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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Salmonella Typhimurium’da CsrA Regiilasyonunun AI-2 Sentezine ve Hiicre igine

Alimina Etkisinin Belirlenmesi
Nasrine Bekhedda
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Damgman Ogretim Uyesi Dog. Dr. Nefise Akgelik

Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium), her y1l ¢ok sayida gida kaynakli salginlardan sorumlu
olan ve biyofilm olusturma yetenegine sahip bir patojendir. Biyofilm; biyotik veya abiyotik bir
yilizeye tutunmus ve hiicre dis1 polimerik matriks icerisine gomiilii olan hiicre popiilasyonudur.
Biyofilm yapisi, antibiyotikler de dahil olmak iizere ¢esitli stres kosullarina kars1 bakterilerin yiliksek
derecede direng gdstermesini saglar. Bu nedenle biyofilm olusumu, patojenlerin bir viriilans 6zelligi
olarak kabul edilir ve giinlimiizde bu yapilarla miicadele etmek icin etkili stratejiler gelistirmek
6nemli bir arastirma konusudur. Biyofilm olusumunun son basamagi olan dispersiyon agamasinda
biyofilm yapisindan dagilan hiicreler, antimikrobiyal ajanlara karsi daha duyarlidir. Bu nedenle
dispersiyon mekanizmalarinin anlasilmasi, biyofilm eradikasyonu i¢in potansiyel bir strateji olarak
kabul edilir. Global karbon dizenleyici protein CsrA, siklik di-GMP seviyesini kontrol eder ve
flagella biyosentezini aktive ederek S. Typhimurium’un biyofilm dispersiyonunu pozitif olarak
diizenler. Ayrica LuxS tarafindan sentezlenen ve hiicre i¢ine Lsr tagiyicisi tarafindan taginan evrensel
Quorum Sensing (QS) sinyal molekdilii otoindiiktor-2 (Al-2), S. Typhimurium biyofilm olusumunda
onemli rol oynamaktadir. S. Typhimurium’da glukozun, hem CsrA hem de AI-2 seviyelerini
etkiledigi ve biyofilm olusumunu engelledigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, S. Typhimurium’da
CsrA regilasyonunun Al-2 sentezi ve hiicre i¢ine alimi {izerindeki etkisinin arastirilmasi amaglandi.
Ayni zamanda bu etkiler, biyofilm dagilimini indiikleyen optimum glukoz konsantrasyonunda
degerlendirildi. AI-2 aktivitesi Uzerindeki CsrA etkisi, Vibrio harveyi BB170 raportér susu
kullanilarak incelendi ve CsrA'min hiicre dist AI-2 birikimi {izerinde olumlu bir etkisi oldugu
gozlendi. Biyofilm dagilimim indiiklemek i¢in optimum glukoz konsantrasyonu, kristal viyole
boyamasina dayanan yontem ile belirlendi ve test edilen kosullarda, 12 saatlik inkiibasyonun
ardindan % 0,5 glukoz konsantrasyonunun en yiiksek biyofilm dagilimini (% 38,33) indiikledigi
belirlendi. Sonuglar, beklenmeyen bir sekilde, csrA mutasyonunun S. Typhimurium biyofilm
olusumu tizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. qRT-PZR denemeleri ile hem csrA
mutasyonunun hem de asir1 ekspresyonunun Al-2’nin sentezi ve taginmasinda gorevli luxS, ISrA,
IsrK ve IsrR genlerini pozitif olarak diizenledigi belirlendi. Ek olarak, glukozun, arastirilan genlerin
ekspresyonu Gzerinde de olumlu bir etkiye sahip oldugu tespit edildi. Bu ¢alismada ilk kez glukoza
bagl olarak, CsrA ve Al-2'yi kapsayan bir regtlasyon modeli onerildi. Bu model, glukozun csrA
ekspresyonunu aktive ettigini ve cSrA'min Al-2 sentezini pozitif olarak diizenledigini ve AI-2'nin
hiicre i¢ine alimini negatif olarak diizenledigini 6ne siirmektedir. S. Typhimurium biyofilmlerini yok
etmek icin yeni stratejiler gelistirmeye yardimei olmasi amaciyla Onerilen bu model, biyofilm
dagiliminin diizenleyici yollar1 hakkinda yeni fikirler sunmaktadir.

2022, 125 sayfa
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ABSTRACT
Master Thesis

Determination of The Effect of CsrA Regulation on Al-2 Synthesis and Uptake in

Salmonella Typhimurium
Nasrine Bekhedda
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assoc. Prof. Nefise Akcelik

Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) is a biofilm-forming pathogen responsible for many
foodborne outbreaks annually. Biofilms are cell populations attached to a surface and encased in a
protective extracellular polymeric matrix, which provides these cells high resistance to stress
conditions including antibiotics. Therefore, biofilm formation is considered a virulence trait of these
pathogens, and developing effective strategies to combact these structures is a vital reseach topic.
Biofilm dispersal, the last step of the biofilm development cycle, was shown to be a potential strategy
for biofilm eradication since it releases planktonic cells that can be controlled by conventional
treatments. The global carbon regulator protein CsrA is a positive regulator of S. Typhimurium
biofilm dispersal by controlling cyclic di-GMP levels and activating flagella biosynthesis. In
addition, the universal Quorum Sensing (QS) signal molecule autoinducer-2 (Al-2), which is
synthesized by LuxS and transported into the cell by the Lsr transporter, plays an important role in
S. Typhimurium biofilm formation. Glucose was found to affect both CsrA and Al-2 levels and to
inhibit biofilm formation by S. Typhimurium. This thesis aimed at investigating the effect of CsrA
on Al-2 synthesis and uptake into the cell. This effect was then evaluated at the optimum glucose
concentration that induces biofilm dispersion. CsrA effect on Al-2 activity was evaluated using the
reporter strain Vibrio harveyi BB170 and it was found that CsrA has a positive effect on extracellular
Al-2 accumulation. The optimum glucose concentration to induce biofilm dispersion was determined
by cristal violet assay and in the tested conditions, it was reported that 0.5 % glucose concentration
induced the higher biofilm dispersal (38.33 %) after 12 hours of treatment. The results of this study
showed that, surprisingly, csrA mutation had a negative effect on S. Typhimurium biofilm formation.
gRT-PCR experiments showed that both csrA mutation and overexpression positively regulated luxs,
IsrA, IsrK and IsrR genes which are involved in Al-2 synthesis and transport into the cell,
respectively. In addition, glucose had also a positive effect on the expression of the studied genes. In
this work, a regulation model encompassing glucose, CsrA and Al-2 was suggested for the first time.
This model proposed that glucose activates csrA expression and csrA positively regulates Al-2
synthesis and negatively regulates Al-2 transport into the cell. This model may provide new insights
into the regulatory pathways of biofilm dispersal, helping in developing novel strategies to eradicate
S. Typhimurium biofilms.

2022, 125 pages
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1. GIRIS

Dogada, bakteriler iki farkli yasam formunda bulunurlar: 1) Serbest yasayan planktonik
bakteriler ve ii) Biyofilm olarak adlandirilan yapinin igerisinde bulunan sesil bakteriler.
Biyofilm, koruyucu bir polimerik matriks icerisinde bulunan, canli (biyotik) veya cansiz
(abiyotik) bir ylizeye tutunmus hiicreler toplulugudur. Biyofilm olusturan bakteriler;
ultraviyole (UV), metal toksisitesi, dehidrasyon, yiiksek tuz konsantrasyonu, antibiyotikler
ve antimikrobiyal bilesikler gibi ¢ok c¢esitli ¢evresel stres faktorlerine karsi yiiksek direng
gosterirler (1-5). Biyofilm iliskili bakterilerin antimikrobiyallere kars1 planktonik hiicrelere
kiyasla 10-1000 kat daha direngli oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, biyofilm iliskili

enfeksiyonlarin tedavisi daha zor ve maliyetlidir (6-8).

Gida kaynakli hastaliklarin en yaygin nedeni olarak bilinen Salmonella enterica serovar
Typhimurium, tedavisi zor gastroenterit enfeksiyonlarina ve gida tiretim hatlarini kolonize
ederek ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir (9, 10). Salmonella cinsi bakteriler,
viriilansin1 artirmak i¢in biyofilm olusturarak, antimikrobiyellere ve konak bagisiklik

sistemine kars1 daha direngli hale gelmektedir (11).

Biyofilm olusumunu genel olarak bes evrede incelemek miimkiindiir. ik evre, bakterilerin
yiizeye geri doniisiimlii olarak tutunmasi saglanir. ikinci evrede, geri doniisiimsiiz baglanma
ve matriks bilesenlerinin iiretimi gerceklesir. Uciincii evrede, mikro kolonilerin olusumu ile
biyofilm yapisi olgunlagmaya baglar. Dordiincii evrede, olgun biyofilm yapist meydana
gelir. Son agamada ise, biyofilm yapis1 farkl kosullar sebebiyle dagilmaya baslayarak yeni

bir dongiiiin bagslamasina neden olur (5).

Biyofilm yapilar1 ile miucadelede siklikla iki farkli strateji izlenmektedir: i)
Antimikrobiyallerle yilizey kaplama dahil olmak iizere ¢esitli stratejiler kullanilarak geri
dontisiimsiiz baglanmanin olugmasini ve biyofilm olusumunun engellenmesi 11) Biyofilmin
tic boyutlu yapisinin bozulmasini saglanarak olgun biyofilmlerin eradikasyonun
gerceklesmesi. Biyofilm hiicrelerinin EPS (hiicre dis1 polimerik maddeler) tarafindan yiiksek
oranda korundugu gbéz Oniine alindiginda, biyofilm eradikasyonu i¢in daha yliksek
antimikrobiyal konsantrasyonlar gerekir. Bu nedenle biyofilm hiicrelerini koruyan EPS
yapisindan ayirmaya yonelik yaklagimlarin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (12).
Biyofilm yapisinin dagilma asamasinda bakteriler planktonik forma donerek daha

savunmasiz hale gelmektedir. Biyofilm yapisindan ayrilan bakterilerin antibiyotiklere ve



antimikrobiyal ajanlara daha duyarli olmasi sebebiyle, etkin biyofilm eradikasyon stratejileri
belirlemek amaciyla son yillarda biyofilm dispersiyon ajanlart ve dispersiyon siirecinde rol

alan genetik faktorler konusunda yogun arastirmalar gerceklestirilmektedir (13).

Biyofilm olusumu ve dagilimi, gesitli bakteri cinslerinde aydinlatilmis olsa da, Salmonella
enterica serovar Typhimurium biyofilmlerinin dagilimi hakkinda bildiklerimiz oldukg¢a
smirhdir. Karbon depolama diizenleyicisi olan CsrA proteininin ifadesinin, Escherichia coli
(E. coli) ve S. Typhimurium’da biyofilm dispersiyonunu indiikledigi bilinmektedir (14).
CsrA proteinin, S. Typhimurium'da (3-5)-siklik-diguanosin monofosfat (c-di-GMP) sinyal
molekiillerinin degradasyonunu regiile ederek hareket (motilite) yolaklarini aktive ettigi ve
biyofilm olusumunda rol alan faktérlerin iiretimini engelledigi bilinmektedir (15). Ayrica,
CsrA seviyesinin, glukoz varliginda artis gosterdigi yoninde bulgular literatiirde yer
almaktadir (16).

Bakterilerde, biyofilm olusumunu 6nemli derecede etkileyen bir bagka bakteriyel siireg ise
QS (Quorum Sensing) sinyalizasyonudur. QS, otoindiiktor olarak adlandirilan sinyal
molekiillerinin iiretimi, taninmas1 ve yanitlanmasi yoluyla meydana gelen popiilasyon
yogunluguna bagli gen ifadesinin diizenlenmesi mekanizmasidir (17). Virllans, hareket
(motilite) ve biyofilm olusumu gibi bir¢cok bakteriyel siirecin bu mekanizma tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. Gram negatif ve/veya Gram pozitif bakteriler arasinda "evrensel
dil" olarak kullanilan otoindiiktor 2 (AI-2) molekillerinin (18) ¢esitli bakteri cinslerinde
biyofilm yapismnin dagiliminda rol oynadigi bilinmektedir (19, 20). Salmonella
Typhimurium'da AI-2, luxS geni tarafindan kodlanan LuxS sentaz enzimi tarafindan
uretilerek eksponansiyel treme fazinda salinir ve duragan fazin baglangicinda ATP baglayici
kaset (ABC) olan Lsr tasima sistemi ile bakterilere aktarilir (21). luxS/Al-2 sistemi,
Salmonella Typhimurium'da hareketlilik, biyofilm olusumu, viriilans ve hiicresel islevlerle
iligkili genlerin ifadesini etkilemektedir (22). CsrA'ya benzer bir sekilde, AI-2’nin hiicre
disindaki seviyesi ve aktivitesi ortamda bulunan glukoz miktarindan da etkilenmektedir (22,
23). CsrA ve Al-2'nin ortak hiicresel siiregleri diizenledigi ve karbon kaynagi seviyesinden
etkilendikleri bilinmektedir. Bu nedenle CsrA ve Al-2'nin arasinda bir etkilesim olabilecegi
distiniilmistir. S. Typhimurium patojeninin  biyofilm dispersiyonunu diizenleyen
yolaklarinin aydinlatilmasi, biyofilm yapisi ile miicadelede yeni stratejiler belirlenmesi

acisindan oldukg¢a 6nemlidir.



Bu tez calismasinda, CsrA regiilasyonunun AI-2 sentezine ve hiicre i¢ine alimina etkisinin
arastirilmast  amacglanmistir.  Ayrica CsrA  regiilasyonun, glukozla indiiklenen S.
Typhimurium biyofilmlerinin dispersiyonu esnasinda etkinin arastirilmasi ¢alismalari

literatiirde ilk defa bu tez ¢alismalar1 kapsaminda arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1.  SALMONELLA CINSININ GENEL OZELLIKLERI

Salmonella cinsi, Gram negatif, spor olusturmayan, ¢ubuk sekilli bakterilerdir (Sekil 2.1.).
Bu mikroorganizmalarin ¢aplar1 yaklasik 0,7-1,5 um ve uzunlugu 2-5 um arasinda
degismektedir. Fakultatif anaerob organizmalardir ve agirlikli olarak peritrik hareketlilik
gosterirler (24). Kauffmann-White smiflandirma semasma gore Enterobacteriaceae
familyasina ait olan Salmonella cinsi; S. enterica ve S. bongori olmak tizere iki genis tiire
sahiplik yapmaktadir. S. enterica; S. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salam
(1), S. enterica subsp. arizonae (111a), S. enterica subsp. diarizonae (111b), S. enterica subsp.
houtenae (V) ve S. enterica subsp. indica (VI) olmak lizere alt1 alt tiire ayrilir. S. bongori
ise, II, Ila, IIIb, IV ve VI olarak adlandirilan alt tiirlere ayrilmaktadir. Bu alt tiirler, esas
olarak sogukkanli omurgalilarda bulunurken, klinik 6rneklerden nadiren izole edilirler. Bu
nedenle insanlarda ve evcil hayvanlarda hastaliga neden olan Salmonella organizmalarinin
hemen hemen hepsi S. enterica subsp. enterica (I)'ya aittir. S. enterica suslari, O
(lipopolisakkarit) ve H (flagellar) antijenlerine gore 2557 serovar icerir ve klinik olarak en
6nemli olan serovarlar Typhi, Paratyphi, Enteriditis ve Typhimurium olarak bilinmektedir
(112).

Sekil 2.1. Salmonella Typhimurium elektron mikroskop goriinttst (Volker Brinkmann, Max
Planck Enfeksiyon Biyolojisi Enstitusu, Berlin, Almanya) (25)



S. enterica, kontamine sulardan, hayvansal {iriinlerden, enfekte veya tastyici biri ile yakin
temastan bulagsmaktadir. Bu mikroorganizmalar dort ana sendroma neden olabilirler: enterik
ates (tifo), gastroenterit, bakteriyemi ve kronik asemptomatik tasiyicilik. Enterik atese insan
patojenleri S. enterica serovar Typhi ve S. enterica serovar Paratyphi A/B neden olurken,
ishalli hastaliklara esas olarak klinik ortamlarda en yaygin izole edilen non-tifoidal
Salmonella (NTS) olarak bilinen S. enterica serovar Enteritidis ve S. enterica serovar
Typhimurium neden olmaktadir. Bu serovarlar inek, képek ve domuz gibi hayvanlar1 da

enfekte edebilirler (26).

S. enterica, tifoid olmayan Salmonella (NTS) nedeniyle 3 milyon 6lim dahil 200 milyon ila
1,3 milyar bagirsak hastalig1 vakasina neden oldugu i¢in biiyiik klinik 6neme sahiptir (24).
Tifoid olmayan Salmonella (NTS), 5 yasin altindaki ¢ocuklar arasinda yiiksek morbidite ve
Olimiin baslica nedenidir. Kenya'da yapilan bir ¢alismada, ¢ocuklardan toplanan
orneklerden elde edilen NTS serotiplerinin % 59'unun S. Typhimurium ve % 28,3'Un(n S.
Enteritidis i¢erdigi bildirilmistir (27). 2001'den 2009'a kadar Kanada'da, taze meyve ve sebze
tiketimine bagli bakteriyel enfeksiyon salginlarmin % 50'sinin  Salmonella’dan
kaynaklandigi bilinmektedir (28). Her yil farkli Salmonella serovarlariyla baglantili birgok

salgin rapor edilmektedir.
2.1.1. SALMONELLA PATOGENEZ MODELI ve VIRULANS FAKTORLERI

Salmonella Typhimurium ile kontamine yiyecek veya su alinmasiyla bakteriyel enfeksiyon
baslar. S. Typhimurium, hiicre i¢i pH'sim1 hiicre dis1 ortamindan daha yiiksek degerlerde
tutmak icin asit tolerans tepkisini aktive ederek midenin asidik pH'sinda hayatta kalir. Bu
patojen, bagirsak mukus tabakasini gectikten sonra bagirsak epitel hiicrelerine yapisir.
Yapismadan sonra istila siireci, konakg1 hiicrelerin sitoiskelet yapisini yeniden diizenler ve
yapisik bakterilerin kapsiillenerek hiicrelerin konakgr hiicrelerin igerisinde hayatta kalip
cogalabildigi Salmonella i¢eren vakuoller (SCV'ler) adi verilen biiyiik vezikiiller olusur.
Eszamanli olarak, fagositlerin submukozal bosluktan bagirsak liimenine toplanmasi ve gocii
baglar. Daha sonra SCV'ler bazolateral membrana transsitoz yaparak bakterileri
submukozaya birakir. Bakteriler daha sonra fagositler tarafindan fagosite edilerek tekrar
SCV'ler haline doniisiirler. Son olarak, bu enfekte fagositler, bakterilerin kan dolasimi
yoluyla diger dokulara sistemik yayilmasini kolaylastirarak invazif hastaligin ilerlemesine

sebebiyet verir (11).



S. Typhimurium, yukarida bahsedilen enfeksiyon basamaklari esnasinda konak¢i savunma
mekanizmalart ile etkilesim kurmak ig¢in kullanilan bircok viriilans faktoriine ve farkl
stratejilere sahiptir. En 6nemli viriilans faktorlerini kodlayan genlerin ¢ogu, yiiksek oranda
korunmus Salmonella Patojenite Adalari’nda (SPI) bulunurken, digerleri viriilans

plazmitinde veya kromozomol DNA’da yer alir (29, 30).

Simdiye kadar toplam bes SPI'nin (SPI-1 ila SPI-5), S. Typhimurium viriilansina direkt
olarak dahil oldugu tespit edilmistir. En 6nemlileri ve iyi ¢alisilanlar, SPI-1 ve SPI-2'dir.
Her iki SPI, konakg1 biyokimyasini ve hiicre fizyolojisini dogrudan etkilemek i¢in bakteriyel
ve konak¢t membranlar araciligryla konakgr hiicrelere veya hiicre digi ortama 'efektorler’
olarak bilinen bakteri proteinlerini enjekte edebilen Tip III Salgilama Sistemi (T3SS) adi
verilen molekiiler bir aparati kodlar. SPI-1, aktin hiicre iskeleti yeniden dizenlemelerine
aracilik ederek bakterilerin fagosite edilmesine aracilik eder ve gogunlukla epitel hiicrelerin
istilasini1 tetikleyen birkag efektor proteini kodlar (31). SPI-2 patojenite adasi, hiicre igi
parazitizm igin ve Salmonella'nin, SCV'ler olarak konake1 hiicrelerin (epitel hiicreleri ve
makrofajlar) i¢erisinde hayatta kalabilmesi ve ¢ogalabilmesi i¢in esastir (32). SPI-3, sistemik
yayillma sirasinda hem ilk baglanma hem de uzun siireli kaliciligin yani sira bakteriyel
hayatta kalma ile iligkilidir. SPI-4, bagirsak epiteli ile ilk etkilesim sirasinda rol oynar. SPI-

5, enfeksiyon sirasinda ¢esitli patojenik siireglerin gergeklestirilmesinde rol oynar (29).

Virilans plazmidi, sadece S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Choleraesuis ve S. Dublin gibi
Klinik olarak 6nemli serovarlarda bulunabilir. Serovara bagli olarak boyutu 50 ila 95 kb
arasinda degisen serovar spesifik bir plazmittir. S. Typhimurium'da ise, yaklasik 95 kb'dir
ve pSLT olarak adlandirilmistir. Bu plazmit, hastaliin hiicre i¢i evresinde konagin

proinflamatuar yanitinda rol oynayan efektor proteinleri kodlar (33).

Flagella, S. Typhimurium'un sadece motilite ve kemotaksis igin degil ayn1 zamanda

patogenezdeki diger birgok siire¢ i¢in gerekli olan yiizey uzantilaridir (34).

En 6nemli adezinler, Tip I fimbriya ve kivrimli fimbriyadir. Yapilan in vitro ve in vivo
calismalarin sonucunda, fimbriyalarin cesitli patojenik siireglerde yer aldigi bildirilmistir.
Bunlarin arasinda, spesifik epitel hiicrelerine yapisma, bagirsak sivi birikimi, farelerde
bagirsakta kalicilik ve klinik olarak tedavi edilmesi zor biyofilmlerin olusumu yer almaktadir

(35-37).



2.2. BAKTERIYEL BiYOFIiLMLER

Biyofilm, bir yiizeye geri doniisiimsiiz olarak baglanan ve tirettikleri hiicre dis1 polimerik
maddelerden olusan bir matrikse gomiilii hiicreler tarafindan karakterize edilen sesil bir
mikrobiyal topluluktur. Biyofilm hiicreleri, Ureme hizlar1 ve gen transkripsiyonu ag¢isindan
planktonik formlarindan farklidirlar. Biyofilmler; canli dokular, takilmig tibbi cihazlar,
endiistriyel ve dogal su sistemleri gibi farkli yiizeylerde olusabilmektedir (1-5). Biyofilmler,
tek bir mikrobiyal tir veya birden fazla mikrobiyal tir icerebilir. Dunyadaki bakteri

hiicrelerinin yaklasik % 40-80'inin biyofilm olusturabilecegi bilinmektedir (38).

Biyofilm olusumu, UV 1s1gma maruz kalma, metal toksisitesi, dehidrasyon ve tuzluluk,
fagositoz, antibiyotikler ve antimikrobiyal ajanlar gibi ¢ok ¢esitli ¢cevresel stresten koruma
saglamaktadir (2, 4). Artan antimikrobiyal direng, bircok faktorden kaynaklanabilir.
Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm yapisina ge¢ penetrasyonu, yiiksek konsantrasyonda
hiicre dis1 antibiyotik pargalayici enzimleri igeren biyofilm matriksi, persister (inatgi)
hiicrelerin olusumuna yol acan alt popiilasyonlarin metabolik heterojenligi, antibiyotik
duyarliligini etkileyen genleri kodlayan ¢oklu gen aglarmin farkli ifadesi ve yatay gen
transferi yoluyla diren¢ genlerinin kazanilmasi farkli mikrobiyal tiirlerde yiiksek direncin

ana mekanizmalar1 olarak gosterilmistir (39).

Hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) matriksi; polisakaritler, proteinler, hiicre dis1t DNA
(eDNA), lipitler ve su molekiillerinden olusmaktadir. EPS matriksinin kimyasal ve fiziksel
ozellikleri bakteri tiiriine ve cevre sartlarina gore degisiklik gosterebilmektedir (40).
Polisakaritler, EPS matriksinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir ve esas olarak
biyofilmlerin mekanik stabilitesinin desteklenmesinde rol oynarlar (41). Proteinler, biyofilm
olusumunda ve dagiliminda farkli rollere sahiptirler. Hiicrelerin yiizeylere tutunmasina
katkida bulunarak, ekzopolisakkarit ve niikleik asit bilegenleri ile etkiles yoluyla biyofilm
matriksini stabilize ederler. Ayrica {li¢ boyutlu biyofilm yapilarimin gelismesinde rol alarak
biyofilm olusumunda ve polisakkaritlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin enzimatik
degradasyonu yoluyla biyofilm dagiliminda rol oynarlar (42). eDNA, bakteri yapismasina
ve biyofilmin yapisal stabilitesine katkida bulunmanin yani sira, yatay gen transferi yoluyla
biyofilm hiicrelerinin antibiyotiklere ve konak immiin efektdrlerine karsi direng kazanmasini
kolaylastirir (43). Lipitler, bakteriyel yapigsma ve biyofilmin yapisal stabilitesi i¢in oldukca
onemlidir. Matriksin en yiiksek oranda bulunan bileseni olan su molekiilleri ise EPS'nin

bakterilere besin dagilimini saglamasi i¢in katkida bulunur (40). Biyofilm hicrelerini
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6ldirmek igin antimikrobiyal molekillerin biyofilm matriksinden gegcmesi gerekir. Bununla
birlikte, EPS matriksi bu molekiillerin biyofilm i¢ine tasinmalarini ve dolayistyla biyofilm
hiicreleri ile temaslarin1 engelleyen bir difiizyon bariyeri olarak gérev yapar (8). Ek olarak,
EPS matriksi, biyofilm hiicreleri tarafindan sentezlenen ve salgilanan antibiyotikleri
pargalayabilen enzimleri igererek biyofilmin antimikrobiyal ajanlara kars1 direncine katkida

bulunmaktadir (44).

Biyofilm direncine neden olan bir diger mekanizma ise, persister hiicrelerin olusumudur.
Biyofilm yapisinin farkli katmanlar1 arasindaki besin ve oksijen mevcudiyeti farklidir ve
daha derin katmanlarda daha az besin ve oksijen bulunur. Bu nedenle alt katmanlarda
yasayan bakterilerin, biyofilm yiizeyine yakin bulunan bakterilerden daha diisiik metabolik
aktiviteye ve iireme hizina sahip oldugu bilinmektedir. Persister hiicreler olarak adlandirilan
ve metabolik olarak aktif olmayan bu tir hucreler, antibiyotik tedavilerini tolere ederek
biyofilm enfeksiyonlarmin direncine onemli Olciide katkida bulunmaktadir. Persister
hiicrelerin antibiyotiklere karsi yiliksek toleransi, klinikte kullanilan antibiyotiklerin
hedeflerinin ¢ogunu temsil eden transkripsiyon, translasyon, genom replikasyonu ve hiicre
bolinmesi  gibi  hiicresel siireglerin  diisiik  seviyelerde gergeklestirilmesi ile

aciklanabilmektedir (44).

Ek olarak biyofilm yapisi, yiiksek hiicre yogunlugu ve hiicre yakinligi, artan genetik
cesitlilik ve EPS matriksi i¢cine eDNA salgilanmas1 nedeniyle yatay gen transferi yoluyla
direng genlerinin alimini1 destekleyebilmektedir (45). Sonu¢ olarak, yukarida bahsedilen
mekanizmalar, antimikrobiyallere ve antibiyotiklere karsi biyofilm direncini birden fazla

yolla artirmada rol oynamaktadir.

Biyofilmlerin tip ve halk saglig1 {izerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu giderek daha acik
hale gelmektedir. Kronik enfeksiyonlarin yaklasik % 80'ine sebep olarak hastaneye yatis
oranlarinda, saglik bakim maliyetlerinde, morbidite ve mortalitede artisa yol actigi
bilinmektedir (8). Bu yapi, kateterler, protez kalp kapakgiklari ve kontakt lensler gibi bir¢ok
tibbi implant iizerinde olusabilir (46) ve antimikrobiyal maddelere karsi artan direngleri
nedeniyle enfeksiyonlar genellikle implantin ¢ikarilmasiyla tedavi edilebilir. Bu nedenle
tedavi maliyeti ve hasta i¢in travmayi artirir (47). Ek olarak, mikrobiyal biyofilmler, kistik
fibroz gibi birgok enfeksiyoz hastalikta rol oynarlar (48). Legionella pneumophila (49),
Staphylococcus aureus (50), Listeria monocytogenes (51), Escherichia coli (52), Salmonella



Typhimurium (53), Vibrio cholerae (54) ve Helicobacter pylori (55) dahil olmak Gzere
cesitli bakteriyel patojenlerin biyofilmle ilgili enfeksiyonlara yol actig1 gdsterilmistir.

Gida endiistrisinde, biyofilmler yiizeylerde olusabildikleri gibi gida kaynakli salginlarin
yaklasik % 60'ma sebebiyet verdiklerinden gida giivenligi agisindan da 6nemli bir risk
olusturmaktadir (56). Bunun yani sira, gida bozulmalarina neden olarak ciddi ekonomik
sonuglara yol agmaktadir (10). Tarim yapilan alanlarda da biyofilm iliskili hastaliklar
gozlenmekte ve kayiplara neden olmaktadir. Ornegin arabidopsis ve Ocimum basilicum (tatl:
feslegen) koklerinde bulunan Pseudomonas aeruginosa biyofilminin bitki 6limiine neden

olabilecegi belirlenmistir (57).

Denizcilik sektoriinde de biyofilm olusumu ciddi sonuglara yol agabilmektedir. Deniz
biyolojik kirliligi (marine biofouling), gemi gdvdeleri ve petrol veya gaz tesisatlar1 dahil
olmak iizere deniz suyuna maruz kalan dogal veya insan yapimi nesneler iizerinde
istenmeyen organizma birikimi meydana gelebilir (58). Biyolojik Kkirlilik, denizcilik
endustrisinde ve agik denizde giden sivil gemiler i¢in biiylik bir zorluk olusturur. Genel
olarak, gemi govdelerinde biyofilmlerin birikmesi, gemicilik endiistrisi i¢in hizin
diisiiriilmesi, temizlik siiresinin uzamasi ve daha fazla yakit tiikketimi gibi zorluklara neden
olabilir (59). Ek olarak, gemi govdelerinin biyolojik olarak kirlenmesi, istilact deniz
tirlerinin yeni habitatlara yayilmasi i¢in 6nemli bir vektor olarak kabul edilmistir (60). Bu
nedenle biyofilm olusumu hem gemi kullanim maliyetini hem de deniz ortaminin ekolojik

dengesini etkileyebilmektedir.
2.2.1. BAKTERIYEL BiYOFILMLERIN OLUSUM ASAMALARI

Biyofilmlerin olusumu, daha once de belirtildigi gibi bes basamakta incelenebilen ¢ok
asamal1 bir siirectir. Biyofilm yapisinin olusumunun ilk agamasi bakterilerin yiizeye geri
doniistimlii olarak tutunmasidir. Ardindan geri doniisiimsiiz baglanma ve mikro kolonilerin
olusumu ile biyofilm olusumu ilerler. Dordiincii olarak, olgun biyofilm yapisi olusur. Son
asama olan besinci agsamada ise, olgun biyofilm farkli kosullar altinda dagilmaya baslar

(Sekil 2.2.) (61). Bu basamaklardan asagida ayrintili olarak bahsedilmistir.

Ik basamak olan geri déniisiimlii tutunma, planktonik hiicreler ve yiizey arasindaki
etkilesimle baglar. Hiicreler bir yiizeye ulastiginda, hiicreler ve yiizey arasindaki etkilesim,
aralarinda olusturulan itici veya ¢ekici kuvvetlerin net toplamina baglidir. Cekici kuvvetler

itici kuvvetlerden daha biiyiikse, bakteri yiizeye yapisacaktir (62). Yiizey pirtizliligi,
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hidrofobisitesi ve yuzey yuki dahil olmak zere ylzeyin fizikokimyasal 6zellikleri bakteri

tutunmasini etkileyebilmektedir (5).

Ikinci basamak olan geri déniisiimsiiz tutunma, dipol-dipol ve hidrofobik etkilesimleri gibi
kisa mesafeli etkilesimlerin ve bakteriyel yapisal adezyonlarin katilimiyla gergeklestirilebilir
(63). Bakterilerin yiizeyi, hiicre yilizeyinden hiicre dis1 ortama uzatilan farkli yapiskanlara
sahiptir. Simdiye kadar, flagella, pili/fimbriya ve fimbriyal olmayan yapilar dahil olmak
Uzere bakterilerin yapiskan uglarinin, biyofilm olusturan hiicrelerin bir yiizeye
baglanmasinda rol oynadigi tespit edilmistir (64). Flagella, hiicre-yiizey etkilesimlerini
engelleyebilecek itici kuvvetlerin {istesinden gelerek hiicrelerin ylizeylere yapismasini
baglatabilir (65). Fimbriya ise bakterilerin birbirlerine baglanmasinda ve erken hiicre yiizeyi
baglanmasinda rol alabimektedir (66). Geri doniigiimsiiz tutunma, biyofilmlerin yiizeye
yapigsmasina aracilik etmek icin biyofilm olusturan hiicreler tarafindan sentezlenen EPS
uretimi ile ilerler (67). Ayrica ikincil haberci c-di-GMP molekilleri, EPS ve hiicre yiizey
yapilarmin iiretimini regiile ederek bakterilerin planktonik yasam formundan sesil yagam

formuna gegisi i¢in en 6nemli sinyallardan biri olarak kabul edilmektedir (68).

Uglincii ve dordiincii basamak olan mikrokoloniler olusumu ve biyofilmlerin
olgunlagmasinda, bakteriler, EPS matriksi igerisinde c¢ogalmaya devam eder ve
mikrokolonilerin olusumuna ve biyofilmlerin olgunlagsmasina yol agar (61). Mikrokoloni
olusumunu ve EPS birikimini takiben, dolasim sistemleri gorevi goéren, besinleri hiicre
topluluklarina tagiyan ve atiklari uzaklastiran su dolu kanallarin olusur (2). Mikrokolonilerin
yapisal analizi genellikle piramit/mantar seklinde ¢ok hiicreli bir yap1 gostermektedir (2).
Biyofilm olgunlagsmasinin siireci esnasinda, bakteriyel ylizey yapilarinin iiretimi inhibe
edildiginden mikrokoloniler igerisinde hareketlilik kisitlanir. Sesil hucrelerin  gen

ekspresyon paterni planktonik formlarindan 6nemli 6lgtide farklilik gostermektedir (69).

Besinci basamak olan biyofilm dagilimi (dispersiyon), biyofilm gelisiminin son siirecini
temsil etmektedir. Dispersiyon esnasinda, biyofilm yapisinda bulunan bakteriler planktonik
yasam moduna donerek yapisinda bosluklar bulunan aginmig bir biyofilm yapisim1 geride
birakirlar (70). Dagilma, g¢evresel sinyaller, sinyal iletim yollar1 ve efektorler tarafindan
diizenlenen kompleks bir siirectir. Dispersiyon (dagilma), dis kuvvetlerden kaynaklanan
pasif bir siire¢ olabilecegi gibi yeni boélgelere yayilmak amaciyla genetik olarak
programlanmis aktif bir siireg de olabilmektedir (13). Indiiksiyon tiiriine gére iki tip

dispersiyon vardir: 1) Dogal olarak indiiklenmis dispersiyon ve ii) Cevresel olarak
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indiiklenmis dispersiyon. Dogal olarak indiiklenmis dispersiyon, biyofilm yapisinda bulunan
bakteriler tarafindan sentezlenen sinyal molekiillerine bagli olarak veya biyofilm igindeki
besin gradyanlar1 sonucu meydana gelirken, ¢evresel olarak indiiklenmis dispersiyon,
ortamda mevcut olan sinyal molekiillerine veya ¢evreleyen ortamin degisen kosullarina yanit
olarak meydana gelmektedir (70). Aktif dagilim sirasinda, flagella sentezi ve EPS
degradasyonu gibi hiicre hareketliliginden sorumlu olan genler up regile edilirken, EPS
matriksinin Uretimi, tutunma ve fimbriya sentezi ile ilgili genler down regiile edilir. Ayrica,
hicre i¢i c-di-GMP seviyelerinin azalmasi biyofilm gelisimini engelleyecegi ve biyofilm

dagilimini artiracagi i¢in c-di-GMP sinyal yolaklar1 engellenir (71).

Sekil 2.2. P. aeruginosa biyofilm olusum asamalarini (72). (1) Geri doniisimlii tutunma, (2)
Geri doniistimsiiz tutunma, (3) Mikrokolonilerin olusumu, (4) Biyofilm olgunlasmasi, (5)
Biyofilm dagilimi (dispersiyon)

2.3. SALMONELLA BiYOFILMLERIi

Farkli Salmonella tiirlerinin arasindaki farkliliklara ragmen biyofilm olusturma yeteneginde
ortak noktalar bulunmaktadir ve bu durum, biyofilm olusumunun Salmonella serovarlar
arasinda (6zellikle birden fazla konakg¢iy1 kolonize edebilen serovarlarda) oldukca korunmusg
bir 6zellik oldugu ve evrimsel bir avantaj olarak hizmet ettigine isaret eder. Biyofilm

olusturma yetenegi; sinirli besin mevcudiyeti, 1s1, asidik pH, diisiik sicakliklar ve

11



antimikrobiyallere maruz kaldiklarinda hayatta kalmalarini1 desteklediginden, enfeksiyon
dongiisii sirasinda Salmonella viriilansinda, uzun siireli kalicilikta ve bulagsmasinda 6nemli

bir faktordir (Sekil 2.3.) (53).

Salmonella biyofilmlerine birgok biyotik (bitki ylizeyleri, epitel hiicreleri ve safra taslar1) ve
abiyotik (plastik, cam, ¢imento, kaucuk ve paslanmaz ¢elik) yiizeylerde rastlanmaktadir
(73). Laboratuvar kosullarinda, S. Typhimurium biyofilmleri, koloni goriiniimiinden dolay1
rdar (kirmizi, kuru ve piiriizlit) morfotip olarak adlandirilan Kongo kirmizis1 agar plakalar
tizerinde belirgin desenli, agregatif koloniler olarak ortaya g¢ikar. Bu biyofilm formu, S.
Typhimurium'da iki ana hiicre dis1 matriks bileseni olan seliiloz ve kivrimli fimbriyalarin
ifadesi ile karakterize edilmektedir (74). Rdar morfotipi, 28 °C'nin altinda tuzsuz besiyeri
(diisik ozmolarite) igeren agar plakalarinda veya 37 °C'de demir icermeyen besiyerinde

gorunmektedir (73).

Diger biyofilm olusturan bakterilerde oldugu gibi, Salmonella biyofilm hicreleri, proteinler,
polisakkaritler ve eDNA'dan olusan bir EPS matriksi igerisinde bulunur. Salmonella
biyofilm EPS'lerinin tam bilesimi hem serovar hem de ¢evresel kosullara bagli olarak
degismektedir. Ancak temel olarak farkli tip yapiskan fimbriyalar olan tip 1 fimbriya,
plazmid kodlu fimbriya (Pef), kivrimli fimbriya (Csg), uzun polar fimbriya (Lpf), genis
ylizey proteini BapA ve flagella gibi proteinli bilesiklerden olusur. Seliiloz, kolanik asit ve
O-antijen kapsiilii gibi ekzopolisakkaritler ve lipitleri de icerdigi bilinmektedir (75). Ek
olarak, S. Typhimurium tarafindan olusturulan biyofilmlerde eDNA tespit edilmistir. Fakat,
cogu bakteri tiiriiniin aksine, eDNA'nin varligi, S. Typhimurium'de biyofilm olusumunu

olumsuz yonde etkilemektedir (76).

Sekil 2.3. Taramali elektron mikroskobu ile gekilen Salmonella biyofilmlerinin gorunttleri
(77)
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Salmonella hiicrelerinin planktonik formlarindan biyofilm yapisina gecisi, sicaklik
dalgalanmalari, besin mevcudiyetindeki degisiklikler ve zararli maddelere maruz kalma gibi
cesitli cevresel tetikleyicilerden etkilenebilmektedir. Bu nedenle, biyofilm genlerinin
ekspresyonu, ¢ok sayida global diizenleyici, iki bilesenli yanit sistemi ve diger diizenleyici
proteinler ve kiiciik RN A'lar tarafindan diizenlenmektedir. Bu tezin konusu olan Csr sistemi
ve QS sinyalizasyonuna vurgu yapilarak Salmonella biyofilminin en 0Onemli

diizenleyicilerine asagida deginilmistir (78).

CsgD, Salmonella‘daki ana biyofilm duzenleyicisi olarak kabul edilmektedir (79). CsgD,
csgBAC curli (kivrimli fimbriya) biyosentez operonu igerisinde yer alan csgB promotoruna
dogrudan baglanarak ve ikincil haberci (3'-5')-siklik-diguanozin monofosfatin (c-di-GMP)
modiilasyonu yoluyla seliiloz biyosentezini diizenleyen diguanilat siklaz AdrA'nin ifadesini
indukleyerek iki ana EPS bilesenini olan kivrimli fimbriya ve seliilozun {retimini
indlklemektedir (78). CsgD ifadesi, besin seviyeleri, sicaklik, oksijen gerilimi, ozmolarite
ve membran biitiinliigii dahil olmak iizere ¢ok sayida ¢evresel sinyale yanit olarak meydana
gelir. CsgD’nin ifadesi; transkripsiyonel, post-transkripsiyonel, translasyonel ve post-
translasyonel seviyelerde kontrol edilmektedir. Biyofilm diizenleyici aginda birka¢ sigma
faktorii de yer almaktadir. in vitro transkripsiyon deneylerinde, csgBA promotorun
ekspresyonu i¢in CsgD'nin RpoD (670) ve RpoS (cS) sigma faktorleri ile yiiklii RNA
polimeraz ile etkilesime girdigi gosterilmistir. Buna karsilik, CsgD, adrA transkripsiyonunu
yalnizca sigma faktorii RpoS ile yiiklii RNA polimeraz ile etkilesime girerek aktive eder.
Rdar morfotipi ayrica kiigiik kodlamayan RNA'lar (sSRNA) tarafindan da diizenlenmektedir.
ArcZ sRNA, rposS translasyonunu pozitif olarak diizenler, hareketliligi inhibe eder ve dolayl
olarak csgD ekspresyonunun stimiilasyonunu indiikler. RpoS'ye bagli sSRNA SdsR, csgD
ekspresyonunun transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla rdar morfotip olusumunun pozitif bir
diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Ancak RprA sRNA, csgD mRNA ile dogrudan
etkilesim yoluyla rdar morfotipini negatif olarak etkiler (78).

Cesitli bakterilerde biyofilm ve planktonik yasam modu arasindaki gecis, sinyal molekiilii
(3-5)-siklik-diguanosin monofosfat (c-di-GMP) tarafindan diizenlenir. c-di-GMP, katalitik
olarak aktif GGDEF bolgelerini igeren diguanilat siklazlar (DGC'ler) tarafindan sentezlenir
ve EAL veya HD-GYP bolgelerini barindiran fosfodiesterazlar (PDE) tarafindan degrade
edilir. Bu ikincil habercinin yiiksek hiicre ici seviyeleri, biyofilm ile iliskili fenotipleri tesvik

ederken, diisiik c-di-GMP konsantrasyonlar: dispersiyon ve hareketlilige yol agmaktadir
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(80). S. Typhimurium'da c-di-GMP'nin asir1 ekspresyonu, yiiksek csgD ekspresyonu, rdar
biyofilm olusumu ve yiiksek seliiloz liretiminin yan1 sira motilite ve virtilans 6zelliklerinin
inhibisyonu ile sonu¢lanmistir. S. Typhimurium'daki GGDEF ve/veya EAL bolgelerini
barindiran bazi proteinler, rdar morfotipinin ve/veya selilloz ekspresyonunun

diizenlenmesinde rol oynarlar (81).

2.3.1. SALMONELLA BIYOFILMININ Csr SISTEMi TARAFINDAN
DUZENLENMESI

Karbon depolama diizenleyicisi CsrA, hedef mRNA'lar1 destabilize veya stabilize ederek
gen ekspresyonunu baskilayan veya aktive eden homodimerik bir RNA baglayici proteindir.
CsrB ve CsrC adli kiiciik RNA'lar ise, ¢ok sayida CsrA baglanma bolgesi igerir ve bu
proteine baglanarak etkilerini antagonize ederler. Enzimatik aktivitesinden yoksun dejenere
GGDEF-EAL bolgelerini igeren CsrD proteini ise, CstB ve CsrC sRNA'larin RNaz E
araciligiyla pargalanmasini saglar (82). CsrD proteini, CsrA tarafindan negatif olarak
diizenlenir, bu da, CsrA ifadesi icin bir diizenleyici dongili olusturmaktadir. BarA/SirA iki
bilesenli sistem, Salmonella viriilansi, hareketliligi ve biyofilm olusumunda yer alan 6nemli
bir global duzenleyici sistemdir. SirA, sensdr kinaz BarA veya hicresel asetil fosfat
tarafindan fosforile edilen bir yanit diizenleyicidir. SirA, csrB ve csrC sRNA'larimi
transkripsiyonel olarak aktive ettigi i¢in Csr sistemi, BarA /SirA tarafindan da kontrol
edilmektedir (83). Salmonella Typhimurium'da CsrA, SPI-1'de bulunan virllans genleri,
biyofilm olusumu, motilite genlerini, B12 vitamini sentezini ve kullanim ile iligkili genleri
ve konak bagirsaginda bulunan bazi besinlerin metabolizmasi i¢in gerekli olan genleri

diizenler (84).

Gergeklestirilen bir ¢alismada, cSrA geni bakimindan mutant E. coli suslarinda biyofilm
olusumunun arttig1, s6z konusu genin asir1 ekspresyonunun ise, hem E. coli hem de S.
Typhimurium suslarinda biyofilm olugumunu inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica CSrA
ifadesinin indiiksiyonu, 24 saatlik biyofilm yapilarinda dagilmaya neden olmustur. Bununla
birlikte, E. coli olgun biyofilmlerine glukoz eklenmesinin, CsrA'nin biyofilm dagilimi
tizerindeki diizenleyici etkisinin yok olmasina sebebiyet verdigi belirlenmistir (14). CsrA'nin
GGDEF/EAL bolgesini igeren proteinlerini kodlayan sekiz genin ekspresyonunu hem
dogrudan hem de dolayli mekanizmalarla kontrol ettigi bilinmektedir. Biyofilm olusumunu
kontrol etmek icin Csr, flagellar ve c-di-GMP sistemi arasindaki iliskiyi arastiran diger

calismalar, CsrA'nin flagella regiilonunun bir aktivatorii oldugunu gostermistir. Sonug
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olarak, CsrA'nin sinyal yolaginda birden fazla siiregte rol alarak S. Typhimurium'da hareket
(motilite) yolaklarini1 aktive ettigi ve biyofilm olusumunda rol alan faktérlerinin Gretimini
engelledigi belirlenmistir (15). Ek olarak, Solano vd. (2002), LB siv1 besiyerinde siki bir
pelikiil olusumu i¢in BarA'nin gerekli oldugunu belirlemistir (85). Ancak beklenmeyen bir
sekilde csrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium'un biyofilm {iretiminde bir artis
gozlenmemistir. Bu nedenle karmasik diizenleyici agda ek bilesenlerin yer alabilecegi 6ne

stirilmustiir (86).

Leng vd. (2015) tarafindan glukoz konsantrasyonunun CsrB/C sRNA'larin olusumu ve
degradasyonu Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Glukoz varligmin (Sekil 2.4.), membran
tastyicilarina baglanan ve alternatif karbon kaynaklarinin alimimi onleyen EIA®"nin
defosforilasyonuna yol agtig1 gozlenmistir. Defosforile olan EIIA®' daha sonra CsrD'nin
EAL bolgesine baglanir ve RNaz E araciligiyla CsrB/C'yi degrade ederek serbest CsrA
seviyesini artirir. CsrA seviyesindeki artig hiicrelerin hareketliliginin artmasina neden olur.
Ancak, glukoz yoklugunda (Sekil 2.5.), EIIA®'® fosforile kalir ve cAMP iiretimi artar.
CAMP, CRP'ye baglanir ve alternatif karbon kaynaklarinin kullanimi i¢in gerekli enzimlerin
ekspresyonunu destekler. cAMP-CRP kompleksi, SirA regiilatorii yoluyla CsrA'nin
sekestrasyonuna ve biyofilm ile iligkili fenotiplerin ekspresyonuna yol agan CsrB/C'nin

bozulmasini inhibe eder (16, 87).
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Sekil 2.5. Glukoz yoklugunda CsrA regulasyonu (87)

2.3.2. SALMONELLA BiYOFILMININ QS TARAFINDAN DUZENLENMESI

QS, otoindiiktor olarak adlandirilan kiigiik sinyal molekiillerinin {iretimi, tespiti ve
yanitlanmasi yoluyla meydana gelen popiilasyon yogunluguna bagli bir gen ifadesinin
diizenlenmesi mekanizmasidir. Virtilans, hareket (motilite) ve biyofilm olusumu gibi bir¢ok

bakteriyel siire¢ QS mekanizmasi tarafindan diizenlenir (17).

Bakterilerdeki QS sistemleri li¢ smifa ayrilmistir: (i) Sinyal molekiilleri olarak acil-
homoserin laktonlar1 (AHL) kullanan Gram-negatif bakterilerde LuxI/LuxR-tipi QS sistemi;
(ii) Sinyal molekdlleri olarak kiicuk peptitler kullanan Gram pozitif bakterilerde oligopeptit-
iki bilesenli tip QS; ve (iii) Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde luxS tarafindan
kodlanan Al-2. Her tip sinyal molekiilii, hassas bir algilama aparati ve kompleks bir
diizenleyici ag tarafindan algilanmakta ve yanitlanmaktadir (88). Cogu bakteri tiirlerinde,
biyofilm olugsumunun kismen QS ile diizenlendigi bildirilmistir. Salmonella'da, iki ana tip
QS sistemi tanimlanmistir: AHL ve AI-2 (73).

Ik olarak, Salmonella, diger bakteri tiirleri tarafindan iiretilen AHL'lere yanit veren SdiA
adli LuxR ailesinin bir transkripsiyon faktoriinii kodlar. Fakat, E. coli biyofilm olusumunda
SdiA'nin rolii aydinlatilmis olsa da, SdiA ve Salmonella biyofilmleri arasinda dogrudan bir

baglanti rapor edilmemistir (73).
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Ikinci olarak, birgok arastirma grubu tarafindan polistiren iizerinde Salmonella biyofilm
olusumunun luxS geninin mutasyonundan etkilendigi bildirmistir. Mikrodizin analizinde,
luxS delesyonunun, bircok hareketlilik geninin ve biyofilm ile ilgili genlerin down
regiilasyonuna yol actig1 belirlenmistir. Bu genlerin bazilarinin ekspresyon seviyelerinin
dogal tip S. Typhimurium'un hiicresiz siipernatantinin eklenmesiyle kismen kompanse
edildigi gozlenmistir. Bu da AI-2'nin, bu genlerin diizenlenmesinde rol oynayabildigini

gostermektedir (22).

Salmonella Typhimurium'da AI-2, luxS geni tarafindan kodlanan LuxS sentaz tarafindan
uretilip eksponansiyel Greme fazinda salinir ve ardindan ATP baglayici kaset (ABC) olan
Lsr tastyici araciliiyla bakterilere aktarilir. Lsr operonu, ISTACDBFGE olmak Uzere yedi
gen icerir. ISTACDB, Al-2 tasiyicisinin bilesenlerini kodlar. IsrR, farkli promotordan
transkribe edilen Isr transkripsiyonunun bir baskilayicisidir. IsrK geni, Lsr tagiyicisi yoluyla
ice aktarildiktan sonra AI-2"yi fosforile eden bir sitoplazmik kinazi kodlar. Fosfo-AI-2, LsrR
baskilayiciy1 inaktive ederek Isr transkripsiyonunu indikler. IsrF ve IsrG, sitoplazmik fosfo-
Al-2'nin islenmesinde yer alan enzimleri kodlar (Sekil 2.6.) (21). luxS/Al-2 sistemi,
Salmonella Typhimurium'da hareketlilik, biyofilm olusumu, viriilans, translasyon,
transkripsiyon ve diger temel hiicresel islevlerle ilgili genlerin ifadesini etkilemektedir (22).
luxS ifadesinden bagimsiz olarak, ekstraseliiler AI-2 seviyesi, E. coli'de ortamdaki glukoz
bollugundan etkilenir (23). Benzer sekilde, S. Typhimurium'da glukoz varliginda, hiicre disi
Al-2 seviyesi artmig ve glukoz yoklugunda azalmistir. Dahasi, glukoz varligi, S.
Typhimurium'da biyofilm olusumunu inhibe etmistir (22). E. coli'de bulunan cAMP, Isr
transkripsiyonunu aktive ederek hiicre dis1 AI-2 seviyesinin azalmasina neden olur. Glukoz

yoklugunda cAMP seviyesinin yiiksek oldugu belirlenmistir (89).
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Sekil 2.6. Al-2'nin sentezi ve Lsr proteinleri tarafindan tasinmast ve modifikasyonunu. Al-
2 (besgen olarak gosterilmistir) LuxS tarafindan sentezlenir ve hiicre dis1 ortama salinir. Lsr
tastyicisinin  bazal ekspresyonu, Al-2'nin sitoplazmaya girmesine ve ardindan LsrK
tarafindan fosforile edilmesine neden olur. Fosfo-Al-2, LsrR proteinini inaktive ederek Isr
operonunun transkripsiyonunu indukler. Al-2'nin hiicre igine daha fazla alinmasiyla Lsr

tagtyicinin liretimi gergeklesmis olur. AI-2 molekiilleri LsrF ve LsrG proteinleri tarafindan
islenmektedir (21)

Gram negatif ve/veya Gram pozitif bakteriler arasinda "evrensel dil" olarak kullanilan AI-2
(18) de biyofilm dagiliminda rol alabilmektedir. AI-2’nin, Helicobacter pylori (19) ve Vibrio

vulnificus (20) bakterilerinde biyofilm yapisinin dispersiyonunu tesvik ettigi bilinmektedir.

2.4, BiYOFILM YAPILARININ KONTROLU

Biyofilmler iki yol izlenerek kontrol edilebilir: 1) Geri doniisiimsiiz baglanmanin olusmasini
engelleyerek biyofilm olusumunun engellenmesi ve ii) Olgun biyofilmlerin eradikasyonu
(12).

Bakterilerin biyofilm olusturan yiizeylere ilk tutunmasini engellemek ve boylece biyofilm
gelistirme sansini azaltmak, yilizeyin kimyasal ve fiziksel Ozelliklerini degistirerek
saglanabilir. Biyofilm olusumunu o6nlemek amaciyla biyomedikal cihazlarin ylizeyini
degistirmek icin yaygin olarak kullanilan kimyasal yontemler arasinda antibiyotikler,

biyositler ve iyon kaplamalari bulunmaktadir (90). Minosiklin ve rifampin antibiyotikleriyle
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kapli cihazlarin klinik ortamlarinda Staphylococcus aureus biyofilm ile iliskili
enfeksiyonlarinin insidansini azalttig1 gosterilmistir (91). Biyofilm olusumunda 6nemli olan
iyonlarin gorevlerine miidahale eden selatorler de biyofilm inhibitorleri olarak kabul
edilmektedir (92). Giimiis iyon kapli implantlarin konak dokularda giimiis birikimine sebep
olmadan S. aureus biyofilm olusumunu engelledigi bildirilmistir (93, 94). Ayrica, gesitli
destekliyici bilesikleri ve antimikrobiyal ajanlar1 kullanilarak yiik ve hidrofobiklik gibi
yluzey fiziksel oOzelliklerinin modifikasyonunun, biyofilm &nlemede etkili oldugu
kanitlanmistir (95). Hidrofilik 6zellikleri nedeniyle yiizeylere bakteri yapismasini azaltan
cesitli hidrojel kaplamalar 6zellikle tibbi cihazlarda biyofilm olusumunu Onlemek igin

kullanilmak tizere tasarlanmistir (96).

Mevcut biyofilmlerin eradikasyonu i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. Nekrotik dokuyu
veya dental biyofilmleri ¢ikarmak igin cerrahi alan enfeksiyonlarinin debridmanini ve
yiiksek hizli sprey kullanimi dahil olmak {izere ¢esitli mekanik eradikasyon yaklagimlari
uygulanmaktadir (12). Bakterileri 6ldiirmek ve iligkili biyofilm yapilar1 ortadan kaldirmak
amaciyla elektriksel olarak iletken bir hedef ylizeye bir akim uygulanmasini igeren
elektrokimyasal yontemler, yakin zamanda yogun bir sekilde aragtiritlmaktadir (97). Bununla
birlikte, biyofilmler planktonik bakterilere gére antimikrobiyallere 10-1000 kat daha direncli
oldugundan, biyofilmle iligkili enfeksiyonlarin geleneksel antibiyotiklerin kullanimi ile yok
edilmesi olduk¢a zordur. Enfekte tibbi cihazlar ¢ikarilamadiginda, antibiyotik kilit tedavisi
gibi agresif antimikrobiyal stratejiler uygulanmaktadir (98). Bu durum g6z Oniine
alindiginda, biyofilm eradikasyonu hem daha yiiksek antimikrobiyal konsantrasyonlar hem
de daha yuksek maliyetler gerektirir. Bu nedenle biyofilm hiicrelerini koruyucu EPS'lerinden

ayirmaya yonelik yaklagimlarin arastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Biyofilm gelisiminin son agamasi olan dagilim sirasinda, biyofilmde bulunan bakteriler
planktonik durumlarina donerek biyofilm hiicrelerine kiyasla daha savunmasiz hale gelir.
Bu nedenle biyofilm dagitict ajanlarina dayali etkin biyofilm eradikasyon stratejileri
olusturmak amaciyla son yillarda yogun bir sekilde dispersiyon ajanlar1 ve mekanizmalari

arastirtlmaktadir (13).
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2.4.1. BiYOFILM KONTROL STRATEJISI OLARAK BiYOFIiLM
DISPERSYONU

Daha o6nce belirtildigi gibi, biyofilm hiicrelerinin dagilmasina ve savunmasiz planktonik
durumlarina geri donmesine neden olmak, antibiyotik uygulamasinin basarisini arttirabilir
ve mevcut biyofilmlerin etkili bir sekilde eradikasyonu ile sonuglanabilir. Gergeklestirilen
caligmalar sonucunda, EPS matriksi, QS sistemi ve persister (inat¢1) hiicreler gibi biyofilmin
en Onemli kisimlar1 ve siirecleri hedeflenerek biyofilm yapilarinin dagitilabilecegi

gosterilmistir (99).

EPS matriksi biyofilm hiicrelerini; UV 15181, dehidrasyon, toksinler ve yiiksek antibiyotik
konsantrasyonlar1 dahil olmak iizere birgok stresten korudugu i¢in bu hiicrelerin "kalkani1"
olarak kabul edilmektedir. EPS matriksi, biyofilm yapilarinin konak¢ida daha kalict
olmasina ve tedaviye daha direngli olmasina neden olmaktadir (2). Bu nedenle biyofilm
hiicrelerinin “kalkanindan” ayrilmasi biyofilm stabilitesinin bozulmasina ve hiicrelerin
salinmasina neden olur. EPS genellikle polisakkaritler, proteinler, lipidler ve eDNA'dan
olusur (100). EPS yapisi, liretiminin engellenmesi ve/veya hiicre disi enzimler kullanarak
EPS bilesenlerinin pargalanmasi yoluyla hedeflenebilmektedir (12). Biyofilm tutunmasi ve
stabilitesi icin 6nemli olan EPS proteinleri, Tripsin (101), Proteinaz K (102) ve LapG
Proteinaz (103) gibi proteazlar tarafindan hedeflenebilir. Ayrica biyofilm yapisinin
korunmasinda ve gesitli streslere karsi diren¢ igin hayati 6neme sahip olan EPS
ekzopolisakkaritleri (40) Dispersin B gibi glikozit hidrolazlar kullanilarak pargalanabilir
(104). Son olarak, DNase I gibi deoksiriboniikleazlarin kullanilmasi, biyofilm yapisinin
stabilize edilmesine ve yatay gen transferi yoluyla biyofilm hiicrelerinin genetik ¢esitliligini
artirmasina katkida bulunan eDNA'nin degradasyonuna yol agmaktadir (105). Bununla
birlikte, EPS'nin biyokimyasal bilesiminin farkli mikrobiyal tiirler arasinda dnemli Ol¢iide
degisebilecegini ve hedefleme stratejilerinin her bir tiire ayr1 ayr1 uyarlanmasi gerektigini

g0z onunda bulundurmak gerekir (100).

Daha once bahsedildigi tlizere QS, otoindiktor olarak adlandirilan kiiciik sinyal
molekiillerinin iiretimi, tespiti ve bunlara yanit verilmesi yoluyla meydana gelen,
poplilasyon yogunluguna bagli gen ekspresyonunun diizenlenmesi mekanizmasidir.
Viriilans, motilite ve biyofilm olusumu gibi birgok bakteriyel siire¢ QS sistemi tarafindan
diizenlendiginden, QS sisteminin hedeflenmesi ve hiicreden hiicreye iletisimin kesilmesi

biyofilm dagilmasina ve virlilansin azalmasina neden olabilmektedir (17). QS sistemi,
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otoindiiktorlerin iiretimini engelleyerek, yapisim1 degistirerek veya pargalayarak
hedeflenebilir (106). QS sinyal molekdllerini parcalayabilen enzimler, ig¢ tip AHL laktonaz,
asetil homoserin lakton (AHL) asilaz ve oksidorediiktazdir. Ek olarak, ¢esitli aragtirmalar
sonucunda ugucu yaglar ve bitki dzleri gibi birgok QS inhibitorii (QSI) tanimlanmustir (107).
Bu molekiillerin bir 6rnegi, Pseudomonas aeruginosa'da hem QS'ye bagli viriilans
faktorlerinin liretimini hem de biyofilm olusumunu engelledigi kanitlanmis olan sinnamik
asittir (108). Baska bir 6rnek ise, Chromobacterium violaceum 12472 ve S. aureus
suslarindaki hem Al molekiillerin hem de AHL'lerin aktivitesine kars1 genis spektrumlu bir
anti-QS aktivitesi sergileyen hidrolize edilebilir tanenler bakimindan zengin Hint sifali bitki
Ozleridir (109). Ek olarak, sarimsagin da QS sisteminde bloke edici 6zelliklere sahip oldugu

arastirmacilar tarafindan kanitlanmistir (110).

Uyuyan (dormant) hiicreler veya persister olarak da adlandirilan hiicreler, herhangi bir
antibiyotik direng geni tasimadiklar1 halde antibiyotiklerden etkilenmeyen hiicrelerdir. Bu
direncin sebebi, persistent hiicrelerin metabolik olarak inaktif olmalar1 ve antibiyotiklerin
protein sentezi, hiicre duvar sentezi gibihtcresel aktiviteleri hedeflemesidir. Bu tip hicreler,
biyofilm aktif dagilim indiiksiyonunu ve antibiyotik tedavilerini engelledikleri igin énemli
bir zorlugu temsil etmektedir (111). Son zamanlarda, antibiyofilm peptitlerinin, metabolik
aktivitelerinden bagimsiz olarak biyofilm igerisindeki persistent hiicreleri etkili bir sekilde
hedefledigi gosterilmistir. Bu antibiyofilm peptitlerinin  6nemli bir O6rnegi, diisiik
konsantrasyonlarda P. aeruginosa biyofilm miktarini azaltan insan peptiti olan LL-37'dir
(112).

Ayrica, biyofilm aktif dagilma tepkisinin baglatilmasi, dagilma molekiilleri ile
gerceklestirilebilir. Bu molekiiller dagilma sinyallerine, anti-matriks molekullerine,
sekestrasyon molekdllerine ve metabolik interferans molekillerine ayrilmakta ve
biyofilmden planktonik hiicreleri cevreye aktif olarak salmak i¢in dagilma tepkisini
tetikleyebilmektedir (99). ikincil haberci niikleotid c-di-GMP gibi bir¢ok dagilma sinyalinin
bakteriyel biyofilm dagilimina yol actif1 gosterilmistir. Bu molekiilii par¢alayan enzimler
olan fosfodiesterazlar tarafindan modiile edilen diisiik c-di-GMP seviyeleri, bakteriyel
biyofilmlerin dagilmasina neden olur. Bu nedenle, c-di-GMP sentezinin diguanil siklazlar
tarafindan bloke edilmesi veya fosfodiesterazlar tarafindan degradasyonunun tesvik
edilmesi, umut verici bir dagilma indiikksiyon yaklasimi olarak kabul edilmektedir (113).

Diger bir dagilma sinyali, bir¢ok bakteri tiiriinde biyofilm hiicrelerinin salinimini tetikleyen
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Nitrik Oksit (NO) ve dondrleridir (114). Cis-2-dekenoik asit (CDA) ise bir dispersiyon
sinyalidir  (115). EPS'yi hedefleyen anti-matriks molekiilleri; biyosiirfaktanlari,
ramnolipidleri ve fenolde ¢dziinen modulinleri (PSM'ler) icermektedir (99). EDTA gibi
sekestrasyon molekilleri ise, biyofilm gelisimi igin gerekli bilesenleri (iyonlar, besinler,
metabolitler vb.) baglayan ve biyofilm yapisinin stabilitesini bozarak dagilmaya yol agan
molekdllerdir (116). Son olarak, L-arginin, D-arginin ve L-metionin gibi ekzojen amino
asitler gibi metabolik interferans molekiillerinin, ¢esitli bakteri tiirlerinde dispersiyon

tepkilerini tetikledigi bulunmustur (99).

Bununla birlikte, dagilmis hiicrelerin antibiyotiklere karsi daha duyarli olmasina ragmen,
daha hareketli ve viriilent olabilecekleri gdsterilmistir. Bu nedenle diger alanlara kolonize
olma riski veya dagilma siirecinden sonra septisemi riski artmaktadir. Dagilan hiicrelerin ve
kalan biyofilmlerin etkin bir sekilde ortadan kaldirilmasi i¢in biyofilm dispersiyon

stratejilerinin antibiyotiklerle birlestirilmesi gerekmektedir (117).

2.42. SALMONELLA BiYOFILM DISPERSIYONUNDA KULLANILAN
STRATEJILER

Bu bolum, S. enterica’nin olusturdugu biyofilmleri iizerinde test edilen bazi dispersiyon

yaklagimlar1 hakkinda bilgileri 6zetlemektedir.

Cesitli arastirma gruplar1 tarafindan gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda, bakterilerde
nitrik oksit aracili sinyallesmenin biyofilmin dagilmasina neden olabilecegi belirlenmistir.
Nitrik oksit dondrleri, farkli optimal dagilim kosullart altinda S. Typhimurium
biyofilmlerinin dagilmasini indiiklemistir (118, 119). Bu ajanlar, S. Typhimurium
biyofilmlerinin etkin bir sekilde dagilmast i¢in hidrojellerle birlikte kullanilabilecegi gibi
(120) dezenfektanlarla birlikte de kullanilarak etkinligi artirilabilir (121). Biyofilm
dispersiyonu, bir alarmon olan (p)ppGpp’nin bloke edilmesiyle de indiiklenebilir. De La
Fuente-Nunez vd. (2014), (p)ppGpp sinyalini bloke edebilen ve sonugta S. Typhimurium’un
da i¢inde bulundugu birgok Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriyel patojenlerin biyofilm
dagilimmna yol agan yeni bir anti-biyofilm peptid tanimlamiglardir (122). Cesitli
aragtirmacilar, dispersiyon verimliligini artirmak i¢in birden fazla dispersiyon indiikleyici
ajanin birlikte kullanimi sonucunda gergeklesen dispersiyon oranmi arastirmistir. Ornegin;
doymamus yag asidi cis-2-dekenoik asit (CDA), S. enterica dahil olmak tizere gida kaynakli
pek cok bakterinin olusturdugu olgun biyofilm yapisinin dagilmasinda etkilidir. CDA’nin,
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dezenfektanlar ve antibiyotiklerle birlikte kullanilarak dispersiyon etkinligindeki
degisiminin arastirildig1 bir ¢aligma sonucu, 310 nM CDA'nin dezenfektanlar (Persidin ve
Epimax S) veya antibiyotikler (siprofloksasin, vankomisin ve ampisilin) ile birlikte
kullaniminin biyofilm biyokiitlesini yaklasik % 80 oraninda azalttigi gosterilmistir (123).
Grubumuz tarafindan yapilan bir arastirmada, P22 faji, EDTA ve nisinin igli
kombinasyonunun S. Typhimurium olgun biyofilm dagilimi {izerindeki etkisi arastirilmistir.
10" PFU mL™ P22 faji, 20 mM EDTA ve 150 pg mL™ nisin kombinasyonunun, olgun
biyofilm yapisin1 % 70 oraninda azalttigi belirlenmistir (124). Ek olarak, antibakteriyel
aktiviteye sahip diger suslarin ekzopolisakkarit yapilar1 da biyofilm dagilimini indiiklemek
icin kullanilmistir. Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada ise, yeni izole edilmis
Lactobacillus casei NA-2 susunun ekzopolisakkarit yapisi, S. Typhimurium biyofilmini %

40,8 +% 3,3 oraninda azaltmada basarili olmustur (125).

DNaz'larin ¢esitli bakteri tiirlerinde biyofilm dispersiyonuna neden oldugu kanitlanmis
olmasina ragmen Wang et al. (2014) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, DNaz I'in, S.
Typhimurium ve S. Typhi’nin polistiren ve cam ylizeylerde olusturdugu olgun biyofilmler
tizerinde, DNaz I'in eklenmedigi biyofilmlere kiyasla, onemli bir etkisinin olmadig1

bildirilmistir (76).
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3. GEREKCE VE AMAC

Gida kaynakli salgmlarin en yaygin sebebi olarak bilinen Salmonella enterica serovar
Typhimurium, biyofilm yapist olusturarak hem tedavisi daha zor olan gastroenterit
enfeksyionlarina neden olmakta hem de gida iiretim hatlarinda kolonize olarak ciddi
salginlara ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (9, 10). Bu patojen ile miicadelede farkli
statejiler ve yontemler kullanilmaktadir. S. Typhimurium halk sagligina ve ekonomiye ciddi
bir tehdit oldugu igin arastirmacilar yeni stratejileri ve anti-biyofilm ajanlarini gelistirmek
amaciyla yogun bir sekilde calismaktadirlar. Biyofilm olusumunda son agsama olarak bilinen
dispersiyon (dagilma) asamasmin sonunda biyofilm yapisindan dagilan hiicrelerin
antibiyotiklere ve antimikrobiyal ajanlara karsi daha duyarli oldugu bilinmektedir (70). Bu
nedenle, son yillarda biyofilm yapisinin kontrolii i¢in dispersiyon ajanlar1 ve mekanizmalari

yogun bir sekilde arastirilmaktadir (118-120, 123-125).

S. Typhimurium’da biyofilm dispersiyonunu indiikledigi bilinen karbon depolama
duzenleyici CsrA proteininin, c-di-GMP sinyal molekilinun degradasyonuna neden olarak
motilite yolaklarini aktive ettigi ve biyofilm olusumunda rol alan faktorlerin {iretimini
engelledigi bilinmektedir (15). Ayn1 zamanda, glukoz varliginda CsrA seviyesinin arttig
yapilan aragtirmalar sonucunda gosterilmistir (16). Ote yandan, Quorum Sensing (QS) sinyal
molekdili olan otoindiiktor-2 (Al-2)’nin gesitli bakteri cinslerinde biyofilm dagiliminda rol
aldig1 bilinmektedir. AI-2’nin hiicre disi seviyesi ve aktivitesi glukoz seviyesinden
etkilenmektedir (22, 23). CsrA ve Al-2'nin ortak yolaklari ve hiicresel siirecleri diizenledigi
ve her ikisinin de karbon kaynagi seviyesinden etkilendikleri ger¢egi, aralarinda bir
etkilesim oldugu fikrine yol agmaktadir. Yaptigimiz literatiir aragtirmasi sonucunda, S.
Typhimurium'da CsrA proteininin Al-2 sentezine ve bu molekiiliin hiicre igine alimina
etkisinin arastirildig1 bir ¢alismanin literatiirde yer almadig1 belirlenmistir. Onerilen bu tez
caligmasi, Salmonella enterica serovar Typhimurium patojeninin biyofilm dispersiyonunu
diizenleyen yolaklar1 aydinlatmay1 amaglamaktadir. S. Typhimurium biyofilm yapisinin
dispersiyonunda diizenleyici rol oynadigi bilinen CsrA proteininin, QS sinyal molekiilii olan
Al-2 sentezine etkisinin ve hiicre i¢ine aliminda regiilator etkisinin olup olmadiginin

belirlenmesi amaciyla gerceklestirdigimiz tez ¢alismasinin hedefleri su sekildedir:

- Lambda red rekombinaz sistemi ile csrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium

susunun olusturulmasi,
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- csrA geninin arabinoz ile induklenebilen promotora sahip pBAD24 vektoriine
klonlanmas1 ve transformasyonu,

— S. Typhimurium biyofilm olusumunda inhibitér rol oynayan CsrA proteininin
aktivitesini tegvik ettigi bilinen glukoz molekiiliiniin biyofilm dispersiyonu ig¢in optimum
konsantrasyonunun belirlenmesi ve belirlenen optimum dispersiyon konsantrasyonunda
CsrA’nin diizenleyici roliiniin arastirilmast,

- Hem CsrA regilasyonuna hem de biyofilm dispersiyonu igin optimum glukoz
konsantrasyonuna bagli olarak AI-2 sentezinden sorumlu olan luxS geni ve Al-2 hiicre icine
aliminda rol alan IsrA, IsrK, ve IsrR genlerinin ekspresyon seviyelerinin qRT-PZR
denemeleri ile belirlenmesi,

- CsrA regiilasyonuna bagli olarak Vibrio harveyi BB170 susu kullanilarak

Salmonella suslarinin AI-2 aktivitelerinin arastirilmasi.

Ozetle bu tez calismasinda; literatiirdeki konu ile ilgili eksikligin tamamlanmasi ile
Salmonella biyofilm yapisinin yayilmasina neden olan dispersiyon basamagmin genetik
regiilasyonunun arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, QS sistemi ile ilgili
aydinlatict fikirler vererek QS sisteminin inhibisyonu ve dolayisiyla biyofilm yapisinin
ortadan kaldirilmasi i¢in yeni yontemlerin ve yeni anti-biyofilm ajanlarin gelistirilmesinde

hedeflerin belirlenmesine katki sunacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. BAKTERILER, PLAZMIDLER ve GELISME KOSULLARI

Bu c¢alismada, Biyoteknoloji Enstitiisii Sistem Biyoteknolojisi Ileri Arastirma Birimi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nin kiiltiir koleksiyonunda mevcut olan dogal tip S.
Typhimurium 14028 susu kullanildi. cSrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium
14028AcsrA susu ve pPBAD24 vektoriine klonlanmis CSFA genini igeren vektorii tasiyan S.
Typhimurium 14028 (S. Typhimurium 14028AcsrA/pBAD24+csrA) susu bu ¢alismada
olusturuldu ve MN1830 kodu kullanilarak adlandirildi. Tez c¢alismasinda kullanilan
plazmidler, kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan suslardan (pKD46 plazmidini i¢eren E. coli
MZ1000 susu, pKD3 plazmidini iceren E. coli MZ0997 susu ve pBAD24 plazmidini iceren
S. Typhimurium MZ1629 susu) izole edildi. Salmonella suslarmin Al-2 aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan Vibrio harveyi BB170 susu ATCC (American Type Culture
Collection) kaltir koleksiyonundan temin edildi.

Salmonella ve E. coli suslari, Luria-Bertani Broth (LB) ortaminda 37 °C’de geceboyu
calkalamal1 kosullarda (200 rpm/dakika) gelistirildi. S. Typhimurium 14028AcsrA susunun
gelisme ortamina kloramfenikol (25 pg/mL), S. Typhimurium MN1830 susunun gelisme
ortamina ise kloramfenikol (25 pg/mL) ve ampisilin (100 pg/mL) antibiyotikleri ilave edildi.
csrA genin ifadesinin indtklemek icin MN1830 susunun gelisme ortamina % 0,1 oraninda
L-arabinoz eklendi. Vibrio harveyi BB170 susu, otoindiiktor biyoanaliz besiyeri (AB Broth)
ortaminda 30 °C’de geceboyu calkalamali inklibatorde (175 rpm/dakika) gelistirildi. Bakteri
stok kultdrleri, % 60 steril gliserol iceren Luria-Bertani Broth (LB) ortaminda -80 °C’de

saklandi.

Cizelge 4.1. Tez calismasinda kullanilan suslar ve kodlari

Sus Adi Sus kodu
S. Typhimurium 14028 14028
S. Typhimurium 14028AcsrA AcsrA

S. Typhimurium 14028AcsrA/pBAD24+csrA  |IMN1830

Vibrio harveyi BB170 ATCC BB170
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Cizelge 4.2. Tez galismasinda kullanilan plazmidler

Plazmid [izole Edildigi Sus |Ozellik Direng
S. Typhimurium L . _
pBAD L-arabinoz ile indiiklenebilir promotora sahip |AmpR
MZ1629
PKD46  [E. coli MZ1000 Red-ifade vektori AmpR
AmpR,

pKD3 E. coli MZ0997 Kloramfenikol direng kasetin kalip plazmidi chI?

4.1.2. BESIYERLERI ve COZELTILER

Cizelge 4.3. LB Broth ve Agar (Merck, Almanya)

Icerik Miktar (g/L)
Tripton (Fluka, Fransa) 109

Maya ekstrakti (Merck, Almanya) 590

NaCl (Sigma, ABD) 109

Agar (Merck, Almanya) 159

Cizelge 4.3.’deki besiyeri icerikleri 800 mL distile su icerisinde ¢ozdurildikten sonra
toplam hacmi 1000 mL’ye tamamland1 ve cam tiiplere 5’er mL olacak sekilde dagitildi. Kati
besiyerinin hazirlanmasi i¢in agar eklendikten sonra 121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavda
sterilize edildi. Kat1 besiyerleri yaklasik 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 100 mm petri

plaklarina 15 mL dagitilip, sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

Cizelge 4.4. NaCl icermeyen LB Broth

Icerik Miktar (g/L)
Tripton (Fluka, Fransa) 109
Maya Ekstrat1 (Merck, Almanya) 590

Cizelge 4.4.°deki besiyer igerikleri distile su igerisinde ¢ozdirtlerek toplam hacim 1000
mL’ye tamamlandi ve pH’s1 7,0 + 0,2’ye ayarlanan sivi besiyeri cam tiiplere 5’er mL

dagitildiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edildi.
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Cizelge 4.5. Otoindiktor Biyoanaliz Besiyeri (2746 AB Medium)

Icerik Miktar (g/L)
NaCl (Merck, Almanya) 1759
MgSOs (BioShop, Kanada) 12,3 ¢
Casamino asit (BD, ABD) 20

Cizelge 4.6. Otoinduktor Biyoanaliz Besiyeri (2746 AB Medium)

Icerik Hacim
KH2PO. (pH 7.0) (BioShop, Kanada) 10 mL
0,1 M L-Arjinin (Merck, Almanya) 10 mL
Gliserol (Sigma, ABD) 10 mL

Cizelge 4.5.”deki besiyeri igerikleri 970 mL distile su igerisinde ¢ozdUrllerek toplam hacim
3N NaOH ile pH’s1 7,5 £ 0,2’ye ayarlandi ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca
sterilize edildi. Soguyan besiyerine Cizelge 4.6.”deki icerikleri ilave ederek son hacim 1000

mL’ye tamamlandi.

Cizelge 4.7. Stok Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu (5X)

Icerik Miktar
Trizma (Sigma, ABD) 54 ¢
Borik asit (Sigma, ABD) 2759
EDTA (0.5 M, pH 8.0) (Sigma, ABD) 20 mL

Cizelge 4.7.°deki igerikler distile su ile igerisinde c¢ozdiiriilerek son hacim 1 L’ye

tamamlandi.

Cizelge 4.8. Fosfatla Tamponlanmis Tuz (PBS)

Icerik Miktar (g/L)
NaCl (Sigma, ABD) 8¢

KCI (Merck, Almanya) 0,29
Na2HPO4 (Merck, ALmanya) 1,44 g
KH2PO4 (BioShop, Kanada) 0,24 g

Cizelge 4.8.”deki icerikler 800 mL distile su igerisinde homojen hale geldikten sonra hacmi
1000 mL’ye tamamlanip, otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edildi.
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Cizelge 4.9. Glukoz Cozeltisi (% 10)

Icerik Miktar
Glukoz (Sigma, ABD) 50

Cizelge 4.9.”deki igerik 100 mL distile su icerisinde homojen hale geldikten sonra, 0,22 um

por ¢apli filtre kullanilarak sterilize edildi.

Cizelge 4.10. Serum Fizyolojik

Icerik Miktar (g/L)
NaCl (Sigma, ABD) 99

Cizelge 4.10.’deki igerik 1 L distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dk

boyunca sterilize edildi.
4.1.3. PRIMERLER

Cizelge 4.11. Kloramfenikol direng gen kaseti tasiyan csrA mutantlarinin elde edilmesinde
kullanilan primerler

Uriin
Gen Ad1 Primer Dizisi (5°- 3°)
biiyiikliigii (b¢)
F:
GGATACAGAGAGACCCGACTCTTTTAATCTTTCAAGGAG
ChI® CAAAGAGTCTTGAGCGATTGTGTAGGCTGGAGC 1104
Kaseti R:
GAGAAGAGAGGCTGCGTCTCACCCGAAAAGTGAGACGCG
AAAACCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTA

Alt1 ¢izili diziler csrA geni yukari ve asagi akis bolgeleriyle (upstream-downstream)

homoloji gosteren dizilerdir.
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Cizelge 4.12. csrA mutasyonunun dogrulanmasinda kullanilan primer ¢ifti

Gen Ad1 | Primer Dizisi (5’- 3°) Uriin biiyiikliigii
(be)
F: TAATGCCGGGATACAGAGAGA
CcsrA *1167
R: GCACCATATCAACAGTGAGGT

*Kloramfenikol direng¢ gen kaseti insersiyonu gergeklesirse 1167 bg'lik bir PZR iiriintindn,
kaset insersiyonu gergeklesirmezse 339 bg'lik bir PZR iriinii amplifiye edilmesi
beklenmektedir.

Cizelge 4.13. csrA geninin PZR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primer gifti

Gen Ad1 Primer Dizisi (5’- 3”) Uriin  biiyiikliigii
(be)

cSrA F ACCTGAGAATTCATGCTGATTCTGACTCGT

Ecorl

csrAR TGACTGAAGCTTTTAGTAACTGGACTGCTG 210

Hindlll

Alt1 ¢izili diziler kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesim bdlgelerini
gostermektedir.

Cizelge 4.14. pBAD24 vektorine klonlanan genin koloni PZR ile dogrulanmasinda
kullanilan primer ¢ifti

Gen Ad1

Primer Dizisi (5°- 3’) Uriin biiyiikliigii (bc)

pBAD24

F: ATGCCATAGCATTTTTATCC

R: GATTTAATCTGTATCAGG

*209

*Klonlama basarili bir sekilde gerceklesirse, 209 bg olan PZR iiriin biiyiikliigiine klonlanan
genin biytikligi (bg) eklenecektir.
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Cizelge 4.15. qRT-PZR yontemi ile ekspresyon seviyeleri belirlenen genlerin primer dizileri
ve olusturduklar1 Uiriinlerin biiyiikliikleri

Gen Ad1 Primer Dizisi (5°- 3°) Uriin biiyiikliigii (b¢)

" F: GAATGCTGATTCTGACTCGT 190
CSr
R: CCTTAGTAACTGGACTGCTG

xS F: TATCGATATCTCGCCGATGG 159
ux
R: CACTGGTAAACGTTCAGCTC

ST A F: AACTGGCTGAAACGCTGTAC 184
Sr
R: AGCGAACAGACATTCCATGC

Isrk F: GGATGGCCTTTATGCTCAGC 144
Sr
R: TTACCGGCGAGAGAATGTCA

ISR F: CGATATTGGTCTGCGCTTAG 15
Sr
R: GTGACCAGTCGGATTTGTTG

F: GGAGACTGCCAGTGATAAAC
16S rRNA 151
R: GGACTACGACGCACTTTATG

4.2. YONTEM

42.1. LAMBDA RED REKOMBINAZ SISTEMI ile csrA GENi SPESIFiK
MUTASYONUNUN OLUSTURULMASI

Tez caligmasi kapsaminda, biyofilm dispersyonundaki roliinii arastirdigimiz cSrA genini
inaktive etmek i¢in bakteriyofaj lambda’nin Red rekombinaz sistemine dayanan yontem
kullanildi (126). Bu amagla kloramfenikol direng gen kaseti, csrA geni yukari ve asagi akis
bolgeleriyle homoloji gosteren primerler kullanilarak Touchdown PZR ile amplifiye edildi.
Ardindan, lambda Red rekombinazi ifade eden S. Typhimurium 14028 susuna
transformasyonu gerceklestirildi. cSrA geni ile PZR iirlinii arasinda gergeklesen homolog
bolge rekombinasyonu sonucunda kloramfenikol direng gen kasetinin, csrA gen bélgesinin
yerine insersiyonu gergeklestirilerek cSrA geninin insersiyonal mutasyon yoluyla
inaktivasyonu gergeklestirildi. Bu protokolde, pKD3 plazmidi, kloramfenikol direng gen
kasetini amplifiye etmek i¢in kullanildi. pKD46 plazmidi ise rekombinasyon igin énemli
olan Red genlerini (y, B, exo) senteztezi ig¢in kullanildi. csrA kromozomal geninin

inaktivasyon agamalar1 detayli olarak asagida yer almaktadir.
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4.2.1.1. pKD46 ve pKD3 Vektorlerin izolasyonu

pKD46 plazmidini (Sekil 4.1.) igeren E. coli MZ1000 susu, 100 pg/mL ampisilin iceren LB
stv1 besiyerinde 30 °C’de, pKD3 plazmidini (Sekil 4.2.) iceren E. coli MZ0997 susu, 25
pg/mL Kloramfenikol ve 100 pg/mL ampisilin igeren LB sivi besiyerinde 37 °C’de,
geceboyu calkalamali kosullarda (200 rpm/dk) gelistirildi. High Pure Plasmid Isolation
(Roche, ABD) kitinin protokoli izlenerek aktif kultirden plazmid DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihaz1
kullanilarak izole edilen plazmid DNA’larin saflik ve miktar tayini 6l¢timleri gergeklestirildi
ve 0,2 pg/mL EtBr iceren % 1’lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat
elektroforez islemine tabi tutuldu. Jeller UV 1sik altinda Syngene Gene Genius Jel
Goruntuleme Sistemi SN:SYDR2 (Synoptics Group, Cambridge, Birlesik Krallik)
kullanilarak gorntilendi. Molekuler buyuklik tespiti, GeneRuler 1 kb (kilobaz) DNA
Ladder (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi.

pKD46 _gam protein 1244..1660
oriR101 4450..5190 B

6329 bp

bet protein 1666..2451

\
\

0
@

\
exonuclease 2448..312

n

Sekil 4.1. pKD46 vektoruniin genetik haritasi (127)
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(2804} BeiV BspDI- Clali4s)
(2802) BspHI Aarl- BfuAl- BspMI(45)
62) Ea

NspI- Sphl|3zg)
AfITT1353)

(z208) Sfcl
{2189} FspI

2115) NmeAIIT
{2087) Bgll

{2047) BsrFI

BspEI(a33)

[1825) Eagl- MNotl

(1748) EcoP15I
Bpul0I{1123)

Mmel[1:73)

[1547) Psil

Sekil 4.2. pKD3 plazmidinin genetik haritasi (128)

4.2.1.2. Touchdown PZR ile csrA Geni ile Homolog Bolgeler iceren Kloramfenikol

Direnc Gen Kasetinin Elde Edilmesi

csrA geni ile homolog bolgeler iceren kloramfenikol direng gen kaseti Touchdown PZR
yontemiyle elde edildi. pKD3 plazmidi kalip olarak kullanilarak kloramfenikol direng gen
kasetini amplifiye eden ve csrA geninin mutasyonunu olusturmak amaciyla kullanilan
primer cifti, her iki ucuna csrA gen baslangig¢ ve bitig bolgeleri (45 bg) eklenerek tasarlandi
(Cizelge 4.11.). Touchdown PZR bilesenleri ve amplifikasyon kosullari sirasiyla Cizelge
4.16. ve Cizelge 4.17.'da gosterildi. Amplifikasyon, Thermal Cycler (Bio-Rad T100, ABD)
cithazi kullanilarak gergeklestirildi.
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Cizelge 4.16. Touchdown PZR karisimi (1X)

Icerik Hacim (pL)
DreamTaq tampon ¢ozeltisi (10X) (20 mM MgCl.igeren) |5

dNTP (2.5 mM) 1

fleri primer (10 uM) 1,25

Geri primer (10 pM) 1,25
DreamTaq DNA polimeraz (Fermentas, 1 U/uL) 0,125
Nikleaz icermeyen su 39,375
pDNA (100 ng/uL) 2

Toplam 50

Cizelge 4.17. Touchdown PZR sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) | Sure Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denattirasyon 94 30 saniye

Baglanma 70-->60* 45 saniye 20

Uzama 72 2 dakika

Denatiirasyon 94 30 saniye

Baglanma 60 45 saniye 20

Uzama 72 2 dakika

Son uzama 72 10 dakika 1

*Dongii bagina 0.5 °C sicaklik azalmaktadir.

PZR urinleri, GeneMATRIX Basic DNA Purification Kiti (EURx, Polonya) ve kit protokoli
uygulanarak saflagtirildi. Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)
cihazi kullanilarak saflagtirilan PZR driinlerin saflik ve miktar tayini belirlendi, ardindan 0,2
ug/mL EtBr igeren % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat elektroforez

islemine tabi tutulup UV 151k altinda incelendi.

4.2.1.3. Elektrokompetan S. Typhimurium 14028 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

pKD46 plazmidinin transformasyonunun gerceklestirilecegi S. Typhimurium 14028 suslari
elektrokompetan hale getirildi. S. Typhimurium 14028 suslar1, LB s1v1 (5 mL) besiyerine %
1 oraninda inokiile ederek 37 °C’de geceboyu c¢alkalamali inklbatérde (200 rpm/dakika)

34



gelistirildi. S. Typhimurium 14028 suslari, LB agar petri plaklarina tek koloni elde edilmesi
amaciyla steril 6ze ile ekildi. Elde edilen petri plaklari, 37 °C’de geceboyu inkibe edildi. LB
agar ylizeyinde gelisen tek koloniler, steril 6ze ile alimarak 5 mL LB s1vi besiyeri igeren
tiiplere aktarildi. 37 °C’de 200 rpm/dk ¢alkalamali kosullarda gece boyunca inkiibe edildi.
Ureme gergeklesen kiiltiirden LB besiyerine 1:50 oraninda (50 mL LB besiyerine 1 mL aktif
kaltar) inokile edildi ve ODegoo= 0,25-0,35 ulasincaya kadar 37 °C’de 200 rpm/dk
calkalamali kosullarda inkiibe edildi. Kiiltiir ortam1 4 °C’de 6000 rpm’de 15 dk sure ile
santrifiij edilerek iist stv1 dokiildii. Hiicre ¢okeltileri sicakligi dnceden 4 °C’ye ayarlanmis %
10 gliserol ¢Ozeltesinde suspanse edildi. Elde edilen siispansiyon, 4 °C’de 5500 rpm’de 15
dk boyunca santrifiij edilerek yeniden hiicre ¢okeltileri elde edildi. Ust sivi dokiildiikten
sonra hiicre ¢okeltileri % 10 gliserol ¢ozeltisinde siispanse edildi ve buz iizerinde sogutulan
ependorf tiplere 50 uL’lik stispansiyonlar halinde dagitildi. Hazirlanan kompetan hiicreler -
80 °C’de muhafaza edildi.

4.2.1.4. pDK46 Plazmidin S. Typhimurium 14028 Elektrokompetan Hducrelerine

Transformasyonu

pKD46 plazmidinin, Gene Pulser Xcell Electroporation System cihazinda (Bio-Rad, ABD),
2 mm &rnek haznesi olan elektroporasyon kiivetleri (Gene Pulser Cuvettes, Bio-Rad, ABD)
kullanilarak S. Typhimurium 14028 elektrokompetan hiicrelerine transformasyonu
gerceklestirildi. Elektroporasyon dncesinde, kompetan hiicreler, plazmid ve elektroporasyon
kiivetleri buz tizerinde bekletildi. 50 pL kompetan hiicre siispansiyonu ile 500 ng plazmid
DNA kiivete aktarildi. Bu esnada kiivetin kuru olmasina ve pipetleme sirasinda baloncuk
olusmamasina dikkat edildi. Elektroporator cihazinda 2500 V degeri ayarlanarak 5 ms
elektrik akimi uygulandi. Transformasyon islemi gerceklestirilen hiicrelerin bulundugu
kiivete onceden 30 °C’ye 1sitilmis 500 puL. LB besiyeri eklendi ve pipetaj ile karistirildi.
Kiivette bulunan tiim igerik steril Falkon tiipiine aktarildi ve 500 pL LB besiyeri daha
eklendi. Elde edilen kiiltiir siispansiyonu 4 saat siire ile 30 °C’de 200 rpm/dakika ¢alkalamali
kosullarda inkiibe edildi. Bu asamadan sonra suslarin 30 °C'de inklibe edilmesinin nedeni,
pKD46 plazmidinin sicakliga duyarli bir replikasyon orijini tagimasi ve sadece 30 °C'de
replikasyonun gerceklesmesidir. Inkiibasyon sonrasinda ampisilin (100 uL/mL) iceren LB
agar besiyerine yayildi ve 30 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

Secilen transfrormantlarin dogrulanmasi amaci ile ampisilin (100 pL/mL) igeren LB agar

besiyerin lizerinde gelisen koloniler 100 pg/mL ampisilin igeren LB s1v1 besi ortaminda 30
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°C’de geceboyu c¢alkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) gelistirildi. Aktif kiilturlerden 2
mL alinarak High Pure Plasmid Isolation (Roche, ABD) Kkitinin protokoll izlenerek

plazmidin izolasyonu gerceklestirildi ve izole edilen plazmidler agaroz jelde goriintiilendi.

4.2.1.5. Kloramfenikol Diren¢ Gen Kasetinin Transformasyonu

Saflastirilmis kloramfenikol direng gen kaseti, pKD46 tasiyan S. Typhimurium 14028
hiicrelerine aktarildi. pKD46 tasiyan S. Typhimurium 14028 suslar1 bolim 4.2.1.3.”deki
protokol izlenerek elektrokompotan hale getirildi. Kloramfenikol diren¢c gen kasetinin
aktarimi1  gerceklestirilecek kompetant hiicrelerin gelistirilmesi esnasinda, pKD46
plazmidinin igerdigi rekombinasyon ic¢in 6nemli olan alfa, beta ve gama proteinlerinin
indlksiyonu igin gelisme ortamina son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde (1 M stoktan
1/100 olacak sekilde, v/v) L-arabinoz ortama eklendi. Kaset, hazirlanmis elektrokompetant
hiicrelere aktarmasi i¢in bolim 4.2.1.4.°deki protokol izlendi. csrA mutasyonunun S.
Typhimurium’da Ureme gecikmesine neden oldugunu goéz oOniinde bulundurarak (129),
transformantlarin gelismesi amaci ile 37 °C’de 48 saat inkiibasyon gergeklestirildi.

Transformantlar, kloramfenikol (25 pLL/mL) i¢ceren LB agar ortaminda segildi.

4.2.1.6. Transformant Hiicrelerde Kloramfenikol Gen Kaseti Varhgmin

Dogrulanmasi

Kloramfenikol iceren LB agar plaklar1 {lizerinde iiredigi gozlenen kolonilerden rastgele
se¢im yapildi ve cSrA mutasyonunun dogrulanmasi amaciyla, spesifik primerler (Cizelge
4.12.) varhiginda koloni PZR gergeklestirildi. Segilen her bir koloni, LB agar plaklarina
inokdle edildi ve 37 °C’de inkiibe edildi. Koloni PZR i¢in hazirlanan reaksiyon bilesenleri
ve amplifikasyon kosullar1 sirasiyla Cizelge 4.18. ve Cizelge 4.19.'de verildi. Secilen
koloniler 50 pL distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek 98 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda elde edilen siispansiyonun 2 pL’si PZR igin kalip DNA olarak
kullanildi. PZR {irtinleri, TBE tamponu ve 0,2 pg/mL EtBr iceren % 1°lik agaroz jelde 1 saat
stire ile 100 V sabit elektrik akimi uygulanarak yiiriitiildii. Siire sonunda jel, UV 151k altinda
goruntulendi. Molekdler buyiklik tespiti, GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Boylelikle, PZR araciliyla homolog bélge

rekombinasyonunun meydana geldigi gosterildi.
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Cizelge 4.18. Koloni PZR reaksiyon karisimi (1X)

Icerik Hacim (pL)
DreamTaq tampon ¢ozeltisi (10X) (20 mM MgCl.igeren) | 2

dNTP (2.5 mM) 0,5

fleri primer (10 uM) 0,5

Geri primer (10 uM) 0,5
DreamTaq DNA polimeraz (Fermentas, 1 U/uL) 0,1

Nikleaz icermeyen su 9,4
Siispanse koloni 6rnegi 2

Toplam 15

Cizelge 4.19. Koloni PZR sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik Sare DoOngl Sayisi
On denatiirasyon 94 °C 2 dakika 1
Denattirasyon 94°C 20 saniye

Baglanma 58 °C 30 saniye 25

Uzama 72 °C 2 dakika

Son uzama 72°C 10 dakika 1

PZR isleminden sonra, csSrA mutasyonunu i¢erdigi diisiiniilen kolonilerden elde edilen PZR
urind, GeneMATRIX Basic DNA Purification Kiti (EURx, Polonya) ve kit protokoli
uygulanarak saflastirildi ve mutasyonu dogrulamak i¢in saflastirilmis PZR {iriiniiniin

dizilenmesi i¢in BM Labosis firmasina gonderildi.

4.2.2. csrA GENININ ARABINOZ ile INDUKLENEBILEN PROMOTORA SAHIiP
pBAD24 VEKTORUNE KLONLANMASI ve TRANSFORMASYONU

4.2.2.1. Genomik DNA izolasyonu

S. Typhimurium 14028 susu, LB s1v1 besiyerinde 37°C’de geceboyu ¢alkalamali kosullarda
(200 rpm/dakika) gelistirildi. Genomik DNA izolasyonu, GenElute Bacterial Genomic DNA
(Sigma, ABD) kiti kullanilarak iiretici firmanin belirttigi asamalar izlenerek gerceklestirildi.
Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin saflik ve miktar tayini Nanodrop ND-1000
Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihazi ile belirlendi. Uygun saflikta oldugu
belirlenen DNA’lar, % 1 agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat elektroforez
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islemine tabi tutuldu. Siire sonunda jel, UV 1sik altinda Syngene Gene Genius Jel
Goruntuleme Sistemi SN:SYDR2 (Synoptics Group, Cambridge, Birlesik Krallik)

kullanilarak gorunttlendi.

4.2.2.2. csrA Geninin PZR ile Amplifikasyonu

CsrA geninin amplifikasyonu, bir 6nceki asamada S. Typhimurium 14028 susundan elde
edilen gDNA kalip olarak kullanilarak gergeklestirildi. csrA geninin amplifikasyonu igin
kullanilan primer ¢ifti, EcoRI ve HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin tanima
bolgeleri eklenerek tasarlandi (Cizelge 4.13.). Primerlere eklenen restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin tanima bdlgelerinin, ait oldugu enzimin cogaltilacak gen icerisinde kesim
bolgesi icermemesine ve pBAD24 vektoriiniin klonlama bolgesinde yer almasina dikkat
edildi. Amplifikasyon, Thermal Cycler (Bio-Rad T100, ABD) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. Hazirlanan reaksiyon bilesenleri ve amplifikasyon kosullar1 sirasiyla
Cizelge 4.20. ve Cizelge 4.21.'da gosterildi. Elde edilen PZR urtnleri, GeneMATRIX Basic
DNA Purification Kiti (EURy, Polonya) kullanilarak saflastirildi ve 1x TBE tamponu ile
hazirlanmig 0,2 pg/mL EtBr igeren % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat
stire ile yiiriitiildii. Son asamada jel UV 1s1k altinda goriintiilendi ve molekiiler biiytikliik

tespiti, GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder kullanilarak gergeklestirildi.

Cizelge 4.20. csrA geninin PZR ile amplifikasyonu i¢in kullanilan reaksiyon karigimi (1X)

Icerik Hacim (pL)
DreamTaq tampon ¢ozeltisi (10X) (20 mM MgClziceren) | 2,5

dNTP (2.5 mM) 1

Mleri primer (10 uM) 0,5

Geri primer (10 puM) 0,5
DreamTaq DNA polimeraz (Fermentas, 1 U/uL) 0.2

Nikleaz icermeyen su 19,3

gDNA (100 ng/uL) 1

Toplam 25
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Cizelge 4.21. csrA geninin PZR ile amplifikasyonu i¢in kullanilan sicaklik dongiisii

Basamak Sicakhik Sure Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 °C 10 dakika 1
Denattirasyon 95 °C 30 saniye

Baglanma 56 °C 30 saniye 30

Uzama 72 °C 2 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1

4.2.2.3. pBAD24 Vektoriiniin izolasyonu

pBAD24 plazmidini (Sekil 4.3.) ihtiva eden S. Typhimurium MZ1629 susu, 100 ug/mL
ampisilin i¢eren LB sivi besiyerinde 37 °C’de geceboyu calkalamali kosullarda (200
rpm/dakika) gelistirildi. Aktif kiiltiirden High Pure Plasmid Isolation (Roche, ABD) Kkiti
kullanilarak plazmid DNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen plazmid DNA’larin saflik
ve miktar tayini Nanodrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihazi
kullanilarak belirlendi ve 0,2 pg/mL EtBr iceren % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik
akiminda 1 saat boyunca yiriitiildi. Elekroforez islemi sonunda jel, UV 1s1ik altinda

goruntilendi. Molekiler blytkluk tespiti, GeneRuler 1 kb (kilobaz) DNA Ladder (Thermo

Scientific, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.
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Clal (2}
AT (301)
pERrevBam_primer EcoRV (356)
pGEX_3_primer Arac
CRF frame 2

Mrul (T08)
aral2
Agel (1074)

pBR322_origin

pBAD24

4542 bp

f1_origin
araC1
CAP_BS
pBAD_fwd_primer
Araltl2
ARA_promoter
Mhel {1300}
EcoRI (1311)
Aszel (2497 Mol (1318)
Fspl (2448) rmB_T2_terminator  KPn! (1326)
ORF frame 1 AmpR_promoter Xmal |:1321u:-
Ampicillin Smal (1323)
¥bal (1337)
Sall (1343)
Pstl (1353)
Hindlll (1361)
pBAD _rev_primer
pTreHis_rev_primer
rrmB_ferminator
rrnB_T1_terminator

Sekil 4.3. pBAD24 plazmidinin genetik haritasi (130)
4.2.2.4. pBAD24 Vektoriiniin ve csrA Geninin ikili Restriksiyon Endoniikleaz Kesim

Reaksiyonlar:

csrA geninin klonlanmasi esnasinda, restriksiyon endonikleaz enzimleri ve bu enzimlere ait
tampon cozeltiler Thermo Scientific, ABD firmasindan saglandi ve reaksiyonlari igin firma

tarafindan Onerilen reaksiyon karigimlar (Cizelge 4.22. ve Cizelge 4.23.) kullanildi.
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Cizelge 4.22. PZR Urini csrA geninin ikili RE kesim reaksiyon karigimi

Icerik Hacim (uL)

Nikleaz icermeyen su 8
R tamponu (10X) 2
Saflastirilmis csrA PZR riin( (1000 ng/uL) | 8
1
1

Hindlll enzimi (10 U/uL)
EcoRI enzimi (10 U/pL)

Toplam 20

Cizelge 4.23. pPBAD24 vektér DNA’nin ikili kesim reaksiyon karigimi

Icerik Hacim (uL)

Nikleaz icermeyen su 9
R tamponu (10X) 2
pBAD24 pDNA (1000 ng/uL) 7
1
1

Hindlll enzimi (10 U/uL)
EcoRI enzimi (10 U/uL)

Toplam 20

Ikili kesim reaksiyonlarinin ger¢eklesmesi i¢in hazirlanan reaksiyon karisimlarimin 37 °C°de
2 saat inkiibasyonu saglandi. Enzimlerin sicaklikla inaktivasyonu i¢in 65 °C’de 20 dakika
inkiibasyon gergeklestirildi. Kesim triinleri, GeneMATRIX Basic DNA Purification Kiti
(EURy, Polonya) kullanilarak saflastirildi. Molekiiler biiyiikliik tespiti icin GeneRuler 1 kb
ve 100 b¢ DNA Ladder varliginda % 1°lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat
yiirtitiilerek UV 151k altinda goriintiilendi.

4.2.2.5. Ligasyon Reaksiyonlari

Kesim iirtinlerinde olusturulan yapiskan uglar araciligiyla PZR iiriiniinii lineer hale getirilen
pBAD24 vektoriine aktarip rekombinant plazmid elde etmek amaciyla ligasyon
reaksiyonlar gergeklestirildi. Reaksiyon i¢in T4 DNA ligaz enzimi ve bu enzime ait tampon
cozeltileri Thermo Scientific, ABD firmasindan saglandi. Uretici firmanin talimatlari
dikkate alinarak, pPBAD24 vektorii ve vektore insersiyonu saglanacak olan csrA gen dizisinin
molar konsantrasyonlarina gore 3:1 oraninda ligasyon karisimlari (Cizelge 4.24.) hazirlandi.
Elde edilen karisimlar 37 °C’de 20 dakika siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 70
°C’de 5 dakika daha inkiibasyon gerceklestirilerek T4 DNA ligaz enziminin inaktivasyonu
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saglandi. DNA-Vektor molar oranlarinin hesaplanmasi igin asagida verilen formilden

yararlanildi:

DNA boyutu (bg)
Vektor boyutu (bg)

DNA Konsantrasyonu (ng) = x Vektor Konsantrasyonu (ng)x Ligasyon orani (3:1)

Cizelge 4.24. Ligasyon reaksiyon karigimi

Icerik 3:1
Nikleaz icermeyen su 14,6 uL
T4 DNA ligaz tamponu (10X) 2 UL
Saflastirilmis csrA PZR Urlni (18 ng) 0,4 pL
*pBAD24 (140 ng) 2 pL
T4 DNA ligaz (5 U/uL) 1L
Toplam Hacim 20 pL

*Kontrol grubu olarak yalnizca vektorii igeren bir ligasyon karisimi hazirlandi.

4.2.2.6. Elektrokompetan S. Typhimurium 14028AcsrA Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve

Rekombinant Plazmidin Transformasyonu

Ligasyon reaksiyonlar1 sonucu ile elde edilen rekombinant plazmid (CSrA genini iceren
pBAD24 vektorl), daha Onceden elektrokompetan hale getirilen S. Typhimurium
14028AcsrA suslarina aktarildi. S. Typhimurium 14028AcsrA suslart bolum 4.2.1.3.’de
anlatilan protokol izlenerek elektrokompetan hale getirildi. Ligasyon Urlnlerinin,
elektrokompetant hiicrelere aktarilmasinda bolim 4.2.1.4.’de anlatilan protokol izlenerek
gerceklestirildi. Transformant hiicreler, kloramfenikol (25 pL/mL) ve ve ampisilin (100

png/mL) igeren LB agar ortamlarinda seg¢ildi.

4.2.2.7. Rekombinant Plazmidi iceren Kolonilerin PZR ile Dogrulanmasi

Ampisilin ve kloramfenikol antibiyotiklerini igeren LB agar plaklar1 {izerinde gelisen
kolonilerden rastgele se¢cim yapilarak hedef genin varliginin saptanmas1 amaciyla pBAD24
primerleri (Cizelge 4.14.) varliginda koloni PZR gergeklestirildi. PZR oncesinde, segilen her
bir koloninin rekombinant plazmidi igerme olasilig1 dikkate alinarak LB agar plaklarina
ekimi yapildi ve 37 °C’de inkiibe edildi. PZR sonucu, hedef geni icermeyen pBAD24
plazmidleri 209 bg Uriin meydana getirirken, rekombinant plazmidlerde bu Urline hedef

genin uzunlugu eklenir. insersiyonu hedeflenen cSrA geni 192 b¢ oldugundan pozitif
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kolonilerin PZR sonucunda 401 b¢ uzunlugunda iiriin olugturmasi beklendi. Koloni PZR i¢in
hazirlanan reaksiyon karisimi ve amplifikasyon kosullar sirasiyla Cizelge 4.25. ve Cizelge
4.26.'de gosterildi. Secilen koloniler 50 uL distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek 98 °C’de 10
dakika inkiibe edildi. Ardindan bu siispansiyondan 2 uL alinarak PZR denemelerinde kalip
DNA olarak kullanildi. PZR iiriinleri, TBE tamponu i¢eren ve 0,2 pg/mL EtBr iceren % 1°lik
agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat kosturuldu. Siire sonunda jel, UV 151k
altinda goruntulendi. Molekiler buyiklik tespiti, GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak gerceklestirildi.

Cizelge 4.25. Koloni PZR reaksiyon karigimi (1X)

Icerik Hacim (pL)
DreamTaq tampon ¢ozeltisi (10X) (20 mM MgClzigeren) |2

dNTP (2.5 mM) 0,5

Ileri primer (10 uM) 0,5

Geri primer (10 uM) 0,5
DreamTaq DNA polimeraz (Fermentas, 1 U/uL) 0,1

Nikleaz icermeyen su 9,4
Siispanse koloni 6rnegi 2

Toplam 15

Cizelge 4.26. Koloni PZR sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik Sare Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 °C 2 dakika 1
Denattirasyon 95°C 15 saniye

Baglanma 54 °C 30 saniye 25

Uzama 72 °C 2 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1

4.2.3. SALMONELLA’DA CsrA REGULASYONUNUN OTOINDUKTOR-2
AKTIVITESINE ETKILERININ BELIRLENMESI

4.2.3.1. Suslardan Siipernatant Eldesi

QS sinyalizasyonunda rol oynayan otoindiiktor molekiilleri, bakteriler tarafindan dis ortama

salgilanmaktadir. Arastirma kapsaminda, Salmonella test suslarmin sentezledigi AI-2
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molekiillerinin elde edilmesi amaciyla bakteri hiicrelerinden arindirilmis siipernatant
ornekleri elde edildi. Dogal tip, csrA geni bakimindan mutant ve CSIA genini asir1 eksprese
eden S. Typhimurium suslart LB siv1 besiyerine % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de
calkalamali kosullarda (200 rpm/dakika) geceboyu gelistirildi. Aktif kiirtiirler, LB siv1
besiyerine % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de ¢alkalamali kosullarda (200 rpm/dakika)
eksponansiyel fazin ortalarina kadar (ODsgs 0,3-0,5) gelistirildi. CSFA geninin asir
ekspresyonunu indiiklemek amaciyla MN1830 susunun gelisme ortamina % 0,1 L-arabinoz
eklendi. Inkiibasyon sonucunda kiiltiirlerden 1,5 mL almarak steril mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi ve 6000 rpm‘de 10 dakika santrifiij uygulamasi ile hiicreler ¢oktiiriildii. Hiicrelerin
tamamen uzaklastirilmas: i¢in stpernatant, 0,22 pum por ¢apli filtrelerden gecirilerek

mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Suslardan elde edilen siipernatantlar -20 °C’de muhafaza

edildi.
4.2.3.2. Salmonella Suslarimin AI-2 Aktivitelerinin Belirlenmesi

Raportor sus V. harveyi BB170, Al biyoanaliz besiyerine (AB Broth) % 1 oraninda inokiile
edilerek 175 rpm ¢alkalamali kosullarda 30 °C’de geceboyu boyunca gelistirildi. Bir gece
boyunca gelistirilen aktif V. harveyi BB170 susu, steril AB besiyerinde 1:5000 oraninda
dilte edilerek 96 kuyulu polistiren mikrodiliisyon plaklarina 90 pL hacimde dagitildi. Bir
onceki asamada elde edilen siipernatantlardan 10 pL alinarak V. harveyi BB170 susunun
bulundugu kuyulara aktarildi. Kontrol kuyularina ise 10 pL AB Broth eklendi ve 30 °C’de
200 rpm’de 4 saat boyunca inklbe edildi. 1, 2, 3 ve 4 saatlik zaman dilimlerinde plak
okuyucuda (Tecan Infinite 200) luminometrik olgimler gergeklestirildi. Suslarin AI-2
aktiviteleri silipernatant igeren Ornek kuyularindan elde edilen okumalarin kontrol
kuyularindan elde edilen okumalara oranlanmasi ile ylizde (%) kat degisimi hesaplandi.

Hesaplama igin, asagida verilen formiilden yararlanildi (131).
Yiizde kat degisimi (%) = (stipernatant kuyular1 / kontrol kuyular1) x 100

4.2.4. S. TYPHIMURIUM 14028 SUSLARININ BiYOFIiLM DiSPERSIYONUNU
INDUKLEYEN OPTIMUM GLUKOZ KONSANTRASYONUN BELIiRLENMESI

S. Typhimurium biyofilm olusumunda inhibit6r rol oynarken, CsrA proteininin aktivitesini
tesvik ettigi bilinen glukoz molekiiliniin S. Typhimurium biyofilm dispersiyonu igin
optimum konsantrasyonu belirlendi. Dogal tip S. Typhimurium suslarinin polistiren yuzeyde

irettigi biyofilm miktarii belirlemek amaciyla Woodward vd. (2000) tarafindan 6nerilen
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yontem kullanildi (132). Bu yontemde dogal tip S. Typhimurium suslari, 5 mL’lik LB™NC!
(NaCl igermeyen LB sivi besiyeri) ortamina % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de
calkalamali kosullarda geceboyu inkiibe edildi. S. Typhimurium suslarinin ODsgs degeri 0,2
olacak sekilde ayarlanarak 100 pL LB™2 iceren 96 kuyulu mikrodilisyon plaklarina 30 pL
hacimde eklendi. Plaklar Salmonella biyofilm iiretimi i¢in optimum oldugu bilinen 72 saat
siiresince 20°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyular 2 defa fosfatla
tamponlanmis tuz (PBS) ile yikanarak planktonik hiicrelerin uzaklastirilmasi saglandi. Farkli
glukoz konsantrasyonlarma sahip (% 2, % 1, % 0,5 ve % 0,25) solusyonlar biyofilm iceren
kuyulara 10 pl hacimde aktarildi ve optimum dispersiyon siiresinin belirlenmesi amaciyla

12 saat, 16 saat ve 24 saat sure boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda, kuyular 3 defa serum fizyolojik ile yikanarak planktonik hiicrelerin
uzaklastirilmas: saglandi. Biyofilm yapisinin fiksasyonu i¢in her kuyuya 150 uL % 95
methanol eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Metanol uzaklastirildiktan
sonra kuyular oda sicakliginda kapaklari agik birakarak kurutuldu ve her bir kuyuya 130 pl
% 1°lik kristal viyole eklenerek 30 dakika inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonunda
kuyular distile su ile 3 kez yikandi. Yikama isleminin ardindan biyofilm tabakasina baglanan
boyay1 ¢ozmek icin 130 ul % 33’liik glasiyal asetik asit kuyulara eklendi. 45 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra ¢oziinen kristal viyole boyasinin optik yogunlugu 595
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Perkin-Elmer Victor V3) 6lculdi. Olgun
biyofilm yapisinin dispersiyon yiizdesi alman OD degerlerinin ortalamasi, kontrol
kuyularmin (glukoz igermeyen kuyular) OD degerlerine oranlanmasi ile hesaplandi.

Hesaplama i¢in asagida verilen formiilden yararlanildi (133).

Yiizde (%) biyofilm dispersiyonu = 100 — [(ODses Ornek Kuyulari/0Dsqs Kontrol Kuyulart) x
100]

4.2.4.1. Dispersiyonu Iindiikleyen Optimum Glukoz Konsantrasyonunun S.

Typhimurium 14028AcsrA Olgun Biyofilmleri Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Dogal tip S. Typhimurium 14028 susunda biyofilm dispersiyonunu indiikledigi belirlenen
optimum glukoz konsantrasyonu (% 0,5) kullanilarak csrA geni bakimindan mutant suslarda
glukozun biyofilm yapisinin dispersiyonuna etkilerinin arastirilmasi amaglandi. CsrA’nin
diizenleyici etkisinin varlifint belirlemek amaciyla cSrA geni bakimindan mutant S.
Typhimurium suglar1 bolim 4.2.4.°de anlatilan protokol izlenerek polistiren ylzeyde

biyofilm olusturmasi i¢in 72 saat siiresince 20°C’de inkiibasyona birakildi. Ancak csrA geni
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bakimindan mutant S. Typhimurium suslarinin biyofilm olusturmadigi gézlendi. Bu nedenle
dispersiyon denemeleri gerceklestirilemedi. Buna karsin, S. Typhimurium 14028AcsrA
suglarinin, farkli inkiibasyon stirelerinde (72, 96 ve 120 saat) 20 °C'de ve 37 °C'de 96 saat

siirecinde biyofilm iiretim 6zellikleri arastirildi.

Plaka okuyucuda 595 nm dalga boyunda yapilan dl¢timlerin sonuglart "cut off" (sinir deger,
ODc) degerlerine gore iiretilen biyofilm diizeyi agisindan "iiretici olmayan", "zayif ", "orta"
ve "glicli" olmak tizere degerlendirildi. ODc degerleri denklem (1) kullanilarak hesaplandi.
Suslarin ortalama OD’si (ODsy) denklem (2) kullanarak hesaplandi ve biyofilm iiretim
kapasitelerinin degerlendirilmesinde kullanilan “cut off” dontistimleri degerlendirildi: ODsyg
< ODc iiretici degil, ODc < ODgys < 2xODc zayif iiretici, 2xODc < ODjsys < 4xODc orta

dizey Uretici, 4XODc < ODgy glicli Uretici.

ODc=kontrol kuyulardan alinan OD degerlerin ortalamasi + (3 X

kontrol kuyulardan alinan OD degerlerin standart sapmalari (1)
ODsus= Ornek kuyulardan alinan OD degerlerin ortalamas1 — ODc (2)

4.2.5. CsrA’NIN Al-2 SENTEZINDEN ve HUCRE iCINE ALIMINDAN SORUMLU
GENLERIN EKSPRESYON SEVIYELERINE ETKISININ BELIRLENMESI

Dispersiyon i¢in optimum olan glukoz konsantrasyonunda (% 0,5) CsrA’nin Al-2
sentezinden sorumlu olan luxS geni ve Al-2 hiicre i¢ine aliminda rol alan IsrA, IsrK ve IsrR
genlerinin ekspresyon seviyelerine etkisi aragtirildi. Dogal tip, cSrA geni bakimindan mutant
ve CSrA geni igeren pBAD24 vektoriinii tasiyan MN1830 suslarinda luxS, IsrA, IsrK ve IsrR
genlerinin ekspresyon seviyeleri arastirildi. Ayni zamanda glukoz konsantrasyonuna (% 0,5)
bagl olarak ilgili genlerin ifade seviyeleri belirlendi. Ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinin
hem planktonik hiicrelerde hem de biyofilm yapisindan dagilan hiicrelerde belirlenmesi
hedeflendi. Tim Salmonella suslarindan toplam RNA elde edilerek cDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA’lar kullanilarak qRT-PZR ile ilgili genlerin goreceli kat degisimleri
(fold-change) belirlendi.
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4.2.5.1. Toplam RNA izolasyonu

4.251.1. Planktonik Hiicrelerden RNA izolasyonu

Tum Salmonella suslari LB sivi besiyerinde ODsoo = 0,4 diizeyine ulasana kadar
(eksponansiyel faz) ¢calkalamali kosullarda, 37 °C’de inkiibe edildi. Toplam RNA izolasyonu
SV Total RNA Isolation System (Promega, ABD) kiti kullanilarak fiiretici firma tarafindan
belirtilen talimatlar dogrultusunda gergeklestirildi. Biyofilm dispersiyonunu indiklemek
amaciyla daha onceki caligmalarimiz sonucu optimum oldugunu belirledigimiz % 0,5
konsantrasyonunda glukoz suslarin Ureme ortamlarina eklendi ve 37 °C’de ¢alkalamali
kosullarda (200 rpm/dakika) 12 saat inkibasyon siresine tabi tutuldu. S. Typhimurium
MNI1830 susu, ODepo = 0,2 diizeyine ulagana kadar calkalamali kosullarda, 37 °C’de
gelistirildi. Ortama BAD promotorunun tesviki i¢in % 0,1 oraninda L-arabinoz ilave edilerek
30 dakika daha inkiibasyona tabi tutuldu. Boylece csrA geninin asir1 ekspresyonu saglandi.
Gelisme ortamina glukoz ve L-arabinoz eklenmemis planktonik hiicreler kontrol grubu

olarak kullanild.

4.25.1.2. Olgun Biyofilmden Dagilan Hiicrelerden RNA izolasyonu

Chua vd. (2015) tarafindan Onerilen protokol gergeklestirilerek RNA izolasyonu igin
biyofilm yapisindan dagilan hiicrelerin elde edilmesi hedeflendi (134). LB™NC! s1v1 besiyeri
iceren polistiren mikrodiliisyon plaklarinda hem dogal tip S. Typhimurium 14028 hem de
csrA genini iceren pBAD24 vektorlerini tasiyan mutant suslarin biyofilm olusturmasi (4.2.4.
boliimiinde anlatildig: iizere) saglandi. Aseptik kosullar altinda olgun biyofilm yapisindan
planktonik hucreleri uzaklastirilmasi i¢in kuyular 2 defa fosfatla tamponlanmis tuz (PBS) ile
yikandi. Kuyularda olusan biyofilm yapisinin dispersiyonu i¢in belirlenen optimum glukoz
konsantrasyonu (% 0,5) kuyulara 10 pL eklendi ve 12 saat slre ile inkiibasyona birakildi.
Ayrica, CSrA genini tasiyan pBAD24 vektorinu igeren mutant suslarin olusturdugu
biyofilmlerin oldugu kuyulara cSrA geninin ifadesini indiiklemek amaciyla % 0,1 oraninda
L-arabinoz eklendi ve 30 dakika inklibasyona birakildi. Biyofilmden dagilan hiicrelerin
toplanmasi ve toplam RNA izolasyonu SV Total RNA Isolation System (Promega, ABD)

kiti kullanilarak iiretici firma tarafindan belirtilen basamaklar izlenerek gerceklestirildi.

Elde edilen RNA’larin saflik ve miktar tayinleri ND-1000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific, ABD) cihazi kullanilarak ol¢iildii ve % 2 agaroz jelde 100 V sabit elektrik

akiminda 1 saat elektroforez islemine tabi tutuldu. Siire¢ sonunda, 0,2 pg/mL EtBr iceren
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jel, UV 1s1ik altinda goriintiilendi. Bantlarin molekiiler biiyiikliiklerinin tespiti igin,

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD) kullanildi.

4.2.5.2. cDNA Sentezi

Tum Salmonella sus gruplarindan elde edilen RNA 6rnekleri ile cDNA sentezi, iScript™
cDNA Synthesis kiti (Bio-Rad, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. ¢cDNA sentezinde
kullanilan reaksiyon bilesenleri ve sicaklik dongiisii Cizelge 4.27. ve Cizelge 4.28.’da
verildi. Elde edilen cDNA’lar, qRT-PZR denemelerine kadar -20 °C’de saklandi.

Cizelge 4.27. Ters transkripsiyon karigimi

Icerik Hacim (uL)
iScript reaksiyon karigimi (5X) 4

Total RNA (1000 ng/uL) -

Nikleaz icermeyen su -

iScript ters transkriptaz 1

Son Hacim 20

Cizelge 4.28. Ters transkripsiyon sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayisi
Baglanma 25 5 1
Ters transkripsiyon | 46 20 1
Inaktivasyon 95 1 1

4.2.5.3. Gen ifade Diizeylerinin qRT-PZR ile Belirlenmesi

gRT-PZR denemelerinde ifade diizeyleri arastirilan genler ve bu genlere 6zgii tasarlanan
primerler, Cizelge 4.15.’de gosterildi. qRT-PZR denemeleri Light Cycler 480 (Roche, ABD)
cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Tiim genler i¢in kullanilan amplifikasyon karigimlar: 5x
HOT FIREPol EvaGreen gPCR Supermix (Solis BioDyne, Estonia) kiti kullanilarak tiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirland1 (Cizelge 4.29.). Reaksiyonlar, 96 kuyulu
plaklarda toplam 10 pL hacimde gergeklestirildi. cDNA kalibini igermeyen, ayni hacimde
ddH20 igeren reaksiyon karisimi ise negatif kontrol (NK) olarak kullanildi. Light Cycler 480

cihazinda kullanilan dongii programi Cizelge 4.30.”de verildi.
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Cizelge 4.29. gRT-PZR igin amplifikasyon karigimi

Icerik Son Konsantrasyon Hacim (ul)
EvaGreen qPCR supermix (5X) 1X 2

Ileri primer 10 pmol/pL 0,5

Geri primer 10 pmol/pL 0,5

cDNA (1:10 sulandirilmis) 10 ng/uL 1

ddH20 - 6

Toplam hacim - 10

Cizelge 4.30. LightCycler 480 cihazinda kullanilan qRT-PZR program

Basamak Islem Sicakhik (°C) | Sure | Artis (°C/s)
[k Denatiirasyon Ik Denatiirasyon | 95 15dk | 4.4
Denatirasyon 95 15sn (4.4
Amplifikasyon (40 Déngti) | Baglanma 58* 20sn | 2.2
Uzama 72 20sn | 4.4
Denatiirasyon 95 30sn (4.4
Erime Egrisi Baglanma 60 30sn | 2.2
Denattirasyon 99 0.11
Soguma Soguma 40 30sn | 2.2

*Primer baglanma sicakligi (Tm) csrA, IsrA ve IsrK genleri icin 58 °C, luxS geni icin 59 °C,
IsrR geni igin 57 °C ve referans gen olan 16S i¢in 54 °C olarak belirlendi.

4.25.4. gqRT-PZR Veri Analizi

gRT-PZR verilerinin analizi i¢in dncelikle 6rneklerin yer aldig: test gruplart olusturuldu.

Glukoz veya L-arabinoz eklenmemis dogal tip S. Typhimurium 14028 susu kontrol grubu

iken, diger gruplar (glukoz veya L-arabinoz eklenmis dogal tip S. Typhimurium 14028, S.

Typhimurium 14028AcsrA ve S. Typhimurium MN1830) test grubu olarak belirlendi. Veri

analizi icin goreceli kantifikasyon olarak bilinen, kontrol ve test grubunda yer alan hedef
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genin goreceli ifade miktarina (kat farkina, fold change) dayanan bir yontem kullanildi. Bu
yontem, hedef genin farkli iki gruptaki ifade diizeyindeki degisimine oranlanmasina
dayalidir. Hesaplamalar, esik dongli degeri (Ct) farkliliklarinin amplifikasyon verimi de
dikkate alinarak karsilastirilir. qRT-PZR ile elde edilen veriler, biyolojik olarak anlamli hale
gelebilmesi amaciyla normalize edildi. Normalizasyon iglemi igin, ifade seviyelerinin tiim
gruplarda sabit oldugu kabul edilen 16S rRNAreferans geni kullanildi. Hedef genlerin
ekspresyon seviyeleri; 16S rRNA geninin her bir 6rnek grubundaki ifade seviyesi ile
oranlanarak normalize edildi. 224t (Livak) metodu kullanilmadan &nce, hedef ve referans
genin amplifikasyon verimliliklerinin belirlenmesi esastir. Tiim genlerin % 100'e yakin
amplifikasyon verimliligine sahip oldugu bilindikten sonra, normalize edilmis Ornek
gruplarindaki genlerin ifade seviyelerinin kat farkinin hesaplanmasi i¢in asagida verilen 2°

AACtysntemi kullanildi (135).
— Cty -Ct —(Cty -Ct
2—AACt _ 2( H - Ctr) .= (Cty R)K

Cty : Hedef genin ortalama Ct degeri
Ctr : Referans genin ortalama Ct degeri
K: Kontrol grubu

T: Test grubu

4.2.6. ISTATISTIKI ANALIZLER

Tum istatistiki analizler, GraphPad Prism (surim 9.2) Windows paketi kullanilarak
gergeklestirildi. Anlamli farkliliklar degerlendirmek i¢in Student t-testi kullanildi ve p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

51. LAMBDA RED REKOMBINAZ SISTEMi ile csrA GENi SPESIFIK
MUTASYONUNUN OLUSTURULMASI

5.1.1. pKD46 ve pKD3 PLAZMIDLERININ IZOLASYONU

pKD46 plazmidinin, arabinoz ile indiiklenebilen bir promotorun kontrolii altinda
rekombinasyon i¢in 6nemli olan Red genlerini (y, B, exo) kodlayan sicakliga duyarli, diigiik
kopya sayil1 bir plazmid oldugu bilinmektedir. Rekombinasyon i¢in kullanilmak iizere E.
coli MZ1000 susundan kit yardimi ile pKD46 plazmidinin izolasyonu gerceklestirildi.
Molekiiler biyiikliigiiniin tespiti i¢in 6329 b¢ biiyiikliigiinde olan pKD46 plazmidi, yalnizca
bir kesim dizisi igerdigi bilinen ECORV restriksiyon endontkleaz enzimi ile kesilerek agaroz

jelde dogrusal formda goriintiilendi (Sekil 5.1.).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

pkD46
(6329 bg)

Sekil 5.1. pKD46 plazmidinin agaroz jel goruntist. Kuyu 1: 1 kb DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: pKD46 plazmidinin dogrusal formunu (6329 bc)

pKD3 plazmidi, Kloramfenikol diren¢ kasetinin amplifikasyonunda kalip DNA olarak
kullanilmak tizere E. coli MZ0997 susundan izolasyonu gerceklestirildi. Molekdler
biiytikliigiiniin tespiti i¢in 2842 b¢ biyiikliigiinde olan pKD3 plazmidi, yalnizca tek bir
bolgeden kesim yaptigi bilinen Pvul restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildi. Ardindan

agaroz jelde dogrusal formu goriintiilendi (Sekil 5.2.).

51



GeneRuler 1 kb DNA Ladder

pKD3
(2842 bg)

Sekil 5.2. pKD3 plazmidinin agaroz jel gorintusi. Kuyu 1: 1 kb DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: pKD3 plazmidinin dogrusal formunu (2842 bg)

5.1.2. csrA GENI ile HOMOLOG BOLGELER ICEREN KLORAMFENIKOL
DIRENC GEN KASETININ ELDE EDILMESI

Kloramfenikol diren¢ gen kaseti, izole edilen pKD3 vektorii kalip DNA olarak kullanarak
csrA geni ile downstream ve upstream homoloji bolgelerine sahip primerler ile amplifiye
edildi. Bu siireg, Touchdown PZR yontemi ile gergeklestirildi. Elde edilen gen kasetinin
molekiiler biiyiikliigiinii kontrol etmek amaciyla, PZR runleri agaroz jelde yuritilerek
gorintilendi (Sekil 5.3.).
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Kloramfenikol
kaseti (1104 bg)

Primer dimeri

Sekil 5.3. csrA geni ile homolog bolgeler iceren kloramfenikol direng gen kasetinin agaroz
jel gorintust. Kuyu 1: 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2-4:
Touchdown PZR (rinleri

Touchdown PZR ile amplifiye edilen kloramfenikol direng gen kaseti, GeneMATRIX Basic
DNA Purification Kiti (EURy, Polonya) yardimiyla mutasyon olusumunda kullanilmadan
once primer dimerinden arindirild: (Sekil 5.4.).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Kloramfenikol
kaseti (1104 bg)

Sekil 5.4. Saflastirilmis kloramfenikol direng gen kasetinin agaroz jel goruntisi. Kuyu 1: 1
kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2,3: Saflastirma iiriinleri
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5.1.3. pKD46 PLAZMIDININ S. TYPHIMURIUM 14028 SUSUNA
TRANSFORMASYONU

S. Typhimurium 14028 susunda basarili bir sekilde kloramfenikol direng gen kasetinin CSrA
genine insersiyonunun gerceklestirilmesi amaciyla Red genleri (y, B, exo) tasiyan pKD46
plazmidi elektroporasyon araciligiyla S. Typhimurium 14028 susuna transforme edildi.
Ardindan ampisilin (100 pL/mL) igeren LB agar besiyerinde gelistigi gbzlenen koloniler
secildi (Sekil 5.5.).

Sekil 5.5. S. Typhimurium 14028 susuna pKD46 plazmit transformasyonunun sonucunda
olusan koloniler

Rastgele se¢im yapilan kolonilerden plazmid izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen
plazmidlerin molekdler buytkliginu dogrulamak amaciyla tek bir bolgeden kestigi bilinen
EcoRV restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesildi. Kesim Grtinleri agaroz jelde yurutulerek
goruntulendi (Sekil 5.6.).
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

pKD46
{6329 bg)

Sekil 5.6. pKD46 plazmit transformasyonunun sonucunda olusan transformantlarda pKD46
plazmidinin tespiti. Kuyu 1: 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: E.
coli MZ1000 susundan izole edilen pKD46 plazmidinin dogrusal formunu; kuyu 3,4: iKi
transformatlardan izole edilen pKD46 plazmidinin dogrusal formunu

5.1.4. KLORAMFENIKOL DIiRENC GEN KASETININ TRANSFORMASYONU

csrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium 14028 suslarinin elde edilmesi amaciyla

uygulanan yontem Sekil 5.7.’de gosterildi.
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) . 2.
PZR primerleri *5\%

20 nt

_ Kloramfenikol direng gen kaseti pKD3 plazmidi
2
20nt So,(

Touchdown PZR @
- Kloramfenikol direng gen kaseti -

csrA geninin
homolog kollari

Kloramfenikol direng gen kaseti

Homolog
rekombinasyon

l | Kromozomal DNA

’ - Kleramfenikol direncg gen kaseti - | @

Sekil 5.7. csrA genini inaktive etmek i¢in bakteriyofaj lambda’nin Red rekombinaz sistemine
dayanan yontem. (1) Touchdown PZR ile csrA geninin homolog kollarina sahip
kloramfenikol direng gen kaseti elde edilmesi. (2) ve (3) kloramfenikol direng gen kaseti ile
kromozomal csrA geni arasinda homolog rekombinasyonun meydana gelerek csrA geninin
yerine kloramfenikol gen kasetinin insersiyonun gerceklestirilmesi.

csrA mutantlari, kloramfenikol igeren LB agar besiyerinde secildi ve kloramfenikol direng
gen kasetinin varhigi, csrA mutasyon dogrulama primerleri kullanilarak (Cizelge 4.12.)
koloni PZR ile dogruland:1 (Sekil 5.8.). csrA mutasyonunun dogrulanmasinda kullanilan
primerler ile gerceklestirilen PZR sonucu CSrA geni iceren dogal tip hiicreler 339 bg {iiriin
olustururken, csrA geni bakimindan mutant hiicreler 1167 bg biiyiikliigiinde iirlin meydana
getirmesi beklendi. Ayrica, csrA mutasyonu S. Typhimurium'un gelismesini negatif
etkilediginden (129), transformantlar 37°C'de 48 saat inkibasyondan sonra segildi.
Mutasyonu dogrulamak amaciyla koloni PZR {iriinii, dizileme i¢cin BM Labosis firmasina

gonderildi. Sanger dizilemesi sonuglari, mutasyonun basariyla olusturuldugunu gosterdi.
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GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder

Acsr4 (1167 bg)

14028 WT (339 bg)

Sekil 5.8. S. Typhimurium 14028'da csrA gen mutantinin tespiti. Kuyu 1: 100 b¢ DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: Dogal tip S. Typhimurium 14028 ; kuyu
3: csrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium 14028

52. csrA  GENININ pBAD24 VEKTORUNE KLONLANMASI ve
TRANSFORMASYONU

5.2.1. S. TYPHIMURIUM 14028 SUSUNDAN GENOMIK DNA iZOLASYONU

Genomik DNA (gDNA), csrA genini PZR ile amplifiye etmek amaciyla DNA kalib1 olarak
kullanilmak iizere dogal tip S. Typhimurium 14028 susundan gDNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen gDNA, % 1’lik agaroz jelde 100 V sabit elektrik akiminda 1 saat
elektroforez iglemine tabi tutuldu ve UV 15181 altinda goriintiilendi (Sekil 5.9.).
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Genomik DNA

Sekil 5.9. Genomik DNA jel gorintisu. Kuyu 1: 1 Kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, ABD); kuyu 2: Dogal tip S. Typhimurium 14028 susundan izole edilen gDNA

5.2.2. csrA GENININ COGALTILMASI

Dogal tip S. Typhimurium 14028 susundan izole edilen gDNA kalip olarak kullanilarak csrA
geninin acgik okuma cercevesi PZR ile amplifiye edildi. EcoRI ve Hindlll restriksiyon
endonikleaz enzim kesim bolgelerinin de dahil edildigi primerler varliginda 210 bg
biiyiikliigiinde PZR iiriinii elde edildigi agaroz jelde elektroforezi sonrasi belirlendi (Sekil
5.10.).
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GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder

csrd geni (210 be)

Sekil 5.10. csrA geninin jel gorintisi. Kuyu 1: 100 b¢ DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, ABD); kuyu 2,3: PZR urtnleri

5.2.3. pBAD24 VEKTORUN iZOLASYONU

csrA gen klonlamasi ¢alismalarinda kullanilmak iizere arabinoz ile indiklenebilen
promotora sahip pBAD24 plazmidi, S. Typhimurium MZ1629 susundan izole edildi.
Molekiiler biiyiikliigii 4542 bg olan plazmid DNA, EcoRYV restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile tek bir bolgeden kesim islemine tabi tutularak % 1’°lik agaroz jelde dogrusal formu UV
151k altinda goriintiilendi (Sekil 5.11.).
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

pBAD24 (4542 be)

Sekil 5.11. pBAD24 plazmidinin jel gorintist. Kuyu 1: 1 Kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, ABD); kuyu 2: S. Typhimurium MZ1629 susundan izole edilen pBAD24
plazmidinin dogrusal formunu

5.2.4. RESTRIKSIiYON ENDONUKLEAZ ENZiM KESiM REAKSiYONLARI

Saflagtirilmig cSrA geni PZR {iriiniinde ve dairesel formda izole edilmis saf pBAD24
vektoriinde, yapiskan uglar olusturmak amaciyla EcoRI1 ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesildi. pBAD24 plazmidinin ikili kesimi, 50 bg ve 4492 b¢ olmak (izere iki
kesim {irinii olusturmasi beklendi. Ancak, kesim sonucu, % 1’lik agaroz jelde 4,5 kb
biiyiikliigiinde tek bir bant olarak gorilirken 50 bp’lik fragment kiigiik olmasi nedeniyle
jelde gorintilenemedi (Sekil 5.12.). Uc¢ bdlgelerinde restriksiyon endoniikleaz kesim
dizisini igeren csrA geni, ikili kesimden sonra agaroz jelde 192 bg olarak gorintulendi (Sekil
5.13).
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Dogrusal pBAD24
(4492 be)

Sekil 5.12. pPBAD24 plazmid vektoru ikili restriksiyon endonukleaz enzim kesimi agaroz jel
gorintisu. Kuyu 1: 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: pBAD24
plazmidinin EcoRI ve Hindlll enzimleri ile kesim Grlnd
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GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder

csrA geni
(192 bg)

Sekil 5.13. csrA geninin ikili restriksiyon endonukleaz enzim kesimi agaroz jel gorintusu.
Kuyu 1:100 b¢ DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: csrA geninin EcoRI
ve Hindlll enzimleri ile kesim Grin(

5.25. REKOMBINANT  PLAZMIDIN S.  Typhimurium  14028AcsrA
HUCRELERINE TRANSFORMASYONU

Ligasyon reaksiyonu sonucunda elde edilen rekombinant plazmid (csrA genini igeren
pBAD24 plazmidi) (Sekil 5.14.), elektroporasyon yontemi ile elektrokompetan S.
Typhimurium 14028AcsrA hiicrelerine aktarildi. Transformantlar, ¢alismada kullanilan
pBAD24 vektori ampisilin ve S. Typhimurium 14028AcsrA susu kloramfenikol direngliligi
tagimasi nedeniyle, kloramfenikol (25 pg/mL) ve ampisilin (100 pg/mL) iceren LB agar
tizerinde segildi. Segici besiyerinin yiizeyinde olusan kolonilerden (Sekil 5.15.) rastgele

secim yapilarak koloni PZR gerceklestirildi.
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EcoRI HindIII EcoRI HindIII

(1311) (1361) (7) (199) EcoRl HindIII
Vector Insert _)
4492 bp + 192 bp

.. AGG AGCTTGG. . . .. .AGG AGCTTGG. . .
... TCCTTAA ACC... .. .TCCTTAA ACC. ..

Sekil 5.14. csrA PZR Urinunin pBAD24 vektorine insersiyonu ile elde edilen rekombinant
plazmid. Rekombinant plazmid, SnapGene 5.3 kullanarak gorsellestirildi

Sekil 5.15. S. Typhimurium 14028AcsrA susuna rekombinant plazmidin (CSrA genini iceren
pBAD24 plazmidi) transformasyonu sonucunda olusan koloniler

pBAD24 plazmidine 6zgili primerler kullanilarak koloni PZR gergeklestirildi. Koloni PZR
sonucu, klonlama basarisiz ise CSrA geni igcermeyen pBAD24 plazmidlerini amplifiye ederek
209 bp'lik triinler elde edilir. Ancak klonlama basarili ise CSrA geni iceren pBAD24
plazmidlerini amplifiye ederek 401 bg¢ biiyiikliigiinde iiriinler elde edilir. Koloni PZR
tirtinleri, molekiiler biiyiikliiklerini belirlemek ve pozitif kolonileri se¢gmek amaciyla agaroz

jelde gorintilendi (Sekil 5.16.).
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GeneRuler 100 bp
Plus DMNA Ladder

— 3000
— 2000
— 1500
1206
-’,J' Ll WE )
— 1000
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Sekil 5.16. Koloni PZR urtnlerinin agaroz jel goriintistu. Kuyu 1: 100 b¢ DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2-4,6,7: transformant (pozitif) kolonilerin PZR
urind; kuyu 5,8: transformant olmayan (negatif) kolonilerin PZR Grlni

53. CsrA REGULASYONUNA BAGLI OLARAK OTOINDUKTOR-2
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

CsrA'min Salmonella’da QS sinyal molekiilii olan AI-2 aktivitesi Uzerindeki etkisini
aragtirmak amaciyla, dogal tip, cSrA geni bakimindan mutant ve CSFA’nin agiri
ekspresyonunun saglandigi S. Typhimurium suslarinin bagil Al-2 aktiviteleri, 4 saat
inkiibasyon ile 4 farkli zaman noktasinda (1, 2, 3 ve 4 saat) luminometrik olarak 6lgalda.
Raportor sus olan Vibrio harveyi BB170'in liiminesans bazli tepkisi, AI-2 aktivitesini
belirlenmesi amaciyla kullanildi. V. harveyi BB170 varliginda suslardan elde edilen
siipernatantlart igeren kuyularda o6lgiilen Al-2 miktari, yiizde (%) kat degisimi olarak
hesapland1 (Sekil 5.17.). Her bir susun bagil AI-2 aktivitesinin yiizde (%) kat degisimini
hesaplamak igin siipernatant igeren kuyulardan alinan okumalar, kontrol kuyularindan alinan
okumalara oranlandi. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar, Student t-testi kullanarak

belirlendi ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 5.17. Dogal tip S.Typhimurium 14028 susu, CSrA geni bakimindan mutant sus ve
csrA’nin asirt ekspresyonunu gerceklestiren suslarin 4 saatlik bagil AI-2 aktivitesi.
Luminometrik élgumler, V. harveyi BB170 raportor susun 4 saatlik inkiibasyonu ile 4 farkli
zaman noktalarinda (1, 2, 3 ve 4 saat) gergeklestirildi. Hata ¢ubuklari, {i¢ bagimsiz tekrara
dayal1 standart sapmalar1 gostermektedir ve * sembolii, p<0.05, anlaml1 fark derecesini
temsil etmektedir

Inkiibasyonun birinci saatinde, S. Typhimurium suslar1 (dogal tip, cSrA geni bakimindan
mutant ve csrA’y1 pBAD24 plazmidinde eksprese eden MN1830 suslar1) benzer bir AI-2
aktivitesi gosterdi. Inkiibasyonun ikinci saatinden baslayarak, dogal tip S. Typhimurium
14028 susunun AI-2 aktivitesi artmaya basladi. Inkiibasyonun iiciincii ve dordiincii saatinden
sonra, dogal tip S. Typhimurium 14028 susunda Al-2 aktivitesi 6nemli Ol¢iide artis
gosterirken (p<0.05), csrA geni bakimindan mutant susun (S. Typhimurium 14028AcsrA),
dogal tip susa kiyasla AI-2 aktivitesinde nemli bir diisiis gézlendi (p<0.05). Indiiklenebilir
rekombinant plazmitten (pBAD24csrA) csrA'nin ektopik ekspresyonu, cSrA mutasyonunun
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etkisini ortadan kaldirarak MN 1830 susta Al-2 aktivitesinde bir artis belirlendi (p<0.05). Bu
sonuglara dayanarak, csrA mutasyonunun Al-2 aktivitesini negatif olarak etkiledigi

sonucuna ulasildi.

54. S. TYPHIMURIUM 14028 SUSLARIN BIYOFILM DISPERSIYONUNU
INDUKLEYEN OPTIMUM GLUKOZ KONSANTRASYONUNUN
BELIiRLENMESI

Hem biyofilm olusumunda inhibitdr olarak rol oynadigi hem de CsrA proteininin aktivitesini
tesvik ettigi bilinen glukoz molekiiliiniin, S. Typhimurium biyofilmlerinin dispersiyonu icin
gereken optimum konsantrasyonu belirlendi. Polistiren Gizerinde 72 saat boyunca 20 °C’de
olusturulan olgun S. Typhimurium 14028 suslarinin biyofilm yapisindan planktonik hiicreler
aseptik kosullar altinda uzaklastirildiktan sonra dort farkli glukoz konsantrasyonuna sahip
(% 2, % 1, % 0,5 ve % 0,25) sollsyonlar biyofilm iceren kuyulara aktarildi ve 20 °C’de 12
saat, 16 saat ve 24 saat inkiibasyondan sonra kristal viyole ile boyandi ve biyofilm tabakasina
baglanan boyanin optik yogunlugu 595 nm dalga boyunda plaka okuyucusunda 6l¢iildii.
Olgun S. Typhimurium biyofilm yapisinin dispersiyon ytizdesi, glukoz eklenen 6rnek
kuyularindan elde edilen okumalarin LB broth eklenen kontrol kuyularindan elde edilen
okumalara oranlanarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 5.18.”de siitun grafigi halinde

gorsellestirildi.
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Sekil 5.18. Ug farkli inkiibasyon siiresi (12 saat, 16 saat ve 24 saat) boyunca 4 farkli glukoz
konsantrasyonu (% 2, % 1, % 0,5 ve % 0,25) ile muamele edilen S. Typhimurium biyofilm
yapisinin dispersiyon ylizdesi. Hata ¢ubuklari, li¢ bagimsiz tekrara dayali standart sapmalari
gostermektedir. *p<0.05 semboli istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir

Biyofilm yapisinin dispersiyon yiizdesini gosteren grafik incelendiginde (Sekil 5.18.), 12
saatlik inkibasyon sonucunda % 0,25, % 0,5, % 1 ve % 2 glukoz konsantrasyonlarinin S.
Typhimurium olgun biyofilm yapisinin sirasiyla % 33,47, % 38,33, % 29,24 ve % 34,16
oraninda dagilimina neden oldugu tespit edildi. 16 saatlik inkiibasyon sonucunda ise % 0,25,
% 0,5, % 1 ve % 2 glukoz konsantrasyonlarimim S. Typhimurium olgun biyofilm yapisinin
sirastyla % 33,28, % 26,69, % 35,71 ve % 35,38 oraninda dagilimina yol agtig1 tespit edildi.
24 saatlik inklibasyondan sonra % 0,25, % 0,5, % 1 ve % 2 glukoz konsantrasyonlarinin S.
Typhimurium olgun biyofilm yapisinin sirasiyla % 22,63, % 31,57, % 22,03 ve % 35,66
oraninda dagilimina neden oldugu gézlendi. S. Typhimurium 14028 susunun olgun biyofilm
yapisinin  dispersiyonunu indikleyen en etkili glukoz konsantrasyonu 12 saatlik
inkiibasyondan sonra % 38,33 oraninda biyofilm dispersiyonuna neden olan % 0,5 glukoz

olarak belirlendi. Elde edilen tiim sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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5.4.1. BIiYOFILM DISPERSIYONUNU INDUKLEYEN OPTIMUM GLUKOZ
KONSANTRASYONUNUN S. TYPHIMURIUM 14028AcsrA OLGUN BiYOFIiLM
UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Bir oOnceki basamakta optimum oldugu belirlenen glukoz konsantrasyonu (% 0,5)
kullanilarak, CsrA’nin glukoz ile induklenen S. Typhimurium biyofilm dispersiyonundaki
duizenleyici roliinln arastirilmasi amaglandi. cSrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium
14028 suslarinin  polistiren  (zerinde biyofilm olusturmasi amaciyla denemeler
gerceklestirildi. Fakat, csrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium suslarinin biyofilm

olusturma 6zelliklerinin de kayboldugu belirlendi.

5.4.1.1. S. Typhimurium 14028AcsrA Suslarmmin Biyofilm Uretim Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Dogal tip, MN1830 ve csrA geni bakimindan mutant S. Typhimurium suslarinin farkli
inklibasyon kosullarinda mikrodiliisyon plakalarinda olusturdugu biyofilm miktar1 Sekil

5.19.'de gosterilmektedir.
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Sekil 5.19. Dogal tip, csrA geni bakimindan mutant ve CSrA’nin asirt ifade edildigi S.
Typhimurium suslarinin biyofilm iiretim diizeyleri. Grafikte yer alan hata ¢gubuklart, ti¢ farklt
bagimsiz tekrara dayal1 standart sapmalar1 gostermektedir. Istatistiksel anlamlilik *p<0.05
sembolii olarak gosterildi

Plaka okuyucuda 595 nm dalga boyunda yapilan 6l¢limlerin ortalamasi, negatif kontrol

(sadece LB™NC! jceren kuyular) iizerinde hesaplanan "cut-off" OD (smir deger, ODc) ile
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karsilastirilarak suslarin tirettikleri biyofilm diizeyleri; "liretici olmayan", "zayif", "orta" ve
"giiclii" olarak siniflandirildi. Cizelge 5.1., Cizelge 5.2. ve Cizelge 5.3.’te sirastyla dogal tip,
csrA geni bakimindan mutant ve pBAD24 vektoriine klonlanmis cSrA genini iceren vektori
tastyan S. Typhimurium suslarmin “cut off” OD degerleri ve ODsg degerleri
gosterilmektedir. Cizelge 5.1.’te sunulan verilere gore, test edilen tiim sicaklik ve
inkibasyon surelerinde 6rnek kuyulardan elde edilen ODgy degerlerinin ODc degerlerinden
4-kat daha yiiksek olmasi nedeniyle dogal tip S. Typhimurium 14028 susu gii¢lii bir biyofilm
ureticisi olarak kabul edildi. Cizelge 5.2. incelendiginde ise, test edilen tiim sicaklik ve
inklibasyon slrelerinde ODc degerlerinin 6rnek kuyularindan elde edilen ODjyg
degerlerinden daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bu nedenle S. Typhimurium 14028AcsrA
susunun, biyofilm iireticisi olmadigi anlagilmaktadir. Tiim bu sonuclar birlikte ele
alindiginda, csrA geninin mutasyonunun S. Typhimurium 14028 susunun biyofilm tiretim
kapasitesini negatif yonde etkiledigi distinilebilir. MN1830 susunun CSrA gen
ekspresyonunu indiiklendikten sonra biyofilm tretimi dizeyi incelendiginde, 20 °C’de 72
saatlik ve 37 °C’de 96 saatlik inklbasyondan sonra zayif bir biyofilm (ODc¢ < ODgys <
2x0Dc) ve 20 °C’de 96 saatlik ve 120 saatlik inkiibasyondan sonra orta diizeyde bir biyofilm
(2xODc < ODgys < 4xODc) olusturdugu gozlendi (Cizelge 5.3.). Bu sonuglar, csrA'nin asiri
ekspresyonu, S. Typhimurium'un biyofilm iiretme yetenegini dogal tip susun biyofilm Gretim

seviyesine ulagtirmadigi belirlendi.

Cizelge 5.1. Test edilen sicaklik ve inkiibasyon siirecilerinde dogal tip S. Typhimurium
14028 susun "Cut-off" OD (sinir deger, ODc) ve ODgys degerleri

Inkiibasyon siiresi ve sicaklig ODc degeri ODyys degeri
72 saat 20 °C 0,0845 2,8555
96 saat 20 °C 0,0777 3,1757
120 saat 20 °C 0,0674 2,7949
96 saat 37 °C 0,0975 0,5714
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Cizelge 5.2. Test edilen sicaklik ve inkiibasyon siirelerinde S. Typhimurium 14028AcsrA
susunun "Cut-off" OD (sinir deger, ODc) ve ODgys degerleri

Inkiibasyon siiresi ve sicaklig ODc degeri ODygys degeri
72 saat 20 °C 0,0845 0,0569
96 saat 20 °C 0,0777 0,0586
120 saat 20 °C 0,0674 0,0611
96 saat 37 °C 0,0975 0,0794

Cizelge 5.3. Test edilen sicaklik ve inkiibasyon siirecilerinde MN1830 (pBAD24 vektoriine
klonlanmig cSrA genini igeren vektorii tasiyan S. Typhimurium 14028) susunun "Cut-off"
OD (simir deger, ODc) ve ODgys degerleri

Inkiibasyon siiresi ve sicaklig ODc degeri ODygus degeri
72 saat 20 °C 0,0845 0,0895
96 saat 20 °C 0,0777 0,2405
120 saat 20 °C 0,0674 0,1558
96 saat 37 °C 0,0975 0,1546

55. CsrA’NIN Al-2 SENTEZINDEN ve HUCRE iCINE ALIMINDAN SORUMLU
GENLERIN EKSPRESYON SEVIYELERINE ETKISININ BELIRLENMESI

Dogal tip, csrA geni bakimindan mutant ve CSrA geni iceren pBAD24 vektoriinii tasiyan
MN1830 suslarinda luxS, IsrA, IsrK ve IsrR genlerinin ekspresyon seviyeleri arastirilmak
amaciyla tiim suglardan toplam RNA izolasyonu gerceklestirildi ve agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edildi. Planktonik hiicrelerden izole edilen toplam RNA’lar Sekil 5.20.’te verildi.
Ancak, ¢alismamiz kapsaminda biyofilm yapisindan dagilan hiicrelerin toplam RNA’lar1
elde edilemedi. Bu nedenle, ilgili genlerin ifade diizeyleri yalnizca planktonik hiicrelerde

arastirildi.
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Sekil 5.20. Salmonella test gruplarindan izole edilen toplam RNA’larin agaroz jel goriintiisii.
Kuyu 1: 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD); kuyu 2: S. Typhimurium 14028
toplam RNA; kuyu 3: S. Typhimurium 14028AcsrA toplam RNA; kuyu 4: MN1830 toplam
RNA; kuyu 5: S. Typhimurium 14028 + % 0,5 glukoz toplam RNA,; kuyu 6: S. Typhimurium
14028AcsrA + % 0,5 glukoz toplam RNA; kuyu 7: MN1830 + % 0,5 glukoz toplam RNA;
kuyu 8: S. Typhimurium 14028AcsrA + % 0,1 L-arabinoz toplam RNA

Izole edilen RNA’lar1 kullanarak cDNA sentezi gergeklestirildikten sonra yapilan q-RT-
PZR reaksiyonlar1 sonucunda, Livak metodu kullanilarak csrA genine bagli olarak arastirilan
genlerin ifade seviyeleri 16S rRNA genine gore normalize edildi. Ardindan ifade
seviyelerinin dogal tipe gore kat farki hesaplandi. Elde edilen 2*"AACt degerleri Cizelge

5.4.°de verildi.

Cizelge 5.4. Salmonella suslarinda csrA regiilasyonuna bagli olarak arastirilan genlerin ifade
seviyelerinin normalize edilmis kat farki (2*AACt degerleri)

CSrA luxS IsrA IsrK IsrR
WT 14028 1 1 1 1 1
14028AcsrA 0,0359 18,411 31,179 17,661 30,696
pBAD24::csrA 1649,142 6,6001 7,223 5,342 27,002
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Arastirilan Salmonella suslarindaki up veya down regile edilen genleri belirlemek igin

normalize edilmis kat farki verilerine dayanarak logaritma 2 (log2) tabanina gore kat

degisimleri belirlendi (Sekil 5.21.).
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14028 AcsrA -1,44 1,27 1,49 1,25 1,49
pBAD24::csrA 3,22 0,82 0,86 0,73 1,43

Sekil 5.21. csrA ifadesine bagli olarak Salmonella suslarinda arastirilan genlerin dogal tip
susa kiyasla log2 kat degisim grafigi. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasini (SEM)
gosterir. ACt degerlerini arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirtmek iizere *p<0.05 sembolii
kullanildi.

Dogal tip susa kiyasla, cSFA genini asir1 ifade eden Salmonella susunda csrA ifadesinin
artisinin (*p<0.05) ve cSrA geni bakimindan mutant susta cSrA ifadesinin azalmasinin
(*p<0.05) saglandig1 belirlendi (Sekil 5.21.). csrA geninin mutasyonu, Al-2 sentezinden
sorumlu luxS geninin, Al-2 molekiiliiniin hiicre i¢ine alimindan sorumlu IsrA, IsrK ve IsrR
genlerinin ekspresyonunun artmasina neden oldu. Ancak IsrK ve IsrR genlerinin
ekspresyonundaki artigin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi belirlendi (p>0.05).
CSrA geninin asir1 ifade edilmesi ise, arastirilan genlerin ekspresyonunun artmasina neden
oldu. Ancak luxS ve IsrA genlerinin ekspresyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05).

MN1830 susunda csrA geninin ifadesi, BAD promotorunun en yiiksek diizeyde tesvik
edilmesini sagladigini belirledigimiz % 0,1 oraninda L-arabinoz eklenmesi ile indtklendi.

Kullanilan arabinoz konsantrasyonunun test gruplarinda yer alan genlerin ifadesi Gzerindeki
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etkisi belirlenmis olup normalize edilmis kat farki verileri Cizelge 5.5.’de gosterildi.

Arastirilan genlerin log2 kat degisimleri hesaplanarak Sekil 5.22.’de gosterildi.

Cizelge 5.5. Kullanilan arabinoz konsantrasyonuna bagl olarak test gruplarinda yer alan
genlerin ifade seviyelerinin normalize edilmis kat farki (2*"AACt degerleri)

CSrA luxS IsrA IsrK IsrR
14028AcsrA - L-ara 0,0359 18,411 31,179 | 17,661 30,696
14028AcsrA + % 0,1 L-ara 0,01761 | 18,158 29,497 | 39,192 23,103
pBAD24::csrA - L-ara 111,7528 | 2,110 1,9152 | 0,718 4,199
pBAD24::csrA + % 0,1 L-ara | 1649,142 | 6,6001 7,223 5,342 27,002
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CSrA luxS IsrA IsrK IsrR
14028AcsrA - L-ara -1,44 1,27 1,49 1,25 1,49
W [4028AcsrA + % 0,1 L-ara -1,75 1,26 1,47 1,59 1,36
mpBAD24::csrA - L-ara 2,05 0,32 0,28 -0,14 0,62
pBAD24::csrA+ % 0,1 L-ara 3,22 0,82 0,86 0,73 1,43

Sekil 5.22. Arabinoz varliginda ve yoklugunda Salmonella test gruplarinda ifadesi aragtirilan
genlerin log2 kat degisim grafigi. Hata ¢ubuklari, ortalamanin standart hatasin1 (SEM)
gosterir. ACt degerlerini arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirtmek iizere *p<0.05 sembolii
kullanild1

Sekil 5.22., csrA geni bakimindan mutant Salmonella susundaki genlerin ekspresyon
seviyesindeki degisikligin L-arabinoz ilavesinden etkilenmedigini gosterdi. indiiklenebilir
promotor arkasinda CSrA genini over cksprese eden susta ise, ortama arabinoz
eklenmediginde csrA'nin BAD promotor sizintisindan kaynakli ekspresyonu oldukga diisiik
olmakla birlikle bu bulgunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Arastirilan

diger genler tizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 tespit edildi. Tum bu sonucglara gore,
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arabinoz konsantrasyonunun yalnizca CSrA ekspresyonu iizerinde bir etkisinin oldugu

kanitlandi.

Glukoz ile indlklenen dispersiyonun arastirllmast amaciyla Salmonella suslarinda,
dispersiyon icin optimum olan glukoz konsantrasyonuna (% 0,5) ve inkibasyon stresine (12
saat) bagl olarak csrA, luxS, IsrA, IsrK ve IsrR genlerinin ifade diizeyleri arastirildi. 16S
rRNA genine gore normalize edilmis kat farki verileri Cizelge 5.6.’de verildi. Ardindan,
arastirilan genlerin log2 kat degisimleri hesaplanarak Sekil 5.23.°de grafiksel olarak

gosterildi.

Cizelge 5.6. Dispersiyon igin optimum olan glukoz konsantrasyonuna (% 0,5) ve inkiibasyon
sliresine (12 saat) bagl olarak arastirilan genlerin ifade seviyelerinin normalize edilmis kat
farki (2*AACt degerleri)

CSrA luxS IsrA IsrK IsrR
WT 14028 + Glu (% 0,5) 18,668 12,188 20,077 | 27,713 15,242
14028AcsrA + Glu (% 0,5) 0,011 3,009 1,746 4,344 1,066
pBAD24::csrA + Glu (% 0,5) | 602,228 3,304 3,3616 | 5,813 2,206
4,00
3,00 *
I
£ 2,00
;9 * _ =
éﬂ 1,00 - 1 _ -
g = o, B = _
8 000 1
S
-1,00
-2,00 I
*
-3,00
csrA luxS IsrA IsrK IsrR
WT 14028 + Glu (% 0,5) 1,27 1,09 1,30 1,44 1,18
14028AcsrA + Glu (% 0,5) -1,96 0,48 0,24 0,64 0,03
pBAD24::csrA + Glu (% 0,5) 2,78 0,52 0,53 0,76 0,34

Sekil 5.23. Salmonella suslarinda glukoza bagli olarak dispersiyon i¢in optimum olan
kosullarda arastirilan genlerin glukoz eklenmemis dogal tip susa kiyasla log2 kat degisim
grafigi. Hata cubuklari, ortalamanin standart hatasim1i (SEM) gosterir. ACt degerleri
arasindaki istatistiksel anlamlilig1 belirtmek tizere *p<0.05 sembolii kullanildi
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Sekil 5.23.°de, glukoz molekilinin hem csrA geninin ekspresyonu hem de QS
sinyalizasyonunu saglayan AI-2 molekiillerinin sentezinden ve hiicre i¢ine alimindan
sorumlu genlerin ekspresyonu iizerinde pozitif etkiledigi gosterildi, ancak bu etki

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Salmonella Typhimurium biyofilm yapilarinin saglik ve endiistriyel ortamlarda neden
oldugu hasarlarin ciddiyeti ve bu yapilar ile miicadeleden kaynakli yiiksek maliyetler géz
Oniine alindiginda, patojenik biyofilm olusturan bakterilere kars1 yeni etkili yaklagimlar
gelistirme ihtiyaci acil bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (11). Biyofilm dagiliminin
indiiklenmesi, biyofilm yapisindan dagilan hiicrelerin ve kalan biyofilm hiicrelerinin daha
savunmasiz hale gecisi sonucunu dogurmaktadir. Bu tespit, antimikrobiyallerin terapotik
etkisini artirarak biyofilm 1ile iliskili enfeksiyonlarla miicadele icin potansiyel bir
yaklasimdir (13, 99). Biyofilm yapisinin dispersiyon siirecinde rol alan regiilasyon
basamaklar1 aydinlatmak, dispersiyona dayali yeni anti-biyofilm stratejilerin gelistirilmesi
icin bilgi birikimi saglayacaktir. Aktif biyofilm dagilimi; besin yoklugu veya bollugu gibi
cesitli cevresel degisikliklerin, farkli global diizenleyici proteinlerin ve hiicresel sinyal
yolaklarmin da dahil oldugu ¢ok karmasik bir siiregtir (71). Bu tez ¢alismasinda, S.
Typhimurium biyofilm dagiliminda yer alan global karbon depolama diizenleyicisi olan
CsrA'nin (15), Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler arasindaki evrensel iletisim sinyal
molekili olan Al-2'nin (18) sentezi ve hiicre i¢ine alimi tizerindeki etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu etkinin, S. Typhimurium biyofilm olusumunda inhibitér rol oynayan
CsrA proteininin aktivitesini tesvik ettigi bilinen glukoz molekiiliiniin varliginda

degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Bu tez ¢calismasinin ilk asamasinda, csrA agik okuma ¢ergevesinin (ORF) silinmesi ve bunun
yerine kloramfenikol diren¢ gen kaseti insersiyonu ile csrA geni bakimindan mutant S.
Typhimurium susu olusturulmustur. Mutant sus tarafindan sergilenen en belirgin fenotip,
dogal tipe kiyasla, iiremenin gecikmesidir. Bu gozlem, literatur verileri ile uyumluluk
gostermektedir. E. coli suglarinin aksine, csrA mutasyonunun S. Typhimurium'un Gremesini
olumsuz etkiledigi yoniindeki bilgiler literatiirde mevcuttur (84, 129). Bu durumun iki olasi
aciklamasi olabilir. Ik agiklamada, csrA'nin kontroliine giren baska genlerin oldugu ve bu
genlerin csrA mutasyonu sonucu uygun olmayan ekspresyonunun iiremeyi baskiladigi 6ne
siiriilmiistiir. Ikinci olarak, baskilayict mutasyonlarin birikiminin bu {ireme gecikmesine
neden olabilecegi da dnerilmistir. Bu 6neri, cSrA mutantlarinin farkl biyolojik replikalarinin
ireme hiz1 agisindan biiylik farkliliklar gosterdigininin belirlenmesine dayandirilmistir
(129). Teplitski vd. (2006) tarafindan gergeklestirilen baska bir ¢alismada, bolge dis1 (off-

site) mutasyonlarinin birikmesine neden olmadan csrA mutasyonu taklit edilmeye
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calistlmistir. Bu amagla, csrB veya csrC genleri, CsrA fonksiyonunu inhibe etmek icin
Salmonella'da rekombinant plazmitten asiri eksprese edilmistir. Ancak, csrB veya csrC
genlerini asir1 eksprese eden S. Typhimurium suslari, cSrA mutantlarina benzer sekilde dogal
tipe kiyasla ¢ok daha yavas lireme gostermistir. Bu sonug, csrA'nin Salmonella tiremesi igin
gerekli olan bazi genlerin ekspresyonunu diizenleyebilecegi yoniindeki ilk Oneriyi
desteklemektedir (86). Bu g¢alismada cSrA geni bakimindan mutant suslar ile
gergeklestirdigimiz denemelerde, dogal tip ile mutant sus arasindaki biyofilm olusum
seviyesi, Al-2 aktivitesi ve gen ekspresyon seviyesindeki farkliliklarin csrA'dan ziyade
tireme hiz1 farkliliklarindan kaynaklanma olasiligini ortadan kaldirmak i¢in, dncelikle ODeoo

optimizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

CsrA regulasyonunun Al-2 molekult Gzerindeki etkisini glukozla indiklenen S.
Typhimurium biyofilm dispersiyonu esnasinda incelemek icin, S. Typhimurium biyofilm
dispersiyonu i¢in optimum glukoz molekiiliiniin konsantrasyonu belirlenmistir. Leng vd.
(2015) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, glukoz varligi CsrB/C'nin degradasyonuna
yol agarak CsrA seviyesini artirdigi belirlenmistir. Ayni ¢alismada CsrA seviyesindeki
artisin da hiicre hareketliliginin artmasina neden oldugu ileri siiriilmistiir (16). Ancak ne bu
caligmada, ne de diger literatiir kaynaklarinda S. Typhimurium biyofilm dispersiyonun
indiiklenmesinde etkin optimum glukoz konsantrasyonuna dair bir veri yer almamaktadir.
Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen dispersiyon denemelerinin sonucunda, S. Typhimurium
14028 susunun olgun biyofilm yapisinin dispersiyonunu indikleyen en etkili glukoz
konsantrasyonu; 12 saatlik inkiibasyondan sonra % 38,33 oraninda biyofilm dispersiyonunu
saglayan % 0,5 glukoz olarak belirlenmistir (p<0.05). Glukozun Salmonella biyofilmlerini
inhibe ettigi literatiirde farkli caligmalarda gosterilmistir. Bialucha vd. (2020) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada, polistiren yiizey {izerinde S. enterica'min klinik suslarinin
biyofilm olusturma yetenegi iizerinde glukozun etkisi degerlendirilmistir. incelenen suslarin
¢ogunun, glukoz igermeyen ortama gore % 0,5 konsantrasyonda glukoz ilave edilen ortamda
daha zayif biyofilm olusturdugu ve % 1,0 ve % 2,0 glukoz igeren ortamlarda biyofilm
olusturmadigi gézlenmistir (136). Bu sonuglar % 0,5 glukozun hem S. Enterica'nin biyofilm
olusumunu engelledigi hem de olgun biyofilmlerini dagittig1 yoniindeki bulgularimizi
desteklemektedir. Jackson vd. (2002), E. coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii
ve S. Typhimurium iireme ortamlarinda % 0,2 konsantrasyonda glukoz varliginin 24 saat
inkiibasyon siiresi sonucunda biyofilm olusumunu O6nemli Olglide diisiirdiigiini

belirlemiglerdir (137). Benzer sekilde, Roy vd. (2021), Salmonella enterica serotip
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Kentucky'nin biyofilm olusumu iizerine % 0,025, % 0,05 ve % 0,4 glukoz ilavesinin etkisini
arastirmig ve biyofilm olusumunun % 0,025 glukoz eklenmesiyle indiiklendigini ancak %
0,4 glukoz igeren ortamlarda inhibe edildigini gostermislerlerdir (138). Ayrica glukozun,
diger baz1 bakteri tiirlerinde biyofim dagilimina neden oldugu da tanimlanmistir. Sauer vd.
(2004), 20 mM glukoz ilavesinin Pseudomonas aeruginosa PAO1 biyofilmlerinin %
54'iniin dagilmasina yol agtigin1 bildirmislerdir (139). Marks vd. (2013), epitel hiicrelerinde
ve farelerin nazofarenksinde in vivo olarak olusturulan 48 saatlik Streptococcus pneumoniae
biyofilmine 1 M glukozun eklenmesinin, yilizeye bagl biyofilm topluluklarinin dagilimina

neden oldugunu saptamistir (140).

Calismamizda, o©n denemelerle belirledigimiz  optimum  glukoz  dispersiyon
konsantrasyonunda (% 0,5), CsrA’nin glukoz ile indiiklenen S. Typhimurium biyofilm
dispersiyonundaki diizenleyici roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Fakat, csrA geni
bakimindan mutant S. Typhimurium suslarmnin test edilen kosullarda biyofilm olusturmadigi
belirlenmistir. Bu bulgu, literatiir verileri ile zitlik gostermektedir. Teplitski vd. (2006), S.
Typhimurium csrA  geni bakimindan mutant suslarinin  biyofilm  olusturma
yetenekleneklerini arastirmaya basladiklarmda 6ngdruleri, s6z konusu mutantlarda biyofilm
tiretme yeteneginin 6nemli Olgiide artacagi yoniindeydi (86). Tahminlerinin arkasindaki
nedenler ise, CsrA'nin flagella regiilonu olan FIhDC’nin ana aktivatorii olmasi yaninda, S.
Typhimurium suglarinin hareketliligini artirmasi ve biyofilm olusumunu engellemesi gibi
literatiir verilerine dayanmakaydi (15). Bu nedenle, csrA bakimindan mutant susun, flnDC
mutantlarma ve E. coli csrA mutantlarina benzer bir fenotip (141) olan daha gigli
biyofilmler olusturacagi beklenmisti. Ancak Teplitski vd. (2006), sasirtic1 bir sekilde cSrA
mutant susun biyofilm olusum seviyesi ac¢isindan dogal tipe benzer oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica bu sonuglarin S. Typhimurium suglarinda csrA mutasyonunun neden
oldugu tireme gecikmesiyle baglantili olmadigini saptamislardir (86). Bizim sonuglarimiz,
csrA mutasyonunun test edilen kosullarda S. Typhimurium suslarinin biyofilm olusturma
yeteneklerini olumsuz etkiledigine isaret etmistir. Bu sonug, diizenleyici biyofilm olusumu
aginin karmagsikligi ile agiklanabilir. Sterzenbach vd. (2013), CsrA'nin, pefACDEF
transkriptinin 5’-UTR'sine baglanarak plazmit kodlu fimbriya (Pef) ekspresyonunu pozitif
olarak diizenledigini ve bu transkripte CSrA baglanmasinin, CsrA'nin aktivitesini antagonize
eden CsrB ve CsrC sRNA'lan tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir (142). Ayrica,
Ledeboer vd. (2006), Pef tretemeyen S. Typhimurium mutantlarinin plastik yiizey iizerinde

biyofilm olusturamadiklarii ve Hep-2 doku kiiltiirii hiicrelerinde ve tavuk bagirsak epitel
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hiicrelerinde daha zayif biyofilmler olusturduklarini belirlemislerdir (143). Bu veriler
dikkate alindiginda; c¢alismamizda saptadigimiz S. Typhimurium'un csrA mutantlarinda
biyofilm olusturma yeteneginin kaybinin, bu genin (cSrA) ayn1 zamanda biyofilm olusumu
i¢cin gerekli olan bu Pef fimbriyalarin ekspresyonunun pozitif regiilatorii oldugu gercegi ile
aciklanmas1 miimkiindiir. Ancak ¢alismamizda, csrA gen ekspresyonu indiklendikten sonra,
suslarin zayif ila orta derecede bir biyofilm olusturdugunun belirlenmesi, CSrA geni
bakimindan mutant S. Typhimurium'un biyofilm olusturma yeteneginin kaybinin sadece
csrA ile baglantili olmayabilecegi ve diger diizenleyicilerin bu siirece dahil olabilecegine
isaret etmektedir. Nitekim cSrA mutasyonunun S. Typhimurium genomunda baskilayici
birikimine yol agtigi da bilinmektedir (129). Bu nedenle, rastgele meydana gelen bu
baskilayicilardan birinin cSrA mutantlarinin biyofilm olusturma yeteneginin kaybina neden

oldugu ihtimali de g6z 6niinde bulundurulmalidir .

Calismamizin diger asamasinda, CsrA'nin Salmonella’da QS sinyal molekiilii olan Al-2
aktivitesi Uzerindeki etkisi, raportdr sus olan Vibrio harveyi BB170'in liiminesans bazli
tepkisi kullanilarak arastirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, orta-eksponansiyel Greme
fazinda (3 saatlik inkiibasyondan sonra), dogal tip S. Typhimurium'da hiicre dis1 Al-2
aktivitesinin, csrA geni bakimindan mutant susa gore daha yiiksek oldugu ve CSrA
mutasyonunun, Al-2nin hiicre dis1 birikimini 6nemli 6l¢iide azalttig1 (p<0.05) belirlenmistir.
Bu azalma, indiklenebilir rekombinant plazmitten (pBAD24+csrA) csrA'nin ektopik
ekspresyonu ile tamamlanmistir (p<0.05). Sonuglar, Mitra vd. (2016) tarafindan E. coli'de
metabolik sinyallerin Al-2 iizerindeki etkisini arastirmayir amagladiklar1 ¢alismanin
sonuglariyla tutarli degildir. Bahsedilen ¢alismada, CsrA'nin hiicre dis1 AI-2 birikimini
negatif olarak diizenledigi ileri stirlilmiistiir (144). Fakat, bu etki, orta-eksponansiyel Greme
fazinda hiicre dis1 AI-2 aktivitesi iizerinde CsrA'nin pozitif bir etkisi oldugunu gosteren
sonuclarimizin aksine, duragan fazin girisinde tanimlanmistir. CsrA'nin hiicre dis1 AI-2
aktivitesi Uzerindeki bu olumlu etkisi, Al-2 sentezinin pozitif dizenlenmesi veya Al-2'nin
hiicre dis1 birikimine neden olan hiicrelerde AI-2 alimimin negatif diizenlenmesi ile
aciklanabilir. Bu sonuglari agiklamak i¢in, csrA'nin Al-2 sentezinden sorumlu olan luxS geni
ve Al-2 hiicre i¢ine aliminda rol alan ISrA, IsrK, ve IsrR genlerinin ekspresyon seviyelerinin
Uzerindeki etkisi arastirilmistir. ATP baglayici kaset (ABC) olan Lsr tasiyici araciligiyla Al-
2 molekili bakterilere aktarilabilmektedir. ISrA, Al-2 tasiyicisinin bilesenlerini kodlarken,
IsrK geni, Lsr tastyicisi yoluyla ice aktarildiktan sonra Al-2'yi fosforile eden bir sitoplazmik

kinazi kodlar. ISrR ise, Isr transkripsiyonunun bir baskilayicisidir. Ozetle, IsrA ve IsrK, Al-
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2'nin hiicre i¢ine alimint olumlu yonde etkilerken, ISR, Al-2'nin alimini olumsuz y6nde
etkiler. Ek olarak, Fosfo-Al-2, LsrR proteinini inaktive ederek Isr operonunun
transkripsiyonunu indukler  (21). Calismamizda  gergeklestirdigimiz  qRT-PZR
denemelerininin sonuglari, cSrA geninin mutasyonunun, luxs, IsrA, IsrK ve IsrR genlerinin
ekspresyonunun artmasina neden oldugunu gostermistir. Buna gore, cSrA mutasyonunun Al-
2 sentezi lizerinde olumlu bir etkisi oldugu ileri siiriilebilir, ancak kanimizca CcSrA
mutasyonunun Al-2 alimi iizerindeki etkisi daha karmasik bir yolla gerceklesmektedir.
Calismamizda elde ettigimiz bulgulardan hareketle bu etkiyi agiklayan yeni bir regiilasyon
modeli 6neriyoruz. Bu modele gore; csrA mutasyonu, IsrA genini up-regile ederek, Isr
operonunun ifadesinin artmasina neden olmakta ve hiicreye daha fazla AI-2 transfer
edilmesine yol agmaktadir. IsrK'nin up-regiilasyonu, dogal olarak AI-2 fosforilasyonunu
artirmakta ve fosfo-Al-2’nin, LsrR'ye baglanarak onu etkisiz hale getirmek suretiyle ISrR'nin
up-regilasyonunu kompanse etmektedir. Sonu¢ olarak, 6nerilen bu regilasyon modeline
gore csrA mutasyonunun hticre igine Al-2 tasinmasi tizerinde olumlu bir etkisi olabilir. Bu
Oneri, biyoliiminesans denemelerinden elde edilen sonuglar1 destekleyebilir ve su sekilde
agiklanabilir: csrA mutasyonunun Al-2 sentezi iizerindeki olumlu etkisi, hiicre i¢ine alimi
Uzerindeki olumlu etki ile kompanse edilebilir ve bu da csrA mutantinda hiicre dis1 Al-2

seviyesinde azalmaya yol agabilir.

Diger yandan c¢alismamizda, cSrA geninin asir1 ifade edilmesinin, aragtirilan genlerin
ekspresyonunun umulmayan bir sekilde artmasina neden olmustur. Bu durumda ikinci bir
regilasyon modeli 6nerilmesi gereksinimi dogmustur. Buna gore; dcelikle csrA, luxS genini
up-regiile ederek, Al-2 sentezini pozitif olarak diizenlemektedir. Ote yandan, IsrA geninin
csrA tarafindan up-regulasyonu, Isr tasiyicisinin ekspresyonunun artmasina neden olmakta
ve Al-2 hiicreye aktarilmaktadir. Sonugta IsrK'nin up-regilasyonu tetiklenmekte ve Al-2
fosforilasyonu artmaktadir. Bununla birlikte, bu modelde, IsrR'nin up-regulasyonu, fosfo-
Al-2 miktarina erisemez ve LsrR seviyesi, ISr operonuna baglanarak onu baskilamak i¢in
yeterince ylksek olabilir. Bu model csrA'nin AI-2'nin hiicrelere tasinmasi iizerinde olumsuz
bir etki gostererek Al-2'nin hiicrelere alinimini azalttig1 yoniindeki goriisiimiizii agiklamada
en giiglii yaklagim olarak one ¢ikmaktadir. Bu Oneri, biyoliiminesans deneylerinden elde
edilen sonuglar1 da anlaml1 hale getirmektedir. Buna gore, csrA'nin Al-2 sentezi Uzerindeki
olumlu, ancak hiicre i¢ine alimi tizerindeki olumsuz etkileri, hiicre dis1 AI-2 seviyesinin

artmasina neden olabilmektedir. Ozetle her iki regiilasyon modelinde de, CsrA’nin Al-2
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sentezini pozitif olarak ve Al-2'nin hiicreye tasinmasini negatif olarak diizenleyebilecegini

Onermekteyiz.

Leng vd. (2015) tarafindan yapilan c¢alismada, glukoz varliginin membran tasiyicilarina
baglanan EIIA®®nin defosforilasyonuna yol actig1 saptanmistir. Defosforile olan EIIAC
daha sonra CsrD'nin EAL bdlgesine baglanmakta ve RNaz E araciligiyla CsrB/C'yi degrade
ederek serbest CsrA seviyesini artimaktadir (16). Bu tez calismasinda, Salmonella suslarinda
glukoz ile indiiklenebilir biyofilm dagilma kosullarinda (% 0,5 glukoz konsantrasyonu ve 12
saat inkiibasyon siresi) csrA'min Al-2 dizenlenmesinde glukozun rolindinin belirlenmesi
hedeflemistir. Dispersiyon i¢in optimum olan glukoz konsantrasyonuna (% 0,5) ve
inkiibasyon siiresine (12 saat) bagl olarak csrA, luxS, IsrA, IsrK ve IsrR genlerinin ifade
diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Leng vd. (2015) tarafindan 6nerilen ve glukozun serbest
CsrA'nin artisina yol agtigini One siiren modele (16) dayanarak glukozun csrA gen
ekspresyonu iizerindeki pozitif etkisi beklenmistir. Ancak, sonuglarimizla tutarsiz bir
sekilde, Jackson vd. (2002), glukozun CsrA tarafindan indiiklenen biyofilm dagilimini E.
coli'de bloke ettigini bildirmislerdir (14). CsrA regiilasyonundaki bu farklilik, Salmonella ve
E. coli arasindaki csrA diizenlemesinde saptanan farkliliga bagl olabilir. Lowhon vd. (2003),
CsrA homologlarmin S. Typhimurium'da bulundugunu fakat S. Typhimurium'da diizenledigi
islevlerin birgogunun E. coli'de mevcut olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica, Salmonella’da
csrA geninin, glikojen biyosentezinde E. coli ile 6zdes bir rol oynamadigi ve karbon
metabolizmasi iizerindeki etkisinin daha az belirgin oldugu bilinmektedir (84). Ustelik,
Jonas ve vd. (2010) tarafindan Salmonella'da Csr ve c-di-GMP sinyalizasyonu arasindaki

baglantinin, E. coli'den 6nemli 6l¢iide farklilik gosterdigini saptamistir (15).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, % 0,5 konsantrasyondaki glukozun luxs, IsrA, IsrK
ve IsrR genlerini pozitif olarak regiile ettigini gostermektedir. Jesudhasan vd. (2010)
tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada da, S. Typhimurium'da % 0.5 konsantrasyondaki
glukoz varliginda, hiicre dis1 Al-2 seviyesinin arttig1 ve glukoz yoklugunda ise azaldig ileri
stiriilmiistiir (22). Bu literatiir verisi ve bizim sonuglarimiz birlikte ele alindiginda, glukozun
da; Al-2'nin hiicre i¢ine alinmasi lizerine CsrA'min olumsuz etkisini ag¢iklamak igin
onerdigimiz ikinci diizenleme modeline uygun rol oynadigini sdylemek olasidir. Kisaca
glukoz, luxS genini up-regille ederek AIl-2 sentezinin artisina ve hiicre dis1 ortama
salgilanmasina ve Isr tasiyicisinin ekspresyonunun artmasina ve hiicreye Al-2 tasinmasinin

artmasma yol g¢maktadir. ISrK'nin up-regilasyonu ise Al-2 fosforilasyonunun artigini
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tetiklemektedir. Bununla birlikte, IsrR'nin up-regulasyonu, fosfo-Al-2 miktarindan daha
fazla oldugu igin, bu yiikksek LsrR seviyesi, Isr transkripsiyonunu baskilamaktadir. Bu
modele gore hiicre i¢ine alinan AI-2 miktar1 azalir ve glukoz, Al-2'nin hiicre dis1 seviyesinde
artisina neden olur. Bu agiklama ile uygun bir sekilde, E. coli'de bulunan cAMP’nin, Isr
transkripsiyonunu aktive ederek hiicre dis1 Al-2 seviyesinin azalmasina neden oldugu tespit

edilmistir. Glukoz yoklugunda ise cAMP seviyesinin yiiksek oldugu belirlenmistir (89).

Tiim bu sonuglari ve 6nerilen modelleri bir araya getirdigimizde (Sekil 6.1.); glukozun csrA
ekspresyonunu aktive ettigi, csrA geninin luxS genini up-regile ederek Al-2 sentezini pozitif
olarak, ve Isr regulasyonu yoluyla hiicre i¢ine Al-2 tasinmasini negatif olarak regiile ettigi,

ilk kez bu tez ¢aligmasinin sonuglarina dayanilarak onerilmektedir.
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Sekil 6.1. Bu ¢alismada Onerilen S. Typhimurium’da glukoz molekuld, CsrA ve Al-2
molekilu kapsayan regiilasyon modeli. Glukoz, csrA genini up-regule eder. csrA, luxS genini
up-regule ederek Al-2 sentezinin artigina ve hiicre dig1 ortama salgilanmasina neden olur.
IsrA geninin csrA tarafindan up-regulasyonu, Isr tasiyicisinin ekspresyonunun artmasina
neden olmakta ve Al-2 hicre igine alinmaktadir. IsrK'nin up-regillasyonu ise Al-2
fosforilasyonunun artisin1 tetiklemektedir. Fakat, ISrR'nin up-regiilasyonu, fosfo-Al-2
miktarma erisemez (Kesikli ok ile gosterildi) ve yliksek LsrR seviyesi, Isr transkripsiyonunu
baskilamaktadir. Oklar, pozitif regllasyonu ve diiz basli oklar negatif regtlasyonu temsil
etmektedir

Daha once bahsedildigi iizere, flnDC'nin pozitif dizenlenmesi yoluyla flagella
biyosentezinin bir aktivatorii olmasinin yani sira, CsrA, c-di-GMP seviyelerini ve
dolayisiyla S. Typhimurium'daki biyofilm dagilmasini da regtile etmektedir (15). Jonas vd.
(2010), S. Typhimuirum'da csrA'nin mutasyonunun, GGDEF ve/veya EAL bdlgelerini
igeren bazi proteinlerin mRNA seviyelerinin degismesine neden oldugunu saptamistir (15).

Ote yandan, Jesudhasan vd. (2010), S. Typhimurium'da luxS geni ve Al-2 molekilunin
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flhDC dahil olmak iizere motilite genlerinin ekspresyonunu negatif olarak diizenledigini
gostermistir. Ayni ¢aligmada, luxS mutantlarinin hem glukoz varliginda hem de yoklugunda
biyofilm olusturmadigi da saptanmistir. Arastirmacilar bu verileri esas alarak, S.
Typhimuirum'da biyofilm olustumu i¢in AI-2'nin gerekli oldugunu 6ne stirmiislerdir (22).
Sonu¢ olarak, CsrA ve AIl-2, motiliteyi ve biyofilm olusumunu farkli sekilde

duzenlemektedir.

[k galismalar, AI-2'nin hiicre igine aliminin, bakterilerde AI-2 kontrolii altindaki fenotipleri
sonlandirmak i¢in bir mekanizma olarak ve/veya Al-2 sinyalini farkli bir sitoplazmik sinyale
doniistiirmek igin kullanilabilecegini 6ne siirmiistlr (21). Fakat, son zamanlarda Al-2 tasima
sisteminin rolii daha detayl1 bir sekilde aydinlatilmaya baslanmistir. Gonzalez Barrios vd.
(2006) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, AI-2 ilavesinin E. coli'de hem biyofilm
kitlesini hem de kalinligin1 6nemli 6lglide artirdigi tespit edilmistir. Al-2'nin biyofilm
olusumu tizerindeki bu olumlu etkisi, AI-2'nin IsrK geni bakimindan mutant suslarda
biyofilm olusumu indiiklenmediginden, dogrudan taginmastyla iliskilendirilmistir. E. coli'de
biyofilm olusumunu indiiklemek i¢in Lsr tarafindan AI-2 tasinmasinin gerekli oldugunun
belirlenmesi bu tespiti dogrulamaktadir (145). Choi vd. (2012), S. Typhimurium'da, LsrR'nin
SPI-1 ve flagellar gen ekspresyonlarini negatif olarak kontrol ettigini ve dolayisiyla
Salmonella'nin  epitel hiicrelerine invazyonunun bozulmasmna neden oldugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglar, S. Typhimurium'da da Al-2'nin hiicre ig¢ine Lsr aracili

taginmasinin, genlerin Al-2 diizenlenmesine katkida bulundugunu gostermektedir (146).

Sonug olarak, Al-2 tarafindan genlerin uygun sekilde diizenlenmesinin, Al-2’nin hiicreye
alinmasii gerektirmesi ve CsrA ve Al-2'nin biyofilm olusumunu ve hareketliligini S.
Typhimurium'da zit sekillerde diizenlemesi, CsrA'nin AI-2'nin hiicre i¢ine alimini neden
negatif olarak diizenleyebilecegini agiklamaktadir. Bu bulgu, Salmonellanin biyofilm
yapilarina kars1 yeni miicadele stratejilerinin tasarimina ve yeni hedeflerin belirlenmesine
yardimci olabilecegi i¢in ¢ok Onemlidir. Daha ileri ¢alismalarda, ISrR ve IsrK genleri
bakimindan mutant Salmonella suslar1 kullanilarak CsrA'nin AI-2’nin hiicre igine alimi
tizerindeki etkisi incelenebilir. Ayni1 zamanda mikrodizin analizleri kullanilarak AI-2

taginmasinin biyofilm dagilimina etkisinin aragtiritlmasini 6nermekteyiz.
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Abstract

Salmonella enterica 15 a biofilm-forming pathogen cansing foodbome disease outbreals worldwide.
Biofilms are cell populations attached to a surface and encased in a protective self-produced polymersc
matrix (EPS). Biofilm formation enables these pathogens to tolerate high concentrations of antibiotics
and persist mn harsh environmental conditions, making the treatment of bicfilm-related Salmonella
infections a significant challenge in healthcare. Efforts to develop novel combat strategies focus on two
avenues: 1) The mhibition of biofilm formation. and 1) The removal of mature biofilms. Dispersion is a
vital stage in the biofilm life cycle and it results in releasing more vulnerable cells. Therefore, and given
that dispersed cells are more susceptible to antimicrobial agents, biofilm dispersal 15 a potential strategy
for biofilm eradication Biofilm-embedded cells undergo dispersion etther passively by mechanieal
action or actively as a response to external signals. Stdies showed that dispersion can be achieved by
targeting the extracellular polymeric substance (EPS) matrix. the QS system or/and the dermant cells.
nsing enzymes, antibiofilm peptides and/or dispersal molecules. Dispersal agents are nsually combined
with antibiotics for an efficient removal of dispersed cells and the remaining biofilms. In Salmonella
enterica, the low levels of the bacterial second messenger cyclic dignanylate monophosphate (c-di-
GMP) lead to the transition from sessile to motile lifestyle. Research revealed that dispersal molecules
such as cis-2-decencic acid (CDA), Nitric oxide donors and chelating agents in addition to antibiofilm
peptides and antibiofilm exopolysacchandes conld be used to disperse Salmomelln biofilms.
Nevertheless, more research should be conducted to both elucidate the genetic and metabolic pathways
behind the dispersal events and determine the in vive effectiveness of the combination of dispersal agents
with antibiotics.

Keywords: Salmonella, Dispersion. Biofilm control, e-di-GMP.
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