildi ve kit icerisinde yer alan NEXTflex First Strand Synthesis Primer,
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NEXTflex Directional First Strand Synthesis Buffer Mix, NEXTflex Rapid Reverse
Transcriptase C reaktifleri kullanilarak birinci cDNA zinciri olusturuldu. Sonrasinda kit
igerisinde yer alan NEXTflex Directional Second Strand Synthesis Mix kullanilarak ikinci
cDNA dizisi de olusturuldu.

PZR amplifikasyonundan sonra gerekli kalite kontrolleri yapilan 6rnekler alt yapimizda
uygun dizileme sistemi olmadigindan yurt disina gonderilerek HighSeq (Illumina, USA)

sistemlerinde dizileme islemi hizmet alimi ile yaptirildi.

3.2.10 Biyoinformatik analiz

HighSeq sisteminden elde edilen verilerin dncelikle kalite kontrolleri yapildi. Bu basamakta
diistik kalite skoruna sahip dizi okumalari, adaptor dizileri, adaptor-adaptor ligasyonu
sonucu olusan dizi okumalari ve bilinmeyen N baz okumalarina (okumalarin % 5'inden fazla
ise) ait diziler ham veriden ¢ikartildi. Daha sonra biyoinformatik analizler hizmet alimi ile
gerceklestirildi ve elde edilen filtrelenmis kaliteli dizi okumalari evrensel FASTQ

formatinda saklandi.

[leri transkriptom analizleri sonucunda farkliliklarmn belirlenmesi amaciyla dogal tip ve seqA
geni bakimindan mutant suslarin olgun biyofilm hiicrelerinin (sekans basina iki biyolojik
kopya) diferansiyel ekspresyon genleri (DEG'ler) tamimlamak i¢in bu genlerin
karsilastirilmasi yapilarak gen ifade diizeyleri hesaplandi ve biyofilm olusumunda yer alan
genlerde dahil olmak {izere gesitli viriilans 6zelliklerde ve metabolik siiregte gérev alan

genlerde anlamli faklanmalar belirlendi.

3.2.11 Farkh sekilde ifade edilen genlerin GO ve KEGG zenginlestirme analizi

DEG'ler, tanimlanan genlerin biyolojik islevlerinin ve 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis
metabolik yolaklarin daha iyi anlagilmasina yardimci olmak i¢in Gene Ontology (GO) ve
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) zenginlestirme analizleri igin
kullanildi. Bu ¢alismada, hem GO terimleri hem de ayarlanmis P degeri <0.05 olan KEGG

yolaklar1 DEG'ler agisindan 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis kabul edildi.
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3.2.12 Is1 haritas1

Farkli genlerin ekspresyon modellerini belirlemek ig¢in bir 1s1 haritast ve hiyerarsik
kiimeleme kullanildi. Benzer ekspresyon modellerine sahip genler, benzer islevlere sahip
olabilir veya ayn1 metabolik siire¢ veya hiicresel yolda yer alabilir. Bu nedenle, ayn1 veya
benzer ifade modellerine sahip genler, bilinmeyen genlerin islevini veya bilinen genlerin

yeni islevlerini tahmin etmek icin siniflar halinde kiimelendi.

Iki grupta farkli sekilde ifade edilen mRNA'larmn 1s1 haritasinda, kirmizi, daha diisiik bir
MRNA ifade seviyesini ve yesil, daha yiiksek bir mMRNA ifade seviyesini ifade etmektedir.

3.2.13 Istatistiki analizler
Calismada yapilan testlerinin ortalamalari arasindaki karsilastirmalar, Minitab® istatistiksel

yaziliminda (stiriim 18.1); ikiden fazla ortalama i¢in post hoc Tukey testi ile, iki ortalama

icin Student's t-testi ve iki yollu varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gergeklestirildi.

38



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Nisin’in, Biyoenzimlerin ve Biyosiirfaktanlarin Polisistren Yiizeyde Biyofilm

Olusumu Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

4.1.1 Nisin

Nisin’in biyofilm yapisi {izerine etkisini incelemek amaciyla suslarin, 1 mg/mL, 5 mg/mL
ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda nisin varliginda biyofilm tiretme kapasiteleri belirlendi.
S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm tiretim kapasitesi; 1 mg/mL, 5 mg/mL ve
10 mg/mL konsantrasyonlarinda nisin igeren ortamda 24. saatte sirasiyla % 15,15, % 47,89
ve % 44,5 oraninda, 48. saatte 1 mg/mL konsantrasyonunda nisin igeren ortamda % 30,34
oraninda artig gosterdi. 48. saatte 5 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda nisin
varliginda biyofilm iiretimi sirasiyla % 17,17, % 27,86 oraninda diistii. Dogal susta biyofilm
tiretimi kapasitesi 72. saatte sirasiyla % 8,03, % 13,86, % 22,24 oranlarinda diisiis gosterdi.
S. Typhimurium 14028 segA mutant susunun biyofilm iiretim kapasitesinde; 24. saatte 1
mg/mL konsantrasyonunda nisin varliginda; % 54,12 oraninda artis, 5 mg/mL ve 10 mg/mL
konsantrasyonlarinda nisin varliginda ise sirasiyla % 96,4, % 19,08 oranlarinda azalma tespit
edildi. 48. saatte bu oranlarda sirasiyla % 58,67, % 64,06 ve % 53,11 oranlarinda, 72. saatte
ise sirastyla % 88,72, % 80,04 ve % 72,58 oranlarinda azalma saptandi (Sekil 4.1).
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seqA (K segA (1 segA (5 segA (10
) (1) (5) (10) gA (K) gA (1) gA (5) gA (10)
m24.saat 1,063 0,902 0,554 0,59 0,194 0,299 0,007 0,157
m48.saat 2,208 2,878 1,829 1,593 0,612 0,253 0,22 0,287
72.saat 3,702 3,405 3,189 2,879 1,032 0,149 0,206 0,283

M 24, saat MW 48. saat 72. saat

Sekil 4.1 Nisin’in (1 mg/mL, 5 mg/mL ve 10 mg/mL) S. Typhimurium 14028 dogal susu ve
onun seqA mutantinda biyofilm olusumu tizerine etkisi

4.1.2 Siprofloksasin (CIP)

S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL
ve 5 pg/mL Konsantrasyonlarinda siproflaksasin i¢eren ortamda 24. saatte sirasiyla % 93,04,
% 95,21 ve % 93,04 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 88,91, % 90,36 ve % 89,8 oraninda, 72.
saatte sirasiyla % 97,79, % 97,82 ve % 97,47 oraninda azalma gosterdi. S. Typhimurium
14028 segA mutant susunun biyofilm tiretim kapasitesinde 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL ve 5
pug/mL konsantrasyonlarinda siproflaksasin igceren ortamlarda 24. saatte sirasiyla % 68,05,
% 86,6 ve % 86,09 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 68,14, % 69,78 ve % 70,76 oranlarinda,
72. saatte ise sirasiyla % 96,32, % 95,94 ve % 96,52 oraninda azalma tespit edildi (Sekil
4.2).
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W 24, saat 1,063 0,074 0,051 0,074 0,194 0,062 0,026 0,027
48. saat 2,208 0,245 0,213 0,227 0,612 0,195 0,185 0,179
72. saat 3,702 0,082 0,081 0,094 1,032 0,038 0,042 0,036

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.2 Siproflaksasin’in (0,25 pg/ul, 0,5 pg/uL ve 5 pg/ul) S. Typhimurium 14028
dogal susu ve onun seqA mutantinda biyofilm olusumu iizerine etkisi

4.1.3 Alfa amilaz

Alfa amilaz enziminin biyofilm olusumu iizerine etkisini incelemek amaciyla 0,5 mg/mL, 1
mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarinda a-amilaz ¢ozeltisi, biyofilm iiretme ortamlarina
ilave edildi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesinde; 24.
saatte, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda a-amilaz igeren ortamda sirasiyla %
42,43, % 29,92 oraninda azalma gozlemlenirken, 5 mg/mL konsantrasyonunda a-amilaz
iceren ortamda % 9,12 oraninda artis belirlendi. 48. saatte 0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 5 mg/mL
konsantrasyonunda a-amilaz varliginda sirasiyla % 1,63, % 21,37 ve % 69,67 oraninda
oraninda artig tespit edildi. 72. saatte 0,5 mg/mL konsantrasyonunda a-amilaz igeren
ortamda biyofilm {iretimi % 7,35 oraminda azalma gosterirken, 1 mg/mL, 5 mg/mL
konsantrasyonlarinda anlamli bir farklanma saptanmadi. S. Typhimurium 14028 segA
mutant susunun biyofilm {iretim kapasitesi; 24. saatte 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 5 mg/mL
konsantrasyonlarinda a-amilaz varliginda sirasiyla % 14,95, % 18,05 ve % 32,99 oranlarinda
azalma gosterdi. 48. saatte sirasiyla % 64,38, % 62,42 ve % 35,14 oranlarinda, 72. saatte
sirastyla % 89,93, % 88,18 ve % 72 oranlarinda azalma tespit edildi (Sekil 4.3).
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M 24. saat 1,063 0,612 0,745 1,16 0,194 0,165 0,159 0,13
W 48. saat 2,208 2,244 2,68 3,746 0,612 0,218 0,23 0,397
72. saat 3,702 3,43 3,719 3,7 1,032 0,104 0,122 0,289

M 24, saat MW 48. saat 72. saat

Sekil 4.3 Alfa amilaz’in (0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 5 mg/mL) S. Typhimurium 14028 dogal
susu ve onun SegA mutantinda biyofilm olusumu tizerine etkisi

4.1.4 Proteinaz-K

Proteinaz-K’nin biyofilm yapisi lizerine etkisini incelemek amaciyla 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL
ve 4 mg/mL konsantrasyonlarinda proteinaz-K varliginda biyofilm iiretme kapasiteleri
belirlendi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi 0,2 mg/mL,
0,4 mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarinda proteinaz-K igeren ortamda 24. saatte sirasiyla
% 83,92, % 87,59 ve % 93,89 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 63,64, % 80,94 ve % 92,62
oraninda ve 72. saatte sirasiyla % 84,42, % 89,63 ve % 98,49 oraninda azalma gosterdi. S.
Typhimurium 14028 seqA mutant susunun biyofilm iiretim kapasitesinde, 0,2 mg/mL, 0,4
mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarinda proteinaz-K iceren ortamda 24. saatte sirasiyla %
67,02, % 76,81 ve % 85,57 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 68,84, % 67,98 ve % 69,45
oraninda, 72. saatte sirasiyla % 95,74, % 96,71 ve % 96,71 oraninda azalma tanimlandi
(Sekil 4.4).
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W 24, saat 1,063 0,171 0,132 0,065 0,194 0,064 0,045 0,028
48. saat 2,208 0,803 0,421 0,163 0,612 0,203 0,196 0,187
72. saat 3,702 0,577 0,384 0,056 1,032 0,044 0,034 0,034

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.4 Proteinaz-K’nin (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL ve 4 mg/mL) S. Typhimurium 14028
dogal tip ve segA mutantlarinin biyofilm olusumu iizerine etkisi

4.15CTAB

CTAB’m biyofilm yapisi iizerine etkisini incelemek amaciyla 0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 10
mg/mL konsantrasyonlarinda CTAB varliginda, suslarin biyofilm iretme kapasiteleri
belirlendi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi, 0,5 mg/mL,
1 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda CTAB iceren ortamda 24. saatte sirasiyla %
82,98, % 38,67 ve % 1,2 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 93,48, % 89,14 ve % 61,46 oraninda,
72. saatte sirasiyla % 96,87, % 86,93 ve % 70,3 oraninda azalma gosterdi. S. Typhimurium
14028 segA mutant susunun biyofilm iiretim kapasitesinde 0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 10
mg/mL konsantrasyonlarinda CTAB igeren ortamda 24. saatte sirastyla % 106,18, % 353 ve
% 169,07 oraninda artig belirlendi. 48. saatte 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda
CTAB igeren ortamda sirasiyla % 68,84 ve % 38,4 oraninda inhibisyon saglanirken, 10
mg/mL konsantrasyonlarinda CTAB igeren ortamda % 88,23 oraninda artig saptandi. 72.
saatte 0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda sirasiyla % 83,53, % 60,08 ve
% 9,69 oraninda azalma tespit edildi (Sekil 4.5)
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(K) (0,5) (10)
m24.saat 1,063 0,181 0,652 1,051 0,194 0,4 0,88 0,522
m48.saat 2,208 0,144 0,24 0,851 0,612 0,203 0,377 1,152
72.saat 3,702 0,116 0,484 1,101 1,032 0,17 0,412 0,932

M 24.saat MW48. saat 72. saat

Sekil 4.5 CTAB’m (0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL) S. Typhimurium 14028 dogal susu
ve onun segA mutantinda biyofilm olusumu tizerine etkisi

416 EDTA

EDTA’nin biyofilm yapis1 iizerine etkisini incelemek amaciyla ImM, 10mM ve 50mM
konsantrasyonlarinda EDTA varliginda, biyofilm {iretme kapasiteleri belirlendi. S.
Typhimurium 1402 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi 1mM, 10mM ve 50mM
konsantrasyonlarinda EDTA igeren ortamda 24. saatte sirasiyla % 66,14, % 87,96 ve %
94,17 oraninda, 48. saatte sirastyla % 57,7, % 81,93 ve % 89 oraninda, 72. saatte sirastyla
% 83,55, % 92,31 ve % 94,58 oraninda azalma gosterdi. S. Typhimurium 14028 segA mutant
susunun biyofilm iiretim kapasitesinde; 1mM, 10mM ve 50mM konsantrasyonlarinda EDTA
iceren ortamda 24. saatte sirastyla % 26,29, % 87,32 ve % 92,12 oraninda, 48. saatte sirasiyla
% 78,93, % 77,95 ve % 78,44 oraninda, 72. saatte sirasiyla % 97, % 99,42 ve % 99,04
oraninda azalma tespit edildi (Sekil 4.6).
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m24.saat 1,063 0,36 0,128 0,062 0,194 0,143 0,0246 0,0153
48.saat 2,208 0,934 0,399 0,243 0,612 0,129 0,135 0,132
72.saat 3,702 0,609 0,285 0,201 1,032 0,031 0,006 0,01

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.6 EDTA’nin (1mM, 10mM ve 50mM) S. Typhimurium 14028 dogal susu ve onun
segA mutantinda biyofilm olusumu iizerine etkisi

4.1.7 SDS

SDS’in biyofilm yapist iizerine etkisini incelemek amaciyla 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 100
mg/mL konsantrasyonlarinda SDS varliginda, denemelerde kullanilan suglarin biyofilm
tiretme kapasiteleri belirlendi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim
kapasitesi 5 mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda SDS igeren ortamda
24. saatte sirasiyla % 97,84, % 95,58 ve % 87,02 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 97,94, %
96,5 ve % 91,94 oraninda, 72. saatte sirastyla % 92,31, % 91,78 ve % 90,31 oraninda azalma
gosterdi. S. Typhimurium 14028 segA mutant susunun biyofilm iiretim kapasitesinde 5
mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda SDS igeren ortamda 24. saatte
sirastyla % 82,48, % 68,92 ve % 30,93 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 92,88, % 90,88 ve %
89,55 oraninda, 72. saatte sirasiyla % 91,57, % 91,28 ve % 90,8 oraninda azalma belirlendi
(Sekil 4.7).
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M 24, saat 1,063 0,023 0,047 0,138 0,194 0,034 0,0603 0,134
48. saat 2,208 0,0456 0,079 0,178 0,612 0,0436 0,056 0,064
72. saat 3,702 0,285 0,323 0,359 1,032 0,087 0,09 0,095

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.7 SDS’in 5 mg/mL (10 mg/mL ve 100 mg/mL) S. Typhimurium 14028 dogal susu
ve onun segA mutantinda biyofilm olusumu tizerine etkisi

4.1.8 Tween-80

Tween-80’in biyofilm yapisi ilizerine etkisini incelemek amaciyla 5 mg/mL, 10 mg/mL ve
100 mg/mL konsantrasyonlarinda Tween-80 varliginda, suslarin biyofilm iiretme
kapasiteleri belirlendi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi
5 mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda Tween-80 igeren ortamda 24.
saatte sirastyla % 53,25, % 52,97 ve % 46,67 oraninda azalma, 48. saatte sirasiyla % 0,76,
% 4,43 ve % 4,21 oraninda artma, 72. saatte sirastyla % 47,21, % 50,46 ve % 50,52 oraninda
azalma gosterdi. S. Typhimurium 14028 segA mutant susunun biyofilm iiretim kapasitesinde
5 mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda Tween-80 igeren ortamda 24.
saatte sirastyla % 179,89, % 176,03 ve % 55,67 oraninda artis tespit edildi. Ayni
konsantrasyonlarda 48. saatte biyofilm diizeylerinde sirastyla % 56,21, % 50 ve % 57,19 ve
72. saatte sirasiyla % 72, % 66,28 ve % 78,21 oraninda azalma belirlendi (Sekil 4.8).
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m24.saat 1,063 0,497 0,5 0,567 0,194 0,543 0,5355 0,302
48.saat 2,208 2,225 2,306 2,301 0,612 0,268 0,306 0,262
72.saat 3,702 1,958 1,834 1,832 1,032 0,289 0,348 0,226

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.8 Tween-80’in (5 mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL) S. Typhimurium 14028 dogal
susu ve onun SegA mutantinda biyofilm olusumu iizerine etkisi

4.1.9 Nisin ve diger antimikrobiyal ajanlarla yiiriitiilen kombinasyon denemeleri

Bu amagla, tek basina antibiyofilm aktivitesi yiliksek bulunan antimikrobiyal ajanlarin nisin

ile farkli konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 olusturularak kullanildi (Cizelge 3.3).

10 mg/mL nisinin 1 mM EDTA ile kombinasyonu (A kombinasyonu) S. Typhimurium dogal
tip ve segA mutantlarinda biyofilm tretimini tetiklemistir. A kombinasyonunda, S.
Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72. saatlerde
sirastyla % 122,13, % 83,46 ve % 20,84 oraninda artis gosterdi. Ayni sekilde, S.
Typhimurium 14028 segA mutant susunun A kombinasyonunda, biyofilm iiretim kapasitesi
24, 48 ve 72. saatlerde sirastyla % 36,25, % 100,87 ve % 23,73 oraninda yiikseldi. 10 mg/mL
nisinin 10 mM EDTA (Al kombinasyonu) ve 50 mM EDTA (A2 kombinasyonu) ile
kombinasyonu ile muamele edilen biyofilm formlari tizerinde ise etkili bir sekilde inhibisyon
saglandi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm fiiretim kapasitesi Al
kombinasyonunda, biyofilm iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 82,32, %
77,69 ve % 79,51 oraninda, A2 kombinasyonunda, biyofilm tiretim kapasitesi 24, 48 ve 72.
saatlerde sirasiyla % 17,31, % 89,81 ve % 90,77 oraninda diisme gosterdi. S. Typhimurium
14028 segA mutant susunun biyofilm tiretim kapasitesinde A1 kombinasyonunda, biyofilm
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iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 14,38, % 64,81 ve % 51,93 oraninda,
A2 kombinasyonunda, biyofilm iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72. saatlerde sirastyla % 86,88,
% 59,54 ve % 94,73 oraninda azalma tespit edildi (Sekil 4.9).
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W 24. saat 0,786 1,746 0,139 0,65 0,16 0,218 0,137 0,021
48. saat 1,609 2,952 0,359 0,164 0,341 0,685 0,12 0,138
72. saat 3,171 3,832 0,65 0,293 0,674 0,834 0,324 0,386

W 24. saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.9 A, Al ve A2 kombinasyonlarinda hazirlanan preparatlarin (Cizelge 3.3) S.
Typhimurium 14028 dogal tip ve onun SeqA mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

A3 kombinasyonunda (1 mg/mL nisin + 50 mM EDTA), S. Typhimurium 14028 dogal tip
susunun biyofilm {iretim kapasitesi 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 89,7, % 87,76 ve %
91,11 oraninda azaldi. Aym sekilde, S. Typhimurium 14028 segA mutant susunun A3
kombinasyonunda, biyofilm iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 88,13, %
81,82 ve % 63,06 oraninda diisme gosterdi. A4 kombinasyonunda (5 mg/mL Nisin + 50 mM
EDTA), S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72.
saatlerde sirasiyla % 93,99, % 90,5 ve % 90,54 oraninda inhibe oldu. Aymi sekilde, S.
Typhimurium 14028 segA mutant susunun A4 kombinasyonunda, biyofilm {iretim
kapasitesinde 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 79,38, % 67,75 ve % 55,35 oraninda diisiis
tespit edildi (Sekil 4.10).
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m24.saat 0,786 0,081 0,052 0,16 0,019 0,033
48.saat. 1,609 0,197 0,153 0,341 0,062 0,11
72.saat. 3171 0,282 0,3 0,674 0,249 0,301

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.10 A3 ve A4 kombinasyonlarinda (Cizelge 3.3) hazirlanan preparatlarin S.
Typhimurium 14028 dogal tip ve onun SegA mutantinin biyofilm olusumuna
etkisi

10 mg/mL Nisin + 5 pg/mL CIP (B kombinasyonu) ve 1 mg/mL Nisin + 10 mM EDTA + 5
pug/mL CIP (C kombinasyonu) konsantrasyonlarinda hazirlanan ikili ve {iclii
kombinasyonlarin Salmonella suslari iizerindeki inhibisyon etkinligi arastirildiginda; B
kombinasyonunda, S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm {iretim kapasitesinin
24, 48 ve 72. saatlerde sirastyla % 95,55, % 94,41 ve % 94,8 oraninda azaldig1 belirlendi.
Bu kombinasyonda S. Typhimurium 14028 segA mutant susunun biyofilm iiretim kapasitesi
24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla, % 86,88, % 86,52 ve % 61,2 oraninda azaldi. C
kombinasyonunda, S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesinde,
24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 95,04, % 94,04 ve % 94,39 oraninda azalma tespit edildi.
C kombinasyonu denenen S. Typhimurium 14028 segA mutanti1 biyofilm iiretim kapasitesi
24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 75,63, % 78,6 ve % 72,85 oraninda inhibe oldu (Sekil
4.11).
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48. saat 1,609 0,09 0,096 0,341 0,046 0,073
72. saat 3,171 0,165 0,178 0,674 0,262 0,183

W 24, saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.11 B ve C kombinasyonlarinda (Cizelge 3.3) hazirlanan preparatlarin S.
Typhimurium 14028 dogal tip ve onun SeqA mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

4.2 Glukozun Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Bu denemelerde, S. Typhimurium 14028 dogal tip susu ile onun segA geni bakimindan
mutant susunun % 1, % 2 ve % 3 oranlarinda glukoz varliginda biyofilm iiretim kapasiteleri
belirlendi. Besi ortaminda glukoz bulunmayan pozitif kontrollere (dogal tip ve onun seqA
mutant1) kiyasla, glukozlu ortamda biyofilm olusumu istatistiki agidan anlamli diizeyde
(p<0.05) diisme gosterdi. S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim
kapasitesinde, % 1, % 2 ve % 3 oraninda glukoz varliginda 24. saatte sirastyla % 65,65, %
73,78, % 84,02 oraninda, 48. saatte sirastyla % 87,61, % 90,43 ve % 94,56 oraninda, 72.
saatte sirasiyla % 95,76, % 96,55 ve % 96,93 oraninda diisiis tespt edildi. S. Typhimurium
14028 segA mutant sugunun biyofilm iiretim kapasitesinde ise, % 1, % 2 ve % 3 oraninda
glukoz varliginda 24. saatte sirasiyla % 15,65, % 38,55 ve % 45,26 oraninda, 48. saatte
sirastyla % 81,11, % 89,21, % 89,48 oraninda ve 72. saatte sirasiyla % 88,47, % 86,84 ve %
92,35 oraninda diisiis saptand (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Glukozun (% 1, % 2 ve % 3) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve onun segA
mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

4.3 Safra Tuzlarimin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Bu ¢aligmada, S. Typhimurium 14028 dogal tip ve onun segA geni bakimindan mutant
suslarinda. % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5, % 0,6, % 0,7, % 0,8, % 0,9 oranlarinda safra

tuzu varhiginda biyofilm {iretim kapasiteleri tanimlandi.

S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi % 0,1, % 0,2 ve % 0,3
oranlarinda safra tuzu igeren ortamda 24. saatte sirasiyla % 48,62, % 77,21 ve % 91,93
oraninda, 48. saatte sirasiyla % 13,48, % 74,45 ve % 94,53 oraninda, 72. saatte sirasiyla %
32,81, % 72,34 ve % 99,94 oraninda diisiis gosterdi. S. Typhimurium 14028 segA mutant
susunun biyofilm iiretim kapasitesi 24. saatte % 0,1 oraninda safra tuzu varliginda % 66,19
oraninda artis gosterdi. % 0,2 oraninda safra tuzu varliginda biyofilm iiretiminde % 48,1
oraninda azalma gozlenirken, % 0,3 oraninda safra tuzu varliginda % 79,04 oraninda artig
belirlendi. 48. saatte biyofilm tiiretiminde % 0,1 ve % 0,2 oraninda safra tuzu varliginda
strastyla % 172,8 ve % 19,28 oraninda artis, % 0,3 oraninda safra tuzu varliginda, % 70,96
oraninda azalma tespit edildi. 72. saatte % 0,1 ve % 0,2 oraninda safra tuzu varliginda,
sirastyla % 200,5 ve % 88,2 artis, % 0,3 oraninda safra tuzu varliginda % 86,98 oraninda
azalma saptand (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Safra tuzlarin (% 0,1, % 0,2 ve % 0,3) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve onun
segA mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
oranlarinda safra tuzu iceren ortamlarda, 24. saatte sirastyla % 87,31, % 82,51 ve % 81,17
oraninda, 48. saatte sirastyla % 93,31, % 91,01 ve % 79,19 oraninda, 72. saatte sirasiyla %
96,39, % 91,13 ve % 83,05 oraninda diisiis gosterdi. S. Typhimurium 14028 segA mutant
susunun % 0,4, % 0,5 ve % 0,6 oranlarinda safra tuzu iceren ortamda biyofilm iiretim
kapasitesinde 24. saatte sirasiyla % 73,34, % 76,67 ve % 64,29 oraninda, 48. saatte sirasiyla
% 96,73, % 96,79 ve % 96,79 oraninda, 72. saatte sirastyla % 96,98, % 98,07 ve % 97,06
oraninda diislis saptand1 (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Safra tuzlarinin (% 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve onun
segA mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

S. Typhimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi % 0,7, % 0,8 ve % 0,9
oranlarinda safra tuzu igeren ortamda 24. saatte sirastyla % 78,89, % 80,66 ve % 76,71
oraninda, 48. saatte sirastyla % 71,76, % 76,15 ve % 74,89 oraninda, 72. saatte sirasiyla %
83,91, % 90,43 ve % 87,09 oraninda diisiis gosterdi. S. Typhimurium 14028 segA mutant
susunun % 0,7, % 0,8 ve % 0,9 oranlarinda safra tuzu iceren ortamda biyofilm iiretim
kapasitesinde ise, 24. saatte sirasiyla % 71,43, % 76,2 ve % 87,15 oraninda, 48. saatte
sirastyla % 90,61, % 93,21 ve % 95,31 oraninda, 72. saatte sirastyla % 90,34, % 93,87 ve %
95,72 oraninda diisme tespit edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Safra tuzlarinin (% 0,7, % 0,8 ve % 0,9) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve onun
segA mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

4.4 Bakteriyel ‘Swimming’ ve ‘Swarming’ Hareketlerinin Belirlenmesi

Flagellaya bagli ‘Swarming’ ve ‘Swimming’ hareketliligin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen deneme, agar plakalarindaki inokiilasyon bolgesinden yiizme (swimming)
ve toplu gé¢ (swarming) bolgesinin kenarma kadar olusan yarigapi 6lgiilerek degerlendirildi.
S. Typhimurium 14028 dogal susunda gozlemlenen yiizme (swimming) hareketi, onun segA
geni bakimindan mutant susunda % 85 oraninda azaldi. Ayni1 sekilde, toplu go¢ (swarming)
hareketi dogal susa oranla, mutant susta yaklasik % 50 oraninda azald1. Elde edilen sonuglara
gore, segA mutant susunun, dogal tip susuna kiyasla ‘swimming’ ve ‘swarming’

hareketlerinin kisitlandig1 belirlendi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.16 S. Typhimurium 14028 dogal tip susu ve onun SeqA geni mutant susunun
"swimming" hareketi

dogal tip

Sekil 4.17 S. Typhimurium 14028 dogal susu ve onun SeqA mutant susunun “swarming”
hareketi

4.5 Seliilaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

S. Typhimurium 14028 dogal susunda 4 cm gapinda gozlemlenen seliilaz aktivitesinden

kaynaklanan zon, segA geni mutantinda 2,4 cm ¢apinda tespit edildi (Sekil 4.18)
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Sekil 4.18 S. Typhimurium 14028 dogal susu, ve sSegA mutantinin seliilaz aktivite zonlar1

4.6 Kalkoflor Baglanma Uygulamasi

Salmonella suslarmin seliiloz iiretiminin belirlenmesi amaci ile kalkoflor denemesi
gerceklestirildi. 366 nm UV 1s1k altinda incelenen Petri plaklarinda tireyen dogal tip S.
Typhimurium dogal susu seliiloz tiretiminden dolay1 kuvvetli florasan 1s1ma verirken. seqA
mutant suslarinda bu 1simada, dogal tip susa kiyasla ¢ok yiiksek oranda diisiis belirendi
(Sekil 4.19).

dogal tip

Sekil 4.19 S. Typhimurium 14028 dogal susu ve onun segA mutantinda kalkoflor baglanma
testi bulgular
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4.7 Dogal Tip Sus ile Onun segA Mutantinin Biyofilm Formlarimdan Yapilan

Transkriptom Analizi ile Genlerin ifade Diizeylerindeki Degisimlerin Belirlenmesi

Farkli ifade edilen genler, log2 (kat degisimi)> 1 kriterleri ve ayarlanmis P degeri <0.05 olan
DESeq R paketi kullanilarak belirlendi. Buna gore segA mutantinda, dogal susa oranla 64
genin ekpresyon seviyesi artarken, 196 genin ekspresyon seviyesi istatistiki agidan anlamli
Ol¢iide (P<0.05) azaldi. Fimbriyal proteinlerin ve bakteriyel hareket ile iligkili proteinlerin
genlerinde transkripsiyon orani genel anlamda diistii. Bu mutantta regiilasyonu tanimlanan
21 adet genin 18’inde transkripsiyon orani1 belirgin bir sekilde diiserken, sadece flgC, stfA ve
sthA genlerinde transkript oran1 arttr. Bunlarin igerisinde sadece StfA fimbriya major iinitesi
fonksiyonel tanisi in vivo kosullarda belirlenen bir protein olup, diger genlerin kodladig:
proteinlerin olast fonksiyonlar1 veri tabani anazleri ile belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil

4.20).

Cizelge 4.1 seqA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
hareket ve fibriyal yapilar ile iligkili genler

Gen Kimligi logFC Gen Ad1  |Gen Tanimi

CBW16280 stiA  [Fimbriyal alt birim

CBW16637 fimC  [Fimbriyal saperon proteini

CBW18855 fljB Flagellin

CBW17950 cheA [Kemotaksi proteini CheA

CBW17951 motB  [Hareket proteini B

CBW17216 flgKk  [Flagellar kanca iligkili protein 1
CBW17948 cheM [Metil kabul eden kemotaksi proteini 11
CBW16636 fiml Major pilin proteini

CBW17208 flgC  [Teorik flagellar bazal-yap1 ¢ubuk proteini
CBW16638 fimD  [Dis zar yer gésterici proteini FimD onciisii
CBW17949 cheW  [Purin baglayic1 kemotaksis proteini
CBW?20610 sthA  [Teorik fimbriyal saperon protein
CBW16298 stfA  [Major fimbriyal alt birim

CBW19636 tcp Metil kabul eden kemotaksis sitrat doniistiiriicii
CBW16301 StfE Mindr fimbrial alt birim

CBW17210 flgE  |Flagellar kanca proteini

CBW16128 bcfG  |Fimbriyal saperon

CBW16122 bcfA  [Fimbrial alt birimi

CBW17174 csgE  |Curli iiretimi montaj / tagima bileseni
CBW17172 csgG  |Curli liretimi montaj / tagima bileseni
|ICBW16247 pilA  |Major pilin alt birimi
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Sekil 4.20 Hareket ve fibriyal yapilar ile iliskili genlerin transkripsiyonunun dogal susa
oranla segA mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

segA mutantinda genetik bilginin iglenme siireclerine katilan proteinleri kodlayan 37 adet
genden transkripsiyon oranlari, bu genlerin 6 adetinde artarken 31 adetinde diisme gosterdi.
Transkripsiyon orani artan genler; ekzodeoksiribonukleaz VIII, Arjinin biyosentez
baskilayicisi, bir molekiiler saperon ile S15 ve L36 ribozomal protein genleri olarak
belirlendi. Ozellikle replikasyon siiregleri ile iliskili genlerin tamaminda transkripsiyon orani

distii (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.21).
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Cizelge 4.2 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen

genetik bilgi isleme proteinlerini kodlayan genler

CBW16778
CBW18698
CBW16637
CBW19100
CBW18059
CBW17049
CBW?20481
CBW16698
CBW16567
CBW18932

CBW18852
CBW16983
CBW17295
CBW?20568
CBW19637
CBW19066
CBW19352
CBW16564
CBW19842
CCF76806

CBW18976
CBW18931
CBW18715

CBW16121
CBW?20337
CCF76748

CCF76755

CCF76805

CBW18854
CBW20188
CBW16128
CBW17571
CBW18844
CBW19835
CBW19888
CBW16171
[CBW16641

Gen Kimligi[logFC |Gen Ad1

Gen Tanimi

segA

Replikasyonun baslatilmasinin negatif modiilatorii

recEb

Fkzodeoksiriboniikleaz VIII

fimC

Fimbriyal saperon proteini

yohL

Korunmus teorik protein

Faj N-6-adenin-metiltransferaz

Faj DNA Replikasyon Proteini

argR

Arginin biyosentezi baskilayicisi

Molekiiler saperon

hha

Hemolizin ekspresyonu modiile edici protein

hypA

Hidrojenaz olgunlagma faktorii HypA

IS3 transposaz

ISPsy11, transpozaz OrfA

Teorik diizenleyici protein

bglJ

Korunmus teorik diizenleyici protein

yhhP

Kiikiirt tagiyici protein TusA

ygdL

tRNA siklik N6-treonilkarbamoladenosin (37) sentaz

rpsO

30S ribozomal alt birim protein S15

rpmJa

Teorik 50s ribozomal protein L36

Teorik GntR ailesi transkripsiyonel diizenleyici

repA3

Plazmid replikasyon proteini

invF

AraC-ailesi transkripsiyonel diizenleyici protein

hycA

Format hidrojenilaz diizenleyici protein

trxC

Tioredoksin 2

Crp / Fnr ailesi transkripsiyonel diizenleyici

rtsA

SPI-1 Diizenleyicisi

Teorik i¢ zar proteini

Teorik adenin spesifik DNA metilaz

tap

Plazmid replikasyon proteini

fljA

Faz 1 flagellin geninin baskilayicisi

Tiamin biyosentez proteini

bcfG

Fimbriyal saperon

Teorik diizenleyici protein

DNA baglayic1 bakteriyofaj proteini

DNA baglayici transkripsiyonel diizenleyici

dgoR

Galaktonat operon transkripsiyonel baskilayici

caiE

Karnitin operon proteini CaiE

fimZ

Fimbriyal biyosentez transkripsiyonel regiilatorii FimXZ
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Sekil 4.21 Genetik bilgi isleme ile iligkili genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla
segA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

segA geni bakimindan mutant susta, dogal sustan farkli olarak transkribe edilen tasiyici
sistem proteinlerini kodlayan 39 adet genden 11 adetinde transkript orani artarken, 28
adetinde azaldi. Transkripsiyon oraninda artig belirlenen genlerden; lamb, malE ve malK
maltoz kullanimi, ccmAl ve ccmD1 protohem eksportu, oadB2 ve dcoB okzalasetat
dekarboksilaz beta zinciri bilesenleri, pduO korrinoid transferi ve narH nitrat rediiktaz beta
ziniciri, proteinlerini kodlamaktadir. PTS ve ABC tagima sistemlerinin temel elemanlarin
kodlayan genler yaninda, MSF metabolit tasima protein genlerinde ve kadaverin/lizin
antiportunu gerceklestiren protein genlerinde transkripsiyon orami diistii (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.22).

60



Cizelge 4.3 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
tasiyici sistem proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi

CBW?20255

Gen Tanimi

CBW?20253

Maltoporin Onciisii

CBW20254

Periplazmik maltoz baglayici protein

CBW19876

Maltoz/maltodekstrin tasima ATP baglayici protein

CBW18842

Protohem eksport proteini 1A

CBW16803

PTS sistemi, glikoza 6zgii [Ibc bileseni

CBW18622

IABC tasiyici proteini

CBW19873

Lizin dekarboksilaz

CBW16665

Protohem eksport proteini D1

CBW19419

Teorik protein

CBW19127

Oksaloasetat dekarboksilaz beta zinciri 2

CBW18254

Teorik protein

CBW17522

Teorik membran proteini

CBW17661

Dimetilsulfoksit rediuktaz alt birimi B

CBW16613

Teorik amino asit ABC tasiyicisi

CBW16417

Teorik MFS metabolit tagima proteini

CBW18122

D1s membran por proteini E Onciisii

CBW16638

Korrinoid adenosiltransferaz

CBW16843

Fimbrial biyogenez dis membran baslatici protein

CBW18621

Oksaloasetat dekarboksilaz beta zinciri (ec 4.1.1.3)

CBW16156

Kadaverin / lizin antiporter

CBW18215

Oksaloasetat dekarboksilaz beta zinciri (ec 4.1.1.3)

CBW18623

Teorik niikleozit permeaz

CBW20610

Teorik transmembran tasiyici protein

CBW19591

Teorik fimbriyal saperon proteini

CBW17529

Teorik MFS-ailesi membran tagima proteini

CBW19986

UPF0060 membran proteini YnfA

CBW?20404

Teorik i¢ membran proteini

CBW17670

PTS askorbat tasiyici alt birimi IIA

CBW16122

Teorik lipoprotein

CBW18191

Fimbriyal alt birim

CBW17786

Teorik polisakkarit salg1 proteini

CBW19810

Solunum, nitrat rediiktaz 1 beta zinciri

CBW18859

Glikozit-pentosit-hekzuronit ailesi tagiyici protein

CBW16296

Teorik ferrik enterokelin esteraz

CBW18765

Fe (3 +) - hidroksamat ABC tasiyic1 protein

CBW18868

Teorik tip I salgi proteini, ATP baglayici

CBW19309

Teorik salgi proteini

CBW16777

Teorik membran tagima proteini

Teorik esteraz / lipaz YbfF
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Sekil 4.22 Tasiyict sistem proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa
oranla seqA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen salgi sistem
proteinlerini kodlayan genler (29 adet) incelendiginde; bunlarin sadece 5 adetinde (comQ,
kompetens geni ve spaR, bir tip III salgi sistemi aparatin1 kodlayan gen, diger 3 genin
fonksiyonu ise in vivo kosullarda tanimlanmamais) transkript oraninin yiiksek oldugu, bunun

yaninda curli fimbriya iiretimi, fimbriyal saperon proteinleri, SPI1, SPIS ve SPI6 proteinleri,

()]
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TipllI salgi sistemi proteinleri, kompetens genleri, quorum-sensing proteinleri ve fimbriyal
biyogenez ve fimbriyal saperonlar ile iligkili genlerin tamaminda transkripsiyon oraninin

diistigii tespit edildi (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.23).

Cizelge 4.4 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
salg1 sistem proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi |logFC  |Gen Ad1 |Gen Tanimi
CBW17174 | csgE  |Curli iiretiminde montaj / tasima bileseni
CBW17441 ssaK  [Tip Il salgi sistem aparat1
CBW16637 fimC  [Fimbriyal saperon proteini
CBW17127 | orfX |LT2- Patojenite adasi proteini (SPI5)
CBW19074 comQ [Kompetans geni
CBW18959 SIpA  [Patojenite adas1 1 Tip I1I salg1 sistemi efektdr proteini
CBW17172 | csgG  |Curli iiretiminde montaj / tasima bileseni
CBW18962 ‘ SipB  [Patojenite adas1 1 Tip I1I salg1 sistemi efektdr proteini
CBW16247 | pilA  |Kompetans geni - DNA baglanmasi ve tasimmasi
CBW16653 | Teorik salgi proteini
CBW16390 sciX  |Korunmus teorik protein (SPI-6 ile iligkili)
Antijen proteininin ylizey sunumu (tip III sekresyon ve
CBW18969 inv) |viriilans ile iligkili)
(4S)-4-hidroksi-5-fosfonooksipentan-2,3-dion izomeraz
CBW20117 yneC  [(Quorum sensing)
CBW16638 ‘ fimD  |Fimbriyal biyogenez dig membran baslatict protein
CBW16430 | Teorik salgi proteini
CBW?20610 sthA  [Teorik fimbriyal saperon proteini
CBW16298 | stfA  [Teorik fimbriyal alt birim stfa
CBW18965 | spaR [Tip III salg1 sistemi salgi aparati
CBW16301 StfE  [Teorik fimbriyal alt birim stfe (kiiciik alt birim)
CCF76720 | traF  |konjugatif transfer montaj proteini
SPI-2 tip III sekresyon sistemi ihracat aparati protein
CBW17449 ssaR  [SsaR
CBW18967 ‘ spaP  [SPI-1 tip Il salgilama sistemi, salg1 aparati protein SpaP
SL1344 0289 \ sciY  [Teorik fosfotriesteraz (psddogen)
CBW16128 | bcfG  [Fimbriyal saperon
CBW16122 | bcfA  [Fimbriyal alt birimi
CBW16386 ‘ sciW  |[Korunmus teorik protein (SPI1-6)
Tip 111 salg1 sistemi efektor proteini, SCV'yi diizenler ve
CBW17434 sseF  [korur
[CBW18765 ‘ Teorik tip I sekresyon proteini, ATP baglayici protein
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Sekil 4.23 Salgi sistem proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla
segA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

segA geni bakimindan mutant susta membran proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyon
profilleri degerlendirildiginde; endolizin ve i¢ zar proteini gibi fonksiyonel tanis1 yapilmis 2
protein geni yaninda 11 adet teorik protein geninin transkripsiyon oraninda diisme, pagN
(dis membran adhezin/invazin proteini) yaninda teorik diger 4 membran protein geni

transkripsiyon oraninda ise artis belirlendi (Sekil 4.24 ve Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 segA geni bakimimdan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
membran proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi [logFC Gen Ad1  [Gen Tanimi
CBW20241 Endolizin
CBW19633 yhhM  [Teorik i¢ zar proteini
CCG27791 ypdK  |[Korunmus sORF
CBW16403 pagN  |Dis membran adhesin/invasin proteini
CBW17610 Teorik lipoprotein
CBW19302 yqjF  [Teorik zar proteini
CBW20333 Teorik zar proteini
CBW19226 yghA  [Teorik zar proteini
CBW17360 Teorik zar proteini
CBW17646 Teorik salg1 proteini
CBW19986 Teorik i¢ zar proteini
CBW?20141 i¢ zar proteini
CBW?20542 Teorik i¢ zar proteini
CBW16954 ybjO  [Teorik zar proteini
CBW16760 Teorik salg1 proteini
CBW18868 Teorik salg1 proteini
CBW19297 ygjA  [Teorik zar proteini
CBW16897 ybiJ  [Teorik salgi proteini
ybiJ . 3,7838
-3,3723 e
-2,39 HNENESEEE
-2,8509 ENSENIIGHEEN
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Sekil 4.24 Membran proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla
segA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)
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Sinyal aktarimu ile ilgi genlerin SeqA mutantinda transkripsiyonu artan tek tiyesi narH (nitrat
rediiktaz 1 beta zinciri) olurken; sitrat liyaz, hidrojenaz alt birimi, fimbriya regiilatori,
flagellin, kemotaksi proteinleri, endodeosiribonuklez, Crp/Fnr ailesi transkripsiyonel

diizenleyici genlerinde transkripsiyon orani diistii (Sekil 4.25 ve Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
sinyal transdiiksiyon proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi |logFC |Gen Ad1 |Gen Tamim

CBW16712 citC |[sitrat (pro-3S) -liyaz] ligaz

CBW17809 hyaA |Hidrojenaz-1 kiigiik alt birim

CBW16641 fimZ |[Fimbriya biyosentez transkripsiyonel diizenleyici FimZ
CBW18855 fliB  [Flagellin

CBW17950 cheA |Kemotaksi proteini CheA

CBW18649 Endodeoksiriboniikleaz

CBW17948 cheM |Metil kabul eden kemotaksis protein |1
CBW20326 dcuR  [iki bilesenli yanit diizenleyici

CBW17949 cheW |Purin baglayici kemotaksis proteini

CBW19636 tcp  |Metil kabul eden kemotaksis sitrat doniistiiriicii
CBW16708 citX  JApo-sitrat liyaz fosforibosil-defosfo-coa transferaz
CBW16121 Crp / Fnr ailesi transkripsiyonel diizenleyici
CBW18191 wza |Teorik polisakkarit ihra¢ proteini

CBW17786 narH |Solunum nitrat rediiktaz 1 beta zinciri

CBW18868 Teorik salgi proteini
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Sekil 4.25 Sinyal transdiiksiyon proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal
susa oranla seqA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

segA geni bakimindan mutant susta karbonhidrat metabolizmasina katilan genlerden 38
adetinden 20 adetinin transkripsiyon oranmin distiigii, 17 adetinin ise transkripsiyon
oraninin yiikseldigi tespit edildi. Transkripsiyon orani diisen genlerden aglik algilama
proteinini kodlayan gen (rspB), PTS sistemi bilesenleri, dehidrohenazlar, dekarboksilazlar,
galaktoziltransferazlar ve etanolamin kullanim proteini genleri dikkat c¢ekmektedir.
Transkripsiyon orani artan genler igerisinde ise maltoz dekstrin fosforilaz, glukanotranferaz,
asetohidroksi asit sintaz, ozalalasetat dekarboksilaz, oksido rediiktaz, ribokinaz, 1-propanol
dehidrogenaz, glikoz-1-fosfat timidililtransferaz, mannoz-1-fosfat guanililtransferaz ve alfa
amilaz fonksiyonlar1 iyi tanimlanmig karbonhidrat metabolizmas: ile iligkili genlerdir

(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.26)
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Cizelge 4.7 segA geni bakimidan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen

karbonhidrat metabolizmasi proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi Gen Tanimi
CBW18370 Teorik lipopolisakkarit modifikasyon proteini
CBW19576 Maltodekstrin fosforilaz
CBW19094 2-keto-3-deoksiglukonat oksidorediiktaz
CBW18842 PTS sistemi, glikoza 6zgii [Ibc bileseni
CBW19951 Asetohidroksi asit sentaz II, kii¢iik alt birim
CBW16665 Teorik protein
CBW19419 Oksaloasetat dekarboksilaz beta zinciri 2
CBW19575 4-alfa-glukanotransferaz
CBW20059 Teorik oksidorediiktaz
CBW19972 Glikoz-1-fosfat timidililtransferaz
SL1344 0700 Teorik udp-galaktopiranoz mutaz (psédogen)
CBW18181 GDP-L-fukoz sentetaz

Propandiol kullanim mikro-kompartiman proteini
CBW18120 PduM
CBW19318 5-keto-4-deoksi-D-glukarat aldolaz
CBW18124 1-propanol dehidrojenaz
CBW19607 Ribokinaz
CBW19053 Fukuloz-1-fosfat aldolaz
CBW17531 Aclik algilama proteini RspB
CBW16841 Oksaloasetat dekarboksilaz gama zinciri(ec 4.1.1.3)
CBW16843 Oksaloasetat dekarboksilaz gama zinciri (ec 4.1.1.3)
CBW20208 [zositrat dehydrogenase kinase/phosphatase
CBW16660 Teorik fosfataz izomeraz
CBW19722 Alfa-amilaz
CBW18531 Etanolamin kullanim proteini EutD
CBW19733 3-keto-L-gulonat-6-fosfat dekarboksilaz UlaD
CBW16801 Galaktoziltransferaz
CBW?20404 PTS askorbat tasiyici alt birimi I[IA
CBW20458 Glisin dehidrojenaz
CBW19660 Teorik fosfo seker baglayici protein

Teorik 4-deoksi-4-formamido-L-arabinoz-
CBW18371 fosfoundekaprenol deformilaz ArnD
CBW19810 Glikozid-pentosid-hekzuronid ailesi tasiyici
CBW20207 [zositrat liyaz
CBW20256 Maltoz operonu periplazmik proteini
CBW?20058 Stilfofruktosfosfat aldolaz
CBW20559 Izositrat dehidrojenaz kinaz / fosfataz
CBW16156 Oksaloasetat dekarboksilaz gama zinciri (ec 4.1.1.3)
CBW18178 Mannoz-1-fosfat guanililtransferaz
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Sekil 4.26 Karbonhidrat metabolizmasinda goérev alan proteinleri kodlayan genlerin

transkripsiyonunun dogal susa oranla segA mutantindaki degisim miktarlar
(Log2)
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segA geni bakimindan mutant susta dimetilsiilfoksit rediiktaz, bazi elektron tasima

proteinlerini kodlayan genlerin, oksidorediiktaz-FAD ve [2FE-2S] kofaktorii, etanolamin

kullanim proteini ve 1-idonat 5-dehidrojenaz genlerinin transkripsiyon oraninda diisme;

NADH-kinon oksidorediiktaz alt birimi K ve A, ATP sentaz alt birimi C, adenilsiilfat kinaz

ve nitrat rediiktaz 1 beta zinciri genlerinin transkripsiyon oraninda artis tespit edildi (Cizelge

4.8 ve Sekil 4.27).

Cizelge 4.8 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
enerji metabolizmasi proteinlerini kodlayan genler

Gen KimligillogFC [Gen Ad1

Gen Tanim

CBW17522 dmsB |Dimetilsiilfoksit rediiktaz alt birimi B
CBW17385 ydiQ [Teorik elektron transferi flavoprotein alt birimi
CBW18921 hydN [Elektron tasima proteini
CBW19877 yhjA  [Teorik sitokrom c peroksidaz
CBW18390 nuoK |NADH-kinon oksidorediiktaz alt birimi K
CBW18399 nUuoA |NADH-kinon oksidorediiktaz alt birimi A
CBW19928 atpE  |ATP sentaz alt birimi C
CBW19011 cysC [Adenililsiilfat kinaz

Hibrit kiime protein oksidorediiktaz-FAD ve [2FE-2S]
CBW16971 hcr  |kofaktorii
CBW18531 eutD [Etanolamin kullanim proteini EutD
CBW17786 narH [Solunum nitrat rediiktaz 1 beta zinciri
CBW?20502 idnD  [I-idonat 5-dehidrojenaz (ec 1.1.1.264)

-2,8522 NS

narH S 2,4869

-4,0345 e
-2,6059 I
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Sekil 4.27 Enerji

metabolizmasinda gorev alan proteinleri

0 2 Lt 6
LogFC

kodlayan genlerin

transkripsiyonunun dogal susa oranla seJA mutantindaki degisim miktarlar

(Log2).
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segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen amino asit
metabolizmas1 proteinlerini kodlayan genler icerisinde piruvat aminotransferaz, lizin
dekarboksilaz, amfibolik yollarda islev goren dekarboksilazlar izomerazlar, liyazlar
(metiyonin), kinazlar, ligazlar ve dehidrogenazlar yaninda etonamin kullanim proteinleri
transkripsiyon oranlarinda diisme; FAA hidrolaz, Arjinin baskilayicist ve asetohidroksi asit
sentaz II kiiglik alt birim genlerinin transkripsiyon oranlarinda artis tespit edildi (Cizelge 4.9
ve Sekil 4.28).

Cizelge 4.9 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
amino asit metabolizmasi proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi logFC  [Gen Ad1  [Gen Tanimi

CBW16525 phnW  [2-aminoetilfosfonat: piruvat aminotransferaz

CBW18622 cadA [Lizin dekarboksilaz

CBW19951 ilvM  |Asetohidroksi asit sentaz II, kii¢iik alt birim
4-hidroksifenilasetat bozunmasi iki islevli

CBW17136 hpaG lizomeraz dekarboksilaz

CBW17139 hpaF  [5-karboksimetil-2-hidroksimukonat delta-izomeraz

SL1344 3590 Metiyonin gama-liyaz (fragment)

CBW20481 argR  [Arginin baskilayici

CBW16627 IpxH  |UDP-2,3-diasilglukozamin hidrolaz

CBW18250 FAA hidrolaz ailesi proteini

CBW18531 eutD  [Etanolamin kullanim proteini EutD

CBW18534 eutP  [Etanolamin kullanimi asetat kinaz EutP

CBW20458 Glisin dehidrojenaz

CBW16284 panC [Pantoat-beta-alanin ligaz

CBW18525 eutH |[Etanolamin kullanim proteini EutH

SL1344 4427A Teorik fumarilasetoasetat (faa) hidrolaz
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Sekil 4.28 Amino asit metabolizmasinda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin

transkripsiyonunun dogal susa oranla segA mutantindaki degisim miktarlar
(Log2)

segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen kofaktor ve
vitamin metabolizmas1 proteinlerini kodlayan 4 genden sadece kobinamid kinaz ve
guaniltransferaz geni transkripsiyon oraninda diisme; asetohidroksi asit sentaz II kiigiik alt
birimi, korinoid adenozil transferaz ve molibdopterin baglayici protein geni transkripsiyon

oranlarinda ise artis saptandi (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.29).

Cizelge 4.10 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
kofaktor ve vitamin metabolizmasi proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi logFC Gen Ad1 [Gen Tanim

CBW19951 ilvM  [Asetohidroksi asit sentaz II, kii¢iik alt birim
CBW18122 pduO |Korinoid adenoziltransferaz

CBW18359 Molibdopterin baglayici protein
CBW18090 cobU |Kobinamid kinaz ve guanililtransferaz
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Sekil 4.29 Kofaktdr ve vitamin metabolizmasinda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunun dogal susa oranla segA mutantindaki degisim miktarlar

(Log2)

segA mutant susunda Salmonella enfeksiyonu ile igili tespit edilen flagellin, gifsy-2-
bakteriyofaj holin, Tip III salgi sistemi efektor proteini SipA, Tip III salgi sistemi efektor
proteini invazin B ve Tip III salgr sistemi Salmonella vokuolii koruyucu efektor proteini

genlerinin tamaminin transkripsiyon oraninda diisme belirlendi (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.30).

Cizelge 4.11 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
Salmonella enfeksiyonunda rol alan proteinleri kodlayan genler

Gen Kimligi |logFC Gen Ad1 [Gen Tanimi
CBW18855 fljB Flagellin
CBW17062 Gifsy-2 bakteriyofaj holin

Patojenite adasi 1 Tip III sekresyon sistemi efektor
CBW18959 SipA  linvazyon proteini SipA

Patojenite adasi 1 Tip III sekresyon sistemi efektor
CBW18962 sipB  |protein invazin B

Tip III salgi sistemi efektor proteini - SCV'yi
CBW17434 sseF  |diizenler ve korur
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Sekil 4.30 Salmonella enfeksiyonunda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin

transkripsiyonunun dogal susa oranla seqA mutantindaki degisim miktarlar
(Log2)

segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen faj bolgeleri
ve viriilans proteinleri kodlayan 14 genin tamaminin transkripsiyon orani belirgin bir sekilde
diistii. Bunlarin igerisinde en dikkat ¢ekici olan1 biyofilm peroksit direng genidir (yjfO).
Bakteriyofaj yapisal genleri muhtemelen bakteriyal kromozoma go¢ etmis genler olarak

yorumlanmustir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.31).

Cizelge 4.12 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
faj bolgeleri ve viriilans proteinleri kodlayan genler

Gen Kimligi Gen Ad1 |Gen Tanim

CBW17062 Gifsy-2 bakteriyofaj holin

CBW18690 Ead / Ea22 benzeri aile bakteriyofaj proteini
CBW18038 Bakteriyofaj kuyruk kilift proteini
CBW?20230 Bakteriyofaj kuyruk proteini
CBW?20398 yjfO  |Biyofilm peroksit direng proteini
CBW17052 Teorik bakteriyofaj proteini
CBW16426 Teorik bakteriyofaj proteini
CBW18055 Teorik bakteriyofaj proteini
CBW18060 Teorik bakteriyofaj proteini
CBW18062 Teorik bakteriyofaj proteini
CBW?20222 Teorik bakteriyofaj proteini
CBW18031 Teorik bakteriyofaj proteini

SL1344 0066A Teorik viral protein (psddogen)
CBW17090 Teorik bakteriyofaj proteini (psddogen)
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Sekil 4.31 Faj bolgeleri ve viriilans proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal
susa oranla seqA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen fonksiyonu
bilinmeyen proteinleri kodlayan genlerin 3 adetinin transkripsiyon oraninda artma, 12

adetinin transkripsiyon oraninda ise azalma tespit edildi (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.32).

Cizelge 4.13 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
fonksiyonu bilinmeyen proteinleri kodlayan genler

Gen Kimligi logkFC Gen Ad1 [Gen Tanimi

SL1344 4369A Korunmus teorik protein (psddogen)
CBW18827 Korunmus teorik protein
CBW?20146 yijJF  [Korunmus teorik protein
CBW19127 Teorik protein

CBW20325 korunmus teorik protein (psddogen)
CBW18988 korunmus teorik protein
CBW20338 [korunmus teorik protein
CBW19709 [korunmus teorik protein
CBW16146 yaaY |korunmus teorik protein
CBW17886 [korunmus teorik protein
CBW18850 [korunmus teorik protein
CBW?20471 Teorik protein

CBW19987 Teorik varsayimsal protein
CBW?20214 Teorik protein

CBW19400 yhcG  [Teorik protein
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Sekil 4.32 Fonksiyonu bilinmeyen proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal
susa oranla seqA mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkl olarak transkribe edilen 18 adet mikro
RNA tanimlandi. Bunlardan 4 adeti Salmonella’da bu ¢aligma kapsaminda tanimlan yeni
miRNA’lardir. Bunun disinda tanimlanan 9 miRNAnin ise hedef genleri bilinmemektedir.
Diger miRNA’lardan transkripsiyon orani diisenlerin hedef genleri; dimetil adenozin
transferaz, metilsitrat sentaz ve molibden kofaktdr biyosentez  proteini
(CCCAATTACCACTTCTTT), ribozomal L7/L12 proteini (TCTGCTGCTGCTGCTGT
TGCTG), poliniikleotid fosforilaz (ACCTGTTCGCTCGCCGC) genleri; transkripsiyon
orani artan miRNA’larin hedef genleri ise, maltodekstrin glukozidaz, potasyum tasiyan
ATPaz zinciri ve varsayimsal flagellar bazal-yap1 ¢ubuk proteini (TGCCAGCCTCG
CCCAGQC), sitokrom o ubikinol oksidaz alt birimi Il, NADH dehidrojenaz | zinciri k,
bakteriyofaj integraz, gama-glutamiltranspeptidaz Onciisii, DNA helikaz 1 siiper ailesi
genleri (CTGTCCTTTGTGTTC), 8-amino-7-oksononanoat sentaz, GDP-mannoz mannosil
hidrolaz, NADH dehidrogenaz | G zinciri ve etonalamin kullanan etanol dehidrojenaz
(GCCACGCCCTTCATCGCC, bu calismada tanimlanan yeni miRNA tiirii) ve ferrikrom
tasima proteini FhuB onciisii (TAGGCCGGATAAGA CGCGT, bu ¢alismada tanimlanan
yeni miRNA tiirli), genleri olarak tanimlandi. miR-4486-TGCCAGCCTCGCCCAGC
miRNA’nin hedefledigi flgC geni ve miR-7238-3p-CTGTCCTTTGTGTTC miRNA’nin

hedefledigi nuoK geni, segA geni bakimmdan mutant susun biyofilm formlarindan yapilan
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mRNA analizinde de anlamli olarak artan genlerdir. Bu bakimdan g¢alismada miRNA

bulgulart ile mRNA verileri arasinda paralellik bulunmustur (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.33).

Cizelge 4.14 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
mikro RNA’lar1 (miRNA) kodlayan genler

Anlamh miRNA | KatDegisimi | o yoe oo Hedef Gen Tanim
(Log FC)
miR-11240-5p-GCGGG 1154
TTCGATTCCCGCTGA ’
miR-1692-TGTAGCT 1918
CAGTTGGTAGAGT ’
miR-1692-TGTAGCT 1154
CAGTTGGTAGAGT ’
miR-2361-ACAAAAA 3881
AAAACAACACAAC :
miR-3961-TGCCCTC 7314
AGCTCAGTTGGA ’
ksgA Dimetiladenozin transferaz
miR-4275-CCAATTACC -1,986 prpC Metil sitrat sentaz
el Molibden kofaktdr biyosentez
moaC L.
proteini C
miR-4968-3p-TCTGCTG -4.98 rolL 50S ribozomal alt birim protein
CTGCTGCTGTTGCTG : P L7/L12
miR5660-CAGGTGGTT -4.749
AGTGCAATGGAA ’
miR5660-TTCCATTGC 4,659
ACTAACCACCTG ’
miR-737-5p-AATCA . . . ..
AAACCTAAAAAAA -1,981 SL1344_2696| Teorik bakteriyofaj proteini
miR-8516-ACCTGTTC - . )
GCTCGCCGE -4,321 pnp Poliniikleotid fosforilaz
miR-980-5p-GCAAAG Transkripsiyon . : .
TGCCCGATGACGA Stan arth yibd | Korunmus teorik protein
VoA Sitokrom o ubikinol oksidaz alt
y birimi 11
nuoK NADH dehidrojenaz | zinciri k
miR-7238-3p-CTGTCC )
TTTGTGTTC 21,585 SL1344_2709| bakteriyofaj integraz

ggt

Gama-glutamiltranspeptidaz
oncusi

SL1344 4418

DNA helikaz I siiper ailesi
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Cizelge 4.14 segA geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
mikro RNA’lar1 (miRNA) kodlayan genler (devam)

Anlamhh miRNA Kat Degisimi Hedef Gen Hedef Gen Tanimi
(Log FC)
malZ Maltodekstrin glukozidaz
MiR-4486-TGCCAG  [Transkripsiyon|  kdpA [ oasyum tasiyan ATPaz A
CCTCGCCCAGC orani artti
flgC Flage_lle_lr bazal-yap1 ¢ubuk
proteini FIgC
novel-miRNA-mature-CTC 6.17
TATCCAGCTGAGCTA ’
novel-miRNA-mature-1-TA -4.962
GCTCAGCTGGATAGAG '
. 8-amino-7-oksononanoat
bioF
sentaz
GDP-mannoz mannosil
novel-miRNA-mature-3-GC [Transkripsiyon gmm hidrolaz
CACGCCCTTCATCGCC orani artti NUOG NADH dehidrojenaz |
zinciri G
UtG Etal_lolamin kullanimi etanol
dehidrojenaz EutG
novel-miRNA-mature-5-TA 5 59 fhuB Ferrikrom tasima proteini
GGCCGGATAAGACGCGT ’ FhuB onciisii
25
20
15
o 10
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Sekil 4.33 miRNA’lar1 kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla seqA
mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez galismasi kapsaminda S. Typhimurium 14028 dogal susu ile onun, homolog bolge
rekominasyonu yontemiyle seqA geni ¢ikarilmis (delesyonlu) mutant susu kullanilarak; bu
suglarin olgun biyofilm yapilar1 arasindaki gen ifadesi, stres yanitlar1 ve bazi fenotipik
degisimler incelendi. Ayrica bu ¢aligma kapsaminda s6z konusu bakterinin biyofilm formlari
ile miicadelede etkin preparat formiilasyonlarinin gelistirilmesi gergeklestirildi. Oncelikle
RNA-seq analizleri sonucunda; segA geninin dogrudan ya da miRNA sentezini regiile etmek
suretiyle dolayl bir sekilde, planktonik formlar ile biyofilm formlar1 arasindaki doniisiimiin
ana regiilatorlerinden biri oldugu belirlendi. S. Typhimurium’da replikasyon siirecinde DNA
tecridi asamasinda gorev alan SegA gen irilinlinlin, bakteri metabolizmasinin ve
fizyolojisinin global regiilatorleri oldugu ilk kez bu tez kapsaminda detaylandirildi. Biyofilm
formlariin yapisal elemanlar1 yaninda, fonksiyonu ile ilgili ¢ok sayida genin SegA geninin
fonksiyonuna bagli degisimi, Salmonella’da biyofilm olusumunun temel (ana) regiilatorleri
olduguna isaret etmektedir. Yukarida da ifade edildigi lizere, merkezi metabolizmada yer
alan bir¢ok genin regiilasyonuna katildiginin da belirlenmesi, biyofilm yapilarina gegisteki
biiyiik metabolik ve fizyolojik degisikliklerin bu genin regiilasyonu yolu ile saglandiginin

kanitlaridir.

segA mutantinda fimbriyal yapilar, pililer ve hareket ile iliskili genlerin, sth fimbriya harig,
transkripsiyon oranmin diigmesi; genel anlamda yiizeylerde tutunma, hareket ve eslesme
fonksiyonlarmin SeqA proteini varliginda pozitif yonde regiile edildigine isaret etmektedir.
Fare model sistemlerinde kalicilikta rol oynadigi belirlenen sth fimbriyanin (Weening vd.
2005) sadece major alt linitesinin SeJA mutantinda transkripsiyon oraninin artmasinin, SeqA
mutasyonu sonucunda hiicrede meydana gelen biitiinsel fizyolojik degisimlere uyum igin,
SthA proteininin, fimbriya tiretimi yaninda bir ikincil hiicresel fonksiyon icerebilecegini
diistindiirmektedir. Diger yandan stfA/StfE ve flgB/flgC gibi ayni operonda kodlanan
fimbriya ve flagella genlerinin, segA mutantinda farkli transkrip oranlarinda belirlenmesi,
s0z konusu genlerin mRNA {iriinlerinin ilave bir post transkripsiyonel regiilasyon gecirdigini
gostermektedir. Bu durum o6zellikle flg operonunda daha 6nce de tanimlanmistir (Lee ve
Hughes 2006). Yine transkriptom analizinde elde ettigimiz sonuglarda, hareketlilikten

sorumlu fl[JAB ve motB genlerinin ifade seviyesinin azalmasi ile hareketin biiyiik dl¢iide
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engellendigi iligkilendirilmistir. Calismamizda bu durum, seqA mutantinda bireysel yiizme
(swimming) ve toplu go¢ hareketlerinin (swarming) her ikisinin de Onemli oOlgiide
engellendiginin morfolojik testlerle tanimlanmasi sonucunda desteklenmistir. Ayni sekilde
curli fimbriya yaninda, seliiloz biyosentezinden de dolayli bir sekilde sorumlu oldugu bilinen
csg operonu ile ilgili genlerin seqA mutantinda transkripsiyon oraninin diismesi, kalkoflor
baglanma testi ile bu mutantta tanimlanan seliiloz iiretimindeki azalmanin nedeni olarak
aciklanabilir. S6z konusu mutantta seliilozun azalmasina paralel olarak seliillaz enzim
iretiminin diismesi de genetik regiilasyonun dogal bir sonucu olarak meydana gelmis
olabilir. Tim bu bulgular seqA geninin Oncelikle flagellar ve fimbriyal yapilarin
regiilasyonunu gerceklestirerek biyofilm olusumunun ilk asamasma (ylizeye tutunma)

miidahale ettiginin molekiiler destekleridir.

segA mutantinda genetik yapinin stabilitesi ve ifadesi ile iliskili genlerden transkripsiyonel
ifade degisimleri bakimindan en ilging olan1 ekzodeoksiribonukleaz VIII enzimini kodlayan
gen i¢in belirlenmistir. Bu genin transkripsiyonu segA mutantinda ciddi bir oranda artmistir.
Bu durum segA geni yoklugunda genetik stabilitenin ciddi bir riske girdigini ve replikasyon
sonras1 bir tamir enzimi olan ekzodeoksiribonukleaz VIII iiretiminin artirilarak bu duruma
yanit gelistirdiginin isaretidir (Pietro vd. 2006). Bu mutantta mRNA ribozom 30S alt iinitesi
ile iliskilenmeyi saglayan S15 ve 50S alt {nitesinin bilesiminde bulunan ve protein
translokasyonunda rol oynayan L36 (Ikegami vd. 2005) protein genlerinin ve 1S3 transpozaz
genlerinin transkripsiyon oranlarindaki artig ise bozulan genetik stabilite ve elastisiteye karsi
gelistirilen hiicresel bir yanita isaret etmektedir. SeJA mutantinda baskilanan fimbriyal
saperonlar, faj ve plazmid replikasyon proteinleri bu mutantta metabolik yiikiin azaltilmas1
ile iliskili regiilasyon karakteristiklerinin tipik 6rnegidir. Bu 6ngoriimiizii destekleyen en
onemli bulgu ise, Tip-III salg: sistemini kodlayan SPI 1’in (Salmonella Patojenite Adasi 1)
transkripsiyonel aktivatorii olan rtsA geni transkriplerinde belirlenen disiistiir. RtsA
regiilatorii ayn1 zamanda dolayli bir sekilde bakteriyel swimming hareketini de pozitif yonde

etkiledigi kanitlanan bir regiilatordiir (Hamed vd. 2019).

Diger yandan, seqA mutantinda ATP, PTS ve MFS tasima sistemlerinin ¢cok sayida geninde
goriilen transkripsiyonun negatif regiilasyonu da, bu mutantta metabolik kisitlama yolu ile

cevresel adaptasyonun saglandig1 goriisiinii giiclendirmektedir. Tasiyic1 sistemlerle iligkili
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olan ve pozitif yonde regiile edilen genlerin en ilging 6rnegi ise maltoz regiilonu genleri
olarak tanimlanmistir (lamB, malE ve malK). Maltoz regiilonu igin belirlenen bu durum,
Salmonella’da besinsel stres yanitinin tipik bir ornegini teskil etmektedir. Zira, karbon
kaynaklarinin kullanimindaki sinirlamalar bu bakteride metabolizmanin ikincil karbon

kaynaklarina yonlendirilmesine neden olmaktadir (Kenyon vd. 2005).

Salg1 sistem proteinleri ve membran proteinleri bakimindan degerlendirildiginde, seqA
mutandinda fonksiyonu in vivo kosullarda tanimli tek bir genin (kompetens proteinini
kodlayan gen) transkpsiyon oraninda artis, diger salgi proteinlerini kodlayan genlerin
transkripsiyon oranlarindaki belirgin diisme (6zellikle fibriyal yapi salgi proteinleri ve Tip 1
ve Tip 3 salgi sistem proteinlerini kodlayan genlerde), metabolizmanin seqA geninden
kaynaklanan stresinin genel bir stres oldugunu tanimlayan 6nemli bir diger bulgudur.
Salmonella’nin 6zellikle biyofilm olusumu ve patojen konakgr iliskilerinde kritik bir role
sahip olan salgi sistemlerine ve patojenite adalarina ait birgok genin (Biao vd. 2020) segA
mutantinda diisiik oranda tanimlanan transkripsiyonu, azalan biyofilm {iretiminin ve
viriilansin (Ugur vd. 2018) mekanizmasini agiklamaktadir. segA mutantinda dogal sustan
farkl ifade edilen en ilging gen pagN geni olmustur. Transkripsiyon orani artan bu genin
Salmonella’da adhezyon ve invazyonda rol aldig1 diistiniilmekle birlikte (Lambert ve Smith
2008) detayli fonksiyonel tanis1 heniiz gerceklestirilememistir. Diger transkripsiyon orani

diisen genler ise veri tabani analizleri ile tanimlanmis teorik proteinleri kodlamaktadir.

Salmonella’da sinyal transdiiksiyonunda rol alan ve Ozellikle fimriyal, flagellar ve
kemotaksi ile ilgili fonksiyonlarda rol alan genlerde belirlenen negatif transkripsiyonel
regiilasyon, seqA mutantinda fizyolojik kosullarda tanimlanan hareket azalmasinin temel

nedeni olarak yorumlanmustir.

segA mutantinda dogal sustan farkli ifade edilen karbonhidrat metabolizmasinda gorev alan
genlerin transkripsiyonel regiilasyon karakteristikleri dikkate alindiginda, SeqA proteininin
yoklugunda, ptsG geninde oldugu gibi, glukoz gibi primer karbon kaynaklarinin
metabolizmasinda rol alan genlerin baskilandigi, bu durumda da organizmanin ikincil
karbon kaynaklaria (maltoz, etanol ve propandiol gibi) yoneldigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu

durumun, ayn1 zamanda Salmonella’nin konakg¢1 sisteme dahil oldugunda karsilagtig stres
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kosullara verdigi bir yanit oldugu degisik caligmalarda belirlenmistir (DSteeb vd. 2013,
Dandekar vd. 2014, Bumann ve Schorthost 2017). Karbonhidrat metabolizmasinda dogal
susa oranla meydana gelen kritik degisimlerin bu mutantta tipik bir fizyolojik karakteristigi

olan biyofilm olusumunun ciddi oranda diismesinin bir diger nedenidir.

segA mutantinda enerji metabolizmasinda gorev alan elektron tasima sisteminin ana
elemanlarini kodlayan genlerin transkripsiyon oralarinda meydana gelen genel artis ve tam
aksine amino asit merkezi metabolizmazinda rol alan genlerin transkripsiyonunda tespit
edilen genel azalma, daha 6nce de ifade edildigi gibi, SeqA geninde olusturulan delesyonun,
organizmanin metabolizmasinda biitiinsel bir stres yarattigini agik bir sekilde
gostermektedir. Bu mutantta, Salmonella’da anaerobik kosullarda iiretildigi belirlenmis olan
(Jeter vd. 1984) B12 vitamini sentezine katilan kobinamit kinaz geninin baskilanma durumu,
segA mutasyonundan bagimsiz olabilir. Zira bu denemede suslar mikroaerofilik kosullarda

iretilmistir.

Salmonella enfeksiyonunda anahtar rol oynayan ve segA mutantinda farkl: ifade edilen bes
genin (fljB, sipA, sipB, sseF ve bir holin geni) yaninda Salmonella viriilanshiginda rol aldigi
belirlenen tiim genlerin transkripsiyon oraninin istatistiki agidan anlamli bir sekilde diismesi,
segA geninin Salmonella patojenitesinde merkezi bir rol oynadigina agik bir sekilde isaret
etmektedir. Ozellikle Tip III salg sistemi efektdrleri olan, SipA, sipB, sseF’nin (Brummell
vd. 2001) negatif regiilasyonu bunun en 6nemli kanitidir. Diger yandan biyofilm peroksit
direng proteinini kodlayan genin transkripsiyon oranmin diismesi, SeqA geninin sadece
biyofilm olusumunda degil ayn1 zamanda ¢evresel kosullara direncin kazanilmasinda da rol
oynadiginin ilk kanitidir. Tim bunlarin diginda transkriptomik veriler, segA geninin
Salmonella’da fonksiyonel olup olmadig1 heniiz tanimlanmamis bir¢ok genin regiilasyonuna
da katildigin1 gostermistir. Bu genlerin fonksiyonel analizleri, bu ¢alismadan elde edilen
verilerin ileri diizeyde detaylandirilmasi acisindan Onem tagimaktadir. Amino asit
metabolizmasinda gorev alan global regiilatorlerin varliginin ve bazi stres kosullarinda
amino asit merkezi metabolizmasinda rol oynayan genlerin transkripsiyonunun proteomik
ve transkriptomik analizler sonucu biiyiik 6l¢iide inhibe edildiginin tanimlanmis olusu

(Borchert vd. 2020) bu ¢ikarimimizi desteklemektedir.

82



segA mutantinta yiiriitiilen transkriptomik analizlerin son asamasinda dogal sustan farkli
olarak iiretilen miRNA’lar belirlendi. Tespit edilen 18 adet mikro RNA’nin 4 adeti ilk kez
bu calismada tanimlanan miRNA’lardir. Bunlarin igerisinden nuoK ve flgC genlerini
hedefledigi belirlenen miRNA’larin transkripsiyon oranlarindaki artis, ayni genlerin mRNA
tranksriplerindeki artis ile paralellik saptanmistir. Bu durum s6z konusu miRNA’larin nuoK
ve flgC (Flannagan vd. 2009, Lu vd. 2010) genlerinin {iriinlerinin posttranskripsiyonel

regiilasyonunda oynadig1 rolii net bir sekilde kanitlamaktadir.

Transkripsiyon sonrasi diizenleyici mekanizmalar, normal bir fizyolojik siirecin (yani hiicre
duvari yenilenmesi) uyarilmasiyla siirdiiriilebilir. Analiz edilen tim membran proteinlerinin
peptidoglikan ile iliskisinin, seqA eksikliginde anlamli derecede degismis olmasi gergegi,
temel bir membran fizyolojisi siirecinin degisebilecegini diisiindiirmektedir. Bakterilerin
yiizey aktif maddelerle kaplanan yiizeyler ile temas ettiginde 6n kosullandirmanin hiicrelerin
yiizeye tutunmasini 6nledigi bildirilmistir (Chen 2012, Choi vd. 2011). Benzer bir gozlem,
Pseudomonas fluorescens biyofilm hiicrelerinin % 95'inden fazlasinin yaklasik 0,33 mg/mL
CTAB'ye maruz kaldiktan sonra eradikasyonunu saptayan Simoes ve arkadaslar1 (2010)
tarafindan da bildirildi. Ayn1 ¢alisma grubu 2008’de CTAB'nin bagimsiz uygulamasinin P.
fluorescens'in (6 Log CFU / cm?) eradikasyonunda 6nemli 6l¢iide etkili oldugunu vurgulad.
Bu calismada tween-80’e maruz kalan mutant suslarin maruz kalan biyofilminde % 70
oraninda azalma saptandi. Bu bulgu baska bir gézlemle de desteklendi (Schreiberova vd.
2009). Splendiani ve arkadaslar1 (2006), Burkholderia biyofilminin azaltilmasi igin yirmi iKi
ylizey aktif maddenin potansiyelini degerlendirmis ve yiizey aktif maddelerin bakteri negatif
yiikiinii artirabilecegini ve hiicrelerin baglanma kapasitesini azaltabilecegini ortaya
cikarmigtir. CTAB ile muamele edilen P. fluorescens'in pozitif yiiklii hale geldigi
kanitlanmistir, bu da CTAB'nin hiicreleri negatif yiiklii kati yiizeyden g¢ikarmak yerine
yapistirdigini gosterir (Azeredo vd. 2002). CTAB, hiicrelerin yiizey degisikliklerini tesvik
etmenin yani sira, hiicre zarinin lipit bilesenlerini de pargalayabilir ve ikincil bir etki olan
hiicre lizizi olabilir (Gilbert vd. 2002, Simoes vd. 2006). Tez ¢alismas1 kapsaminda,
denemede kullanilan S. Typhimurium 14028 dogal sus ve onun segA mutantinin antibiyofilm
ajanlarma kars1 davranislar1 belirlenmistir. Nisin ile yiiriitiilen ¢aligmalarda; 10 mg/mL
nisinin kullanimi sonucu, dogal susta ve onun SegA mutantinda 72. saatte maksimum

antibiyofilm etkinligine ulasildigina isaret etmistir. Siprofloksasin de nisin gibi en yiiksek
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etkinligini 72. saat sonunda gostermistir. % 97 oranma varan biyofilm etkinliginin
engellenme giicii, oldukg¢a yiiksek bir degerdir. Alfa amilaz ilavesi ile dogal sus ve onun
segA mutantinda 72. saat sonunda % 70 oranina varan inhibisyonu etkinligi gerceklemistir.
Proteinaz-K, siprofloksasin gibi, S. Typhimurim dogal susu ve seqA mutantinda denenen
konsantrasyonlarin timiinde ve tiim deneme siirelerinde yiiksek bir antibiyofilm etkinligi
gostermistir. S0z konusu etkinlik 72. saatte en yiiksek seviyelere ulasmistir. CTAB dogal
susta, denenen tiim konsantrasyonlarda yiiksek bir antibiyofilm aktivitesine sahipken, seqA
mutantinda bu aktiviteyi siirdiirememistir. 72. saatte sSeqA mutantinda gézlenen antibiyofilm
aktiviteleri dogal susa oranla diisiik bir sekilde gerceklesmistir. 24. ve 48. saatlerde bazi
konsantrasyonlarda biyofilm miktarinda artis belirlenmistir. EDTA denenen tiim
konsantrasyonlarda ve tiim suslarda yiiksek antibiyofilm etkinligi gosterdi. Benzer
etkinlikler SDS i¢in de tanimlandi. Tween 80 denenen tiim suslarda 72. saatte diger
antimikrobiyallerden diisiik de olsa antibiyofilm etkinigi gosterdi. Ancak diger inkiibasyon
stireleri ve konsantrasyonlarda s6z konusu etki sabit bir durum arz etmedi. 1 mg/mL nisin +
10 mM EDTA + 5 pg/mL CIP kombinasyonu nisin ile hazirlanan kombinasyonlar igerisinde
en etkin antibiyofilm konsantrasyonu olarak belirlendi. Bu konsantrasyonlar c¢evreci ve
tiketici saglhigt acisindan herhangi bir zararli etkinin meydana gelmedigi
konsantrasyonlardir. Zira s6z konusu konsantrasyonlarin daha yiiksek oranlari gida
korumasinda, bu ajanlarla tek tek yapilan muamelelerde kullanilmaktadir. Bu proje
kapsaminda gelistirilen kombinasyonlar Salmonella biyofilmlerinin etkili bir sekilde
engellenmesi i¢in potansiyel arz etmektedir. Gergek etkinliklerinin ve ticari kullanim
olanaklarinin belirlenebilmesi igin endiistriyel uygulamalara gegilmesi gerekmektedir. SegA
proteini iretimi engellenmis mutantlarinda biyofilm etkinliginin yiiksek derecede
diismesinin molekiiler mekanizmalarla kanitlanmasi, biyofilm yapilari ile miicadelede SeqA
inhibitdrlerinin kullanilabilecegini agik bir sekilde gostermektedir. Bu alternatif antibiyofilm
stratejilerine 151k tutmasi, caligmanin uygulama boyutundaki yenilik¢i yanini ve yaygin etki

potansiyelini tanimlamaktadir.

Son olarak glukoz ve safra tuzlarinin Salmonella biyofilmlerinin olusumu iizerindeki
inhibisyonu etkisinin belirlenmesi, biyofilm olusumu ile g¢evresel metabolitlerin
konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiye yeni boyutlar kazandiracak nitelik tasimaktadir. Safra

tuzu stresine bagli olarak biyofilm miktarlarinin denenen tiim suslarda diismesi, 6zellikle
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Salmonella’nin konak sisteme dahil oldugunda safra stresine bagli olarak biyofilm tiretimini
tetikledigi 6ngorisiinii ¢iiritmektedir. sSegA geninin bozulmasiyla iligkili safra duyarliliginin
nedeni  bilinmemektedir. S. Typhimurium enfeksiyonun bagirsak asamasinda
gerileyebilecegini, yapilan c¢alismalar dogrultusunda SegA mutantlarinin  safra
duyarliligindan kaynaklanabilecegini ve bunun da membran kararsizliginin bir sonucu
olabilecegini varsayiyoruz. E. coli'de seqA mutantlari, ¢esitli boyalara karsi artan
duyarhiliklarini agiklayabilen, degistirilmis membran gegirgenligi (Wegrzyn vd. 1999) ve
anormal fosfolipid bilesimi (Daghfous vd. 2006) gosterir. S. Typhimurium segA
mutantlariin hiicre zarimin da ayni sekilde kararsiz olduguna dair goézlemimiz, safra
duyarlilig1 ile gecici olarak iliskilendirilebilir, ¢linkii konjuge olmayan safra tuzlari difiizyon
yoluyla hiicreye girebilir (Thanassi vd. 1997). E. coli'de, segA'nin E. coli dis membrani ile
replikasyon dongiisiine bagli bir sekilde birlestigi gosterilmistir (Slater vd. 1995). Bu
nedenle, segA'nin hiicre zari stabilitesindeki yapisal rolii ve ayni zamanda membran
stabilitesine dahil olan genlerin ekspresyonunu diizenleyebilecegine isaret etmektedir
(Strzelczyk vd. 2003, Wegrzyn vd. 1999). Diger yandan glukoz stresinin de biyofilm
izerinde inhibisyonu etkisi yaratmasi, tiim ¢evresel stres kosullarinin biyofilm olusumunu
tetiklemeyeceginin agik kanitlaridir. Ozellikle seker konsantrasyonunun bu beklenmedik
etkisi biyofilm yapilarindan korunmada yeni yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in bir hareket

noktas1 olusturabilir.

Tez calismasinda, S. Typhimurium 14028 segA mutant suslarinda biyofilm etkinliginin
diismesinin ana nedeninin flagella, hareket, iki elemanli sistem regiilatorleri,
transkripsiyonel regiilatorler, karbonhidrat metabolizmasi, amino asit metabolizmasi,
membran iligkili yapisal, tasiyici proteinler ve diger ekzoenzimler yaninda DNA stabilitesi
ile iliskili genlerin transkripsiyonel ya da posttranskripsiyonel regiilasyonunun degisimi
oldugu belirlenmistir. SegA geni; ¢ogu Salmonella’nin merkezi metabolizmasinda rol alan
bircok genin pozitif ya da negatif regiilatorii olarak islev gérmektedir. Bu durum segA
geninin sadece biyofilm yapilari i¢in bir ana regiilator olmadigini, ayn1 zamanda Salmonella
merkezi metabolizmasinin da global regiilatorii oldugunu kanitlamaktadir. Bu agidan
calisma bulgulari orijinaldir ve bilime katki degeri tasimaktadir. Bu bulgular ayrica, biyofilm

olusumunun engellenmesi amaciyla yiiriitiilecek tibbi ve endiistriyel uygulamalara yeni bir
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boyut kazandirmasi ile de ciddi bir uygulama potansiyeli yaratmaktadir. SeqA

inhibitdrlerinin bu dogrultuda kullanim olanaklarinin arastirilmasi énemlidir.

Diger yandan bu ¢alismada gelistirilen ve biyofilm olusumuna karsi yiiksek etkinlik gosteren
nisin ile kombine edilmis gida diizeyli ajan karigimlar1 tibbi ve endiistriyel antibiyofilm
caligmalarinda kullanilmak iizere, endiistriyel boyutta denemeler i¢in hazir durumdadir. S6z
konusu kombinasyonlardaki antibiyofilm ajanlarinin ucuz ve kolay bulunabilir olusu, cevre
ve insan saghgr icin ciddi riskler arzeden Salmonella biyofilmlerinin engellenmesinde

denenmesinin dnemine isaret etmektedir.
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