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Bu ¢alismada, S. Typhimurium 14028 dogal susu ve onun dam geni delesyona ugratilmig mutantinda
biyofilm olugumunun engellenmesi i¢in etkin preparatlarin dizayni yaninda, s6z konusu suslarin stres
kosullarinda verdigi yanitlar ve RNA ifade diizeyleri, karsilastirmal1 bir sekilde arastirildi. Bu denemeler
sonucunda; nisin 1 mg/mL + EDTA 10 mM + CIP 5 pg/mL kombinasyonu test edilen antibiyofilm ajanlari
arasinda en etkin antibiyofilm kombinasyonu olarak belirlendi. Diger yandan glukoz ve safra tuzlari ile
yaratilan stres kosullar altinda dogal sus ve dam mutantinda biyofilm olusumunun inhibisyonu belirgin bir
sekilde meydana geldi. dam mutantinda ayrica hareketlilik (swimming ve swarming), seliiloz ve seliilaz
tiretimlerinin yiiksek oranda engellendigi fenotipik testler sonucu tanimlandi. S. Typhimurium 14028 dogal
susu ile onun dam geni bakimindan mutant susunun trettigi biyofilm formlar1 kullanilarak yiiriitiilen
kargilagtirmali RNA seq analizleri sonucunda; dam geninin s6z konusu organizmada stres yaniti, biyofilm
iretimi ve merkezi metabolizmaya dahil ¢ok sayida genin regiilasyonuna dogrudan, ya da miRNA sentezini
regiile etmek suretiyle dolayli bir sekilde katildig: tespit edildi. Bu veriler dam geninin Salmonella’da

global regiilator olduguna dair ilk kamitlar teskil etmektedir.
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ABSTRACT
Master Thesis

TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS of BIOFILM REGULATION in IDENTIFICATION
of MOLECULAR REGULATION in Salmonella TYPHIMURIUM dam MUTANTS

Selma KECELI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa AKCELIK

In this study, the design of effective preparations for the prevention of biofilm formation in S. Typhimurium
14028 wild strain and its dam gene deleted mutant, as well as the responses and RNA expression levels of
these strains under stress conditions were investigated comparatively. As a result of these trials, nisin 1 mg
/ mL + EDTA 10 mM + CIP 5 pg / mL combination was determined as the most effective antibiofilm
combination among the tested antibiofilm agents. On the other hand, under stress conditions created by
glucose and bile salts, inhibition of biofilm formation in wild-type and dam mutant occurred significantly.
In addition, it was identified as a result of phenotypic tests that mobility (swimming and swarming),
cellulose and cellulose production was highly inhibited in the dam mutant. As a result of comparative RNA,
seq analyzes conducted using the biofilm forms produced by the wild type strain S. Typhimurium 14028
and its mutant strain in terms of its dam gene, the dam gene can directly regulate the stress response, biofilm
production, and central metabolism of a large number of genes in the organism in question, or indirectly by
regulating miRNA synthesis, were determined. These data constitute the first evidence that the dam gene

is a global regulator in Salmonella.

June 2021, 92 Pages
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1. GIRIS

Bakterilerin; canlilarin dokularinin ya da cansiz maddelerin yiizey yapilarina tutunmalart,
kolonizasyonlar1 ve bu siirecte so6z konusu hiicrelerin Tlrettigi ve hiicre disina
salgiladiklar1 ¢ok sayida tekrar eden alt iiniteden olusan makromolekiillerin olusturdugu
bir ag igerisinde (hiicre dis1 polimerik yapi, EPS) olusturduklart ¢ok katmanli yap,
biyofilm olarak tanimlanmaktadir (Davey ve O’Toole 2000). Bakteri hiicrelerinin
biyofilm yapisini olusturmasini tesvik eden ¢evresel kosullarin, genellikle bakterilerin bu
cevredeki kaliciliklarini ya da tiremelerini giiglestiren baski (stres) faktorleri olmaktadir.
Bunlar; hidrojen iyonu [H*] ile hidroksit iyonunun [OH"] derisimlerinin orani, ¢evredeki
karbon ve azot kaynaklarin yetersizligi, optimum gelisme sicakligindan belirgin bir
sekilde sapan sicaklik degisimleri, bakterilerin bulunduklari nislerde meydana gelen
oksijen seviyesi degisiklikleri veya iyonik kuvvetler gibi faktorler olabilir (Kostakioti vd.
2013). Bakterilerin, bulunduklari cevrelerde genellikle karsilagtigi bu gibi zorlayici
kosullara kars1 yasamda kalabilmek i¢in; ¢ok farkli fenotipik, genetik veya epigenetik
yanitlar olusturabildikleri bilinmektedir (Chia vd. 2008). Ozellikle bakterilerin plaktonik
yagsam formundan biyofilm formuna gegmesi esnasinda, bakteriyal genomlarin 6nemli bir
kisminin ifade yoniinden farklilastigi saptanmistir. Biyofilm formlarinin olusumundan
sorumlu genlerdeki farklilagmalar, biyofilmin tiire 6zgii fenotipinin ortaya ¢ikmasinda,
ya da var olan biyofilm fenotipinin degistirilmesinde temel basamagi olusturmaktadir
(Sauer 2003). Bakterilerin degisen ortam kosullarina uyum igin sahip olduklar1 bu genetik
esneklik, bulunduklar1 gevreyi algilama yollarini1 ve bu algi paralelinde olusturduklar
yanitlarin  biyolojisinin detaylt bir sekilde anlasilmasi agisindan biiyiikk Onem
tasimaktadir. Hareketli hiicreler, bir yiizeye tutunup EPS iireterek stabil bir yap1 olan
biyofilmi olustururken, hareketten sorumlu genlerin inaktif, matris iiretimi i¢in gerekli
olan genlerin de aktif hale getirildigi goriisii genel kabul gérmektedir (Monds ve O'Toole
2009).

Endiistriyel gida iiretiminde kullanilan arac/geregler, gida ambalajlart ya da dogrudan
gida hammaddeleri ve mamul gidalar tizerinde olusan biyofilm yapilarindan kaynaklanan
kontaminasyonlar ve buna bagli olarak gelisen enfeksiyonlar yiiksek diizeylerde

ekonomik kayiplara ve ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir (Brooks ve Flint 2008).



Evrensel boyutta gida kokenli patojenlerin en dnemlilerinden biri olarak kabul edilen
Salmonella cinsi iiyelerinin olusturduklart enfeksiyonlarin kaliciligini ve siirekliligini
saglayan en onemli etkenlerden biri, tek tiir ya da karisik tiirler ile birlikte olusturduklari
biyofilm yapilaridir. Salmonella enfeksiyonlarinin prevalansi, tiim diinyada goriilen gida
kaynakl1 enfeksiyonlar igerisinde ikinci sirada, ancak mortalite bakimindan birinci sirada
yer almaktadir (Hohmann 2001). Salmonella kontaminasyonlarinin baslica kaynaklart;
hijyenik kosullar, sosyal yap1 ve endiistrilesme diizeyi ile baglantili olarak degisiklikler
gostermekle birlikte, yar1 mamul et ve mamul et iriinleri, ¢ig yumurta, pastorize
edilmemis siit ve salata soslar1 olarak tanimlanabilir. Son yillarda 6nemli bir diger bulasi
kaynaginin ise, 6zellikle biyofilm etkinliginin tanimlanmasi sonucu, iyi islem gérmemis

bitkisel tiriinler oldugu saptanmistir (Zhang vd. 2000).

Biyofilmler dogal kosullarda genellikle birden ¢ok bakteri tiirii barindirmaktadir. Bu
durum, biyofilm yapilarindaki bakteriler arasinda yatay gen transferlerine uygun ortam
olusturmakta ve boylelikle bakteriyal gesitlilik ve 6zellikle de antibiyotik direnglilik
artmaktadir. Salmonella cinsi tiyeleri biyofilm olusturarak; kanatlilar, domuz ve sigir gibi
tarimsal tretimde kullanilan hayvanlarin bagirsak sistemlerinde kolaylikla tasinirlar
(Althouse vd. 2003, Ricke 2003, Morgan vd. 2004). Tiim dogal sistemlerde biyofilm
olusturabilme yetenekleri ve bu biyofilmlerin, onlar1 olusturan bakterilerin planktonik
formlarina karsi yiiksek etkinlik gosteren kimyasal ve fiziksel dezenfeksiyon ya da
sterilizasyon sistemlerinden genellikle etkilenmemesi, Salmonella enfeksiyonlarinin
kontroliinii ve eradikasyonunu gii¢lestiren ana nedendir (Joseph vd. 2001, Prouty ve Gunn
2003). Bu ana sorun, biyofilm olusumunun molekiiler mekanizmasinin detayli bir sekilde
incelenmesine ve elde edilecek bulgulardan hareketle, yeni kusak g¢evreci biyofilm

inhibitorlerinin gelistirilmesine elzem bir 6ncelik kazandirmustir.

Bakterilerde c¢ok sayida fizyolojik ve yapisal Karakterin epigenetik mekanizmalar
tarafindan regiile edildigi saptanmistir. Gliniimiizde 6zellikle Salmonella biyofilmlerinin
sik1 bir epigenetik regiilasyon altinda olduguna iligkin kanitlarin toplanmaya baslamasi,
bu alana olan ilgiyi biiyiik 6l¢iide artirmistir (Dubnou ve Losick 2006, Casadesus ve Low
2013). Bakterilerde epigenetik diizenlemelerde gorev alan enzimlerin en 6nemlilerin biri

DNA metilazlardir. S. enterica‘nin da igerisinde bulundugu Gammaproteobacteria



taksonunun ana metil transferaz enziminin deoksiadenin metil transferaz (Dam) enzimi
oldugu tespit edilmistir. Dam metilasyonu 5’GATC3’ tanima dizilerinde, adenin bazinin
6. pozisyonunda gergeklestirilir. Dam metil transferaz enzimi de, diger metil transferazlar
ile benzer bir sekilde, S-adenozin metionin kofaktoriini (SAM) metil grubu vericisi
olarak kullanir. Farkli bilimsel caligsmalar sonucu, bakterilerde gergeklestirilen DNA
metilasyonunun; gen ifadesinin diizenlenmesi, mobil DNA elementlerinin genom igi ya
da genomlar aras1 hareketliligi, DNA eslenmesinin zamanlanmasi, eslenen kromozomal
ya da plazmid DNA kopyalarinin yeni olusan hiicrelere dagilimi, replikasyonu yapilan
DNA orijin bolgelerin, yeni replikasyon dongiisiine girene kadar tecrit edilmesi
(sequestration) ve DNA replikasyonundan koken alan hatalarin tamirinde kritik gorevler
tistlendigi saptanmistir (Julio vd. 2001, Balbontin vd. 2006, Chatti vd. 2008). Giiniimiize
kadar, dam genlerinin Salmonella biyofilmlerinin regiilasyon iizerinde oynadigi role dair
cok az sayida bilimsel arastirma yapilmistir. Aya Castaneda vd. (2015) S. Enteritidis’de
dam geni mutantlarinda, sivi-hava ara fazinda pelikiil olusturma kapasitelerinin ve
polistiren yiizeylerde biyofilm olusturma diizeylerinin diistiigiinii tespit etmistir. S6z
konusu arastirmada ayrica, kivrimli fimbriya ve seliiléz tiretimin ana regiilatorleri olan
csgA ve csgD genlerini ifade diizeylerinin biiyilik oranda inhibe edildigi belirlenmistir. Bu
ve benzeri ¢aligmalarda kritik sorun tanimlanan fenotipik ya da fizyolojik degisimlerin
dogrudan Dam metilasyonu ile iligkisinin kurulamamasidir. Bu eksikligi gideren ilk
caligma, arastirma grubumuz tarafindan gergeklestirilmis ve dam mutantlarinda biyofilm
tiretiminin ve pelikiill olusturma Ozelliklerinin, metilasyon ile dogrudan iligkisi
fonksiyonel tamamlama testleri ile belirlenmistir (Ugur vd. 2018). Bu arastirmanin
devamu niteliginde tasarlanan bu tez ¢alismasinda, transkriptomik analizler sonucu dam
genlerinin biyofilm {iretimi tizerindeki etkinlik mekanizmasinin detaylandirilmasi ve bu

mekanizmanin kontrolii altindaki diger genlerin belirlenmesi amaglanmaigtir.






2. KAYNAK OZETi

2.1 Salmonella Cinsinin Genel Ozellikleri

Salmonella cinsi igerisinde tanimlanan ¢ok sayida serovaryetenin, kiiresel halk sagligini
tehdit eden 6nemli gida kokenli patojenler oldugu uzun zamandir bilinmektedir (Lee vd.
2015, Odoch vd. 2017). Gida kokenli enfeksiyonlar ve bu enfeksiyonlar sonucu 6liimler
dikkate alinarak Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan ¢ikarilan istatistiklerde,
yaklasik 80000 adeti 6liim ile sonuglanan milyonlarca vakanin % 50’sinin Salmonella
esaslt oldugu saptanmistir (Kirk vd. 2015). Diger yandan, Cin’de 2006'dan 2010'a kadar
gida kaynakli hastalik gozetim sistemi tarafindan toplanan veriler, Salmonellanin gida
kaynakli1 salginlara neden olan en yaygin ikinci bakteri oldugunu gostermistir (Pang vd.
2011). Son yillarda, S. Typhimurium’da antibiyotik diren¢ yayginlagmakta ve bu da onu,
daha ciddi saglik sonuglarina yol acabilecek yonde farkli bir boyuta evrilen kiiresel bir

sorun haline getirmektedir (Parisi vd. 2018, Jiu vd. 2020).

Salmonella cinsine dahil tiirler; Gram boyanma &zellikleri dikkate alindiginda Gram-
negatif, oksijeninin varliginda aerobik solunum, ancak oksijen yoklugunda fermentasyon
yolu ile enerji elde etme yeteginde, 0.5-1.0 (en) x 1-5 (boy) um boyutlarinda, genel olarak
flagella ile hareket yapabilen, ¢ubuk seklinde bakteriler olarak karakterize edilirler.
Laboratuvar kosullarinda ideal iireme sicakliklar1 37 'C, pH degeri ise ndtr pH degerlerine
yakin olarak belirlenmistir. Asidik pH degerlerine, diisiik su aktivitesine veya yiiksek yag
oranina sahip gidalarda sicakliga diren¢ gostermelerine ragmen, dondurularak depolanan
gidalarda Salmonella canliligi dikkate deger bir sekilde diigmektedir. Enterobacteriaceae
ailesine ait olan bu cins, insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda otonkton bir sekilde
bulunan patojen tiirler yaninda, soguk kanli hayvanlarin da gastrointestinal sistemine
0zgii baz1 tiir ve serovaryeteleri de igermektedir (Singleton ve Sainsbury 1996, Gibson
vd. 2006).

Salmonella cinsi, taksonomik olarak S. enterica ve S. bongori olmak iizere iki tiir altinda
simiflandirilmaktadir. Salmonella siniflandirmasiin ilk donemlerinde, giiniimiizde

serotip olarak tanimlanan her fakli {iye, tiir olarak kabul edilmistir. Ancak DNA-DNA



hibridizasyonu gibi daha gelismis genetik teknikler kullanildiginda bu serotiplerin
cogunun yiiksek derecede genetik benzerlik icerdigi kesfedilmistir. Ozetle serolojik ve
molekiiler genetik tekniklerin gelisimi, Salmonella taksonomisini 6nemli Olgiide
degistirmistir. Bugiline kadar, biiylik bir ¢ogunlugu insanda ve diger hayvanlarda
salmonelloz etmeni olan, S. enterica tiiriine ait 2600'den fazla serovaryete tanimlanmistir
(Mezal vd. 2014). Bunlarin igerisinde S. entericaserovar Typhimurium
(S. Typhimurium) bir¢ok iilkede baskin salmonelloz etmeni serotip olarak tespit
edilmistir. Ancak, s6z konusu baskin serotip kavrami, bulasi kaynagina ya da ekosistem
kosullarina gore degisim gosterebilmektedir (Barnhart ve Chapman 2006, Pieter-Jan vd.
2015, Simpson vd. 2018).

2.2 Biyofilmlerin Genel Ozellikleri

Biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarla ilgili ¢aligmalar, klinik enfeksiyonlarin ¢ogunda rol
oynadiklari i¢in giderek artan bir 6nem kazanmaktadir. Patojenik ve patojenik olmayan
mikroorganizmalar tarafindan kullanilan genel bir hayatta kalma mekanizmasi olarak
kabul edilen biyofilm formasyonu, bir matriks i¢inde kapsiile edilmis heterojen hiicrelerin
ylizeylere baglh ve iireme yetenegindeki yapilari ile karakterize edilmektedir (Kumar vd.
2017). Biyofilm ile iliskili organizmalar, transkribe edilen genlere gore
degerlendirildiginde,  planktonik  benzerlerinden  6nemli  diizeyde  farklilik
icermektedir. Biyofilmler, canli organizma dokulari, 6zellikle implantlar gibi tibbi agidan
kritik cihazlar, endiistriyel veya igme suyu sistemleri borulari veya dogal su sistemleri
dahil olmak tizere, ¢ok c¢esitli ylizeylerde olusabilir (Donlan 2002). Bakteriyel savunma
mekanizmasinin uyarilmasi, kolonizasyon i¢in uygun alan saglanmasi, quorum sensing
(yeter say1 algilama sistemleri) ve habitat igerisindeki planlanmayan ¢ogalma gibi gesitli
faktorler, biyofilm olusumunu hizlandirmaktadir (Jefferson 2004). Biyofilm matriksi,
antibiyotiklere ve diger olumsuz ¢evresel kosullara karsi biiyiik bir direng gelisimine ve
mikroorganizmalara korunakli bir ekolojik nis igerisinde kalmasina olanak saglayarak, bu
yapida bulunan hiicrelerin hayatta kalma oranin1 artirir. Bir biyofilm yapisi, icerisinde tek
bir bakteri tiirii veya birden fazla mikroorganizma barindirabilir. Mycoplasma
pneumoniae, Candida albicans (C. albicans), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa),

Staphylococcus epidermidis (St. Epidermidis), Mycobacterium tuberculosis (M.



tuberculosis) ve Mycobacterium abscessus (M. abscessus) gibi birgok tiiriin neden oldugu
biyofilm ile iliskili hastaliklar ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir (Kumar vd.
2017).

Biyofilm matriksi igeriginin % 97 gibi biiylik kismin1 su olusturmaktadir. Diger ana
bilesenler ise ekzopolisakkaritler (% 1-2), globuler glikoproteinler ve diger proteinler (%
1-2), deoksiriboniikleik asit, lipit ve fosfolipitler (% 1-2) gibi makromolekiillerdir. Ancak
yukarida ifade edilen bilesenler ve onlarin oranlari; biyofilmi olusturan hiicrelerin tipine,
biyofiziksel ve biyokimyasal ozelliklerine, hiicrelerin tireme ortaminin dogasina,
biyofilm ¢evresindeki akiskanin ¢esidi ve genel fiziksel Ozelliklere gore

degisebilmektedir (Allison 2003).

2.3 Biyofilm Olusum Asamalari

Bagimsiz yasam formlarindan biyofilm kommiinitelerine geciste temel asamalar;
biyofilm tesis edilecek yiizeylerde gergeklesen planktonik tutunma, bu ortamlarda
mikrokoloni olarak adlandirilan temel bazal biyofilm yapilarmin  olusumu
(kolonizasyon), hiicre disi polimerik bir ag olan matriks ile mikrokolonilerin
¢evrelenmeSinin tamamlanmasi ve optimum hiicre yogunluguna ulagma ile karakterize
edilen olgunlagsma ve olgun biyofilmlerden biyofilm formlarimin yoénlendirilmis bir
davranig1 ile ya da gevresel etkiler sonucu, hiicrelerin kopmasi (dagilma) olarak
tanimlanabilir. Tutunmanin geri doniisiimsiiz asamasinda hiicreler; tutunma hedefi olan
ylizeye yakin bir mesafede bulunurlar ancak, yiizeyle temas gergeklesmez. Bu evrede
yiizeyin fizikokimyasal ozellikleri, (yiikii ve hidrofobisitesi vb. gibi) ve besin
maddelerinin varligi kritik bir 6nem tasimaktadir. Bu fazdaki hiicreler sudan gegirme gibi
basit islemlerle ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler (Lindsay ve Van Holy 2006).
Hiicrelerin yiizeylere tutunmasinin ikinci asamasinda, organizma ile yiizeyler arasinda
gerceklesen hidrofobik etkilesimler ya da dipol-dipol etkilesimleri, iyonik ve kovalent
baglar agirlikli bir etkinlik gostermektedir. Geri donilisiimsiiz tutunma olarak da
adlandirilan bu sathada mikroorganizmalar flagellalari, fimbriyalar1 ve irettikleri EPS
(Ekstraseliiller polimerik madde) diger etkin yapilar olarak tanimlanmistir. Tutunan

hiicreler, diger hiicrelere sinyal molekiillerini gondererek, toplanmay1 baslatirlar. Bu



evrede bir hiicrenin tutundugu yiizeyde koloni meydana getirmesi (mikrokoloni olusumu)
tipiktir. S6z konusu kolonileri ayni ylizeyde bulunan farkli tiirlere ait hiicreler de

olusturabilir (Poulsen 1999).

Biyofilmdeki mikroorganizmalar, nihai (olgun) biyofilm yapilarini tesis ederken besin
maddelerinin ve oksijen konsantrasyonunun etkisiyle mantar ya da kule seklinde yapilar
olustururlar (Chmielewski ve Frank 2003, Klausen vd. 2003). Mikroorganizmalarin bu
maksimum hiicre konsantrasyonundaki olgun yapiyr olusturma stiresi, biyofilmi
olusturan hiicre tiirlerine ve ¢evresel kosullara bagh olarak degisebilmektedir (Stoodley
vd. 2002). Bu asamada hiicreler etraflarinda bulunan matriksin stabilizasyonu ile yiiksek
diizeyde antibiyotik direnci saglamaktadir (Kumar vd. 2017). Dérdiincii ve son asama,
olgunlasan biyofilmin dagilmasidir. Bu asamada; fiziksel asinma, hiicre igi enzimatik
reaksiyonlar, ortamdaki besin yetersizligi sonucu, matriks icerisinde bulunan hiicreler
koparak biyofilmden ayrilmaktadir. Bu silire¢ bazi arastirmacilara gore biyofilm
yapilarmin siirekliligi ve yayginligi i¢in dogrudan biyofilm hiicreleri tarafindan kontrol

edilen yonlendirilmis bir biyofilm fonksiyonu olarak goriilmektedir (O’Toole vd. 2000).

2.4 Salmonella Biyofilm Formlarimin Genel Ozellikleri

Salmonella cinsi bakterilerin bilyiikk bir ¢ogunlugu, dogal habitat ve niglerde ya da
laboratuvar kosullarinda bitki, cam, metal, plastik, et ve et iirtinleri ve bitkisel tiriinler gibi
biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma yetenegi igermektedir. Tiim bunlara
ilave olarak, Salmonella cinsi bakteriler insan safra taslar1 tizerinde de kolonize olarak
biyofilm formlar1 olusturabilirler. Biyofilm olusumunda daha 6nce tanimlanan temel
asamalar, Salmonella biyofilmlerinde de tipik bir sekilde gozlemlenmektedir (Stepanovié
vd. 2004). Salmonella cinsi bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin i¢erdigi ekstraseliiler
matriks bilesenleri; olustugu ortamdaki c¢evresel etkenlere ve besin cesitliligine gore
farklilik gostermektedir. Salmonella biyofilmlerinde baskin olarak gériilen morfotip, EPS
komponentleri ve onlarin regiilasyonu ile karakterize edilen ve Rdar (kirmizi, kuru ve
piiriizlii) olarak adlandirilan morfotiptir. Bu morfotipe ait biyofilmlerin matriks yapisinda
agirlikli olarak protein kompleksleri ve ekzopolisakkaritler bulunmaktadir (Latasa vd.
2005, Castelijn vd. 2012). Bu bilesenler biiyiik 6l¢iide curli fimbriya (kivrimli fimbriya),



seliiloz, biyofilm ile iliskili protein (Bap), O-Ag-kapsiilii ve ekstraselliiler DNA, olarak
tanimlanmustir. Biyofilmin ifade profilleri serovaryeteye 6zgiidiir ve temas yiizeyinin
biitiin 6zelliklerinden etkilenmektedir (Wang vd. 2014).

Salmonella cinsi tiyeleri epitel hiicreler {izerinde biyofilm yapisi olusturabilmek igin
fimbriyalara [uzun polar fimbriya (Ipf), tip 1 fimbriya (fim), plazmidle kodlanmig
fimbriya (pef), bovin kolonizasyon faktorii (bcf), curli fimbriya (csg)], selilloza ve
kolanik asite ihtiyag duymaktadir (Ledeboer ve Jones 2005, Ledeboer vd. 2006). Safra
taglar tlizerinde biyofilm olusturmak i¢in O-Ag-kapsiilii ve fimbriyanin alt birimleri
onemli bir faktor iken, bitki ylizeylerine tutunma saglayabilmeleri i¢in O-Ag-kapsiiliiniin
yanisira; flagella, curli fimbriya ve seliiloz ekspresyon diizeyleri 6nem arz etmektedir
(Barak ve Liang 2008, Berger vd. 2009, Crawford vd. 2010). Salmonella
biyofilmlerindeki ekstraselliiler matrikste bulunan kapsiiler hiicre dis1 polisakkarit olarak
bilinen kolanik asit; epitel hiicre yilizeylerindeki {i¢ boyutlu olusum ve HEp-2 hiicre
yiizeylerindeki ince biyofilm olusumu i¢in gereklidir (Ledeboer vd. 2006). Ayrica, LB
besiyerinde iiretilen Salmonella serovaryetelerinin sivi-hava ara fazinda yogun pelikiil
olusturma karakteristigi tizerinde de kolanik asidin 6nemli bir rolii oldugu belirlenmistir

(Solano vd. 2002).

2.5 Salmonella’da Biyofilm Formasyonunun Regiilasyonu

2.5.1 CsgD Proteini

Curli (kivrimli) fimbriya, hiicre yilizeyinde uzunlugu 0.5-1 um, ¢ap1 ise 6-12 nm arasinda
degiskenlik gosteren hiicre disi sert uzantilardir. Farkli hiicre tiplerinin hiicre dist
matriksinde bulunan; fibronektin, laminin ve plazminojen gibi proteinlere baglanma
(tutunma) yetenegi iceren bu proteiner yapi uzantilari, Salmonella hiicrelerinin birbirine
ya da degisik tip hiicrelere tutunmasini saglayan temel elemanlardir. Kivrimli fimbriya
tiretimine dahil olan genler, iki operon halinde organize olmustur. Bu operonlar; kivrimli
fimbriyanin yapisal bilesenlerini kodlayan csgBAC operonu, csgD transkripsiyonel
regiilatorii ve kivrimli fimbriya transport sistemini kodlayan csgDEFG operonudur

(Beloin vd. 2008). Kivrimli fimbriyanin bu genetik organizasyonu; Salmonella spp, E.



coli, Shigella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. ve Raoultella ornithinolytica gibi
enterik bakterilerde ortaktir (Gerstel ve Romling 2003). csgD geni; heliks doniis heliks
motifi igeren DNA baglanma proteinleri siiper ailesi olan LuxR benzeri bir protein
kodlamaktadir. S6z konusu protein, seliiloz ve kivrimli fimbriya olmak tizere, iKi hiicre
dig1 temel matriks bilesiginin pozitif regiilatoriidiir (Gerstel ve Romling 2003, Stepanovié
vd. 2004). CsgD transkripsiyonel regiilatorii, alici bir N-terminal bolgeye (domain)
sahiptir ve bu alanda korunmus bir aspartat (D59) bulunmaktadir. Kongo Kirmizisi (CR)
iceren kat1 besin ortaminda ¢sgD geni bakimindan mutant suslar, “saw” (diiz ve beyaz)
biyofilm morfotipinde saptanmaktadir (Romling vd. 2000). Yiiksek diizeyde regiile
edilen csgD promotor bolgesinde gergeklesmesi miimkiin olan nokta mutasyonlari (csgB
ve csgD genleri arasindaki 521 bg’lik bolgede) korunmus promotor bolgesini, yari
korunumlu hale getirebilmektedir (Romling vd. 1998).

2.5.2 BarA/SirA ve Csr sistemi

Gama-proteobakterilerde karbon tutumu regiilatorii (Csr) ¢ok sayida patojenin viriilans
faktorlerinin ekspresyonunda 6nemli gorevler almaktadir. CsrA, 61 amino asitten olusan,
oldukea kiigiik bir translasyonel regiilator proteindir. Global regiilator olan bu protein;
karbon metabolizmasi, flagella biyosentezi ve glikoliz reaksiyonlarinin pozitif
regiilasyonunda, biyofilm olusumunun ise, negatif regiilasyonunda gorev almaktadir.
Bunlarin yaninda, bu regiilator proteinin; glikojen biyosentezinde ve katabolizmasinda,
E. coli’de gerceklesen glikoneogenezde ve ayrica hayvan, bitki konakgilar: ile
etkisimlerde 6nemli roller aldigi saptanmigtir (Jonas 2008, Frohlich ve Vogel 2009).
Ornegin; CsrA regiilatorii, karbon aghigiyla ilgili olan glikojen sentezini ydneten
pgaABCD operonunun baskilayicisidir (Jonas 2008). Diger yandan, global bir
transkripsiyonel regiilatér olan SirA'nin, Salmonella Patojenite Adasi-1 (SPI-1)’de
bulunan genlerin ifadesini pozitif yonde kontrol ettigi belirlenmistir (Johnston vd. 1996,
Ahmer vd. 1999, Teplitski vd. 2003). SirA, proteini FixJ yanit diizenleyiciler ailesinin bir
elemanidir. S6z konusu aile tiyeleri BarA proteini ile birlikte hareket eden iki bilesenli
yanit regiilatorleridir (Altier vd. 2000, Teplitski vd. 2003). SirA / BarA ortologlari, E. coli
(UvrY / BarA), Pseudomonas tiirleri (GacA / GacS), Vibrio cholerae (VarA / VarS),

Erwinia carotovora (ExpA / ExpS) ve Legionella pneumoniae (LetA / LetS) dahil olmak
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tizere birgok bakteride mevcuttur. Bu bakterilerde; viriilans, hareketlilik, ikincil
metabolizma, ekzoenzim iiretimi, yeter say1 algilama veya biyofilm olusumu ile iliskili
genlerin ekspresyonunu kontrol ettikleri saptanmistir (Goodier ve Ahmer 2001, Lapouge
vd. 2008). E. coli'de UvrY / BarA, her biri RNA baglayici protein CsrA tarafindan taninan
bazi motifler iceren, translasyonu yapilmayan iki kiigiik RNA'nin yani csrB ve csrC'nin
ekspresyonunu aktive eder (Suzuki vd. 2002, Weilbacher vd. 2003, Babitzke ve Romeo
2007).

2.5.3 PhoPQ ve RstA

PhoP / PhoQ iki bilesenli sistem, S. enterica'daki cesitli fizyolojik ve viriilans
fonksiyonlar1 regiile etmektedir. Bu sistem, diisiik Mg?*, asidik pH ve antimikrobiyal
peptitler tarafindan aktive edilir (Groisman vd. 2009). iki bilesenli diizenleyici sistemlerin
aracilik ettigi sinyal iletimi, bakteri hiicrelerinin ¢esitli stres kosullarina hizla adapte
olmalarini ve hayatta kalmalarini saglar. PhoP / PhoQ iki bilesenli sistemde, PhoP yanit
diizenleyicisi ve PhoQ ise sensor kinaz olarak islevseldir. PhoQ proteini, Mg2*
konsantrasyonlarini spesifik bir sinyal olarak algilamaktadir (Vescovi vd. 1996). Cevresel
Mg?* konsantrasyonu mikromolar seviyelere diisiiriildiigiinde, PhoQ, PhoP proteininin
fosforilasyonunu tesvik eder (Vescovi vd. 1996, Shin ve Groisman 2005). Salmonella
enterica'da, diisiik Mg?" ile aktive olan PhoP proteini, memeli konakgilarda viriilans ve
diger fizyolojik siirecler i¢in gerekli olan bir¢ok genin transkripsiyonunu dogrudan
diizenler (Groisman 2001). PhoP / PhoQ sistemleri, Mg?* tasiyicilarini kodlayan mgtA ve
mgtB genlerinin PhoP ile etkinlestirilmesi nedeniyle Salmonella cinsi iiyelerinin sinirl
Mg?* konsantrasyonlarinda iiremesine olanak tanir (Soncini vd. 1996, Vescovi vd. 1996).
PhoQ aracili PhoP fosforilasyonu, asidik pH degerlerinde meydana gelir ve PhoP ile
aktive edilen genlerin pagA, phoN ve pmrD transkripsiyon seviyeleri, asidik kosullarda
tiretilen Salmonella suslarinda artis gosterir (Bearson vd. 1998, Perez ve Groisman 2007,
Prost vd. 2007). Belirli antimikrobiyal peptitlerin, PhoP tarafindan diizenlenen genlerin
bir alt kiimesinin ifadesini tesvik ettigi dikkate alindiginda, PhoP / PhoQ sisteminin
aktivitesinin en az li¢ farkli sinyale yanit verdigi ortaya ¢ikmaktadir (Bader vd. 2005).
PhoP / PhoQ sistemi ayrica diger diizenleyicilerin seviyelerini ve / veya aktivitelerini

kontrol ederek gen ekspresyonunu diizenler (Kato ve Groisman 2008). Bir yanit
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diizenleyici RstA ve onun ortak algilayicist RstB'den olusan RstA / RstB iki bilesenli
sistem, ifadesi PhoP / PhoQ sistemi tarafindan diizenlenen bir sistemdir. Escherichia
coli'de, PhoP proteini rstA promotoruna baglanir ve rstA geninin transkripsiyonu, yiiksek
bir Mg2* konsantrasyonunda iiretilen hiicrelerde PhoP / PhoQ sistemi tarafindan
baskilanir (Minagawa vd. 2003). RstA proteini, asidik strese adaptasyon i¢in gerekli bir
iriinii kodlayarak asr geninin transkripsiyonunu destekler (Ogasawara 2007). Sonug
olarak, asr geninin transkripsiyonu, diisiik RstA proteini seviyeleri nedeniyle phoP
geninden yoksun bir susta tam olarak aktive edilmez. Ek olarak, rstA geni, temel genler
yjeE, yeaZ ve ygjD'nin ¢ok kopyali bir baskilayicist olarak tanimlanmigtir (Campbell vd.
2007, Handford vd. 2009). Salmonella PhoP proteini ayrica diisik Mg2" diizeylerinde
rstA promotoruna dogrudan baglanir ve onu etkinlestirir. Yapilan ¢alismalarda bir
plazmidden asir1 eksprese edildiginde, spesifik olarak feoA promotoruna baglanan RstA
proteininin ferrdz demir (Fe?") tastyicist FeoB'yi kodlayan feoAB operonunun
transkripsiyonunu tesvik ettigi gosterilmistir (Jeon vd. 2008). Tiim bu genlerin ¢evresel
stres ve biyofilm formasyonu ile dogrudan ya da dolayl bir sekilde iligkili olusu, PhoPQ
ve RstA sistemlerinin biyofilm regililasyonunun global regiilatorii olma olasiligim

giiclendirmektedir.

2.6 Dam Metil Transferaz Enzimi

Cozeltilerde monomerik formda tespit edilen Dam metil transferaz enzimi; S-adenosil-L-
metiyonin (SAM) kofaktoriinden aldig1 metil grubunun, 5’GATC3' tetramer palindromik
serilerdeki adenin bazinin N6 konumuna transferini katalize eder. Bu enzimin dogal
substratt hemimetillenmis DNA'dir. Hemimetillenmis DNA dizilerinde, metilasyon
sadece DNA tek zincirinde s6z konusudur. Bu durum, hiicrelerde replikasyon gatalinin
hemen arkasindaki DNA konfigiirasyonunda gergeklesir. Cift sarmalli DNA, denatiire
DNA'dan daha iyi bir metil alicis1 oldugu i¢in, metillenmemis ve hemimetillenmis DNA
arasinda metilasyon orani bakimindan ¢ok az fark vardir (Herman ve Modrich 1982).
Dam metil transferaz enzimi, biri katalitik bolgede biri de allosterik efektoér bolgesinde

olmak tizere, iki 6zgiil SAM baglanma bolgesi igermektedir (Bergerat vd. 1991).
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Logaritmik fazdaki bakteri hiicrelerinde DNA'daki spesifik GATC bolgelerinin
metilasyonu oldukg¢a hizlidir. Kromozomal DNA igin bu siire maksimum 1 dakika iken,
plazmid DNA’da 2-4 saniye arasinda ger¢eklesmektedir (Allers vd. 1995, Stancheva vd.
1999). Ancak, replikasyon orijin bolgesindeki 5'GATC3' dizileri, diger DNA
bolgelerindekilerden daha uzun siire hemimetillenmis durumda kalirlar. Bu durum, sz
konusu bolgelere SeqA (replikasyon orijini tecrit proteini) baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Dam metil transferaz enziminin en yliksek saflastirilmis halinin
molekiiler agirligi 32 kDa (Kilo Dalton) olup, 278 amino asit igeren tek bir polipeptit
zinciridir. Enzimin devir sayisi, dakikada 19 metil transferi olarak saptanmistir. Dam,
tamamen metillenmemis bir bolgeye baglarken bile, DNA baglanma olay1 basina bir metil
grubu transferi gerceklestirir. DNA baglanmasi ve / veya metil transferi, tanima serisi
yakinindaki diziden 6nemli diizeyde etkilenir. Bu enzim i¢in en uygun yakin dizi
(kusatma sekansi) 5'-GGGGATCAAG-3 ' olarak tespit edilmistir. Dam enzimi, hedef
DNA dizisine spesifik baglanmay1 gerceklestirdikten sonra, DNA {izerinde kayma
hareketi yaparak islevselligini siirdiiriir. Kayma mekanizmasi, her enzim baglanmasi
gerceklestiginde enzim DNA'dan ayrilmadan once yaklasik 55 metillenmis GATC
bolgesinin olustugunun gosterilmesi ile kanitlanmistir (Peterson vd. 2006, Coffin ve
Reich 2008).

Logaritmik fazdaki E. coli K-12 susunda, hiicre bagimna 130 Dam molekiilii bulundugu
tespit edilmistir. Bu molekiillerin E. coli’de bir jenerasyon siiresi i¢erisinde DNA’daki
mevcut tim GATC bolgelerini metillenmesi i¢in, dakikada en az 39 metil grubu aktarma
yeteneginde olmasi gerektigi hesaplanmistir. Dam, Lon proteaz i¢in uygun bir substrattir
(Calmann ve Marinus 2003). Bu nedenle iireme hizina bagli transkripsiyonel kontrole ek
olarak, baska bir diizenleyici mekanizma daha igerdigi diisiiniilmektedir. E. coli'nin Dam
enzimi, SAM baglanmasinda rol oynadigi tespit edilen yiiksek oranda korunmus -DPPY -
dahil olmak {izere, dokuz amino asit dizisi motifinin ortak oldugu bir metiltransferaz
ailesinin iiyesidir. Bu enzimin yakin akrabalari; P1, T1, T2 ve T4 fajlarinda ve ECoRV,
FokI, Mbol, Nlalll ve Dpnll bakteri suslarinda tanimlanmistir. Dam’1n evrimi, SeqA ve
MutH ile birlikte evrim (uyumlu evrim) modeli ile agiklanmaktadir (Malone vd. 1995).
Dam enzimleri, Enterobacteriales, Vibrionales, Aeromonadales, Pasteurellales ve

Alteromonadales takimlar1 tiyesi bakterilerde bulunmaktadir. Bu taksonlarda dam
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genlerinin ortak 6zellikleri mevcuttur; 1. dam geni aroK ve aroB ile birlikte bir operonda
diizenlenmis durumdadir, 2. Dam ile ayn1 hemimetillenmig substrata sahip SeqA ve MutH
protein homologlar1 bulunmaktadir, 3. Dam enzimleri, replikasyon baslatic1 genini
(dnaA) replikasyonun orijininden (oriC) tecrit etmede goérev goriirler, 4. GATC
sekanslari, oriC ve dnaA promotorlarinda yaklasik 10 kat daha fazla temsil edilirler.
GATC dizilerinin metilasyon durumu (metillenmis, metillenmemis, hemi-metillenmis)
Dpnl, Dpnll, Sau3A (BfuCI), Dam, SeqA ve MutH proteinlerinin spesifik baglanmasini
etkileyebileceginden, bu tetraniikleotidin promotor veya diger DNA regiilator dizilerdeki
varligr da gen ifadesini etkiler. Bu durumda baskilayici veya aktivatdr baglanmasinin
onlenmesi veya tesvik edilmesi yoluyla gen ifadesi regiile edilir (Brezellec vd. 2006).
mtlA, cdd, flhD, gcd, ycdZ, yffE, ppiA, proP ve srl (gut) operonlar1 yaninda, hrsA, kdgT
(Fnr), pspA, yjdG (IHF), fep (Fur), carA (CarP, IHF), agn43 (flu) (OxyR), ppiA (Lrp,
CAP) ve yhiP (Lrp) genlerinde de siklik AMP baglayict protein (CAP) baglanma
bolgelerinde  diferansiyel CAP  baglanmasi  yoluyla Dam  metilasyonu
gerceklestirilmektedir. Protein baglanma bdlgeleriyle ortiisen ve GATC igeren diger
genler: hrsA, kdgT (Fnr), pspA, yjdG (IHF), fep (Fur), carA (CarP, IHF), agn43 (flu)
(OxyR), ppiA (Lrp, CAP) ve yhiP (Lrp) olarak tanimlanmistir. Promotorlarda metilasyon
aktivitesine ait bazi 6zel kosullar tespit edilmistir. Ornegin; karbamoil fosfat sentaz
(carA) gen promotorunun GATC metilasyon seviyesinin kiiltiirel kosullara bagli bir
degisim gosterdigi saptanmistir. Arjinin ve pirimidinler mevcut oldugunda, s6z konusu
promotorda bunlarin yoklugundan daha fazla metilasyonun gergeklestigi tespit edilmistir.
yhiP geninde GATC'in Lrp ile korunmasi, 16sin varligina gergeklesmektedir. RSpA,
ydjL, yahM, bhsA, yjdD, yhiP, yiaK, yidX ve yihU / V genlerinin kod igermeyen
bolgelerinde ek metillenmemis GATC boélgeleri bulunmustur, ancak bunlarin 6nemi

heniiz bilinmemektedir (Palmer ve Marinus 1994, Brezellec vd. 2006, Chahar vd. 2010).

E. coli’de bir ototransporter protein olan antijen 43’ti kodlayan gen (agn43) GATC
dizilerine sahip tipik bir gen 6rnegidir. Bu gen, promotor bolgesinde ii¢ - GATC- alanina
sahiptir ve bunlarin metilasyonu, tam transkripsiyon baslangicina yol agar. Gen
replikasyonu sirasinda, hemimetillenmis DNA’ya, Dam, SeqA veya OxyR proteinleri
baglanabilir. Dam enziminin GATC dizilerine baglanmasi siirekli transkripsiyona olanak

saglar. SeqA baglanmasi ise gegici bir durumdur ve nihai olarak bu protein Dam ile yer
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degistirir. Bununla birlikte, OxyR baglanmas1 SeqA'dan daha siki bir sekilde meydana
geldiginden, Dam enzimini dislayabilir. Boylece ikinci bir replikasyon turundan sonra,
bagli OxyR ile tamamen metillenmemis bir promotor bodlgesi olusturulur ve gen
transkripsiyonu bloke edilir (Kaminska vd. 2010). Metile edilmemis dizilere ek olarak,
hemimetillenmis GATC bolgelerinde de gergeklesen diizenleme, gen ifadesinin
regiillasyonunda gorev almaktadir. Ornegin; TnlO'un transpozisyon frekansi, IS10
serisinin saginda yer alan iki spesifik GATC bolgesinde hareket eden Dam'in hiicresel
konsantrasyonu ile dogrudan iliskili bulunmustur. Dam enziminin asir1 tretimi
transpozisyonu azaltirken, dam mutantinda transpozisyon oraninin arttigi tespit
edilmistir. GATC alanlarindan biri, transpozaz (tsp) promotorunun -10 bolgesiyle
ortlisiirken, digeri, transpozisyon eylemi i¢in hedef alanda ve IS10'un ucuna yakindir.
Kopyalanmayan DNA'da bu bdlgeler metillenmistir ve transpozisyon icin etkisizdir.
Replikasyon siirecinde bu bolgeler hemimetile durumdadir, ancak bunlardan sadece biri
transpozisyon i¢in aktive edilir. Bagka birka¢ E. coli promotorunun, -10 veya -35
bolgelerinde GATC bolgeleri saptanmistir. Bunlar sulA, trpS, trpR, tyrR ve gInS
genleridir ve bu genlerin ifadesinin, dogal tip susa kiyasla, dam mutantlarinda arttig
belirlenmistir (Barras vd. 1991). S6z konusu genlerin ekspresyonunun hemimetillenmis
konfigilirasyonda artip artmadigi ise, bilinmemektedir. Bu bulgular s6z konusu genlerde
transkripsiyonunun replikasyonla ¢akisma sorununun ¢éziimiine isaret etse de, bu konuda
net kanitlar elde edilememistir. TrpR baskilayici proteini igin; trpR geninin oriC ve trp
operonu arasinda yer almasi nedeniyle, trpR transkripsiyonundaki gecici bir artigin,
operonun eslenmesi (replikasyonu) meydana geldiginde ihtiya¢ duyulan Trp baskilayici
konsantrasyonundaki artis1 saglayabilmesi ile agiklanmaya galisilmistir. Ancak, bu

dogrultuda yapilan galismalar, bu fikri desteklememistir (Balbontin vd. 2006).

Dogal tip ve dam mutantlarinda global gen ifadesi, E. coli ve S. enterica'da mikrodizin
caligmalar1 ile karsilastirilarak, Dam enziminin genetik ifade iizerindeki etkinliginin
detayli bir sekilde belirlenmesini hedefleyen ¢alismalardan elde edilen veriler; genellikle
farkli tiir arka planlari, deneysel hedefler ve deneysel kosullar ile dizayn edilmis
oldugundan, birbirleri ile karsilastirilacak durumda degildir. Bununla birlikte, dam arka
planinda SOS gen ekspresyonunun aktivasyonu ve hareketlilikte diisiis her durumda tespit
edilmistir. RT-PZR yontemi kullanarak bazi1 SOS genlerinin transkripsiyonundaki artisi
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dogrulamistir. Oshima ve arkadaslari (2002), artan SOS regiilon ekspresyonuna ek olarak,
aerobik solunum, amino asit ve niikleotit metabolizmasina dahil olan genlerin, dam
mutant susunda daha yiliksek seviyelerde ifade edildigini bulmuslardir. Anaerobik
solunum, flagellar biyosentez, kemotaksi ve hareketlilik iizerinde etkili genlerde ise, gen
ifade seviyesinde diisme yoniinde bir regiilasyon tespit edilmistir. dam mutantlarinda dizi
verilerine ek olarak, YeaF (hiicre zarfi), G3P1 (gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz A),
GroEL (151 soku tepkisi), Pgk (fosfogliserat kinaz), SodA (siiperoksit dismutaz) ve G3P1
(gliseraldehit 3 fosfat) proteinlerinin ifadelerinde de énemli diizeylerde diismeler tespit
edilmistir (Riva vd. 2004). Lebner-Olesen ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yiiriitiilen
calismada; dam, segA mutantlar1 ve asir1 Dam ifadesi gergeklestirilen suslarin
transkripsiyon profillerini karsilastirildiginda, segA mutanti ve dam geni asir1 ifade edilen
hiicrelerin profillerinin ¢ok benzer oldugu belirlenmistir. Bu sonug; SeqA'nin replikasyon
catalinin arkasindaki hemi-metillenmis bolgeye baglandigini ve Dam enzimi yiiksek
konsantrasyonda iken, SeqA’nin bu islevinin engellendigini kanitlamaktadir. SeqA'nin
yoklugu kromozomal DNA'nin siiperhelisitesi arttigindan, transkripsiyon dogal tip
hiicrelerin fizyolojik siiperhelisel yogunluguna bagl olarak aktif olmayan promotorlarda
baglatilabilir. dam mutantinda, ifade seviyelerinde dogal tipe kiyasla énemli farkliliklar
gosteren, SOS regiilonu disinda genler de tespit edilmistir. Bunlardan biri, lac fiizyonlari
ile elde edilen dnaA’dir (Weitao vd. 2000). Diger yandan bazi g¢alismalarda SOS
regulonunun dogal tip hiicrelerde diisiik bir seviyede ifade edildigi, ancak dam
mutantinda ifade seviyesinin ¢ok yiikseldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, mutS
mutant1 da, neredeyse dam mutant1 kadar SOS regiilon ifadesine sahip bulunmustur. Bu
nedenle SOS regiilon genlerinin ekspresyonu, bir dam arka planinda uyumsuz onarimin
neden oldugu ¢ift sarmalli kirilmalarla iligkili olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak,
dogasi bilinmemekle birlikte, dam hiicrelerinde bir indiikleyici sinyal (muhtemelen RecA
ile kaplanmis tek iplikli DNA) olarak islev goren MutHLS kaynakli cift iplikli
kirilmalarin islenmesinden baska bir DNA substrati olmalidir. Bu 6ngorii i¢in bir olasilik,
dam mutantlarinda eszamanli olmayan ¢ogalmanin baslamasiyla ilgilidir. Birbirine ¢ok
yakin zamanlarda baglayan iki replikasyonda, catallarin birbirine ¢ok yakin aralikta
olmas1 nedeniyle ¢arpisma ve replikasyon catali ¢okmesi olaymin meydana gelmesi
kuvvetle muhtemeldir. Boylesi bir durumda agiga ¢ikacak ¢ift sarmalli ug¢, RecBCD

ekzoniikleaz icin bir substrat haline gelir ve bir chi bolgesi ile karsilasildiginda, RecA
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yiiklii tek sarmalli DNA olusturulur. Bu durum da SOS sinyali iiretimi ile sonuglanir
(Seshasayee vd. 2007).

Salmonella patojenite adas1 SPI-1'deki istila genlerinin (konak hiicre isgalini yoneten
genler) transkript seviyeleri dam mutantlarinda azalirken, std fimbriyal operonunun
transkripsiyon oraninin arttiginin belirlenmesi, Salmonella virulansligi ve patojenitesi
tizerinde dam etkisinin tespit edildigi kritik bir bulgudur. Belirli flagellar (fliCD) ve
kemotaksi (cheR, STM3216) genleri ve IppB lipoprotein geni i¢in de dogal sus ve dam
mutantlarinda ifade diizeyi farklanmalariin tespit edilmesi, yukarida anilan bulgulari
daha da onemli hale getirmistir. fli ve che genlerinin azalan ekspresyonu, muhtemelen
diisiik hareketlilik sonucunu dogurmaktadir. Konjugatif viriilans bir plazmit pSLT'nin
transfer operon (tra) genleri, dam mutantlarinda ifade artis1 gosteren bir diger grubu
olusturmaktadir. dam geni mutantlariin transkripsiyon profillerindeki tim bu
degisiklikler; muhtemelen azalan hareketlilik, zarlarda ve siipernatantlarda Std proteinin
birikimi, zarf kararsizlig1 ve indirgenmis viriilanslik ile iligkilidir. Bu ¢alisma, patojenite
adas1 ve flagella genlerinin karmasik diizenlemesine yonelik daha fazla arastirma icin

temel olusturmustur (Chahar vd. 2010).

Dam metilasyonu ile modiile edilen gen ekspresyonunun ornekleri, bakteriyofaj
sistemlerinde de agiklanmistir. Bakteriyofaj Mu'nun mom geninin ekspresyonunun Dam
metilasyonundan etkilendigi bulunmustur. Faj yasam dongiisiiniin sonlarinda ifade edilen
mom geni, adenini N6-karboksi-metil adenine doniistiiren bir modifikasyon enzimini
kodlamaktadir. mom geni faj yasam dongiisii i¢in zorunlu bir gen degildir. Ancak
mutantin kisith bir konake¢i araligi vardir. Bu da mom geninin fonksiyonunun faj
DNA'sin1 konak restriksiyon sistemlerinden korumak oldugunu diisiindiirmektedir. Dam
metilasyonu, E. coli OxyR diizenleyici proteinin, ii¢c GATC igeren faj Mu mom geninin
yukar1 akigindaki (upstream) 43-bg'lik bir bolgeye baglanmasini 6nler (Hatman vd. 1997).
OxyR baglanmasmin in vitro olarak metillenmemis DNA substratlarinda meydana
geldigi gosterilmis olmasina ragmen, baglanmanin in vivo hemimetillenmis bolgelerde
meydana gelmesi olasidir. Baglandiktan sonra OxyR baskilayici, Dam'm {i¢ kritik GATC
bolgesini metile etmesini engeller ve transkripsiyonun baglamasini, belki de RNA

polimeraz lizerindeki trans-aktive edici C proteininin etkisine miidahale ederek 6nler. Son
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olarak; faj Cre proteini, konagin enfeksiyonu sonrasinda, faj DNA’sinin kovalent olarak
kapali dairesel formunun olusumunda rol oynayan bakteriyofaj P1’e 0zgii bir
rekombinazdir. Yapisal genin promotoru -35 heksamerinde iki GATC igerir ve bunun
transkripsiyonu Dam tarafindan baskilanir (Garcia-del Portillo vd. 1999). Bu

diizenlemenin biyolojik 6nemi heniiz agiklanabilmis degildir.

2.6.1 Dam enzimlerinin bakteriyel viriilans iizerine etkisi

S. enterica'nmin dam mutantlarinda viriilanshk, ilk olarak fare model sistemleri
kullanilmak suretiyle arastirilmistir. Oral ve intraperitoneal uygulamalar sonrasinda sdz
konusu mutantlarda viriilanslik, dogal tip sus ile karsilastirildiginda, sirasiyla 1.000-
10.000 kez daha diisiikk seviyelerde bulunmustur (Garcia-del Portillo vd. 1999). dam
mutantlarinda virtilansin diigmesi; bakteriyal tutunmanin, invazyonun ve hareketliligin
azalmasi yaninda, zarf yapisinda meydana gelen dengesizligin ve safra tuzlarina karsi
duyarliligin gelisimi ile ilgili bulunmustur (Heusipp vd. 2007). dam mutantindaki bu
fizyolojik farkliliklar, muhtemelen safra duyarliligi haricinde, yukarida tartisildigi gibi
gen ekspresyonunun farklanmasindan kaynaklanmaktadir. Bu faktérlerin kombinasyonu,
ozellikle zarf kararsizligi, muhtemelen dam mutanti ile enfekte olmus hayvanlarda
yliksek diizeyde bagigiklik tepkisinden sorumludur. S. enterica dam mutantlarinin safra
duyarhiligi, bliyiik olasilikla ¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin olugsmasina tepki olarak
yanlis eslesme onarim sistemi tarafindan 6ldiiriillmelerinden kaynaklanmaktadir (Pietro
vd. 2006). Dam enziminin asir1 liretimi de S. enterica'da gen ifadesinin degismesine yol
agcmaktadir. Bu etki, DNA'nin siiper sarmalin1 degistirerek veya hedef dis1 metilasyon
yoluyla global transkripsiyonu degistiren SeqA fenokopilerinin iiretilmesi Sonucu
meydana gelebilir. Bir S. enterica segA mutantinin, oral uygulama yoluyla yiiriitiilen
hayvan denemelerinde azalmis viriilans gosterdigi belirlenmistir. Bu durum s6z konusu
mutantin safra tuzlarina artan duyarliligi ile agiklanmistir (Pietro vd. 2007). Dam;
Salmonella enterica, Haemophilus influenzae, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Klebsiella pneumoniae, enterohemorajik E. coli O157 gibi baz1 patojenik bakterilerde
viriilansin 6nemli bir bilesenidir. Bu durum ayrica Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, Vibrioaeotercosis, Yersinia enterocolitica, Brucellella abortella ve

Aeromonas hydrophila gibi patojenlerde de dogrulanmistir (Marinus vd. 2009).
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Metilasyonun viriilanslik iizerindeki etkileri, bu organizmalarda dam geni mutantlari
olusturarak veya Dam enziminin agir1 liretimine yol agacak diizenlemeler yapilmak
suretiyle incelenmistir. Ornegin; Yersinia enterocoliticanin tip III sekresyon sistemi
tizerinde dam-aracili bir diizenleyici etkinin Clp'ye bagl proteoliz yoluyla ortaya ¢iktigi
saptanmigtir (Falker vd. 2006). Tip Ill sekresyon sistemleri patojenik Gram-negatif
bakterilerde yaygindir. Yukarida ifade edilen bakterilere ek olarak, dam geninin, su
tirtinleri yetistiriciligi i¢in 6nemli bir balik patojeni olan Edwardsiell tarda'nin ve bir dis
patojeni olan Streptococcus mutans'in patogenezinde de 6nemli oldugu tespit edilmistir.
Streptococcus mutans'in dam mutantinda genel viriilansligin 6nemli 6lgiide zayifladigi
veya karyojenik potansiyele sahip genlerin ifadesinin degistigi saptanmistir. Gram-
negatif bakterilerin Tip VI sekresyon sistemleri (T6SS), bakteriyel 6ldiirme ve / veya
farkli konake1 hiicrelere karsi viriilanstan sorumludur. Hem fur (ferrik demir alimi igin
global transkripsiyonel baskilayic1) hem de dam, enteroagregatif E. coli'de epigenetik
anahtar olarak scil (T6SS) gen kiimesini diizenler (Sun vd. 2010, Banas vd. 2011). dam’
dan etkilenen bir baska viriilans ile iligskili fenotip, S. enterica’da dam geni
mutasyonundan, pSLT viriilans plazmidi ile F ve F benzeri plazmidlerin konjugal
transferinin etkilendiginin belirlenmesi ile ortaya ¢ikarilmistir. Viriilans plazmid,
retikiiloendotelyal sistemde proliferasyon igin gerekli olan 7.8 kb Spv bdlgesini ve
enfeksiyon silirecinin diger asamalarinda rol oynayan diger birkac geni tasir.
Kendiliginden aktarilabilen plazmidin hiicredeki varligi, kendisini tasiyan bakterilere
genigletilmis bir konakgt araligt yetenegi kazandirmaktadir. F ve F benzeri
plazmidlerdeki konjugal transfer, tra (transfer) operonunun artan ekspresyonu nedeniyle
hem S. enterica ve hem de E. coli'nin dam mutantlarinda baskilanmaktadir. Artmis
transkripsiyona, diizenleyici genler traJ ve finP iizerindeki etkiler aracilik eder. Dam
metilasyonunun bu genler iizerinde ters etkileri s6z konusudur. Ornegin; traJnin
transkripsiyonu dam mutantinda artarken, traJ ekspresyonunu antagonize eden kiigiik bir
RNA olan finP'nin transkripsiyonu azalir. Bu etkiler arasindaki etkilesim, tra operon
ifadesinin diizeyini belirler. traJ geninin ekspresyonu, pap geni gibi dam
metilasyonundan etkilenir. Promotor bolgesindeki iki GATC'den birine Lrp baglanmasi,
traJ ekspresyonunun seviyesini kontrol eder ve hemimetillenmis durumda kodlayici
olmayan sarmala baglanma, kodlama sarmalindan daha yiiksek oranda gerceklesir. Bu

durum; Tnl10 transpozisyonunda oldugu gibi, traJ ekspresyonunun da replikasyonla
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iliskili oldugunu ve yavru plazmidlerden sadece birinin, hemimetilasyon statiileri geregi,

transfer i¢in aktive edilecegini gostermektedir (Camacho vd. 2005, Brunet vd. 2011).

2.6.2 Dam metilasyonunun Salmonella’min viriilanshgindaki rolii

Son yillarda gergeklestirilen genetik taramalarin, transkriptomik ve proteomik
analizlerin, hiicre kiiltlirii ve fare enfeksiyon modellerinde organ analizi ¢alismalarinin
bir sonucu olarak, Salmonella dam geni mutantlarinin fenotipik etkileri detaylari ile
aydinlatilmaya baslamistir. S6z konusu mutantlarda bugiine kadar dam geni bozulmasi
ile dogrudan iliskili su fenotipler belirlenmistir; 1. Salmonella dam mutantlarinda, dogal
suslara oranla, bagirsak epiteliyle etkilesime girme kapasitesinde ciddi bir azalma
saptanmugtir. Buna bagli olarak da epitel hiicre istilas1 yetenegi diismiistiir (Garcia-del
Portillo vd. 1999). Bu kusurun ana nedeni, S. enterica patojenite adasi I'deki (SPI-1)
genlerin baskilanmasi olarak tespit edilmistir. dam mutantlarindaki verimsiz SPI-1
ifadesi, SPI-1 ana transkripsiyon aktivatorii HilD'nin seviyesinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica, hilD geninin dam bagmli diizenlemesinin posttranskripsiyonel siiregte
gerceklestigine dair kanitlar da elde edilmistir. 2. Salmonella dam mutantlarinda
hareketlilikte tipik olarak saptanan inhibisyon, konak hiicre isgalinin zayiflatilmasinin
ana nedeni gibi goriinmektedir. Transkriptom analizleri, dam mutantlarinda flagellar
genlerin ifadesinin farkli yonlerde etkilendigini kanitlamistir. Bu durum, dam
mutantlarinda fagellar genlerin regiilasyonunun modellenmesini zorlastirmaktadir. 3.
Dam metilasyonunun ger¢eklesmemesi, dis zar vezikiillerinin salinmasi ve proteinlerin
sizmasi ile karakterize zarf istikrarsizligina neden olmaktadir. Serbest vezikiillerde Tol
ve PAL zarf proteinlerinin peptidoglikana baglanmasinin bozulmasi sonucu protein
sizintisinin meydana geldigine dair bazi kanitlar elde edilmis olmasina ragmen, zarf
kirllganliginin artmasinin bu duruma yol actigina dair bulgular da saptanmistir. Bu
dogrultuda yiiriitillen ileri analizlerde, dam mutantlarindaki zarf kararsizligina katkida
bulunan bir faktoriin, Braun lipoproteinini kodlayan IppB geninin zayiflatilmig
transkripsiyonu olabilecegi tespit edilmistir (Balbontin vd. 2006). 4. Laboratuvar
kosullarinda ifade edilmeyen std fimbriyal operonu, dam mutantlarinda derepresyona
ugramakta ve StdA fimbriyal proteini iretilmektedir. dam mutantlarinin hiicre

ekstrelerinde tespit edilen en bol proteinlerden birinin Std proteini oldugu ileri
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stiriilmistiir. Std fimbriyanin dam mutantlarindaki bu ektopik iretim, S. Enterica’da
viriilansligin zayiflamasi ile sonuglandigr disiiniilmektedir (Pietro vd. 2007, Chessa vd.
2008). HAfR proteini dam ve segA mutantlarinda std ekspresyonunun aktivatorii olarak
tamimlanmustir. 5. Salmonella dam mutantlar1, biiyiik bir olasilikla zarf kirilganliginin
olugmasindan dolayi, safra tuzlarinin deterjan aktivitesine ¢cok duyarlt hale gegmektedir.
Bu durum da s6z konusu mutantlarin konakgilarinda sistemik kaliciligini dramatik bir
sekilde diisirmektedir. Ek olarak, replikasyon orijini uyusmazlik onarimi igin zincir
tecridi, dam mutantlarin1 safra tuzlarinin DNA'ya zarar veren aktivitesine karsi daha
duyarli hale getirmektedir (Prieto vd. 2004). Konak enfeksiyonu esnasinda safra
tuzlarinin neden oldugu DNA hasari, Salmonella DNA onarim fonksiyonlarinin genis
repertuarini harekete gegirmektedir. Safra tuzlar ile baglantili DNA lezyonlariyla baga
¢ikmak i¢in Dam metil transferaz enziminin; yanlis eslesme onariminin yani sira, baz
eksizyon onarmmini, SOS translezyon sentezini ve RecB aracili rekombinasyonel
onarimini da aktive ettigi saptanmistir (Prieto vd. 2007). Safra tuzlar1 zayif mutajenler
olmasina ragmen, yliksek safra konsantrasyonlari, kalict ve kronik enfeksiyonlara yol
acan Salmonella populasyonlarinda genetik polimorfizmi artirma etkinligine sahiptir
(Low ve Casadesus 2008). Enterohemorajik E. coli OH157: O7°de kolonizasyon ve
patogenez sirasinda kritik bir adim, aktin filamanlarimin birikmesi ve yonlendirilmesidir.
Bu sayede patojenin hiicre icine girisine olanak tanmiyan ydnlendirilmis fagositoz
tetiklenir. S6z konusu siirecin de yine Dam metilasyonunun Tip III salgi sistemini

etkilemesi yolu ile regiile edildigine dair bulgular elde edilmistir (Hayward vd. 2006).

Salmonella’da Dam metilasyon paternleri ile iliskili fenotipler i¢erisinden en az ¢aligilani
biyofilm yapilaridir. Bu dogrultuda yiiriitiilen ¢alismalarda metilasyonun Salmonella’da
ana biyofilm regiilatorleri tizerindeki etkileri kismen arastirilmis ve bazi serovaryetelerde,
ozellikle csgD promotorlarinda metillenen hedef serilerin bu global regiilatoriin
transkripsiyon diizeyini etkileyerek biyofilm olusumunun durmasina yol agtigi
belirlenmistir (Aya Castaneda vd. 2015). Benzer ¢alismalar SeqA proteini ile dogal ve
mutant suslarda yiiriitildiigiinde ise, seqA geninin Salmonella’da biyofilm olusumu
tizerine etkili olmadig1 belirlenmistir (Abdelwaheb vd. 2015). Konu iizerinde yiiriitiilen
diger calismalarda Salmonella’da iinite zar yapilarinda bulunan lipitlerin Dam metilaz

enzimlerinin ve SeqA proteininin varligina bagli olarak 6nemli oranda degisme gdsterdigi
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ve bu degismelerin biyofilm olusumunu istatistiki agidan anlamli diizeylerde etkiledigi
ileri stirtilmistiir (Aloui vd. 2010, Abdelwaheb vd. 2015). dam ve segA genlerinin
Salmonella biyofilmleri ile iliskisinin; dogal suslar, onlarin dam ve seqA mutantlar1 ve
mutant genler bakimindan komplementasyonu yapilmis konstraktlarinda detayli bir
sekilde dokiime edildigi tek calismada, kullanilan farkli serovaryetelerin tamaminda
biyofilm olusumunun dam ve segA genlerinin dogrudan regiilasyonuna bagli oldugu

gosterilmistir (Ugur vd. 2018).

2.7 RNA-Seq Analizleri

Gegtigimiz 10 yil igerisinde siirekli olarak gelisme gosteren RNA-Seq analizi ile ilgili
teknikler, molekiiler biyolojide genomik fonksiyona bakis agisini yeniden diizenleyen bir
ara¢ haline gelmistir (Stark vd. 2019). Genelde diferansiyel gen ekspresyonunun (DGE)
analizi i¢in kullanilan RNA-sekans: standart bir laboratuvar ¢alismasimin ilk asamasini
olusturmaktadir. Bunu; mRNA zenginlestirmesi, ribozomal RNA’nin uzaklastirilmasi ve
CcDNA sentezi yapilmak suretiyle CDNA kiitiiphaneleri olusturulmasi takip etmektedir
(Stark vd. 2019). RNA dizi analizleri; mRNA islenmesi (splicing) kapsaminin ortaya
¢ikarilmasi, kod yapmayan RNA’lar ve giiglendirici (enhancer) RNA’lar tarafindan gen
ifadesinin regiilasyonu gibi konularla ilgili ¢aligmalara ivme kazandirmistir. Gliniimiizde,
standart RNA sekans uygulamasindan, neredeyse 100 farkli yontem tiiretilmis
durumdadir ve bu alandaki garpici gelismeler, Illumina kisa sekans okuma cihazlarinda
gergeklestirilmistir (Illumina 2014). Ancak uzun okumali RNA-seq ve dogrudan RNA
sekans (dRNA-seq) tekniklerinde saglanan son geligsmeler, yontemin ileriye taginmasina
onemli katkilar sunmustur (Byrne vd. 2017, Smith 2017, Garalde vd. 2018). Perkins ve
arkadaslar1 (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada, Salmonella enterica serovar.
Typhi ve Typhimurium ompR regiilonunun konakg1 kolonizasyonunda yer alan genleri
belirlemek i¢in RNA-seq ve ChIP-seq yontemlerini kullanmiglardir. Bu ¢alismada S.
Typhi BRD948’in ompR regiilonunda mevcut 208 gen mikroarray yontemiyle
belirlenirken, 305 gen ise RNA-seq analizleriyle tespit edilmistir. S. Typhimurium
iizerine bir¢cok c¢alisma yapilmasma ragmen, bu cins bakterilerin hayatta kalmak ve
makrofajlarda c¢ogalmak icin kullandigi genetik programlama ile ilgili ayrintilar,

enfeksiyon sirasinda hiicre i¢i patojenlerin gen ekspresyonunu incelemenin zorlugu
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nedeniyle belirsiz kalmistir. Srikumar ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan ¢alismada;
transkriptom analizleri sonucu makrofajlarin enfeksiyonu sirasinda Salmonella’nin
transkripsiyonel mimarisi ve gen aktivitesi belirlenmistir. Sonu¢ olarak Salmonella
patojenite adast 14 (SPI14)’iin major polisistronik transkriptinin, makrofaj igi
ekspresyonunu kontrol eden STM0854°iin transkripsiyonel baglama bolgesi (TSS) dahil
olmak tizere 45 yeni TSS tanimlanmistir (Srikumar vd. 2015). Bir baska c¢alismada,
normal ve bagisiklig1 yetersiz olan farelerde, S. Typhimurium sistemik enfeksiyonun
dogas1 transkriptom analizleri ile incelenmistir. Hem patojenin hem de konakg¢inin
transkriptomunun ve sistemin, bir biitiin olarak degerlendirilebilmesi i¢in metabolik yol
ve proteomunun birlikte ele alindig1 caligmada; farelerden geri alinan S. Typhimurium
suslarma ait transkriptomik verilerin in-vitro olarak iretilen S. Typhymurim ile
karsilastirilmast sonucu, sistemik enfeksiyonlarin dogasinin belirlenmesinde 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir (Oshota vd. 2017). S. Typhimurium 14028 susunun, S.
Typhimurium LT2 ile transkriptomik olarak karsilastirildig: farkl: bir calismada dam gen
ekspresyonundaki farkli seviyelerin bakteriyel viriilans gen ekspresyonu, motilitesi,
flagellar sentezi, safra direnci ile iliskilendirilmistir. Calismada elde edilen verilere gore
14028 susunda dam geninin asir1 ekspresyonunda bireysel hareket ve topluluk hareketi
biiyiik oranda engellenirken, LT2 susunda bir degisim belirlenmemistir. Transkriptomik
analizler sonucunda gen ekspresyonlarmin farkli diizenlendigi saptanirken, ayrica DNA
metil transferaz enziminin diger genler lizerindeki etkisi ve regiilasyonu 14028 ve LT2
dogal suslariin dam mutant suslarla karsilastirilmasi sonucunda belirli bir diizeyde ifade
edilmistir (Badie vd. 2007). Ozetle transkriptomik analizler Salmonella’da gen ifadesinin
diizenlenmesi ve c¢evresel yanitlarin  gelistirilmesine iliskin  bilinmeyenlerin

aydinlatilmasinda temel araglardan biri haline gelmistir
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Bakteri suslar1 ve gelisme kosullar:

dam geni mutant1 ve dogal tip S. Typhimurium 14028 susu laboratuvarimizdaki kiiltiir
koleksiyonumuzdan alindi. Suslar, Luria Bertani Broth (LB) besi ortaminda 37 °C’de 200
rpm ¢alkalama hizinda 18 saat siire ile tiretildi. dam geni bakimindan mutant susumuz
kloramfenikol gen kaseti igerdigi i¢in lireme ortamlarina kloramfenikol antibiyotigi (20
ng mL?) ilave edildi. Biyofilm denemesinde kullanilan bakteri &rnekleri ise, tuz
icermeyen LB Broth (LB™!) besi ortaminda, 37 °C ve 20 °C’de statik kosullarda
tiretildi. Calisma siiresi boyunca tiim kiiltirler steril mikrosantrifiij tiiplerine % 15

oraninda gliserol eklenerek -20 °C ve 80 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2 Besiyerleri ve c¢ozeltiler

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

Icerik g/L

Tripton 10
Maya Ekstrati 5
Sodyum Klorid 10
Agar 15

Kalkoflor (40ug/mL) iceren Luria Bertani (LLB) Broth ve Agar (NaCl’siz)

I¢erik g/L

Tripton 10
Maya Ekstrati 5
Kalkoflor 0,04
Agar 15
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Luria Bertani (LB) Broth (NaCl’siz)

Icerik g/L
Tripton 10
Maya Ekstrati 5

Kongo Red’li LB Agar (Seliilaz Aktivitesi) g/L

Icerik g/L

Tripton 10

Maya Ekstrati 5
Sodyum Klorid 10
Karboksimetil seliilloz % 5

Agar 15

3.1.3 Cozeltiler

PBS (Fosfat Salin Tamponu) g/L

NaCl 8
KCI 0,2
NaHPO4 1,44
KH2PO4 0,24

%33°liik Glasiyel Asidik Asit Soliisyonu

Glasiyel Asedik Asit 33 mL
dH20 67 mL

% 95°lik Metanol
Metanol 95 mL
dH.0 5mL
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Kristal viyole
Kristal viyole 19

dH20 100 mL

Antimikrobiyal Ajanlar

Calismada kullanilan antimikrobiyal ajanlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan antibiyotikler,
dezenfektanlar

antimikrobiyal maddeler ve

Antimikrobiyal Ajan Sembol Coziicii Madde
Nisin N 0,1 N HCI
Siproflaksasin CipP 0,1 M HCI
Proteinaz-K - dH20
Alfa-amilaz a-amilaz dH20

Etilen Diamin Tetraasetik Asit EDTA dH20

Sodyum Dodezil Siilfat SDS dH-O
Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit CTAB dH20

Polietilen glikol sorbitan monolaurat Tween-80 dH-0

Proteinaz-K Stok Cozeltisi (mg/mL)

Proteinaz-K 20 mg
dH>0 1mL

Alfa-amilaz Stok Cozeltisi mg/mL

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

Nisin Stok Cozeltisi mg/mL

Nisin 20 mg
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0,1 N HCI 1mL

Siprofloksasin Stok Cozeltisi mg/mL

Siprofloksasin 25 mg
0,1 M HCI 1mL

CTAB (Hekzadezil Trimetil Amonyum Bromit) Stok Cézeltisi mg/mL
CTAB 15 mg
dH-20 100 mL

EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit) Stok Cozeltisi 0,05 M
EDTA 18,612 mg
dH20 100 mL

SDS (Sodyum Dodezil Siilfat) Stok Cozeltisi mg/mL

SDS 100 mg
dH20 1mL

Tween-80 Stok Soliisyonu

Tween-80 1,09¢
dH20 1 mL
3.2 Yontem

3.2.1 Salmonella suslarmin polistiren yiizeylerde biyofilm iiretim o6zelliklerinin

belirlenmesi

Salmonella suslarinin polistiren tizerinde biyofilm olusturma 6zelliklerinin incelenmesi

icin Vestby ve arkadaslar1 (2009) ve Stepanovic ve arkadaslari (2000) tarafindan 6nerilen

yontemler modifiye edildi. Bu amagla, NaCl icermeyen 5 mL’lik LB s1v1 besiyerlerinde

37°C’de, ¢alkalamali kosullarda (200 rpm/dk) bir gece boyunca (18 saat) gelistirilen aktif

kiiltiirlerden, 30’ar uL alinarak 100 uL NaCl’siz LB besiyeri ihtiva eden kuyulara inokiile
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edildi. Bakteri siispansiyonlarini iceren mikrotitre plakalar, 24, 48, 72 saat siiresince ve
20 °C’de, polistiren ylizeylere tutunma ve mikrokoloni olusumunun tesviki igin, statik
kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde, kuyular 2 defa steril fosfat
tuzlu tamponla (PBS) yikandiktan ve plakalar oda sicakliginda kurutulduktan sonra, %
95 konsantrasyonunda metanol uygulanarak, 10 dakika siiresince fikse edildi. Bu islemin
ardindan, 130 uL (% 0,1 hacim/gram) kristal viyole ¢ozeltisi biyofilm gelistirilen
kuyulara aktarildi. Boya inkiibasyonu i¢in plakalar oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
Daha sonra plakalar, steril distile su ile 2 kez yikandi. Biyofilm tabakasina baglanan
boyanin ¢oziinmesi igin kuyulara 130 pL (% 33 hacim/hacim) glasiyel asetik asit aktarildi
ve plakalar 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde ¢&ziinen
kristal viyole miktar1, ODsgs nm’ de ELISA okuyucusunda (Thermo Scientific Multiskan
Go, USA) olgtildii. Bu deneme, tiim suslar i¢in sekiz paralel ve iki tekrar olacak sekilde
gerceklestirildi. Biyofilm oOlgiimlerinin sonucu her sekiz paralelden alinan OD
degerlerinin ortalamasindan, kontrol (yalnizca NaCl’siz LB s1v1 besiyeri iceren kuyular)

kuyularinin OD degerlerinin ortalamasinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi.

3.2.2 Glukoz’un biyofilm olusumu iizerine etkisinin belirlenmesi

Polistiren yiizeyde biyofilm olusum deneyleri (3.2.1.”de kullanilan yontemle) kurulurken
daha 6nce hazirlanmis % 1, % 2 ve % 3 oranlarinda glukoz iceren LB™C! 96’1k
mikrotitre plakalarda bulunan kuyularin her birine 100 pL hacimlerde aktarildu.
Oncesinde spektrofotometrede ODsgs 0,2 ye ayarlannis 30 puL (18 saat 37 °C de
calkalamali inkiibatorde aktiflestirilmis) S. Typhimurium 14028 dogal susu ve dam geni
bakimindan mutant 14028 sus kiiltiirleri kuyulara inokiile edildi. Pozitif kontrol olarak S.
Typhimurium dogal ve Adam suslar glukoz eklenmemis LB™! besiyerinde gelistirildi.
Inokiilasyondan sonra mikrotitre plakalar 20 °C’de 28 saat, 48 saat ve 72 saat
inkiibasyona tabi tutuldu. Calisilan 96 kuyulu plak diizeni olusturulurken her zaman
dilimi ve her 6rnek i¢in 2 paralel ve 3 tekrar olacak sekilde deneme deseni olusturuldu
Biyofilm yapilarinin  kantitatif tayinleri yontem 3.2.1°de anlatildigi sekilde
gergeklestirildi.
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3.2.3 Safra tuzlarmin biyofilm olusumu iizerine etkisinin belirlenmesi

Polistiren yiizeyde biyofilm olusum deneyleri (2.5.’de kullanilan yontemle) kurulurken
daha once hazirlanmis % 0,1, % 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5, % 0,6, % 0,7, % 0,8, % 0,9
oranlarinda safra tuzu igeren LB™2! 96’11k mikrotitre plakalarda bulunan kuyularin her
birine 100 uL miktarlarinda aktarildi. Bu islem 6ncesinde, spektrofotometrede ODsgs 0,2
ye ayarlanmis 18 saat 37 °C de c¢alkalamali inkiibatorde aktiflestirilmis S. Typhimurium
dogal sus ve dam geni bakimindan mutant sus kiiltiirlerinden 30 pL kuyulara inokiile
edildi. Pozitif kontrol olarak S. Typhimurium dogal tip ve onun Adam suslar1 glukoz
eklenmemis LB™N2! besiyerinde gelistirildi. Hazirlanan plakalar 20 °C 28 saat, 48 saat ve
72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Calisilan 96 kuyulu plak diizeni olusturulurken her
zaman dilimi ve her 6rnek igin 2 paralel ve 3 tekrar olacak sekilde deneme deseni
olusturuldu Biyofilm yapilarinin kantitatif tayinleri yontem 3.2.1°de anlatildigi sekilde
gerceklestirildi.

3.2.4 Biyosiirfaktanlar ve biyoenzimlerin biyofilm olusumu iizerine etkilerinin
belirlenmesi

S. Typhimurium suslar1 (dogal tip ve Adam) 5 mL’lik NaCl icermeyen LB besi
ortamlarinda % 1 oraninda inokiilasyon yapilarak 37°C de 18 saat 200 rpm calkalamali
inkiibatorde gelistirildi. Inkiibasyon sonrasi aktif kiiltiirler, son konsantrasyonu
0OD595=0,2 ABS olacak sekilde diliie edildi. Biyofilm miktarinin hesaplanmasi i¢in 96
kuyulu mikrotitrasyon plaklarina 100 pL LB™! eklendi ve iizerine plak diizenine gore
sirastyla 30 pL farkli konsantrasyonlarda hazirlanan biyoenzim veya biyosiirfaktan
aktarildi. Ardindan bu kuyulara, diliie edilen sus kiiltiirlerinden 30 pl ilave edildi. Kontrol
kuyularma ise, sadece besiyeri konuldu. Bakteri ve kullanilan ajanlari igeren
mikrotitrasyon plaklar1 24, 48, 78 saat siiresince 20 °C’de statik kosullarda inkiibe edildi.
Caligilan 96 kuyulu plak diizeni olusturulurken her zaman dilimi ve her 6rnek igin 2
paralel ve 3 tekrar olacak sekilde deneme deseni olusturuldu. Inkiibasyon siiresi
bitiminde, dncelikle kuyularda bulunan siipernatant uzaklastirildi, besiyeri ve planktonik
hiicrelerinden tamamen arindirmak ic¢in kuyular 3 defa icerisinde bulunan total
siispansiyon miktar1 kadar (160 puL) PBS ile yikand1 ve 5 dk oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Biyofilm yapilarinin kantitatif tayinleri yontem 3.2.1°de anlatildig1 sekilde
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gerceklestirildi. Kullanilan biyoenzim ve biyosiirfaktanlarin  konsantrasyonlar1 ve

kombinasyonlari asagidaki ¢izelgede (Cizelge 3.2) oldugu sekilde hazirlanda.

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)
Ciprofilaxacin (0,25 pg/ul- 0,5 ug/ul- 5 pug/ul)
Proteinaz-K (0,2 mg/mL- 0,4 mg/mL- 4 mg/mL)
Biyoenzimler Alfa-amilaz (0,5 mg/mL- 1 mg/mL- 5 mg/mL)
Nisin (1 mg/mL- 5 mg/mL- 10 mg/mL)

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 + CIP5 pg/mL C

3.2.5 Transkriptomik analiz i¢in gergeklestirilen biyofilm denemeleri

Biyofilm iiretimi igin; 37°C’ de 18 saat tuzsuz Luria Bertani Broth (LB™') ortaminda
statik kosullarda iiretilen sus kiiltiirlerinden 400’er pL almarak 4600 pL steril LB™NC!
iceren 90 mm’lik petri plaklarina inokiile edildi (Ugur vd., 2018). Daha once yapilan
calismalarda maksimum biyofilm diizeyine ulagmasi i¢in belirlenen sicaklik ve siirede,
yani 20 °C’ de 72 saat boyunca bu ortamlar inkiibasyona tabi tutuldu. dam geni
bakimindan mutant olan S. Typhimurium 14028 susunun biyofilm iiretim denemelerinde
biyofilm kapasitelerinin énemli 6l¢iide azaldigi, daha dnceki ¢aligmalarda belirlenmis

oldugundan (Ugur vd. 2018), mutant susun olusturdugu biyofilm yapilarindan izole
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edilecek RNA’nin yeterli olmasi i¢in en az 3 kuyudan alinan biyofilm ornekleri

birlestirilerek RNA izolasyonu gergeklestirildi.

Biyofilm denemelerinde 20°C’ de 72 saat siiren inkiibasyon tamamlandiktan sonra, Petri
plaklarinda bulunan igerik tutunan hiicrelerin kopmamasina dikkat edilerek uzaklastirildi
ve zayif tutunan hiicrelerin ¢ikarilmasi i¢in sogutulmus fosfatla tamponlanmig su (PBS)
ile 3 kez yikandi (bu asamalarda olusan biyofilm tabakasinin kurumamasina dikkat
edildi.). RNA izolasyonu basamagi 6ncesinde biyofilm hiicrelerinin toplanmasi amaci ile
her bir Petri plagina 4 mL steril LB broth aktarildi ve hiicre kaziyici (cell scraper) yardimi
ile Petri plaklarinin tabaninda ve gevresinde olusan hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler
steril tliplere aktarilarak 4000xg’ de (+4 °C’ de) 10 dk boyunca santrifiij islemi uygulandi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra elde edilen hiicre ¢okeltisi RNA izolasyonunda

kullanildi.

3.2.6 Biyofilm yapilarindan total RNA izolasyonu

Bir 6nceki asamada anlatildigi sekilde (3.2.5) biyofilm 6rneklerinden elde edilen hiicre
¢okeltisi 0,2 mL PBS ile ¢oziildii. Izolasyon islemi Favorgen firmas: tarafindan optimize
edilmis Favorprep isimli kit ile yapildi. 1x10° yogunluktaki hiicre kiiltiirleri 2 mL’lik
vidali mikrosantrifiij tliplerine alindiktan sonra, 18000xg’de +4 °C sicaklikta 2 dk
santrifiij islemine tabi tutuldu ve slipernatant uzaklastirildi. Tliplerde santrifiij sonras1 elde
edilen hiicre ¢okeltileri {izerine, bakterilerin hiicre duvarimi pargalamasi igin kit
protokoliine gore hazirlanmis 0,1 mL lizozim soliisyonu ilave edilip, 37 °C’lik 1s1
plakasinda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Bu ortama; kitin i¢inde bulunan FARB
tamponundan 0,35 mL ve proteinlerin lize edilmesi i¢in B-Merkaptoetanol soliisyonundan
0,0035 mL muamele edildi. Bu karisimlar {izerine 250 mg asitle yikanmig 500~700 um
capinda cam boncuklar aktarilarak 5 dakika karigtirildi. Bu ortamlar 18000xg’de 2 dakika
oda kosullarinda santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra, siipernatant farkli steril bir
mikrosantrifiij tiipine alindi. Siipernatantin iizerine, siipernatant hacmi kadar % 70°lik
riboniikleazsiz etanol eklenerek karistirildi ve karistm mikro kolon tiipiiniin membran
filtresinin merkezine aktarilip 18000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Siiziintli uzaklastirildiktan

sonra, 0,06 mL riboniikleazsiz DNase 1 soliisyonu, membranda tutunmus olan DNA
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materyalini uzaklastirmak i¢in mikro kolon tiipliniin membrani iizerine aktarildi ve oda
sicakliginda 15 dk bekletildi. Mikro kolon tiipiine kitin igerisinde bulanan yikama
tamponundan (WB1) 0,5 mL eklenerek, 18000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Stziintii
uzaklastirildiktan sonra, kitin ig¢erisinde bulunan ikinci yikama tamponundan (WB2) 0,75
mL mikro kolon tiipline aktarildi ve tekrar 1 dakika 18000xg’de santrifiij islemi yapild1
(2 kez). Son asamada kolon 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi, kolon membranina
0,04~0,1 ml steril dH20 eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika bekletildi. 18000xg’de 1
dakika santrifiij islemi ile elde edilen ve Nanodrop’ta safligi 6l¢iillen RNA o6rnekleri -
80°C’de saklandi.

3.2.7 Biyofilm yapilarindan miRNA izolasyonu

Biyofilm yapilarindan miRNA izolasyonu islemi i¢in, Favorgen firmasimin FavorPrep
miRNA izolasyon Kiti kullanildi. izolasyon islemi, Kit protokoliinde iiretici firmanin
onerdigi basamaklar izlenerek gerceklestirildi. Deneye baslamadan 6nce ¢alisilan 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 dam geni bakimindan mutant suslarin biyofilm formlarindan miRNA izolasyonu
yapmak i¢in, oncesinde biyofilm kosullarinda gelistirilerek elde edilen hiicre ¢okeltisi
tizerine kit iceriginde bulunan “Lysis Buffer” soliisyonundan 200 pL eklenerek
kuvvetlice mekanik karistiricida karistirildiktan sonra, oda sicakliginda 10 dk
inkiibasyona birakildi. Bu siire bitiminde ortama 20 pL 2M NaOAc (pH=5.2) eklendi.
Sonrasinda 180 pL doymus fenol ve 40 pL kloroform soliisyonu ilave edilerek ortam
kanistirildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar 3 dk 12000 rpm’de santrifiij edildikten
sonra, olusan iist faz temiz mikro santrifiij tiipiine alindi. S6z konusu ortama, bir 6nceki
asamada alinan tist fazin % 35’1 oraninda etanol eklenerek tiip igerikleri karigtirildi. Elde
edilen siispansiyon steril toplama tiipiine yerlestirilen RNA kolonuna aktarilip 1 dk
inkiibe edildi. Bu siire bitiminde 30 saniye 12000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
slizlintii lizerine % 70 oraninda etanol eklendi. Toplama tiipiindeki karigim farkl steril bir
RNA kolonuna aktarilip 1 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi. Inkiibasyonun bitiminde
ortam 30 saniye siiresince 12000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutuldu. Bu agamada

kolon zarina baglanan miRNA’nin geri kazanilmasi i¢in yikama islemi gerceklestirildi.
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Kit iceriginde bulunan “Wash Buffer” 200 pL olacak sekilde RNA kolonu {izerinden
eklendi ve 1 dakika siiresince oda sicakliginda inkbasyona birakildi. Yikama islemi
yapilan ortam 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra, RNA
kolonu temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. Kolonun tam merkezine 50 uL “Release
Buffer” eklenerek 3 dk inkiibasyona birakildi. miRNA’y1 geri kazanmak i¢in 12000
rpm’de 3 dk santrifiij islemi gergeklestirildi. Saflagtirilmis miRNA ihtiyaca gore standart
etanol ¢oktiirme prosediirii ile daha da konsantre edilip, sonrasinda daha kiigiik hacimli
dH20 veya TE tamponu (pH=8) igerisinde yeniden ¢dziindiiriildii. Kalitesini kontrol
etmek i¢in NanoDrop spektrofotometresi kullanildi. Saflagtirilan miRNA 6rnekleri

80°C’de sakland:.

3.2.8 rRNA Uzaklastirilmas1 Basamag

Denemeler sonucunda elde ettigimiz total RNA Ornekleri RiboMinus Transcriptome
Isolation Kit, Bacteria (Thermo Fisher Scientific, Cat No:K155004, USA) kullanilarak
biiyiilk rRNA (18S ve 23S) molekiillerinden arindirilda.

3.2.9 ¢DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi ve dizilenmesi

cDNA kiitiiphaneleri hazirlamak i¢in 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 saflagtirildu.
Saflagtirma isleminin ardindan kit igerisinde yer alan NEXTflex Adenylation Mix
sayesinde cDNA dizilerinin son wuglarmmin 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 igslemi gerceklestirildi. Hazirlanan 6rnekler yine kit icinde yer alan NEXTflex
Uracil DNA Glycosylase, NEXTflex qRNA-Seq Universal Forward Primer, NEXTflex
PCR Mastermix ve NEXTflex gRNA-Seq Barcoded Primer reaktifleri kullanilarak,
onerilen PZR protokolii dogrultusunda amplifiye edildi. PZR amplifikasyonu sonrasinda
elde edilen kiitiiphane biyoanalizor cihazi kullanilarak fragman dagilimi agisindan

degerlendirildi. Uygun olmayan Ornekler ¢alismaya dahil edilmeyerek cDNA
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kiitiiphanesi olugturma basamagi tekrarlandi. rRNA'lar1 uzaklagtirilmig RNA 6rnekleri kit
icerisinde yer alan NEXTflex RNA Fragmentation Buffer igerisinde fragmente edildi.
Elde edilen RNA fragmanlari cDNA kiitiiphanesi hazirligi i¢in kalip olarak kullanildi ve
kit igerisinde yer alan NEXTflex First Strand Synthesis Primer, 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 Oncelikle kalite kontrolleri yapildi. Bu
basamakta diisiik kalite skoruna sahip dizi okumalar1, adaptor dizileri, adaptor-adaptor
ligasyonu sonucu olusan dizi okumalar1 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 okumalar1 evrensel

FASTQ formatinda saklandi.

Ileri transkriptom analizleri sonucunda farkliliklarin belirlenmesi amaciyla dogal tip ile
dam geni bakimindan mutant suslarin olgun biyofilm hiicrelerinin (sekans bagina iki
biyolojik kopya) diferansiyel ekspresyon genleri (DEG'ler) tanimlamak i¢in bu genlerin

karsilastirilmasi yapilarak gen ifade diizeyleri hesaplandi.

3.2.11 Farkh sekilde ifade edilen genlerin GO ve KEGG zenginlestirme analizi

DEG!'ler, tanimlanan genlerin biyolojik islevlerinin ve énemli Ol¢lide zenginlestirilmis
metabolik yolaklarin daha iyi anlasilmasina yardimci olmak i¢in, Gene Ontology (GO)

ve KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) zenginlestirme analizleri
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kullanildi. Bu ¢calismada hem GO terimleri hem de ayarlanmis P degeri <0.05 olan KEGG

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

3.2.12 Is1 haritasi

Farkli genlerin ekspresyon modellerini belirlemek i¢in bir 1s1 haritas1 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'larin 1s1 haritast ve hiyerarsik
kiimelenmesinde; Kirmiz1 daha diisik bir mRNA ifade seviyesini ve yesil ise, daha

yiiksek bir mRNA ifade seviyesini ifade etmektedir.

3.2.13 Bakterilerin yiizme ve yayma hareketinin belirlenmesi

Bu denemede S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)14028 dogal susu ve
onun Adam mutantinda, flagella ile gerceklestirilen “swimming” ve “swarming”
hareketleri belirlenmistir. “Swimming” motilite akigkan ve sivi ortamlarda bireylerin
flagella hareketi (rotasyonu) yardimiyla yaptiklari yer degistirmedir. “Swarming”

motilite ise yine flagella destegi ile ¢ok hiicreli harekettir.

“Swimming” motilite, 28 ° C'de 5 saat ve 37 © C'de 4 saat inkiibe edilen % 0,3 oraninda
agar iceren LB agar plakalarinda, 37 °C'de bir gecelik LB plaka kiiltiiriinden tek bir koloni
ile asilamadan sonra gozlendi. “Swarming” motilite, 37 °C'de bir gece LB plaka
kiiltiiriinden tek bir koloni ile asilamadan sonra 28 ve 37 °C'de % 0,5 glikoz ile takviye
edilmis % 0,5 LB agar plakalarinda analiz edildi. Asilama noktasindan hareketlilik
bolgesinin kenarina kadar olan yarigap 4 saat inkiibasyondan sonra 6l¢iildii. Tiim deneyler

iki paralel ve 4 tekrar olacak sekilde gergeklestirildi (Ahmad vd. 2016).

36



3.2.14 Seliilaz aktivitesi

Seliilaz aktivitesinin degerlendirilmesinde agar kuyu difiizyon testi uygulandi. Mutant ve
dogal tip kiiltiirler % 5 oraninda karboksimetil seliiloz igeren ve NaCl igermeyen LB sivi
besiyerinde 18 saat calkalamali kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi PBS
icerisinde ODgoo=5 0lacak sekilde kiiltiir siispansiyonlar1 hazirlandi. % 5 karboksimetil
seliiloz iceren 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 igeren PBS soliisyonu, agar yiizeyine 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 caplar1 seliilaz etkinliginin gostergesi olarak degerlendirildi

(Ahmad vd. 2016).

3.2.15 Kalkoflor Baglanma Deneyi

Calisilan suslar, seliiloz indikatorii olan kalkofloru iceren (fluorescent brightner 28,
Sigma-Aldrich, China, 200 pg/L) NaCl’siz LB agar besiyerlerinde iiretildi. Bu ortamlar
20 °C’de 8 giin stiresince inkiibasyona birakildi ve suslar bir hiicre dis1 matriks bileseni
olan seliilozu iiretip iiretmediklerine goére 366 nm UV 151k altinda degerlendirmeye tabi
tutulup fotografland1 (Kodak Gel Logic 200 Imaging System). Calisma 2 paralel ve 2
tekrarl olarak gergeklestirildi. 366 nm UV 1s1k altinda florosan 6zellik gosteren 6rnekler
selilloz tiretimi bakimindan pozitif; gostermeyenler ise seliilloz iiretimi bakimindan

negatif olarak degerlendirildi (Vestby vd. 2009).

3.2.16 istatistiki analiz

Istatistiksel analiz, GraphPad Prism 7.0 yazilimi kullanilarak yapildi. Sekillerde
gosterilen veriler, 3-8 farkli deneyin tekrarlanan 6rneklerinden elde edilen ortalama +
standart hatadir (SEM). Istatistiksel analiz, Bonferroni'nin post-hoc testi ile iki kuyruklu
Student t testi veya tek yonliit ANOVA ile gergeklestirildi. P <0,05 degerleri anlamli kabul
edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Nisin’in, Biyoenzimlerin ve Biyosiirfaktanlarin Polistiren Yiizeyde Biyofilm
Olusumu Uzerine Etkileri

4.1.1 Nisin

Nisin’in biyofilm yapisi iizerine etkisini incelemek amaciyla suslarm, 1 mg/mL - 5
mg/mL - 10 mg/mL konsantrasyonlarinda nisin varliginda, denenen suslarin biyofilm
tiretme kapasiteleri belirlendi. S. Typimurium dogal tip (wt) susunun biyofilm iiretim
kapasitesi; 1 mg/mL, 5 mg/mL vel0 mg/mL konsantrasyonlarinda nisin i¢eren ortamda
24. saatte sirasiyla; % 15,15, % 47,89 ve % 44,5 oraninda, 48. saatte ise 1 mg/mL
konsantrasyonunda nisin igeren ortamda % 30,34 oraninda artis gosterdi. 48. saatte 5
mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda nisin varliginda biyofilm tiretimi sirasiyla; %
17,17 ve % 27,86 oraninda diistii. Dogal susta biyofilm iiretimi kapasitesi 72. saatte
sirasiyla; % 8,03, % 13,86 ve % 22,24 oranlarinda diistis gosterdi. dam mutant susun 24
saatte drettigi biyofilm kapasitesi incelendiginde, 1 mg/mL nisin eklenen 6rneklerde %
35,87 oraninda azalma, 5 mg/mL nisin eklenen 6rneklerde % 53,36 oraninda azalma, 10
mg/mL nisin eklenen 6rneklerde biyofim miktarinda % 69,96 oraninda azalma belirlendi.
48 saatte lretilen biyofilm miktarlarinda, 1 mg/mL nisin eklenen 6rneklerde % 142,46
oraninda artis, 5 mg/mL nisin eklenen 6rneklerde % 54,09 oraninda artig, 10 mg/mL nisin
eklenen Orneklerde % 34,02 oraninda artig saptandi. 72. saatte tiretilen biyofilm
kapasitelerinde ise, 1 mg/mL nisin eklenen orneklerde % 41,66 oraninda azalma, 5
mg/mL nisin eklenen 6rneklerde % 64,9 oraninda azalma ve 10 mg/mL nisin eklenen

orneklerde % 74,37 oraninda azalma gozlendi (Sekil 4.1).

39



3,6
3,2

2,8
2,4
1,6
1,2
0,8
= RFF

dogaltlp dogal tip dogaltlp dogal tip dam (1)  dam (5) dam

OD595
N

o
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M 24 saat 1,063 0,902 0,554 0,59 0,223 0,143 0,104 0,067
m48saat 2,208 2,878 1,829 1,593 1,187 2,878 1,829 1,593
m72saat 3,702 3,405 3,189 2,879 1,354 0,79 0,475 0,347

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

4.1.2 Siprofloksasin (CIP)

S. Typimurium dogal tip (wt) susunun biyofilm tiretim kapasitesi 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL,
5 ng/mL konsantrasyonlarinda siproflaksasin igeren 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. dam mutant
susunda 24 saatte iiretilen biyofilm miktar1 incelendiginde, 0,25 pg/mL siprofloksasin
eklenen Orneklerde % 95,07 oraninda azalma, 0,5 pg/mL siprofloksasin eklenen
orneklerde % 91,93 oraninda azalma, 5 pg/mL siprofloksasin eklenen 6rneklerde % 80,72
oraninda azalma belirlendi. 48 saatte iretilen biyofilm miktarinda, 0,25 pg/mL
siprofloksasin eklenen orneklerde % 84,75 oraninda azalma, 0,5 pg/mL siprofloksasin
eklenen 6rneklerde % 85,93 oraninda azalma, 5 pg/mL siprofloksasin eklenen 6rneklerde
% 86,18 oraninda azalma saptandi. 72 saatte iiretilen biyofilm miktar1 dikkate alindiginda,
0,25 pg/mL siprofloksasin eklenmis orneklerde % 96,38 oraninda azalma, 0,5 pg/mL
siprofloksasin eklenen orneklerde % 96,6 oraninda azalma ve 5 pg/mL siprofloksasin

eklenen orneklerde % 97,64 oraninda azalma gbzlendi (Sekil 4.2).
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W 24. saat 1,063 0,074 0,051 0,074 0,223 0,011 0,018 0,043
48. saat 2,208 0,245 0,213 0,227 1,187 0,181 0,167 0,164
72. saat 3,702 0,082 0,081 0,094 1,354 0,049 0,046 0,032

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

4.1.3 Alfaamilaz

Alfa amilaz enziminin biyofilm olusumu tizerine etkisini incelemek amaciyla 0,5 mg/mL
- 1 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan a-amilaz ¢6zeltisi, biyofilm
tiretme ortamlarina ilave edildi. S. Typimurium dogal tip (wt) susunun biyofilm iiretim
kapasitesinde; 24. Saatte, 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda a-amilaz igeren
ortamda sirasiyla; % 42,43 ve % 29,92 oraninda azalma gozlemlenirken, 5 mg/mL
konsantrasyonunda a-amilaz igeren ortamda; % 9,12 oraninda artis belirlendi. 48. saatte
0,5 mg/mL. 1 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarinda a-amilaz varliginda sirasiyla; %
1,63 % 21,37 ve % 69,67 oraninda artis meydana geldi. 72. Saatte 0,5 mg/mL
konsantrasyonunda a-amilaz igeren ortamda biyofilm tiretimi % 7,35 oranlarinda azalma
gosterirken, 1 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarinda anlamli bir farklanma
saptanmadi. S. Typimurium dam mutant susunda 24 saatte iretilen biyofilm
kapasitesinde, 0,5 mg/mL a-amilaz eklenen 6rneklerde % 38,57 oraninda azalma, 1
mg/mL a-amilaz eklenen 6rneklerde % 50,67 oraninda azalma, 5 mg/mL a-amilaz
eklenen orneklerde % 99,1 oraninda azalma belirlendi. 48 saatte liretilen biyofilm
kapasiteleri incelendiginde, 0,5 mg/mL a-amilaz eklenen 6rneklerde % 66,64 oraninda

artis, 1 mg/mL a-amilaz eklenen 6rneklerde % 117,1 oraninda arti, 5 mg/mL a-amilaz
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eklenen Orneklerde % 184,84 oraninda artis saptandi. 72 saatte tiretilen biyofilm
kapasitesi incelendiginde, 0,5 mg/mL oraninda o-amilaz eklenen 6rneklerde % 42,84
oraninda artig, 1 mg/mL a-amilaz eklenen 6rneklerde % 1,26 oraninda artis ve 5 mg/mL

a-amilaz eklenen 6rneklerde % 176,3 oraninda artis gézlendi (Sekil 4.3).
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M 24 saat 1,063 0,612 0,745 1,16 0,223 0,137 0,11 0,002
W 48 saat 2,208 2,244 2,68 3,746 1,187 1,978 2,577 3,381
72 saat 3,702 3,43 3,719 3,7 1,354 1,934 1,371 3,741

Sekil 4.3 Alfa amilaz’m (0,5 mg/mL, 1 mg/mL ve 5 mg/mL) S. Typhimurium 14028
dogal susu ve dam mutantinda biyofilm olusumu iizerine etkisi

4.1.4 Proteinaz-K

Proteinaz K’nin biyofilm hiicreleri {izerine etkisini incelemek amaciyla 0,2 mg/mL, 0,4
mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarinda proteinaz-K varliginda biyofilm iiretme
kapasiteleri belirlendi. S. Typimurium 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 sirastyla % 83,92, % 87,59 ve % 93,89 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 63,64, %
80,94 ve % 92,62 oraninda ve 72. saatte sirastyla % 84,42, % 89,63 ve % 98,49 oraninda
azalma gosterdi. Proteinaz-K eklenen dam mutant susunda 24. saatte iretilen biyofilm
miktar1 incelendiginde 0,2 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 79,37 oraninda
azalma, 0,4 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 87,44 oraninda azalma, 4 mg/mL
proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 91,03 oraninda azalma belirlendi. 48 saatte iiretilen
biyofilm miktar1 incelendiginde, 0,2 mg/mL proteinaz-K eklenen drneklerde % 58,8

oraninda azalma, 0,4 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 62,93 oraninda azalma,
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4 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 82,73 oraninda azalma saptandi. 72 saatte
tiretilen biyofilm miktart incelendiginde, 0,2 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde %
75,78 oraninda azalma, 0,4 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 77,62 oraninda
azalma ve 4 mg/mL proteinaz-K eklenen 6rneklerde % 97,2 oraninda azalma gozlendi
(Sekil 4.4).
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M 24. saat 1,063 0,171 0,132 0,065 0,223 0,046 0,028 0,02
48. saat 2,208 0,803 0,421 0,163 1,187 0,489 0,44 0,205
72. saat 3,702 0,577 0,384 0,056 1,354 0,328 0,303 0,038

Sekil 4.4 Proteinaz-K’nin (0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL ve 4 mg/mL) S. Typhimurium 14028
dogal susu ve dam mutantinda biyofilm olusumu tizerine etkisi

415 CTAB

CTAB’mn biyofilm hiicreleri iizerine etkisini incelemek amaciyla 0,5 mg/mL, 1 mg/mL
ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda CTAB varliginda, suslarin biyofilm iiretme
kapasiteleri belirlendi. S. Typimurium dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi, 0,5
mg/mL, 1 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda CTAB igeren ortamda 24. saatte
strastyla % 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. Typimurium dam mutant susunda 24. saatte iiretilen biyofilm miktari
incelendiginde, 0,5 mg/mL CTAB eklenen 6rneklerde % 71,3 oraninda azalma, 1 mg/mL
CTAB eklenen orneklerde % 196,861 oraninda artis ve 10 mg/mL CTAB eklenen
orneklerde % 283,41 oraninda artis belirlendi. 48 saatte {iretilen biyofilm miktar

incelendiginde, 0,5 mg/mL CTAB eklenen orneklerde % 85,68 oraninda azalma, 1
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mg/mL CTAB eklenen 6rneklerde % 78,85 oraninda azalma ve 10 mg/mL CTAB eklenen
orneklerde % 20,13 oraninda azalma saptandi. 72 saatte iretilen biyofilm miktar
incelendiginde ise, 0,5 mg/mL CTAB eklenen orneklerde % 90,62 oraninda azalma, 1
mg/mL CTAB eklenen 6rneklerde % 61,52 oraninda azalma ve 10 mg/mL CTAB eklenen
orneklerde % 25,48 oraninda azalma tespit edildi (Sekil 4.5).
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m24.saat 1,063 0,181 0,652 1,051 0,223 0,064 0,662 0,855
48.saat 2,208 0,144 0,24 0,851 1,187 0,17 0,251 0,948
72.saat 3,702 0,116 0,484 1,101 1,354 0,127 0,521 1,009

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

4.1.6 EDTA

EDTA’nin biyofilm hiicreleri iizerine etkisini incelemek amaciyla 1mM, 10mM ve
50mM konsantrasyonlarinda EDTA varliginda, denemede kullanilan suglarin biyofilm
iretme kapasiteleri belirlendi. S. Typimurium dogal tip susunun biyofilm {iretim
kapasitesi ImM, 10 mM ve 50 mM konsantrasyonlarinda EDTA igeren ortamda 24. saatte
strastyla % 66,13, % 87,96 ve % 94,17 oraninda, 48. saatte sirasiyla; % 57,7, % 81,93 ve
% 89 oraninda, 72. saatte sirasiyla % 83,55, % 92,31 ve % 94,58 oraninda azalma
gosterdi. S. Typimurium dam mutant susunda 24. saatte lretilen biyofilm miktar
incelendiginde, 1 mM EDTA eklenen 6rneklerde % 70,4 oraninda azalma, 10 mM EDTA
eklenen orneklerde % 92,38 oraninda azalma, 50 mM EDTA eklenen 6rneklerde % 93,7
oraninda azalma belirlendi. 48 saatte iiretilen biyofilm miktar1 incelendiginde, 1| mM
EDTA eklenen 6rneklerde % 86,35 oraninda azalma, 10 mM EDTA eklenen 6rneklerde

% 87,45 oraninda azalma ve 50 mM EDTA eklenen 6rneklerde % 88,04 oraninda azalma
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saptand1. 72. saatte iiretilen biyofilm miktar1 incelendiginde, 1 mM EDTA eklenmis
Orneklerde % 93,21 oraninda azalma, 10 mM EDTA eklenen Orneklerde % 92,47
oraninda azalma, 50 mM EDTA cklenen 6rneklerde ise % 95,35 oraninda azalma

gozlendi (Sekil 4.6).
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(K) (1) (10) (50)
m24.saat 1,063 0,36 0,128 0,062 0,223 0,066 0,017 0,014
48.saat 2,208 0,934 0,399 0,243 1,187 0,162 0,149 0,142
72.saat 3,702 0,609 0,285 0,201 1,354 0,092 0,102 0,063

Sekil 4.6 EDTA’nin (1mM, 10mM ve 50mM) S. Typhimurium 14028 dogal susu ve dam
mutantinda biyofilm olusumu {izerine etkisi

4.1.7 SDS

SDS’in biyofilm yapilari iizerine etkisini incelemek amaciyla 5 mg/mL, 10 mg/mL ve
100 mg/mL konsantrasyonlarinda SDS varliginda, denemede kullanilan suslarin biyofilm
tiretme kapasiteleri belirlendi. S. Typimurium dogal tip susunun biyofilm {retim
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 sirasiyla % 92,31, % 91,78 ve % 90,31 oraninda
azalma gosterdi. S. Typimurium dam mutant susunda 24. saatte iiretilen biyofilm miktar1
incelendiginde, 5 mg/mL SDS eklenen 6rneklerde % 83,41 oraninda azalma, 10 mg/mL
SDS eklenen 6rneklerde % 51,12 oraninda azalma, 50 mg/mL SDS eklenen 6rneklerde
% 44,84 oraninda azalma saptandi. 48. saatte iiretilen biyofilm miktar1 incelendiginde 5
mg/mL SDS eklenen 6rneklerde % 53,83 oraninda azalma, 10 mg/mL SDS eklenen
orneklerde % 93,51 oraninda azalma, 50 mg/mL SDS eklenen 6rneklerde % 71,19

45



oraninda azalma tespit edildi. 72 saatte iiretilen biyofilm miktar1 incelendiginde ise, 5
mg/mL SDS eklenmis 6rneklerde % 95,05 oraninda azalma, 10 mg/mL SDS eklenen
orneklerde % 94,76 oraninda azalma, ve 50 mg/mL SDS eklenen 6rneklerde % 67,06

oraninda azalma gozlendi (Sekil 4.7).

4
3,6 =
3,2
2,8
i 2,4 I
B 2
© 16
1,2 =B
0,8
04 . I T - i
0 _ - =S [ | - = S T
dog(il)tlp dog(gl)tlp do(gla(;)tlp dc;fglot)m dam dam (5) dam (10) (ci%rg)
H24.saat 1,063 0,023 0,047 0,138 0,223 0,037 0,109 0,123
48.saat 2,208 0,0456 0,079 0,178 1,187 0,548 0,077 0,342
72.saat 3,702 0,285 0,323 0,359 1,354 0,067 0,071 0,446

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

4.1.8 Tween-80

Tween-80’in biyofilm hiicreleri iizerine etkisini incelemek amaciyla 5 mg/mL, 10 mg/mL
ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda Tween-80 varliginda suslarin biyofilm iiretme
kapasiteleri belirlendi. S. Typimurium dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesi 5
mg/mL, 10 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda Tween-80 igeren ortamda 24.
saatte sirasiyla % 53,25, % 52,97 ve % 46,67 oraninda azalma, 48. saatte sirasiyla % 0,76,
% 4,43 ve % 4,21 oraninda artma, 72. saatte sirasiyla % 47,21, % 50,46 ve % 50,52
oraninda azalma gosterdi. S. Typimurium dam mutant susunda 24. saatte iiretilen biyofilm
miktar1 incelendiginde, 5 mg/mL Tween-80 eklenen 6rneklerde % 91,48 oraninda artis,
10 mg/mL Tween-80 eklenen drneklerde % 80,27 oraninda artis ve 100 mg/mL Tween-
80 eklenen orneklerde % 92,38 oraninda artis belirlendi. 48. saatte iiretilen biyofilm
miktart incelendiginde, 5 mg/mL Tween-80 eklenen orneklerde % 29,91 oraninda

azalma, 10 mg/mL Tween-80 eklenen 6rneklerde % 31,93 oraninda azalma, 100 mg/mL
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Tween-80 eklenen Orneklerde % 24,09 oraninda azalma saptandi. 72 saatte iiretilen
biyofilm miktar1 incelendiginde, 5 mg/mL Tween-80 eklenen orneklerde % 42,54
oraninda azalma, 10 mg/mL oraninda Tween-80 eklenen 6rneklerde % 41,06 oraninda
azalma ve 100 mg/mL oraninda Tween-80 eklenen 6rneklerde % 47,93 oraninda azalma

gozlendi (Sekil 4.8).
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W 24. saat 1,063 0,497 0,5 0,567 0,223 0,427 0,402 0,429
M 48. saat 2,208 2,225 2,306 2,301 1,187 0,832 0,808 0,901
72. saat 3,702 1,958 1,834 1,832 1,354 0,778 0,798 0,705

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

4.1.9 Nisin ve diger antimikrobiyal ajanlarla yiiriitillen kombinasyon denemeleri

Bu amagla, tek basina antibiyofilm aktivitesi yiiksek bulunan antimikrobiyal ajanlarin

nisin farkli konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 olusturularak kullanildi.

10 mg/mL nisinin 1 mM EDTA ile kombinasyonu (A kombinasonu) S. Typimurium
dogal tipte biyofilm tiretimini tetiklemistir. A kombinasyonunda, S. Typimurium dogal
tip (wt) susunun biyofilm iiretim kapasitesi 24, 48 ve 72 saatlerde sirasiyla % 122,13, %
83,46 ve % 20,84 oraninda artis gosterdi. dam geni bakimindan mutant susta 24 saatte
tiretilen biyofilm miktari incelendiginde, nisin 10 mg/mL+ EDTA 1 mM (A) eklenen
orneklerde % 73,1 oraninda artis, nisin 10 mg/mL + edta 10 mM (A1) eklenen 6rneklerde
% 5,83 oraninda artig, nisin 10 mg/mL + edta 50 mM (A2) eklenen 6rneklerde % 49,33
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oraninda azalma belirlendi. 48 saatte {iretilen biyofilm miktar1 incelendiginde, nisin 10
mg/mL+ EDTA 1 mM (A) eklenen 6rneklerde % 57,46 oraninda azalma, nisin 10 mg/mL
+ EDTA 10 mM (A1) eklenen 6rneklerde % 93,6 oraninda azalma, nisin 10 mg/mL +
EDTA 50 mM (A2) eklenen 6rneklerde % 88,96 oraninda azalma, nisin 1 mg/mL+ EDTA
50 mM (A3) eklenen 6rneklerde % 93,01 oraninda azalma saptandi. 72 saatte iiretilen
biyofilm miktar1 incelendiginde, nisin 10 mg/mL+ EDTA 1 mM (A) eklenmis 6rneklerde
% 25,33 oraninda azalma, nisin 10 mg/mL + EDTA 10 mM (A1) eklenen 6rneklerde %
75,41 oraninda azalma, nisin 10 mg/mL +EDTA 50 mM (A2) eklenen 6rneklerde % 77,47

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

A3 kombinasyonunda, S. Typimurium dogal tip susunun biyofilm iretim kapasitesi 24,
48 ve 72. saatlerde sirasiyla % 89,7, % 87,76 ve % 91,11 oraninda azaldi. Ayn1 sekilde,
S. Typimurium dam mutantinda 24 saatte nisin 1 mg/mL+ EDTA 50 mM (A3) eklenen
orneklerde, biyofilm tiretimi % 71,75 oraninda, 48 saate % 93,01 oraninda ve 72 saatte
% 85,16 azaldi. A4 kombinasyonunda ise 24, 48 ve 72. saatler i¢in biyofilm iiretiminde,
strastyala % 62.78, % 91.15 ve % 80.13 oranlarinda azalma belirlendi (Sekil 4.10).
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W 24, saat 0,786 0,081 0,052 0,223 0,063 0,083
48. saat 1,609 0,197 0,153 1,187 0,083 0,105
72. saat 3,171 0,282 0,3 1,354 0,201 0,269

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

10 mg/mL+ CIP 5 pg/mL Nisin (B) ve 1 mg/mL + EDTA 10 mM + CIP 5 pg/mL (C)
konsantrasyonlarinda hazirlanan ikili ve ii¢li kombinasyonlarin Salmonella suslar
tizerindeki inhibisyon etkinligi arastirildiginda; B kombinasyonunda, S. Typimurium
dogal tip susunun biyofilm tliretim kapasitesinin 24, 48 ve 72. saatlerde sirastyla % 95,55,
% 94,41 ve % 94,8 oraninda azaldigi belirlendi. Bu kombinasyonda S. Typimurium dam
mutant susunda 24 saatte liretilen biyofilm miktar: incelendiginde, nisin 10 mg/mL+ cip
ug/mL (B) eklenen 6rneklerde % 65,02 oraninda azalma, nisin 1 mg/mL + EDTA 10 mM
+ 5 CIP pug/mL (C) eklenen drneklerde % 79,82 oraninda azalma belirlendi. 48 saatte
tiretilen biyofilm miktar1 incelendiginde B kombinasyonu eklenen drneklerde % 93,43
oraninda azalma, C kombinasyonu eklenen 6rneklerde % 95,62 oraninda azalma saptandi.
72 saatte lretilen biyofilm miktar1 incelendiginde ise, nisin B kombinasyonu eklenen
orneklerde % 86,41 oraninda azalma ve C kombinasyonu eklenen drneklerde ise % 85,67

oraninda azalma gozlendi (Sekil 4.11).
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24, saat 0,786 0,035 0,039 0,223 0,078 0,045
48. saat 1,609 0,09 0,096 1,187 0,078 0,052
72. saat 3,171 0,165 0,178 1,354 0,184 0,194

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

4.2 Glukozun Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Bu denemelerde, S. Typimurium dogal tip ile dam geni bakimiman mutant suslara % 1, %
2 ve % 3 oranlarinda glukoz varliginda biyofilm tiretim kapasiteleri belirlendi. Besi
ortaminda glukoz bulunmayan pozitif kontrollere (dogal tip sus ve onun dam mutanti)
kiyasla, glukozlu ortamda biyofilm olusumu istatistiki agidan anlamli diizeyde (p<0.05)
diisme gosterdi. S. Typimurium dogal tip susunun biyofilm iiretim kapasitesinde, % 1, %
2 ve % 3 oraninda glukoz varliginda 24. saatte sirastyla % 65,65, % 73,78 ve % 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 tespit edildi. S. Typhimurium dam geni
bakimindan mutant susun biyofilm {iretiminde 24. saatte % 1 glukoz eklenen 6rneklerde
% 59,86 oraninda azalma, % 2 glukoz eklenen 6rneklerde % 48,3 oraninda azalma, % 3
glukoz eklenen oOrneklerde % 43,54 oraninda azalma belirlendi. 48 saatte iiretilen
biyofilm miktarinda % 1 glukoz eklenen 6rneklerde % 94,5 oraninda azalma, % 2 glukoz
eklenen 6rneklerde % 92,12 oraninda azalma ve % 3 glukoz eklenen 6rneklerde % 96,51
oraninda azalma saptandi. 72. Saatte pozitif kontrole gore, % 1 glukoz eklenen drneklerde
% 96 oraninda azalma, % 2 glukoz eklenen 6rneklerde % 97,9 oraninda azalma ve % 3
glukoz eklenmis 6rneklerde % 98,1 oraninda azalma tespit edildi. Ayni1 sekilde optimum
biyofilm {iretim siiresi olan 72. saatte dam mutant susunda pozitif kontrole gore, % 1

glukoz eklenen oOrneklerde biyofilm iiretiminde % 93,2 azalma, % 2 glukoz eklenen
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orneklerde % 95 azalma ve % 3 glukoz eklenen 6rneklerde ise % 95,1 azalma tanimlandi

(Sekil 4.12).
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72. saat 1,239 0,084 0,062 0,053 3,290 0,133 0,069 0,062

Sekil 4.12 Glukoz’un (% 1, % 2, % 3) S. Typhimurium Dogal Tip ve dam Mutant Susunun
biyofilm olusumuna etkisi

4.3 Safra Tuzlarin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

Bu calismada, S. Typimurium dogal tip ve onun dam geni bakimindan mutant suslarinda
%0,1,% 0,2, % 0,3, % 0,4, % 0,5, % 0,6, % 0,7, % 0,8 ve % 0,9 oranlarinda safra tuzu

varliginda biyofilm tiretim kapasiteleri tanimlandi.

S. Typimurium 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 sirastyla % 13,48, % 74,45 ve % 94,53 oraninda, 72. saatte sirasiyla;
% 32,81, % 72,34 ve % 99,94 oraninda diisiis gosterdi. Besiyerine % 0,1 oraninda safra
tuzu eklenerek iiretilen dam mutant susunda 24. saatte biyofilm iiretiminde, kontole gore
% 17,48 oraninda azalma belirlendi. Bu diisiis % 0,2 safra tuzu ilavesinde % 86,37 ve %
0,3 safra tuzu ilevesinde % 98,49 oraninda tespit edildi. 48. saatte iiretilen biyofilm

kapasitelerinde, % 0,1, % 0,2 ve % 0,3 oraninda safra tuzu ilavesi sonucu sirasiyla, %

51



67,11, % 73,78 ve % 56,73 oraninda azalma tespit edildi. 72. saatte pozitif kontrole gore
% 0,1, % 0,2 ve % 0,3 safra tuzu eklenmis ortamlarda dam mutant susunun biyofilm
iiretiminde sirasiyla % 32,6 oraninda artis, % 75,65 oraninda azalma ve % 86,4 oraninda

azalma tespit edildi (Sekil 4.13).

3,6
3,2 =
2,8
I
2,4 — I
2
: I g
a 1,6
© 1.2 "
0,8 I I
0,4 i =1 I "
0 i ==y = [ | [ —_ -
-0,4
dogal tip  dogal tip dogal tip dam dam dam
dogal tip %0.1 %0.2 %0.3 dam (K) %0,1 %0,2 %0,3
(K) safra safra safra safra safra safra
tuzu tuzu tuzu tuzu tuzu tuzu
M 24.saat 1,189 0,611 0,271 0,096 0,132 0,109 0,018 0,002
48.saat 2,301 1,991 0,588 0,126 1,049 1,753 0,38 0,454
72.saat| 3,268 2,196 0,904 0,219 1,992 2,642 0,485 0,271

Sekil 4.13 Safra tuzlariin (% 0,1, % 0,2 ve % 0,3) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve
dam mutantinin biyofilm olugumuna etkisi

S. Typimurium dogal tip (wt) susunun biyofilm iiretim kapasitesi % 0,4, % 0,5 ve % 0,6
oranlarinda safra tuzu igeren ortamlarda, 24. saatte sirasiyla % 87,31, % 82,51 ve % 81,17
oraninda, 48. saatte sirastyla % 93,31, % 91,01 ve % 79,19 oraninda, 72. saatte sirastyla
% 96,39, % 91,13 ve % 83,05 oraninda diisiis gosterdi. S. Typimurium dam mutant
susunda, 24. saatte iiretilen biyofilm kapasiteri incelendiginde, % 0,4 oraninda safra tuzu
eklenen Orneklerde % 56,82 oraninda azalma, % 0,5 oraninda safra tuzu cklenen
orneklerde % 65,16 oraninda azalma, % 0,6 oraninda safra tuzu eklenen orneklerde %
44,32 oraninda azalma saptandi. 48. saatte % 0,4 oraninda safra tuzu eklenen 6rneklerde
biyofilm miktar1 % 96,38 oraninda, % 0,5 oraninda safra tuzu eklenen 6rneklerde % 97,15
oraninda ve % 0,6 oraninda safra tuzu eklenen 6rneklerde % 98,13 oraninda azaldi. 72
saatte biyofilm miktarlarinda, % 0,4 oraninda safra tuzu eklenen 6rneklerde % 97,8

oraninda, % 0,5 oraninda safra tuzu eklenen 6rneklerde % 97,82 oraninda azalma ve %
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0,6 oraninda safra tuzu eklenen 6rneklerde ise % 97,92 oraninda azalma belirlendi (Sekil

4.14).
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dozal ti dogal tip dogal tip dogal tip dam0,4  dam0,5 damO0,6
g(K) P 0,4 safra 0,5 safra 0,6 safra dam (K) safra safra safra
tuzu tuzu tuzu tuzu tuzu tuzu
W 24.saat 1,189 0,151 0,208 0,224 0,132 0,057 0,046 0,0735
48.saat 2,301 0,154 0,207 0,479 1,049 0,038 0,03 0,019667
72.saat| 3,268 0,118 0,29 0,554 1,992 0,044 0,043667 0,041667

Sekil 4.14 Safra tuzlarmimn ( % 0,4, % 0,5 ve % 0,6) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve
dam mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

S. Typimurium 14028 dogal tip susunun biyofilm tiretim kapasitesi, % 0,7, % 0,8 ve %
0,9 oranlarinda safra tuzu iceren ortamda 24. saatte sirasiyla, % 78,89, % 80,66 ve %
76,71 oraninda, 48. saatte sirasiyla % 71,76, % 76,15 ve % 74,89 oraninda, 72. saatte
sirasiyla % 83,91, % 90,43 ve % 87,09 oraninda diisiis gosterdi. S. Typimurium dam
mutant susunda ise 24. saatte iiretilen biyofilm kapasiteri incelendiginde % 0,7 safra tuzu
eklenen Orneklerde % 51,52 oraninda azalma, % 0,8 safra tuzu eklenen Orneklerde %
67,43 oraninda azalma, % 0,9 safra tuzu eklenen 6rneklerde % 57,81 oraninda azalma
saptandi. 48. saatte biyofilm kapasiteleri % 0,7 safra tuzu eklenen 6rneklerde % 93,11
oraninda, % 0,8 safra tuzu eklenen drneklerde % 96,79 oraninda ve % 0,9 oraninda safra
tuzu eklenen orneklerde % 95,21 oraninda azaldi. 72 saatte ise bu oranlar; % 0,7 safra
tuzu eklenen orneklerde % 95 oraninda, % 0,8 safra tuzu eklenen Orneklerde % 95,5
oraninda ve % 0,9 oraninda safra tuzu eklenen Orneklerde % 96,99 oraninda azalmalar,

seklinde gerceklesti (Sekil 4.15).
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g(K) P 0,7 safra 0,8 safra 0,9 safra dam (K) safra safra safra
tuzu tuzu tuzu tuzu tuzu tuzu
W 24.saat 1,189 0,251 0,232667 0,277 0,132 0,064 0,043333 0,055667
m48.saat 2,301 0,65 0,549333 0,578 1,049 0,072333/0,033667 0,050333
72.saat| 3,268 0,526667 0,313333 0,422 1,992 0,0963330,090333 0,064333

Sekil 4.15 Safra tuzlarinin (% 0,7, % 0,8 ve % 0,9) S. Typhimurium 14028 dogal tip ve
dam mutantinin biyofilm olusumuna etkisi

4.4 S. Typhimurium Dogal Tip ve dam Geni Bakimindan Mutant Suslarin
Bakteriyel ‘Swimming’ ve ‘Swarming’ Hareketlerinin Karsilastirilmasi

Flagellaya baghh ‘Swarming’ ve ‘Swimming’ hareketliligin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen deneme, agar plakalarindaki inokiilasyon bolgesinden yiizme
(swimming) ve toplu go¢ (swarming) bolgesinin kenarina kadar olusan hareketin yaricap1
olgiilerek degerlendirildi. S. Typhimurium 14028 dogal susunda gézlemlenen yiizme
(swimming) hareketi Adam mutant susunda ortadan kalkarken, “swarming” hareket de

yaklagik % 50 oraninda azaldi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.16 S. Typhimurium dogal tip ve dam geni bakimindan mutant suslarin
“swimming” hareketi

Sekil 4.17 S. Typhimurium dogal tip ve dam geni bakimindan mutant suslarda
“Swarming” hareketi

4.5 Seliilaz Aktivitesi Belirleme Deneyi

S. Typhimurium 14028 dogal susunda 4 cm ¢apinda gozlemlenen seliilaz aktivitesinden

kaynaklanan zon, dam geni mutantinda susta 3 cm ¢apinda tespit edildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 S. Typhimurium dogal tip ve dam geni bakimindan mutant suslarda seliilaz
aktivitesi zonlar1

4.6 Kalkoflor baglanma deneyi

Salmonella suslarinin seliiloz iretiminin belirlenmesi amaci ile kalkoflor baglanma
denemesi gergeklestirildi. 366 nm UV 1s1k altinda incelenen petri plaklarinda iireyen
dogal tip S. Typhimurium dogal susu seliiloz iiretimlerinden dolay1 kuvvetli florasan
1s1ma verirken, dam mutant susunda bu 1simada, dogal susa oranla ¢ok yiiksek oranda

diisiis belirlendi (Sekil 4.19).

Sekil 4.19 S. Typhimurium dogal tip ve dam geni bakimindan mutant suslarin kalkoflor
baglanma testi bulgulari
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4.7 S. Typhimurium Dogal Sus ve Onun dam Mutantinda Farkh ifade Edilen

Genler

dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen hareket ve

fimbriyal yapilar ile iligkili genler incelendiginde; fliS hari¢ fimbriyalarin yapisal ya da

regiilator genleri oldugu tespit edilen 13 genin transkripsiyon oranlarinin diistiigii tespit

edildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.20).

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

Gen Kimligi{Gen Ad1 [ Gen Tanimi LogFC

CBW16636 | fiml |Major pilin proteini

CBW16640 | fimF [FimZ 5' bolgedeki teorik fimbriyal protein

CBW17995 | fliH |Flagellar montaj proteini FliH

CBW16636 | fiml [Major pilin proteini

CBW16637 | fimC [Fimbriyal saperon protein

CBW17997 fliJ  |Flagellar biyosentez proteini

CBW17209 | flgD [Flagellar kanca olusumu proteini FlgD

CBW16638 | fimD |Dis zar kullanici proteini FimD Onciisii

CBW17108 sXy  |Gen indiiksiyonu i¢in gerekli protein

cBW17211 | figF Teorik. flagellar baza‘l .cisim cubuk proteini FIgF
(proksimal ¢cubuk proteini)

CBW17992 | fliE |Flagellar kanca-bazal viicut kompleksi proteini FliE

CBW17985 fliS  |Flagellar protein FliS

CBW17211 | figF Teorik. flagellar baza} .cisim cubuk proteini FIgF
(proksimal ¢ubuk proteini)

CBW16431 [ stbE [Fimbriyal saperon protein
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Sekil 4.20 Hareket ile iligkili proteinleri ve fimbriyal proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunun dogal susa oranla dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

dam mutantinda salgi sistemi ile ilgili genlerin transkripsiyon profilleri S. Typhimurium
14028 dogal tip susu ile karsilastirildiginda; fimbriyal salgi proteinlerini (salg1 proteinleri
ve saperonlar), tip VI salg1 sistemi elemanlarini, tipIll salgi sistemininin bazi1 elemanlarini
(vapisal elemanlar ve saperonlar), kompetans 6zelligi kontrol eden bazi proteinleri,
kodlayan 16 genin transkripsiyon oraninin diistiigii; tip III salgi sisteminin iki yapisal
eleman1 yaninda, curli fimbriya tretimi ile ilgili yapisal elemanlar ve saperonlar,
konjugatif transfer elemanlari, sec bagimli bir protein ve tip I salg1 sistemi proteini gibi 8
protein geninin transkripsiyon oraninin ise arttigi saptandi (Cizelge 4.2, Cizelge 4.2.1 ve
Sekil 4.21).

Cizelge 4.2 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
salgi sistemi ile iligkili genler

Gen Kimligi [Gen Ad1 |Gen Tanim

CBW16640 fimF  |[FimZ 5' bolgedeki varsayimsal protein
CBW17995 fliH [Flagellar montaj proteini FliH
CBW16377 sciO  [Tip VI salgi sistemi taban plakasi
CBW16637 fimC  [Fimbriyal saperon protein

CBW16638 fimD  |Dis zar kullanici proteini FimD 6nciisii
CBW16300 stfD  [Periplazmik fimbriyal saperon stfd

LogFC
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Cizelge 4.2 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
salg1 sistemi ile iliskili genler (devam)

Gen Kimligi | Gen Adi1 |Gen Tanim
CCF76774 spvC  [Salmonella plazmit virulans geni
CBW19076 comO [Kompetans gen
CBW17443 ssaM  [Tip III salg1 sistemi aparati
CBW17426 ssaE  [Tip III salgi sistemi proteini
CBW17432 sseE  [Tip III salg: sistemi proteini
CBW17439 ssaJ Tip 111 salg1 sistem aparati
CBW17447 ssaP  [Tip III salgi sistem aparati
CBW16247 pilA [DNA baglanmasi ve taginmasi
CBW18448  |SL13442346[Teorik tip I salgi proteini
CBW18766 |SL13442664|Teorik tip I salgi proteini
CBW17065 [SL13440968[Tip III salgilama sistemi saperon proteini
CBW17429 ssCA  [Tip III salgilama sistemi saperon proteini
CBW17173 csgF  |Curli iiretim montaj1 / tasima bileseni
CBW17178 csgC  |Curli iiretim proteini
CCF76737 traL  |Konjugatif transfer montaj proteini
CBW20018 tatA Sec-bagimsiz protein, translokaz
CBW20282 siiC Teorik tip I salgilama proteini
CCF76731 traV  |Konjugatif transfer montaj proteini (plazmid)
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Sekil 4.21 Salgi sistem proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa
oranla dam mutantindaki degisim miktarlar (Log2)
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Dogal susun ve onun dam geni mutantinin tasiyici sistem genleri bakimindan
transkripsiyon profilleri yorumlandiginda, 24 genin transkripsiyon oraninda diisme,
sadece 4 genin transkripsiyon oraninda ise artis belirlendi. Transkripsiyon orani
baskilanan genlerin potasyum pompasi olarak goérev yapan prtoteinleri, transkripsiyonel
regiilatorleri, karbon kaynaklarina 0zgii permeazlari, ABC, PTS ve MFS tasima
sistemlerine 6zgii proteinleri, amino asit baglanma proteinlerini ve bazi zar proteinlerini
kodladig1 saptandi. Transkripsiyon orami artan 4 genin ise, ¢inko, protohem ve

glukozitol/sorbitol taginimu ile iliskili oldugu tanimland: (Cizelge 4.3, Sekil 4.22).
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Cizelge 4.3 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
tasiyici sistem ile iligkili genler

Gen KimligilGen Ad1 Gen Tanim

CBW16664 manX Mannoza 6zgii permeaz

CBW19849 fucP L-fukoz: H + simporter permeaz
CBW19535 yhiC Protein TsgA

CBW16807 [SL1344 0709|Korunmus teorik sitoplazmik protein
CBW17659 |SL1344 1564}ABC amino asit transporter permeaz
CBW16956 [SL1344 0860(PTS seker tasiyict alt birimi IIC

CBW16477 |SL1344 0377[MFS tasiyict

CBW16750 gltL Glutamat / aspartat tasgtma ATP baglayici protein
CBW17658 [SL1344 1563[Teorik amino asit baglayici protein
CBW18766 [SL1344 2664 [Teorik bakteriyofaj proteini

CBW16841 dcoC Oksaloasetat dekarboksilaz gama zinciri
CBW16662 manZ Mannoza 6zgii permeaz

CBW17682 zntB (Cinko tagima proteini ZntB

CBW18464 yfdC Teorik zar proteini

CBW18324 ccmC2  |Protohem tastyici protein

CBW18910 srlA Gluzitol/sorbitol PTS IIBC bileseni
CBW16604 sfbB Metiyonin ithal ATP baglayici protein MetN
CBW19685 yhjVv Teorik amino asit permeazi

CBW17581 [SL1344_1486(Teorik Na +/ H + antiporter

CBW19826 [SL1344 3734[Teorik PTS sistem proteini

CBW17661 [SL1344 1566|Amino asit ABC tasiyici permeaz
CBW18486 xapB Niikleozit permeaz

CBW19065

SL1344 2966

Teorik zar proteini

CBW16803

SL1344 0705

ABC tasiyici alan ATP-baglanma proteini

CBW19569

yhgG

Teorik Fe-S-bagimli transkripsiyonel baskilayici

CBW16188

yabF(kefF)

Potasyum disar1 akis sistemi yardimei proteini

CBW16857

modB

Molibden transport sistem permeaz

CBW19845

uhpC

Regiilator protein
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Sekil 4.22 Tasiyicr sistem ile iliskili proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunun
dogal susa orala dam mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

Amino asit metabolizmasina dahil olan ve dam geni bakimindan mutant sus ile bu
mutantin dogal tipi arasinda transkripsiyon etkinligi bakimindan farklilik gosteren 11 gen
icerisinde sadece amonyak liyaz geninin transkripsiyon oraninda diisme belirlendi

(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.23).

Cizelge 4.4 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
amino asit metabolizmasi ile iliskili genler

LogFC

Gen KimligilGen Adi Gen Tanim
CBW20594 serB Teorik fosfoserin fosfataz
CBW19050 sdaB L-serin dehidrataz 2 (L-serin deaminaz 2)
CBW20484 arcC Karbamat kinaz
CBW?20483 argF Ornitin karbamoiltransferaz
CBW17140 hpaH 2-0kso-hepta-3-en-1,7-dioik asit hidrataz
CBW16956 [SL1344 0860 |PTS seker tasiyici alt birimi 11C
CBW18128 pduV Teorik propandiol kullanim proteini
CBW20168 murl Glutamat rasemaz

3-izopropilmalat dehidrataz kii¢iik alt birim
CBW16213 leuD imannoza 0zgili permeaz

DgaE ailesi piridoksal fosfata bagimli amonya
CBW?20464 [SL1344 4376 |liyaz
CBW18533 eutQ Etanolamin kullanimi asetat kinaz
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Sekil 4.23 Amino asit metabolizmas: ile iliskili proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunun dogal susa oranla dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

Karbonhidrat metabolizmasinda islev gormelerine gore tanimlanan ve gruplandirilan 15
genden 8 adetinin (Gliserol dehidrogenaz, propionil transferaz, D-tagatoz-1,6-bifosfat
aldolaz alt birimi, alfa-ksilozidaz, mannoz permeaz ve okzalasetat dekarboksilaz gama
zinciri gibi proteinleri kodlamaktadirlar) dam mutantindaki transkiptlerinde azalma; 7
adetinin ise (malat sentaz, polimiksin diren¢ proteini, 3-siilfolaktaldehit rediiktaz,
Mannoz 1 fosfat guanililtransferaz, Tartrat dehidrataz ve mannoz 1 fosfat
guanililtransferaz proteinlerini kodlamaktadir) dam mutantindaki transkriptlerinde artis
tespit edildi (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.24).

Cizelge 4.5 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
karbonhidrat metabolizmasi ile iliskili genler

Gen KimligiiGen Ad1 Gen Tanimi

CBW19590 |SL1344 3496 |Gliserol dehidrojenaz

CBW19755 |SL1344 3662 [Teorik rasemaz

CBW18119 pduL Fosfat propanoil transferaz

CBW19322 gatY D-tagatoz-1,6-bifosfat aldolaz alt birimi GatY

3-izopropilmalat dehidrataz kii¢iik alt birimi,
CBW16213 leuD mannoza 0zgl permeaz

LogFC
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Cizelge 4.5 dam geni bakimimdan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
karbonhidrat metabolizmasi ile iligkili genler (devam)

Gen Kimligii Gen Ad1 |Gen Tanimi
CBW20206 aceB Malat sentaz A
CBW18370 yfbG [ki islevli polimiksin direng proteini ArnA
CBW?20059 yihU 3-siilfolaktaldehit rediiktaz
CBW18178 cpsB Mannoz 1 fosfat guanililtransferaz
CBW19422 ttdB Tartrat dehidrataz
CBW16843 dcoB Okzaloasetat dekarboksilaz beta zinciri
CBW19809 yicl Alfa-ksilozidaz
CBW16661 [SL1344 0561 [Teorik GTP Baglayici protein
CBW16841 dcoC Okzaloasetat dekarboksilaz gama zinciri
CBW18473 glk Glukokinaz
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Sekil 4.24 Karbonhidrat metabolizmas1 ile iligkili proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunun dogal susa oranla dam mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

Salmonella’da enerji metabolizmasi ile iligkili genler igerisinde degerlendirilen 11 gen

icin dogal sus ve dam mutantinda farkli transkripsiyon seviyeleri belirlendi. Bunlardan;

sitokrom bo(3) ubikinol oksidaz alt birimi I, teorik ETS flavoprotein alt birimi Sitokrom

bo(3) ubikinol oksidaz alt birimi I, manganez siiperoksit dismutaz ve teorik bir

oksidorediiktaz geninin dam mutantinda transkripsiyon oranmin arttig; format

hidrojenilaz ve nitrit rediiktaz alt birimleri, karbamat kinaz, nitrik oksit rediiktaz, Ni/ Fe-
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hidrojenaz b-tipi sitokrom alt birimi, FAD kofaktorleri ve ¢inko baglayicisi dehidrogenaz

genlerinin transkripsiyon oraninin ise diistiigii saptandi (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.25).

Cizelge 4.6 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
enerji metabolizmasi ile iliskili genler

Gen KimligiGen Ad1 Gen Tanim LogFC
CBW18928 hycD Format hidrojenilaz alt birimi 4

CBW20303 nrfD Nitrit rediiktaz kompleksinin alt birimi sitokrom ¢
CBW20484 arcC Karbamat kinaz

CBW16537 cyoB Sitokrom bo(3) ubikinol oksidaz alt birimi |
Teorik ETS flavoprotein alt birimi Sitokrom bo(3)
CBW17385 ydiQ ubikinol oksidaz alt birimi |

CBW18919 norW  |Nitrik oksit rediiktaz FIRd-NAD (+) rediiktaz
CBW17811 hyaC Ni / Fe-hidrojenaz b-tipi sitokrom alt birimi

Hibrit kiime proteini oksidorediiktaz-FAD ve
CBWI6971|  her  lorE o8y kofaktorleri
CBW20093 SodA Manganez superoksit dismutaz
CBW19157 [SL1344 3058|Cinko baglayici dehidrojenaz
CBW18245 yohF Teorik oksidorediiktaz
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Sekil 4.25 Enerji metabolizmas1 ile iliskili proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunun dogal susa oranla dam mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

Salmonella’da membran spesifik yapisal ve fonksiyonel proteinleri kodlayan genlerin
dam geni mutant1 ile onun tiiretildigi dogal sus arasinda transkripsiyon oranlari

bakimindan artis gosteren 9 gen igerisinde fonksiyonu detayli bir sekilde tanimlanan
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konjugatif transfer proteini ve dis zar istila proteini genleri dikkat ¢ekici bulundu. Teorik

lipoproteinler ve alan proteinlerini kodlayan bu smiftaki diger genlerin {izerinde ise,

yeterli arastima bulunmamaktadir. dam mutantinda transkripsiyon orani diisen genler

tizerinde yiiriitiilen biyoinformatik analizler sonucu, bunlarin; bakteriyofaj holinleri, salgi

proteinleri, glutamat/aspartate tasiyicilari, ¢inko direnci, ATP baglayicilar1 gibi

proteinleri kodladiklar belirlendi (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.26).

Cizelge 4.7 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe
mebran proteinlerini kodlayan genler

Gen Kimligi

Gen Ad1

LogFC

Gen Tanimi

CBW17110

yccF

i¢ zar proteini YccF

CBW16136

SL1344 0035

Teorik salgi proteini

CBW17062

SL1344 0965A

Gifsy-2 bakteriyofaj holin

CBW17879

SL1344 1785

DUF 1398 alan igeren protein

CBW19921

SL1344 3830

Teorik zar proteini

CBW16116

SL1344 0015

Teorik bakteriyofaj proteini

CBW?20333

SL1344 4247

Karakterize edilmemis protein YjiK

CBW16750

gltL

Glutamat / aspartat tasima ATP baglayic1 protein
GltL

CBW16130

SL1344 0029

Teorik zar proteini

CBW16797

SL1344 0698

Teorik protein

CBW19757

SL1344 3664

Teorik glukarat tasiyici

CBW20199

zraP

(Cinko direnci ile iligkili protein

CBW20227

SL1344 4139

Teorik membran proteini

CBW19798

SL1344 3704

Teorik membran proteini

CBW19098

SL1344 2999

Korunmus teorik protein

CCF76729

SL1344 P1
0023

Konjugatif transfer proteini

CBW17657

SL1344 1562

DUF1294 alan igeren protein

CBW19302

ygjF

DoxX ailesi proteini

CBW19084

ygdR

Teorik lipoprotein

CBW17610

SL1344 1516

Teorik lipoprotein

CBW17888

SL1344 1794

Teorik i¢ membran protein

CBW19226

yghA

UPF0114 proteini YghA

CBW16440

SL1344 0340

Teorik protein

CBW17279

pagC

D1s zar istilas1 proteini (PagC)

CBW17621

ydcX (ortT)

Teorik i¢ zar proteini

CBW17961

SL1344 1867

Teorik lipoprotein

CCF76715

traS

Konjugatif transfer, dis ylizey proteini (plazmid)
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Sekil 4.26 Membran proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa
oranla dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

Dogal sus ve onun dam mutanti arasinda transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin
transkripsiyon oranlarinda farklanma 8 farkli gen i¢in tanimlandi. Bunlarin iki adedinin
(teorik faktorler) dam mutantindaki transkripsiyon oranlarinda artis, 4 adet teorik
regiilatér geni yaninda, csg (ince agregatif fimbriya) operonu regiilatoriini ve Q
Antiterminator proteininin kodlayan genler i¢in azalma belirlendi (Cizelge 4.8 ve Sekil
4.27).

Cizelge 4.8 dam geni bakimidan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler

Gen KimligiiGen Adi Gen Tanimi

CBW16132 |SL1344 0031|[Teorik transkripsiyonel diizenleyici (lysR ailesi)
CBW17565 |SL1344 1470[Teorik regiilatdr protein

CBW16436 | SL1344 0336 [Teorik transmembran regiilatorii

CBW19707 yiaG Teorik HTH tip transkripsiyonel regiilator
CBW18346 |SL1344 2244[Teorik transkripsiyonel regiilator

CBW17175 csgD csg operonu transkripsiyonel regulator proteini
CBW18311 |SL1344 2215|Antiterminasyon proteini Q

CBW?20567 yjjQ Korunmus varsayimsal diizenleyici protein

LogFC
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LogFC

Gen ID

Sekil 4.27 Transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa
oranla dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen DNA
onartmi  ve replikasyon ile iligkili  genler degerlendirildiginde; sadece
ekzodeoksiriboniikleaz VIII geninin transkripsiyonunun dam mutantinda arttigi, bunun
yaninda DNA polimeraz V alt birimini, Dam metilaz enzimini, plazmid replikasyon
proteinini, DnaC proteinini (Helikaz bileseni) ve faj replikasyon proteinini kodlayan
genlerin transkripsiyon oranlarinin ise 6nemli 6l¢iide diistiigi tespit edildi (Cizelge 4.9
ve Sekil 4.28).

Cizelge 4.9 dam geni bakimimdan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen
DNA onarimu ve replikasyon ile iligkili genler

Gen KimligiGen Adi Gen Tanimi LogFC
CBW18302 | SL1344 2206 |DNA polimeraz V alt birimi

CBW19546 dam Deoksi adenosin metil transferaz

CBW18698 receb Ekzodeoksiribonukleaz VIl

CCF76806 repA3 Replikasyon proteini (plazmid)

CBW17049 [ SL1344 4408 [DNA replikasyon proteini DnaC

CBW18691 gpP Faj replikasyon proteini
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Sekil 4.28 DNA onarimi ve replikasyon mekanizmast ile iligkili genlerin
transkripsiyonunun dogal susa oranla dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

Diger hiicresel islevleri yaninda sinyal transdiiksiyonunda aldiklar1 gorev bakimindan da
smiflandirilan genler igerisinde, murein hidrolaz aktivatorii, glutamat/aspartat tasimada
ATP baglayici proteini, bir alan proteini ve kivrimli fimbriya (ince agregatif fimbriya)
sentez Onciisiinii kodlayan genlerin dam mutantinda transkripsiyon oraninin distiigi,

sadece bir teorik proteini kodlayan genin transkripsiyon oraninin ise ytikseldigi belirlendi
(Cizelge 4.10 ve Sekil 4.29).

Cizelge 4.10 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe
edilen sinyal transdiiksiyonu ile iligkili genler

Gen Kimligi|Gen Ad1 |Gen Tanim
CBW19764 yibP Murein hidrolaz aktivatorii EnvC

Glutamat / aspartat tasimada ATP baglayici protein
CBW16750 gltL GltL

CBW18080 |SL1344 1983 |Terorik salg: proteini
CBW16461 yahO DUF1471 alan igeren protein
CBW17177 CSQA K1ivrimli fimbriya alt birim 6nclisii

LogFC
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SL1344_ 1983 yahO csghA

Gen ID

Sekil 4.29 Sinyal transdiiksiyonu ile iliskili genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla
dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

dam mutanti ile dogal sus arasinda farkli transkribe edilen iki bilesenli regiilator sistem

elemanlar igerisinde Ni/Fe hidrojenaz, fonksiyonu tanimlanmamis bir regiilatér ve

glutamat/aspartat tasima ATP baglayict proteininin kodlayan 4 genin dam mutantinda

transkripsiyon oranlarinin diistiigli; yalniz kivrimli fimbriya onciistinii kodlayan genin

transkripsiyon oraninin arttig1 saptandi (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.30).

Cizelge 4.11 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe
edilen iki bilesenli sistem ile iligkili genler

LogFC

Gen Kimligi(Gen Ad1 (Gen Tanimi

CBW17809 [ hyaA [NiFe hidrojenaz

CBW19845 | uhpC |Regiilator protein

CBW17811 [ hyaC |Ni/ Fe-hidrojenaz b-tipi sitokrom alt birimi
CBW16750 [ gltL |Glutamat / aspartat tasima ATP baglayici protein GItL|
CBW17177 [ csgA [Major curli alt birim dnciisii
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Sekil 4.30 iki bilesenli sistem ile iliskili genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla
dam mutantindaki degisim miktarlari (Log2)

Saperonlar ve protein katlanma katalizérleri bakimindan dam mutant ve dogal sus
arasindaki farkliliklar toplam 5 gen i¢in tanimlandi. Bunlardan fimC (fimbriyal saperon),
hybF (hidrojenaz olgunlagsma faktorii) ve StbE (bir diger fimbriyal saperon) genlerinin
transkripsiyon orani diiserken, baska bir fimbriya saperonu (sthA) ile kivrimli fimbriya

baglayici protein geninin (cbpA) transkripsiyon orani artt1 (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.31).

Cizelge 4.12 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe
edilen saperonlar ve katlanma katalizorleri ile iligkili genler

Gen Kimligi{Gen Ad1 (Gen Tanimi

CBW16637 [ fimC [fimbriyal saperon proteini
CBW19217 | hybF [Hidrojenaz olgunlagma faktorii
CBW16431 | stbE [fimbriyal saperon proteini
CBW20610 | sthA |Fimbriyal montaj saperonu
CBW17147 | cbpA [kivrimli DNA baglayici protein

LogFC
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Sekil 4.31 Saperonlar ve katlanma katalizorleri ile iligkili genlerin transkripsiyonunun
dogal susa oranla dam mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)

Dogal sus ve onun dam miRNA ifade farkliliklar1 incelendiginde; Histidin tRNA, glisin
tRNA, treonin tRNA yaninda dimetil adenozin transferaz metil sitrat sintaz, ¢cevrimsel
piranoptein monofosfat sintaz, L9 ribozomal protein, Ubikinol oksidaz, kinon
oksidorediiktaz, transpeptidaz, nukleotidil transferaz, etonolamin ve amino-oksonat
sentezi, GDP mannoz hidrolizi Demir (I1l)-hidroksamat alimi proteinlerinin sifresini
tastyan mRNA molekiillerini hedef alan miRNA genlerinin transkripsiyon oranlarinda
dam mutant susunda dogal susa oranla artma; maltodekstrin glukozidaz, ATPaz, flagellar
yapi proteini ve Fe/S grup biyojenezi proteinlerinin sifresini tastyan mRNA molekiillerini
hedef alan miRNA genlerinin transkripsiyon oranlarinda ise azalma belirlendi (Cizelge

4.13, Sekil 4.32)
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Cizelge 4.13 dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe
edilen mikro RNA’lar1 (miRNA) kodlayan genler

MiRNA Dizisi

Log FC

Hedef Gen

Tanim
Sembol
GCGGGTTCGATTCCCGCTGA 1[5,838 [glyT Gly tRNA
TGTAGCTCAGTTGGTAGAGT 2,576 |hisR His tRNA
TGTAGCTCAGTTGGTAGAGT 2,956 [thrW Treonin tRNA
TGTAGCTCAGTTGGTAGAGT 1[5,838 [thrT Treonin tRNA
ACAAAAAAAAACAACACAAC |-1,011
TGCCCTCAGCTCAGTTGGA 1,541
CCAATTACCACTTCTTT 1.451 |ksgA, prpC,Dimetil adenozin transferaz,
moaC 2-metil sitrat sintaz, siklik
piranoptein monofosfat sintaz
TGCCAGCCTCGCCCAGC -1,931 |malzZ, kdpA|Maltodekstrin  glukozidaz,
flgC ATPaz, flagellar yap1 proteini
TCTGCTGCTGCTGCTGTTGCTG|L,315 |rpll 50S ribozomal protein L9
CTGTCCTTTGTGTTC 4,648 |cyoA, nuoK,|Ubikinol  oksidaz, kinon
gat, oksidorediiktaz, transpeptidaz
AATCAAAACCTAAAAAAA 3,797 |SL13442696
ACCTGTTCGCTCGCCGC 2.216 [pnp Nukleotidil transferaz
GCAAAGTGCCCGATGACGA  |-11,201 lyhgl, yjbJ  |Demir siilflir grup biyojenezi
CAGGTGGTTAGTGCAATGGAA}-2,31
TTCCATTGCACTAACCACCTG |-1,401
CTCTATCCAGCTGAGCTA (Y) [1,012
TAGCTCAGCTGGATAGAG (Y) [1,499 [eutG, nuoG,[Etonolamin ~ ve  amino-
bioF, gmm |oksonat sentezi, GDP mannoz
hidrolizi
GCCACGCCCTTCATCGCC (Y) [-23,969 [fhuB Demir (11)-hidroksamat
alimi
TAGGCCGGATAAGACGCGT 2,119
(Y)
ATAAAAACGAAGCGGCTA (Y) |-1,607

Y": Bu ¢alismada tanimlanan , yeni miRNA’lar
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Sekil 4.32 miRNA’lar1 kodlayan genlerin transkripsiyonunun dogal susa oranla dam
mutantindaki degisim miktarlar1 (Log2)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, S. Typhimurium 14028 dogal susu ile onun dam geni bakimimdan mutant
susunun Ttrettigi biyofilm formlar1 kullanilarak yiiriitilen karsilagtirmali RNA seq
analizleri sonucunda; dam geninin s6z konusu organizmada merkezi metabolizmaya dahil
cok sayida genin yaninda, stres yanit1 ile iliskili genlerin regiilasyonuna dogrudan, ya da
miRNA sentezini regiile etmek suretiyle dolayl1 bir sekilde katildig: tespit edilmistir. S.
Typhimurium’da replikasyon siirecinde DNA tecridi agamasinda seqA geni ile koordineli
bir sekilde ¢alisan dam geninin, bakteri metabolizmasinin ve fizyolojisinin global
regiilatorii oldugu ilk kez bu ¢aligsma ile detaylandirilmistir. Biyofilm formlarinin yapisal
elemanlart yaninda, fonksiyonu ile ilgili ¢ok sayida genin dam geninin fonksiyonuna
bagli degisimi, s6z konusu genin Salmonella’da seqA geni ile birlikte biyofilm
olusumunun temel (ana) regiilatorleri olduguna isaret etmektedir. Yukarida da ifade
edildigi tizere, merkezi metabolizmada yer alan bircok genin regiilasyonuna
katildiklariin da belirlenmesi, biyofilm yapilarina gecisteki biiyiik metabolik ve

fizyolojik degisikliklerin bu genlerin regiilasyonu yolu ile saglandiginin kanitlaridir.

dam geni bakimindan mutant susta, dogal sus ile kiyaslandiginda farkli transkribe edilen
fimbriyal ve flagellar yapi ile iliskili genlerde, transkripsiyon oranlarinda diisme meydana
gelmistir. Yalniz bir flagellar yapr proteinini kodlayan fliS geninde transkripsiyon
oraninin artmasi, s6z konusu gen iiriini mRNA’nin post transkripsiyonel regiilasyonun
kontrolii altinda olduguna isaret etmektedir. Bu veriler dam mutantinda hareket
yeteneginin (swimming ve swarming) ciddi bir oranda diismesi ile de fizyolojik olarak
kanitlanmistir. Tiim bu bulgular dam geninin oncelikle flagellar ve fimbriyal yapilarin
regiilasyonunu gerceklestirerek biyofilm olusumunun ilk asamasina (ylizeye tutunma)

miidahale ettiginin molekiiler destekleridir.

dam geni bakimindan mutant susta dogal sustan farkli olarak transkribe edilen genetik
bilgi isleme proteinlerini kodlayan genler arasinda transkripsiyonel regiilatdr genler de
bulunmaktadir. Bunlar arasinda fonksiyonel tanis1 yapilmis olan iki gen, pozitif yonde

regiile edilen kivrimli fimbriya regiilatorii (csgD) ve transkripsiyonel antiterminasyon
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proteini Q’dur. dam mutantinda kivrimli fimbriyanin regiilatoriiniin  (csgD)
transkripsiyon oraninin artmasina ragmen bu regiilatoriin pozitif regiile ettigi seliiloz ve
kivrimli fimbriya sentezinin (Ziehm vd., 2013) diismesi, séz konusu transkriptlerin bu
mutantta post transkripsiyonel ya da translasyonel diizeyde negatif regiilasyona tabi
tutuldugunu gostermektedir. Antiterminatér Q geni transkripsiyon oranindaki artis ise,
ozellikle merkezi metabolizma genlerinin transkripsiyon faktorlerinin s6z konusu
mutasyona adaptasyonun gerekliligi olarak, siki bir sekilde diizenlenmeye tabi tutuldugu
yoniinde degerlendirilmistir. Zira bu antiterminatoriin hedef serileri merkezi metabolizma
genleri sigma faktorii dizilerinde tanimlanmistir (Ring vd. 1996). DNA tamiri iizerinde
etkin genlerden, dam mutantinda transkripsiyon orani artan yegane gen, DNA hasari
tamiri fonksiyonunu gosteren ekzodeoksiriboniikleaz VIII olmustur. Bu durum dam geni
yoklugunda DNA hasarinin yiiksek diizeye ulastiginin isaretidir. Diger yandan DNA
polimeraz alt birimlerinde ve DnaC gibi replikasyon i¢in zorunlu diger protein genlerinin
transkripsiyon oranlarindaki azalma, muhtemelen Dam metilasyonunun yoklugunda

DNA replikasyon zamaninin bozulmasindan (Heithoff vd. 1999) kaynaklanmaktadir.

dam mutantinda transkripsiyonu negatif yonde regiile edilen tastyict sistem genlerinin;
potasyum pompasi olarak gorev yapan proteinleri, bazi transkripsiyonel regiilatorleri,
farkli karbon kaynaklarina 6zgii permeazlari, ABC, PTS ve MFS tagima sistemlerine
0zgli proteinleri, bazi amino asit baglanma proteinlerini ve bazi zar proteinlerini
kodladiginin belirlenmesi, dam geninin tagima sistemi genlerinin transkripsiyonu
iizerinde, genel anlamu ile pozitif bir regiilator olarak islev gordiigiinii gostermektedir.
Transkripsiyon orani artan 4 genin ise ¢inko, protohem ve glukozitol/sorbitol taginimi ile
iligkili oldugunun veri tabani analizleri sonucu belirlenmesi, bu mutantta fosfotransferaz
sistemlerinin indiiksiyonu yolu ile glukozun kullaniminin, biyolojik sistemlerde en yogun
bulunan ikinci element olan ve bir¢ok proteinin biyolojik fonksiyonunu diizenleyen ¢inko
alimmin ve elektron transport sisteminin (Boyd vd. 2000, Worlock ve Smith 2002)
optimize edilmesinin, s6z konusu mutasyonun olasi letal etkisinden korunmada evrimsel

bir adaptasyon olduguna isaret etmektedir.

Salgi sistem proteinleri ve membran proteinleri bakimindan degerlendirildiginde, dam

mutantinda esas olarak Salmonella patojenitesinde ktitik rollere sahip olan Tip I, Tip I1I
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ve Tip IV salgi sisteminin fonksiyonel elemanlarint kodlayan genler yaninda, 6zellikle
Tip | fimbriyal saperonlar1 kodlayan genlerin de baskilandiginin belirlenmesi (Biao vd.
2020) bu mutantta da biyofilm {iretiminin ve viriilansin diismesinin (Ugur vd. 2018) ana
nedeni olarak degerlendirilmistir. Diger yandan ayn1 mutantta Tip I ve Tip III sistemine
ait bazi1 proteinlerin genlerinde transkripsiyon oraninin artmasi, sz konusu genlerin salgi
sistemi disinda ikincil bazi hiicresel fonksiyonlara sahip olduklarin diisiindiirmektedir.
Transkripsiyon orani artan en ilging gen grubu curli (kivrimli) fimbriya tiretiminde rol
alan 2 gendir. Curli fimbriya Salmonella suslarinda giiglii biyofilm yapisinin iki ana
elemanindan (digeri seliiloz) biridir (Shu vd., 2018). Muhtemelen dam mutantinda bu
sayede, stres kosullarma iyi bir adaptasyon saglayan biyofilm yapisi kismen
korunmaktadir. dam mutantinta membran iliskili proteinlerden 6zellikle lipoproteinlerin
biiylik ¢ogunlugundaki azalma bu mutantta membran kirilganliginin arttiginin kanitidir.
dam mutantlarinda membran lipitlerinin tiretiminin global bir azalma gosterdigi ve bu
durumun membran kirilganligimi tesvik ettigi daha onceki calismalarda kanitlanmigtir
(Aloui vd. 2010). Transkripsiyon oran1 dam geni yoklugunda artan en ilging membran
iliskili gen ise, seqA mutantinda da oldugu gibi, tam viriilanslik ve fagositik hiicreler
icinde yasamda kalma i¢in zorunlu olan istila proteinini kodlayan pagN (Heithoff vd.
1999) geni olmustur. S6z konusu mutantta konak hiicre istilasinin 6nemli Olgiide
diismesine ragmen (Ugur vd. 2018) bu genin transkripsiyonundaki artig, gen tirliniiniin
fizyolojik adaptasyonda ikincil bir rolii oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu tespitin

kesinlik kazanmas1 i¢in fonksiyonel testlere gereksinim vardir.

Salmonella’da sinyal transdiiksiyonunda rol alan ve ozellikle fimbriyal, flagellar ve
kemotaksi ile ilgili fonksiyonlarda rol alan genlerde belirlenen negatif transkripsiyonel
regiilasyon; dam mutantinda, kivrimli fimbriya alt birim Onciisii yapisal ve baglayici
genlerinde saptanan transkript orani artisi (iki bilesenli sistemler ve fimbriyal yapilar ile
iligkili yapisal ve saperon proteinleri genleri), yine bu ¢alismada belirlenen csgD geni
transkripsiyon oraninin artis1 ile paralellik tasimaktadir. dam mutantinda kivrimlh
fimbriya baglayici ve montaj protein genleri disinda herhangi bir fimbriyal olgunlasma
faktorli ya da saperonun yapisal geni transkriptleri artmamistir. Bu durum séz konusu
mutantta kivrimli fimbriya sentezine katilan bazi proteinlerin dam mutasyonundan

kaynaklanan adaptasyonda, biyofilm olusumundan baska ikincil bir fonksiyona sahip
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oldugunun bir diger delilidir. Diger yandan murein hidrolaz aktivatér geninin
transkripsiyon oranindaki artig, s6z konusu mutantta peptidoglikan sentezinin otolize
bagli regiilasyonunun Kkarakteristigidir (Biswas vd. 2006). dam mutantinda Ni/Fe
hidrojenaz ve glutamat/aspartat tasiyicisi gibi ikili regiilator sistemler ile ilgili proteinleri
kodlayan genlerin taranskripsiyon oranlarindaki diisme, s6z konusu genin bu metabolik

sistemlerin pozitif regiilatorii oldugunun kanitlaridir.

Karbonhidrat metabolizmasinda gorev alan genlerin transkripsiyon oranlarinin dam
mutantindaki farklanmalari; D tagatoz, ksiloz ve Gliserol gibi kompleks karbon
kaynaklarinin kullaniminin kisitlandigina isaret etmektedir. Zira bu mutantta s6z konusu
genlerin transkripsiyonu negatif yonde regiile edilmistir. Diger yandan ayn1 mutantta
ozellikle yeni nesil antibiyotik grubunun en 6nemli tiyelerinden polimiksine (Li vd. 2019)
direnci saglayan protein geninin ve “O” antijeni sentezinde gorev alan CpS geninin
(Stevenson vd. 1991) ve sodyum iyon pompasi olarak goérev yapan okzalasetat
dekarboksilaz geninin (Woehlke vd. 1992) transkripsiyon oraninin artmasi, dam geninin
Salmonella’nin ¢evresel ve konak¢i adaptasyonunda anahtar bir regiilatér oldugunu
tanimlamaktadir.Her iki mutantta da karbonhidrat metabolizmasinda dogal susa oranla
meydana gelen kritik degisimlerin bu mutantlarin tipik bir fizyolojik karakteristigi olan

biyofilm olusumunun ciddi oranda diigmesinin bir diger nedenidir.

dam mutantinda enerji metabolizmasinda gorev alan genlerin transkripsiyon
oranlarindaki degismeler, bu mutantta aerotaksinin meydana geldigini kanitlamaktadir.
Zira S. Typhimurium’da ozellikle nitrat ve fumarat rediiktaz enzimlerinin
inhibisyonunun, metabolizmay1 elektron transport zincirinin bazi elemanlarina
gereksinim duyan 6zel bir oksidatif fosforilasyon yolu ile enerji eldesine yonlendirdigi
belirlenmistir (Laszlo ve Taylor 1981). Bu tespitin en énemli dayanaklarindan biri de
Salmonella’da oksidatif stres direncinin en 6énemli elemani olan siiperoksit dismutaz ve
¢inko baglayict protein genlerinin (Nairn vd. 2016, Wang vd. 2018) transkripsiyon

oraninda belirlenen artistir.

dam mutantinda amino asit metabolizmas: ile iliskili olan ve dogal sustan farkli ifade

edildigi belirlenen genlerin, biri hari¢ (amonyak liyaz) tamaminda transkripsiyon oraninin
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diismesi, bu mutantta ciddi bir metabolik stres olustugunun ve bu strese karsi ¢evresel
kaynaklara yonelmenin gergeklestiginin kanitidir. Amino asit metabolizmasinda gorev
alan global regiilatérlerin 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.

dam mutantinda dogal sustan farkli transkribe edilen 20 miRNA geninden 4 adeti
Salmonella i¢in yeni miRNA kayitlaridir. Bunlardan fhuB genini (demir/hidroksamat
allminda gorev yapan proteini kodlamaktadir) hedefleyen miRNA ve demir
biyojenezinden sorumlu genin mRNA’sinin transkripsiyon oranlarindaki maksimum
diisme, dam geninin Salmonella’nin konakg1 sistem adaptasyonunda ne derece 6nemli bir
rol iistlendiginin agik isaretidir. fhuB geni mRNA’sin1 hedefleyen yeni bir miRNAnin bu
calisma i¢inde tanimlanmasi, s6z konusu 6zelligin regiilasyon modunu agiklamaktadir. 4
farkli amino tRNA genini hedefleyen miRNA’larin trankripsiyonunun artisi, s6z konusu
mutantta amino asit sentezinin bloke edilmesi suretiyle metabolik kisitlamanin
gerceklestirdigini gdstermektedir. Amino asit biyosentez genlerinin transkripsiyon
oranlarinda da bu durumun tespit edilmesi, miRNA bulgularinin dogrulugunu tanimlayan
bir bagka husustur. Diger metabolik genleri de hedefleyen miRNA’lar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, S. Typhimurium dam mutantlarinda patojenite ve viriilanslikta
onemli bir¢ok genin post transkripsiyonel regiilasyonun kontrolii altinda oldugunu

sOylemek miimkiindiir.

Denemede kullanilan dogal ve dam mutant suslarinin antibiyofilm ajanlarina karsi
davraniglar1 belirlendigi ¢alismalar kapsaminda, nisin ile yiiriitilen denemelerde; 10
mg/mL nisinin kullanim1 sonucu, dogal susta ve onun dam mutantinda 72. saatte
maksimum biyofilm etkinligine ulasildigina isaret etmistir. Siprofloksasin de nisin gibi
en yiiksek etkinligini 72. saat sonunda gostermistir. % 97 oranma varan biyofilm
etkinliginin engellenme giicii, olduk¢a yiiksek bir degerdir. Alfa amilaz ilavesi ile 5
mg/mL a-amilaz eklenen 6rneklerde s6z konusu mutantin iirettigi biyofilm miktarinda %
176,3 oraninda artig belirlenmistir. Proteinaz K siprofloksasin gibi, S. Typhimurim dogal

susu ve dam mutantinda denenen konsantrasyonlarin tiimiinde ve tiim deneme siirelerinde
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yiiksek bir antibiyofilm etkinligi gostermistir. S6z konusu etkinlik 72. saatte en yiiksek
seviyelere ulasmistir. CTAB dogal susta, denenen tiim konsantrasyonlarda yliksek bir
antibiyofilm aktivitesine sahipken, mutant susta bu aktiviteyi siirdiirememistir. 72. saatte
dam geni bakimindan mutant susta gozlenen antibiyofilm aktiviteleri dogal susa oranla
diisiik bir sekilde gerceklesmistir. 24. ve 48. saatlerde baz1 konsantrasyonlarda biyofilm
miktarinda artig 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 siireleri ve konsantrasyonlarda s6z konusu etki
sabit bir durum arzetmedi. Nisin 1 mg/mL + EDTA 10 mM + CIP5 pg/mL kombinasyonu
nisin ile hazirlanan kombinasyonlar igerisinde en etkin antibiyofilm konsantrasyonu
olarak belirlendi. Bu konsantrasyonlar ¢evreci ve tiiketici sagligi acisindan herhangi bir
zararli etkinin meydana gelmedigi konsantrasyonlardir. Zira séz konusu
konsantrasyonlarin daha yiiksek oranlar1 gida korumasinda, bu ajanlarla tek tek yapilan
muamelelerde kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda gelistirilen kombinasyonlar
Salmonella biyofilmlerinin etkili bir sekilde engellenmesi i¢in potansiyel arz etmektedir.
Gergek etkinliklerinin ve ticari kullanim olanaklarinin belirlenebilmesi i¢in endiistriyel
uygulamalara gecilmesi gerekmektedir. Dam proteini iiretimi engellenmis mutantta
biyofilm etkinliginin yiiksek derecede diismesinin molekiiler mekanizmalarla
kanitlanmasi, biyofilm yapilari ile miicadelede Dam inhibitoriiniin kullanilabilecegini
acik bir sekilde gostermektedir. Bu alternatif antibiyofilm stratejilerine 151k tutmast,
calisgmanin uygulama boyutundaki yenilik¢i yanini ve yaygin etki potansiyelini

tanimlamaktadir.

Son olarak glukoz ve safra tuzlarmm Salmonella biyofilmlerinin olusumu tizerindeki
inhibisyon 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,
ozellikle Salmonella’nin konak sisteme dahil oldugunda safra stresine bagli olarak
biyofilm tiretimini tetikledigi ongoriistinii ¢iiriitmektedir. Diger yandan glukoz stresinin
de biyofilm iizerinde inhibisyonu etkisi yaratmasi, tiim cevresel stres kosullarin

biyofilm  olusumunu tetiklemeyeceginin agik  kamitlaridir.  Ozellikle — seker
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konsantrasyonunun bu beklenmedik etkisi biyofilm yapilarindan korunmada yeni

yaklagimlarin gelistirilmesi igin bir hareket noktasi olusturabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasinda dam susunda biyofilm etkinliginin diismesinin ana nedeninin flagella,
hareket, iki elemanli sistem regiilatorleri, transkripsiyonel regiilatorler, karbonhidrat
metabolizmasi, amino asit metabolizmasi, membran iligkili yapisal, tagiyici proteinler ve
diger ekzoenzimler yaninda DNA stabilitesi ile iliskili genlerin transkripsiyonel ya da
posttranskripsiyonel regiilasyonunun degisimi oldugu belirlenmistir. dam geni; ¢ogu
Salmonella 'nin merkezi metabolizmasinda islev goren bu genlerin pozitif ya da negatif
regiilatorii olarak islev gormektedir. Bu durum dam genin sadece biyofilm yapilar1 igin
bir ana regiilatér olmadigini, ayn1 zamanda Salmonella merkezi metabolizmasinin da
global regiilatorii oldugunu kanitlamaktadir. Bu agidan ¢alisma bulgulari orijinaldir ve
bilime katki degeri tasimaktadir. Bu bulgular ayrica, biyofilm olusumunun engellenmesi
amactyla yliriitiilecek tibbi ve endiistriyel uygulamalara yeni bir boyut kazandirmasi ile
de ciddi bir uygulama potansiyeli yaratmaktadir. Dam inhibit6riiniin bu dogrultuda

kullanim olanaklarinin arastirilmasi énemlidir.

Diger yandan bu ¢aligmada gelistirilen ve biyofilm olusumuna kars1 yiliksek etkinlik
gosteren nisin ile kombine edilmis gida diizeyli ajan karisimlar1 tibbi ve endiistriyel
antibiyofilm c¢aligmalarinda kullanilma {izere, endiistriyel boyutta denemeler i¢in hazir
durumdadir. S6z konusu kombinasyonlardaki antibiyofilm ajanlarinin ucuz ve kolay
bulunabilir olusu, c¢evre ve insan sagligi i¢in ciddi riskler arzeden Salmonella

biyofilmlerinin engellenmesinde denenmesinin dnemine isaret etmektedir.
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