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OZET

Canli fakat kiiltiiri yapilamayan hiicre (VBNC) durumu, bir hiicrenin biiyiimenin
normal olarak desteklendigi sartlarda boliinemedigi, fakat metabolik olarak aktif oldugu
farklilasma halidir. Bu durum, stres sartlar1 altinda canli kalabilmek i¢in bir yasam stratejisi
olarak goriilmektedir. Konuyla ilgili aragtirmalar yillardir siirmesine ragmen, mekanizma hala
tam olarak aydinlatilamamistir. VBNC durumun molekiiler mekanizmasini aydinlatmaya
yonelik simdiye kadar bazi proteinler tespit edilmis olup, bunlardan bir tanesi EnvZ-OmpR iki
bilesikli fosforlama sisteminin, sensorii olan EnvZ’dir.

Iki bilesikli fosforlama sistemleri, dis ¢evresel uyarilar1 algilayan ve adaptasyon igin
gerekli genleri regiile eden bir sinyal iletim sistemidir. Her iki bilesikli fosforlama sistemi, bir
sensoOr protein (HK) ve bir cevap regiilatoriinden (RR) olusur. Bu sistemlerin sensdrleri ¢evrede
meydana gelen degisimleri hisseder. Bu sinyaller regiilatdr proteinler vasitasiyla gerekli gen
bolgelerine aktarilir. Escherichia coli genomunda toplam 30 histidin kinaz ve 34 tane cevap
regiilatorii bulunmus ve bunlardan bazilarinin fonksiyonlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismada da
CusS-CusR iki bilesikli fosforlama sisteminin alkali pH da VBNC ile iliskisi aragtirilmistir.

CusS-CusR iki bilesikli fosforlama sistemi mutant hiicreleri ile alkali pH fosfat tampon
ortaminda 30 giin siiren yasam deneyleri gerceklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda cusS-cusR
nutant hiicrelerde yabani tipe oranla bir azalma saptanmistir. Meydana gelen bu azalmanin
hiicre 6liimiinden mi yoksa VBNC durumundan mi1 oldugunu tespit etmek igin floresan
mikroskopta incelemeler yapilmis ve elde edilen sonuglara gore mutantlardaki azalma

hiicrelerin VBNC forma girmesi dolayisi ile oldugu tespit edilmistir.
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1. GIRIiS

1.1 Canh Fakat Kiiltiirii Yapilamayan Durum (Dormansi=VBNC)

VBNC durumu, ilk olarak Xu vd. (1982)'nin Escherichia coli ve Vibrio cholerae ile
deniz suyunda yaptiklar1 calismalarda ortaya ¢ikmistir. Deniz suyundaki bakterilerin kiiltiirel
ortamda yapilan sayimlarinda, sayilarinin hizli bir azalma gosterdigini, fakat mikroskobik
sayilarinin azalmadigini tespit etmisler ve bu sonuglardan VBNC durum ile ilgili ilk goriisleri
ortaya koymuslardir. Daha sonraki calismalarda da VBNC fenomeni c¢esitli yazarlar
tarafindan ortaya konulmustur (Kjelleberg vd., 1987; Linder ve Oliver, 1989). Colwell vd.
(1989), VBNC veya dormant durumdaki bir bakteriyi, biiylimeyi normal olarak destekleyen
sartlarda boliinemeyen, fakat metabolik olarak aktif bir hiicre olarak tanimlamiglardir. Bu
durum zor yagam sartlarinda canli kalabilmek i¢in bir yasam stratejisi olarak goriilmektedir.

[k kez Xu vd., (1982) tarafindan tanimlanan VBNC hiicreleri, daha sonraki yillarda
yapilan bir¢ok calisma ile farkli bakteri tiirlerinde de gozlenmistir (Millet ve Lonvaud-Funel,
2000; Suzuki vd., 2006; Lemke ve Left, 2006).

Oliver (2005) yazdig1 derleme makalede bircok bakteride VBNC durumun
gozlemlendigini ve bu bakterilerin 52 tane oldugunu ifade ederek derlemesinde listelemis, 5
yil sonra yazdig1 diger derlemede de VBNC duruma girdigi belirlenen 4 yeni tiirii daha
listesine eklemistir (Oliver, 2010). Son olarak ise Pinto vd.'nin 2013 yilinda yazdig1 derlemeye
gore, 12 tane daha bakteri eklenmesi ile toplamda 68 bakteri tiiriinde VBNC durum
belirlenmistir. Ayrica bu derlemelerde adi ge¢meyen 2 tiir (Ben Abdallah vd. 2008;
Mukamolova vd. 2010) daha VBNC agisindan ¢alisilmistir. Son eklenen yayinlardan elde
edilen tiirler ile toplam 85 tiirde VBNC durumun belirlendigi ve bu tiirlerden de 51 tanesi
insanda patojen olan bakterilerdir. (Li vd 2014).

VBNC durumu tiirler arasinda genis bir dagilim gdstermesinin yan1 sira, VBNC'nin
belirlendigi ortamlarda da genis bir ¢esitlilik goriilmektedir. VBNC hiicreleri, ilk olarak Xu
vd.'nin 1982 yilinda yaptiklar1 ¢calismada deniz ve nehir agz1 sularda belirlenmistir. Daha
sonra, bagka bilim adamlar1 tarafindan da yapilan bir¢ok ¢aligmada farkli ortamlar da VBNC
durumu tespit edilmistir.

Pommepuy vd. (1996), calismalarinda Fransa'daki Morlaix nehrinde bulunan ve giines

15181na maruz kalan E. coli hiicrelerinin VBNC durumunu belirlemislerdir. Daha sonra Maale;j



vd. 2004 yilindaki calismalarinda deniz suyunda diisiik sicakliklara maruz kalmis olan
Aeromonas hydrophila hiicrelerinin VBNC duruma gectigini gozlemlemislerdir.

Oliver vd. (1995) tarafindan yapilan calismada sicaklik 15°C'nin altina diistiiglinde
nehir agzi sularda bulunan Vibrio vulnificus hiicrelerinin VBNC' ye girdigi ve bu hiicrelerin
sicakligin 21°C'nin {istline ¢ikmasi ile tekrar eski haline geri dondiigii belirlenmistir.

Pawlowski vd. (2011), musluk suyu mikrokosmunda diisiik sicakliklarda 21 giin
bekletilmesi ile Yersinia pestis hiicrelerinin VBNC duruma gectigini gézlemlemislerdir.

Magarinos vd. (1994), deniz ve sediment mikrokosmlarinda farkli sicakliklarda (6 ve
20°C) 1 ay boyunca Pasteurella piscicida strainlerinin varligini arastirmislardir.
Calismalariin sonucunda 6°C'deki hiicrelerin VBNC duruma girdigini belirlemislerdir.

Reissbrodt vd. (2000), énemli bir gida kaynakli patojen olan Salmonella enterica
serotip typhimurium ile ¢alismiglardir. Calismalar1 sonucunda toprak ve su mikrokosmlarinda
kiiltiire edilebilme 6zelliklerini kaybettigini, yani hiicrelerin VBNC durumuna gectigini ve
bunlarin ferriokzamin E ile strese maruz birakilmasi sonucunda tekrar kiiltiire edilebilme
ozelliklerini kazandigin1 gostermislerdir.

Tanaka vd. (2000), caligmalarinda Japonya'daki Argawa nehrinden alinan su
orneklerinde geleneksel metodlar ile yapilan koloni sayimlarinda bakteri izole edemediklerini,
fakat direkt floresans boyamalar ile ayn1 nehir suyu érneklerinde 10°/ml kadar aktif bakterinin
oldugunu gostermisler, buna gore bakterilerin biiylik oranda VBNC durumda oldugunu ifade
etmislerdir.

Ultee vd.min 2004 yilinda yaptiklar1 g¢alismalarda yer alti sularinda bulunan
bakterilerden yalnizca %]1'inin farkli kiiltiirel ortamlarda tespit edilebildigini ve birgok
bakterinin solunum aktivitesi gostererek VBNC durumda oldugunu tespit etmislerdir.

Gavriel vd. (1998), Aeromonas hydrophila ile yaptiklar calismada, bu tiiriin yaz
aylarinda 20-25°C'deki su sicakliklarindaki sayilar yiiksek ¢ikarken, kisin diisiik sicakliklarda
olduk¢a azaldigini hatta gbézden kayboldugunu ifade etmislerdir. Ayrica bu durumun
bakterilerin 6liimii yliziinden olmadigi, dormant durumlar1 nedeni ile tespit edilemedigini
bildirmislerdir.

Defives vd. (1999), Fransa kaynakli dogal mineral suyun mikroflorasinda calisarak
bakteri sayisini hesaplamalari sonucunda bakterilerin VBNC duruma gecerek canliliklarini

devam ettirdigini belirlemislerdir.



Liu vd. (2008), Kanada'nin gol ve i¢gme sulari ile yapilan ¢alismalarinda Escherichia
coli O157:H7 hiicrelerin VBNC durumda oldugunu tespit etmislerdir.

Nicolo wvd. (2011), TUzimli meyve sularinda gida kaynakli patojen
mikroorganizmalarin VBNC durumunu belirtmislerdir.

Ordax vd. (2009), giil bitkileri ve yumusak cekirdekli meyvelerde ates yaniklig
etmeni olan Erwinia amylovora bakterisinin meyve saklama kosullar altinda olgun elmalarin
kaliksleri iginde VBNC durumda hayatta kaldigini gézlemislerdir.

Bir¢ok patojen bakteri tiirlerinde VBNC hiicreleri belirlenmis ve onlarin varliginin
g6z ard1 edilemeyecek kadar insan sagligi i¢in bir risk oldugu vurgulanmistir (Dinu ve Bach,
2011; Dwivedi ve Jaykus, 2011; Siegumfeldt ve Arneborg, 2011; Pinto vd., 2013). Ayrica
bir¢ok makale de VBNC durumundaki hiicrelerin virulans etkisini ve bu durumdan ¢ikarak
kiiltiire edilebilme yeteneklerini korudugu belirtilmistir (Rahman vd., 1996; Pommepuy vd.,
1996; Cappelier vd., 1999; Makino vd., 2000). Buna ragmen ¢ok az aragtirmaci gida ve tarim
sistemlerinde VBNC durumunun potansiyel giivenlik risklerine odaklanmistir (Artz vd., 2006;
Dinu ve Bach, 2011).

Dinu ve Bach (2011) tarafindan yapilan ¢alismada diisiik sicakliklar altinda insan
patojeni olan Escherichia coli O157:H7 bakterisinin marul fillosferi lizerindeki durumunu
aragtirmiglar ve bu stress kosullari altinda indiiklenen VBNC hiicrelerinin potansiyel
zararlarini degerlendirmislerdir.

Dreux vd. (2007) c¢alismalarinda diisiik nemli ortamlarda maydonoz yapraklari
iizerinde Listeria monocytogenes bakterisinin VBNC durumdaki varligini belirlemislerdir.

Mukamolova vd. (2010) ¢alismalarinda insan kaynakli klinik 6rneklerden biri olan
Mycobacterium tuberculosis'de de VBNC durumu raporlandirmistir. M. tuberculosis ile
tiilberkiloz olan bir hastada yillar sonra disardan bir enfeksiyon kapmadan viicut iginde sessiz
kalan bakteri nedeniyle hastalik yeniden ortaya c¢ikmaktadir. Bu sessiz haldeki durumun
VBNC durumdan kaynaklandigi ortaya atilmigtir. Literatiir 6zeti olarak yukarida verilen ve
yer verilemeyen bir¢ok makaledeki sonuglarda goriildiigii lizere bircok ortamda bakteriler

VBNC duruma girmektedir.
1.2 VBNC'nin Tespitinde Kullamilan Yontemler

Kiiltiirii yapilamayan hiicrelerin, uygun floresans problar, flow sitometri veya
epifloresan mikroskop kullanilarak, besin alimi, solunum, membran permeabilitesi, enzimatik

aktiviteleri igeren hiicresel fonksiyonlarin 6l¢iilmesi ile canliliklar1 ortaya konulabilmektedir



(Joux vd., 1997). Buna ragmen VBNC durumu belirleyen calismalarin ¢ogunlugu tek bir
hiicre fonksiyonunun 6l¢iilmesini temel aldig: icin kiiltiirii yapilabilen ve canli fakat kiiltiirii
yapilamayan (VBNC) arasindaki gec¢is durumunun mekanizmasi hala anlagilamamistir.
Kiiltiirii  yapilamayan hiicrelerin canliligimi 6lgmek igin birgcok metod Onerilmis ve
uygulanmigtir. Ancak biitiin ¢evresel sartlarda ve biitliin bakterilerde uygulanabilecek bir
metod gelistirilememistir. Kullanilan metodlar ya hiicresel aktiviteleri ya da hiicre
biitliinliiglinii temel almistir. Bu metodlar1 kullanmis yazarlarin ¢alismalarindan bazilar
hakkinda kisaca bahsedecek olursak;

Substrat cevabi veren bakterilerin mikroskobik sayim metodu (DVC) ilk kez Kogure
vd. (1979) tarafindan uygulanmistir. Bu metod, bakterilerin besin maddesi ile birlikte DNA
sentezini engelleyen bir antibiyotik (nalidixic asit gibi) ilave edilerek belirli bir sicaklikta
inkiibe edilmesi ile gerceklestirilir. Sonucunda besin kullanarak metabolik fonksiyonlarini
yerine getiren, ancak boliinemeyen, dolayisi ile normalden olduk¢a uzamis olan hiicreler elde
edilmektedir. Bu hiicreler floresan bir boya olan Acridin orange ile boyanarak mikroskopta
gozlenmektedir. Joux vd. (1997) yaptig1 c¢alismalarda uzamis hiicrelerin oranmin kiiltiiri
yapilabilen hiicrelere gore bir fark gdstermemis, bu durum metabolik aktivite kaybi ve
kiiltiiriiniin yapilabilirliginin kayb1 arasinda bir iliskinin oldugunu ortaya koymuslardir.

Elektron tasima sistemi (ETS) canliligin bir gostergesi olarak diisiiniildiigiinde,
solunum aktivitesi Olciilerek canlilik tespiti yapilmaktadir. INT bagta olmak tizere CTC, TTC,
XTT gibi redoks boyalar1 yillardir mikroorganizmalarin solunum aktivitelerini 6lgmek i¢in
kullanilmistir.  Elektron tasima aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan tetrazolium
tuzlarindan  INT(2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl  tetrazolium chloride)'yi
Zimmerman vd. (1978), Baltik Deniz'inden elde edilen su 6érneklerinde VBNC duruma gegen
bakterileri belirlemek i¢in ¢alismalarinda kullanmislardir. Rodriguez vd. (1992)
caligmalarinda ise bir redoks boyasi olan CTC (5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride)'yi
solunum aktivitesini gdsteren bakterileri belirlemede kullanmislardir. Hatzinger vd. (2003),
INT ve CTC boyalarinin bir elektron akseptorii oldugunu, INT formazan ve CTC formazan
olarak hiicre i¢inde elektron tagima zincirindeki dehidrogenaz enzimleri ile rediiklendigini
gostermiglerdir. Daha sonralar1 Rodriguez vd. (1992) calismalarinda tetrazolium redoks
boyalari, ETS bilesikleri ile mikrobiyal oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda
elektronlar1 topladigi ve intraselliilar olarak renklenmis formazan ¢okeltileri seklinde,

metabolik olarak aktif mikroorganizmalarda biriktigini belirtmislerdir. Bu renklenmis



cokeltiler, direkt epifloresans mikroskopta veya spektrofotometrik olarak belirlenebilir.
Ayrica bu metod, Oliver ve Bockian (1995) tarafindan uygulanmis olan saglam niikleik
asitlerin gostergesi olan akridin orange boyasi ile veya Ullrich vd. (1996) tarafindan
uygulanan DAPI boyasi ile birlikte kullanilmistir.

Canlilik Ol¢limlerinde ayrica membran permeabilite 6zelligide kullanilmaktadir.
Live/Dead Baclight kiti bakteriyal membran biitiinliigiinii 6l¢en iki renkli floresan bir boyadir
ve niikleik asit boyalar1 igerir. Bu boyalarin spektral karakterleri ve saglikli hiicre
membranindan penetre olabilme yetenekleri farklhidir. Yesil boya saglam bakterilerden
gecebilir, kirmizi boya ise 668 Da agirliginda (propidium iodide) daha biiyiik bir molekiildiir
ve hasarli membrandan gecebilir. Bakteriyal aktivitenin Ol¢lilmesi i¢in membran
permeabilitesini temel almig bir boyama yontemidir, Laflamme ve Lavigne'nin 2004 yilindaki
calismasinda kullanilmistir.

VBNC durumunda bakterilerin canliligin1 dlgmek icin flow sitometri ile birlikte
membran potansiyelinin bir indikatorii olarak Kaprelyants ve Kell'in 1992 yilindaki
caligmalarinda Rhodamine 123, Fiksdal ve Tryland'in 1999 yilindaki ¢aligmalarinda Oxonol
boyalarinin kullanildig1 yontemler de gelistirilmistir. Ayrica yine literatiirden bilinen birgok
floresans 6zellikli boyalarla farkli yontemler gelistirilmistir (Lopez Amarosvd., 1995; Fiksdal
ve Tryland, 1999; Tanaka vd., 2000; Lesne vd., 2000).

Dogru ve giivenilir, her laboratuvarda uygulanan ucuz bir metodun cevresel
orneklerdeki canli bakterilerin toplam sayisin1 tahmin etmede hala gelistirilememesi halk
saglig1 agisinda oldukca 6nemlidir. Bu nedenle dormansinin mekanizmasinin ¢oziilmesi ve bu
durumdaki bakterilerin tespiti i¢in her sartta ve her bakteri grubu i¢in uygulanabilecek
giivenilir yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu yoOntemlerin gelistirilebilmesi iginde

dormansi olayinin molekiiler mekanizmasinin ¢6ziilmesi gerekmektedir.

1.3 iki Bilesikli Fosforlama Sistemleri

Iki bilesikli sistemler, biitiin hiicresel formlarda yaygin olarak kullanilan bir sinyal
iletim yoludur. Genel olarak iki bilesikli sistemler, dis etkenlerden gelen sinyalleri algilayan
bir sensorden ve iligkili genlerin ekspresyonunu kontrol eden bir cevap regiilatdriinden olusur
(Hoch, 2000). Bakterilerde iki bilesikli sistemler, arkealar ve Okaryotlarin aksine sinyal
iletiminin en temel sistemidir (Egger vd., 1997). Bakterilerin iki bilesikli fosforlama
sistemlerinin sensorlerinin ¢ogu, membranla iligkili histidin kinazlardir. Bu sensorler

cevreden gelen sinyalleri algilamada kendinde korunmus olan histidin rezidiisiinii fosforlar.



Transmitter alan olarak adlandirilan histidin kinazin sitoplazmik bdlgesinin karboksil ucu,
ATP baglama alan1 ve kendini fosforillemesi i¢in korunmus olan histidin rezidiisiinii igeren H
kutusu alani igerir. Sonug¢ olarak histidin kinaz, histidine bagl fosforil grubunu, cevap
regiilatorii tizerindeki spesifik aspartat rezidiisiine transfer eder. Aktive olmus bu cevap
reglilatorii. cogu zaman c¢evreden gelen sinyallere cevap olarak bir seri genin
transkripsiyonunu indiikler veya baskilar (Yamamoto vd., 2005). Oshima vd. (2002), E. coli
genomunun dizilenmesi ile toplam 30 histidin kinaz (HK) ve 34 tane cevap regiilatorii (RR)
oldugunu belirtmislerdir (Oshima, vd., 2002).

E. coli’de bulunan iki bilesikli sistemlerin birgogu karakterize edilmis ve temel olarak
cesitli stres faktorlerine cevap vermeden sorumlu olduklart belirlenmistir. Tanimlanan iki
bilesikli sistemlerden ArcB/ArcA'nin, anaerobik kosullar altinda solunum ve fermantasyon
metabolizmasinda (Luchi ve Lin, 1988;1991), PhoR/PhoB'nin fosfat metabolizmasinda
(Wanner, 1993;1996; Stock vd., 1989; Baek ve Lee, 2007), NtrB/NtrC (GInG/GInL)'nin, azot
asimilasyonunda (Zimmer vd., 2000), AtoS/AtoC'nin, asetoasetat metabolizmasinda (Jenkins
ve Nunn, 1987), BarA/UvrY'nin karbon metabolizmasinda (Pernesting vd., 2003),
CreC/CreB'nin minimal medyumlarda glikolitik karbon kaynaklarini fermente etmede (Cariss
vd.,2008), CusS/CusR'nin, metal direncinde (Munson vd., 2000; Sigman vd., 1991),
BasS/BasR'nin anaerobik ve asidik sartlarda gelisimde ve metallere cevap olusturmada
(Hagiwara vd., 2004; Lee vd., 2005), DcuS/DcuR'nin, fumarat solunumunda (Zientz vd.,
1998; Golby vd.,1999; Janausch vd., 2002), CitA/CitB'nin, anaerobik sartlarda sitrat
metabolizmasinda (Kaspar ve Bott, 2002; Yamamoto vd., 2008), iki histidin kinaz sensorii
(NarX ve NarQ) ve iki cevap regiilatdriinden (NarL ve NarP) olusan Nar sisteminin, elektron
yakalayicist olan nitrit ve nitrata cevap olusturmada (Lee vd., 1999; Bearson vd., 2002;
Stewart vd., 2002), TorS/TorR'nin, trimetilamin oksit (TMAQO) varliginda TMAO rediiktaz
solunumunda (Me'jean vd., 1994), EnvZ-OmpR'nin ozmosensér olarak dis membran
proteinlerin sentezinde (Norioka vd., 1986; Forst vd., 1990; Russo vd., 1993),
PhoP/PhoQ'nun, Mg+2 tasinmasinda (Kato vd., 1999; Groisman, 2001), UhpB/UhpA'nin,
glikoz 6 fosfatin taginmasinda (Webber ve Kadner, 1997), KdpD/KdpE'in potasyum
tasinmasinda (Walderhaug vd., 1992; Gassel vd., 1999), BaeS/BaeR'nin, ¢oklu ila¢ direncinde
(Baranova ve Nikaido, 2002; Nagakubo vd., 2002), RcsC/RcsBnin kapsiil olusumunda
(Laubacher ve Ades, 2008) ,CpxA/CpxR'nin bazik pH, biyofilm olusumu ve asir1 sentezlenen
salg1 proteinleri gibi hiicre zarf stresleri ile iligkili sartlarda (Danese ve Silhavy,1998; Langen



vd., 2001; Snyder vd., 1995) ve ayrica hiicre ylizeyindeki bozulmalarda (Otto ve Silhavy,
2002; Danese vd., 1995), EvgS/EvgA'nin, logaritmik fazdaki hiicrelere asit direnci
kazandirmada (Itou vd., 2009; Ma vd., 2004; Masuda ve Church, 2002; 2003), hiicrelerarasi
haberlesmeden sorumlu olan QesC/QesB'nin flagella regulonunun ekspresyonunda
(Sperandio vd., 2002), CheA/CheB'nin kemotaksis diizenlenmesinde, CheA/CheY'nin
flagellanin hareketinde ve HydH/HydG (ZraS/ZraR)nin, ¢inko ve kursun varligina duyarl
olup bu maddelere karst direng mekanizmasinda (Noll vd., 1998) gorevli olduklar
belirlenmistir. Ayrica tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen YehU/YehT'nin
calismasimin siklik AMP (cAMP), cAMP reseptdr proteinine (CRP) bagli oldugu
(Kraxenberger vd., 2012) ve YpdA/YpdB'nin ise hiicre digindaki piriivat tarafindan uyarilarak
direng proteini oldugu diisiiniilen yhjX geninin ekspresyonunun diizenlemesinde (Fried vd.,
2013) gorev almaktadir. Tanimlanan iki bilesikli sistemler arasinda bulunan YedW/YedV,
RstB/RstA, YfhK/YfthA’nin ise hangi sartlarda hangi genleri kontrol ettikleri heniiz tespit
edilememistir.

Daha once Tiibitak 113T003 nolu proje ile CusS/R iki bilesikli sisteminin farkli stres
sartlarinda rolleri arastirilmistir. Calisilan cusS/R genlerinin pH stresi ile ilgili rolii oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak bu proje kapsaminda da CusS/R iki
bilesikli sistemi mutantlarinda pH stresi varliginda VBNC ye giriste bir roliiniin olup olmadig1

sorusuna yanit aranmaktadir.

1.4 CusS/ CusR iki Bilesikli Fosforlama Sistemi

Bakir (Cu), bakterilerde bir¢ok solunum sisteminde ve metabolizmada gorev alan
enzimler i¢in esansiyel bir metal olmasi, dioksijen ve reaktif oksijen tilirlerinin zararlarinin
azaltilmasinda bir rol oynamasina ragmen fazlalig1 oldukga toksik olan bir metaldir. Toksik
ozelligi nedeni ile tarimsal alanlarda bir¢ok antifungal ve antibakteriyal kimyasalin yapisinda
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda bakir yillardir klinik ve klinik olmayan mikroorganizmalarin
baskilanmasini saglayan antimikrobiyal madde olarak kullanilmaktadir. Bu ylizden Cu
toksisitesinden korunmak icin bakteriler bir homeostatik mekanizmaya sahiptirler (Gudipaty
vd. 2012).

Escherichia coli'de, hiicrelerden fazla bakirin detoksifikasyonunda gorevli iki tane
kromozamal sistem olarak Cue ve Cus sistemlerinin oldugu belirlenmistir. Bu sistemlerden
ilki cue sistemi olup, cop4 ve cueO genlerini Cu diizenleme proteini olan CueR'nin regiile

ettigi sistemdir. Digeri ise CusSR iki bilesikli fosforlama sistemidir. Bu iki bilesikli



fosforlama sistemi Cu konsantrasyonuna gore CusCFBA genlerini kontrol ederek hiicrenin
Cu toksisitesinden korunmasinda gorev alir. (Munson vd. 2000; Petersen ve Moller 2000;
Stoyanov vd. 2001; Grass ve Rensing 2001; Rensing ve Grass 2003).

CusSR ayn1 zamanda giimiis tarafindan da indiiklenerek giimiise kars1 korunmada da
rol oynar. Iki sistemin aerobik ve anaerobik sartlarda farkli calistiklar1 belirlenmistir (Outten
vd. 2001). Diisiikk ve orta diizeydeki bakir toksisitesinde cue sistemi, yiiksek bakir
diizeylerinde ise cus sistemi devreye girmektedir. Ayrica yapilan bir ¢calismada zarf stres
cevabini  diizenleyen CpxR-CpxA ikili sisteminin bakir homeostatik genlerin
diizenlenmesinde gorev aldig1 tespit edilmistir. (Yamamoto ve Ishthama 2006). iki bilesikli
fosforlama sistemlerinin ¢apraz diizenlemelerde rol aldigi diisiiniildiiglinde bu sistemin
antibiyotik gibi kimyasal maddelere karsi direng gosterilmesinde gorev alabilecegi
distiniilmektedir. Ayrica sicaklik, pH ve diger stres kosullarinda nasil tepki gosterdigi

bilinmemektedir.



2. MATERYAL METOD

2.1 Kullamlan E. coli Suslar
Calismada kullanilan Escherichia coli mutant suslar1 Tiibitak 113T003 nolu

projemizde elde edilmis ve Tablo 1' de gosterilmistir. Olusturulan bu mutantlar ve yabani tip
E. coli caligmada kullanilmak iizere %40 gliserol (Merck) igeren LB besiyerinde -80 °C’de
derin dondurucuda (Panasonic) saklanmaktadir. Calismalar sirasinda derin dondurucudan
cikarilarak kanamisin antibiyotigi iceren LB agar petrilerine tek koloni ekimi yapilarak

kullanilmastir.

2.2 Koloni PZR
Derin dondurucudan ¢ikarilarak yeniden canlandirilan mutantlarin dogrulamasinda

koloni PZR yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in mutantlar 20 ul distile su i¢inde siispanse edildi
ve 2,5 pl si 0,2mI’lik PZR tiipline konuldu. Bakteri siispansiyonu iizerine Tablo 2 de ki
reaksiyon karisimindan 7,5 pl dagitildi. Her bir genin dogrulamasi i¢in uygun primerler de
Tablo 3 gosterildi.
PZR reaksiyonu hazirlandiktan sonra Tablo 4 de ki reaksiyon dongii kosullarina gére
PZR yapildu.
Tablo 1. Calismada kullanilan yabani tip E. coli W3110 ve mutant suslari.

Suslar Genotip Kaynak
W3110 Yabani tip W3110 Lab stok
JW5082 BW25113 cusS::km Keio Kolleksiyonu
JW0560 BW25113 cusR::km Keio Kolleksiyonu
OK102 W3110 cusS::km TUBITAK 1002 kodlu 113T003 nolu projede elde
edildi.
OK103 W3110 cusR::km TUBITAK 1002 kodlu 113T003 nolu projede elde
edildi.
OK106 W3110 cusS::km pnt3:: | TUBITAK 1002 kodlu 113T003 nolu projede elde
cusS edildi.
OK107 W3110 cusR::km pnt3:: | TUBITAK 1002 kodlu 113T003 nolu projede elde
cusR edildi.
Plazmitler
JW5082 pnt3:cusS ASKA Klone
JWO0560 pnt3:cusR ASKA Klone

Caligmada kullanilacak olan mutantlarin koloni PZR yontemi ile tekrar dogrulamasi
yapilmistir. Her bir genin dogrulamasi i¢in kullanilan primerler Tablo 2°de gdsterilmistir. PZR

reaksiyonu Tablo 3’ deki dongii kosullarina gore yapilmstir.
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Tablo2. Bir 6rneklik koloni PZR reaksiyon karigimi.

10x ThermaPol Reaksiyon Buffer(Biolab) 1,0 ul
10mM dNTP Mix 0,2 ul
10uM ileri primer (Invitrogen) 0,5 ul
10 pM geri primer (Invitrogen) 0,5 ul
2mM Mg*? igeren MgCl. (Biolab) 0,6 ul
0,25U Taq DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 ul
dH-O 4,65 ul
Total 7,5 ul

Tablo 3. PZR reaksiyonunda kullanilan primerler.

Evrensel K1 geri primeri 5> CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’
W3310::cusS ileri primeri 5" TATGCCGCCAACTTTACTCG 3’
W3310::cusR ileri primeri 5" GTAGCTTCCCAGCAACAGTT 3’
pnt3::cusS ileri primeri 5> GCCGTCAGTAAGCCATTTCAGCG 3°
pnt3::cusS geri primeri 5" CCAGCGGGTAATGTGATAACAAA ¥’
pnt3::cusR ileri primeri 5> GCCAAACTGTTGATTGTCGAAGA 3°
pnt3::cusR geri primeri 5> CCCTGACCATCCGGCACCTCAAG 3°

Tablo 4. PZR dongii kosullari.

94 °C 3dk 1 déngii
94 °C 1dk

58 °C 1dk 30 déngii
72°C 1,5dk

4°C 10dk 1 dongi

2.3 Agaroz Jel Elektroforezi
%1’lik agaroz hazirlamak i¢cin 1 g agaroz (Sigma) ve 100 ml 1x TBE kullanildi.

Mikrodalga’da 1sitilarak tamamen ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 10 mg/ml EtBr (Sigma)
stogundan 1 pl EtBr eklendi. Elektroforez cihazinin tankina hazirlanan agaroz jeli dokiildii.

Donduktan sonra 5 ul DNA 1 pl loading dye (Sigma) ile karistirilarak jele yiiklendi.

2.4 Fosfat Tampon Hazirlanmasi
Tamponlar 0.5 M Na2HPO4 (Merck) ve 0.5M NaH2PO4 (Merck) hazirlandi. Bunlar belirli

oranlarda karistirilarak 10 mM pH 8.5 tampon hazirlandu.
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2.5 Yasam Deneyleri
+4 °C’ de buzdolabinda muhafaza edilen petrilerden tek koloni bakteriler 20 ml‘lik LB broth

besiyeri igeren erlenlere ekildi. 37 °C* de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
bakterilerin spektrofotometrede OD600’de yogunlugu 6l¢tildii. Bakterilerin yogunlugu 1.0° a
ayarlanarak 1,5 ml’lik ependorflara 1 ml alindi ve 10.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi, 2 kez ringer ile yikanarak siispanse edilen bakteri tekrar santrifiij
edildi. Santriflij isleminin ardindan supernatant kisim ependorftan tekrar uzaklastirildi ve
ependorfa 1 ml ringer eklendi. Daha sonra bu siispansiyondan 100 pl alinarak baslangic sayisi
yaklasik 2.5x10° olacak sekilde bakteriler pH 8.5 tampon iceren erlenlere ayr1 ayri ilave edildi.
Baslangig saatindeki (0. Saat) bakteri sayisini belirlemek i¢in erlenlerden 100 pl alinarak 900
ul ringer soliisyonu bulunan ependorfa aktarildi ve seri diliisyon metodu ile sayimlar1 yapildi.
Bu arada erlenler 37 °C deki ¢alkalama olmaksizin inkiibat6re kaldirildi ve 30 giin inkiibasyon
yapildi. 10 ar giin araliklarla seri diliisyonla sayim yapabilmek icin 100 er ul 6rnek alindi ve
petrilerde sayimlar1 yapildi. Petri sayimlar icin, erlenlerden ringer soliisyonuna alinan
bakteriler 10¥’e kadar seri sulandirma yapild: ve niitrient agar besiyerine drigalski spatiilii
yardimi ile yayild1 ve 37 °C bir gece inkiibe edildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra
petrilerdeki bakteri kolonileri sayildi. Ayrica 6rnek alimi sirasinda VBNC ye giren bakteri
sayisini da belirlemek icin erlenlerden 1 ml 6rnek alindi ve VBNC ye giren bakteri sayisi live

dead baclight kiti ile asagida anlatildig1 gibi boyand: ve floresans mikroskopta incelendi.

2.6 Membran Biitiinliigiine Sahip Bakterilerin Sayimi
Ticari yolla temin edilen LIVE/DEAD bakteriyal kitin i¢erisindeki metoda gore bakteri sayimi

gerceklestirildi. Bu kit icinde 2 farkli boya olup bu boyalarin spektral karakterleri ve hiicre
membranlarindan gecis Ozellikleri farklidir. Bu boyalardan porpidiyum iyodid (kirmizi
floresanli niikleik asit boyasi) ile hasarli membrana sahip olan yani 6lmiis bakterileri
boyarken, SYTO 9 (yesil floresanli niikleik asit boyast1) ile saglam membrana sahip olan yani
canli hiicreleri boyamaktadir. Deney dncesinde iki boya 1:1 oraninda karigtirilarak hazirlandi.
Sayimi yapilacak olan 6rneklerinden tiiplere 1’er ml alindi ve tlizerine 3 ul DMSO ve 3 ul
Live/Dead karisimindan ilave edildi. Karisim 15 dk. karanlikta oda sicakliginda bekletildi.
Daha sonra bakteriyal siispansiyon polikarbonat filtrelerden siiziilerek bakteriler filtre lizerine
aktarildi ve filtreler havada kurutuldu. Kurutulan filtreler ile epifloresans mikroskopta uygun
filtre kiipleri ile incelendi ve bakterilerin sayimi yapildi. En az 10 farkli alanin sayimi
yapilacak ve ortalamasi alindi. Elde edilen deger ile filtrenin alanindan ml’deki bakteri

sayisina ulasildi.
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2.7 Direkt mikroskobik bakteri sayimi
Bu sayimda Nalidixic asit kullanilarak bakterilerin replikasyonlar1 engellenerek ve substrata

cevaplarina gore epifloresans mikroskopta sayimlart yapilmistir (Kogure vd., 1979). Nalidixic
asit genellikle gram (-) bakterilerde kullanilan, replikasyonu engelleyen bir antibiyotiktir.
Yasam deneyi erlenlerinden alinan orneklere ilave edilen Nutrient broth ile bakterilerin
beslenmesi saglanirken, bu antibiyotik ile boliinmeleri engellenerek besini alip kullanabilen
fakat boliinemeyen bakterilerin sayimlar1 yapilacaktir. Bakteriler besini alip kullanirken
béliinemedikleri i¢in normalden daha uzun hiicreler olusmaktadir. Orneklerden 1 veya 5'er ml
alinarak steril deney tiiplerine konuldu. Uzerine %10 Nutrient brot ve 10 pg/ml son
konsantrasyonu olacak sekilde Nalidixic asit (0.1 mg/ml stoktan) ilave edilen Ornekler
alimiinyum folyo ile kapland1 ve c¢alkalamali inkiibatérde 37 °C'de 160 rpm hizda 3 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 6rneklere son konsantrasyonu %0,5 olacak
sekilde %37'lik formaldehit ilave edilerek bakterilerin 6lmesi saglandi. Ornekler steril
enjektor yardimi ile Swinnex filtre kutular1 arasina yerlestirilmis polikarbonat membran
filtrelerden gegcirilerek bakterilerin filtrelerde kalmasi saglandi ve filtreler daha sonra 0.5 ml
Acridine orange (%0.01 stoktan) ile 10 dk. boyandi. Sayimlar epifloresan mikroskopta UV
15181 altinda ozel filtre ile yapildi Elde edilen sayilar logaritmik degerlere cevrilerek

kullanilacaktir.

2.8 Solunum yapan bakterilerin sayimi
Solunum yapan bakteri sayimi CTC ile Rodriquez vd. (1992)'nin uyguladigr yontem ile

gerceklestirildi. CTC stok soliisyonunun hazirlanmasi icin 100 mg 5-Cyano-2,3-ditoly
tetrazolium chloride (CTC) 6.6 ml iki kez distile edilmis saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra
alliminyum folyo ile sarilarak karanlikta 4 °C'de saklandi. Son konsantrasyon 2 mM olacak
sekilde CTC stogundan, su 6rneklerine ilave edildi. CTC sayimi i¢in pH 8,5 fosfat tampon
orneklerinden 1 veya 2 ml 6rnek almarak steril deney tiiplerine aktarildi. Uzerine 40 pl CTC
stogundan ilave edilerek tiipler aliiminyum folyo ile kaplanarak ¢alkalamali inkiibatérde 160
rpm hizda, 37°C'de 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 5 pl formaldehit ilave edilerek
bakterilerin 6lmesi saglandi. 4,6-Diamidino-2-phenylindole.2HCI (DAPI) stok soliisyonu 2,5
mg/ml olacak sekilde iki kez distile edilen saf su ile hazirlanacak ve karanlikta -20 °C'de
saklandi. Hazirlanan DAPI, son konsantrasyonu 15 pg/ml olacak sekilde sulandirilarak
bakterilerin boyanmasinda kullanildi. Ornekler polikarbonat filtrelerden gegirildikten sonra
filtreler DAPI ile 10 dk boyandi. Saymmlar epifloresan mikroskopda (Olympus BX51)

gerceklestirilecektir. UV 1s181n1n zararh etkisini azaltmak i¢in filtre kiipler kullanilacaktir.
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3. BULGULAR

3.1 Mutantlarin Dogrulanmasi
Her bir gen i¢in kendisine ait ileri primer ve k1 primerleri kullanilarak PZR yapildi.

Elde edilen mutantlarin PZR goriintiileri Sekil 1-2' de verilmistir. Negatif kontrol olarak
yabani tip E. coli W3110 kullanilirken pozitif kontrol olarak her bir genin keio koleksiyondan
alinan E. coli BW25113 susundaki mutantlar kullanildi. Sekilde gorildiigi gibi f-kl
primerleri ile elde edilen cusS::km mutant1 1306 b¢ (Sekil 1) iken cusR::km 1403 bg bant
biiyiikliigiine sahip (Sekil 2) PZR iiriinii elde edilmistir.

bp

3000

800

M W3110(-) Keio(+) 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 1 Yabani tip E. coli ve cusS mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisti.
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2000
1 S0o0
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200
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Sekil 2 Yabani tip E. coli ve cusR mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
Tamamlama testleri i¢in yukarida elde ettigimiz mutantlara keio koleksiyondan temin
edilen ilgili genleri igeren plazmitler izole edilip transforme edilmistir. Transformasyon
sonrasinda olusan tamamlanmis mutant hiicrelerde her bir gen i¢in kendisine ait olan ileri ve
geri primerleri kullanilarak PZR ile dogrulanmis ve Tablo 2’ de gosterilmistir. Elde edilen

mutantlarin ve pozitif kontrol BW25113 plazmidinin PZR goriintiileri Sekil 3-4’ de
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verilmistir. Elde ettigimiz mutantlardan pnt3::cusS mutant1 1489 bg (Sekil 3) iken pnt3::cusR
mutant1 730 bg (Sekil 4) bant biiyiikliigline sahiptir.

[¥] Flazmid 1 2 =1 <4 &

Sekil 3 E. coli BW25113 plazmidi ve pnt3.:cusS mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

83883883530 A4

M Plazmid 1 2 3 4

Sekil 4 E. coli BW25113 plazmidi ve pnt3::cusR mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii

3.2 VBNC Bakterilerin Floresan Mikroskopta Tespiti

Sekil 5 Floresans mikroskopta membran biitiinliigline sahip bakterilerin goriintiisii. (green
floresan SYTO 9 (saglam membran biitiinliigiine sahip hiicre) ve propidyum iyodid(hasarl

membrana sahip hiicre.)
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Sekil 6 Floresans mikroskopta DAPI (4’°,6-diamino-2-fenilindol)-CTC boyama ile solunum

yapan bakterilerin goriintiisti

Sekil 7 Nalidiksik asit- Acridine orange direk mikroskobik sayim (* uzayan bakteri)

3.3 Yasam Deneyi Sonuclar

Alkali pH da yapilan yasam deneyleri plak sayimlar1 sonucunda Sekil 8 de goriildiigii gibi E.
coli de 6.37 logaritmadan 5.65 logaritmaya azalma goriiliirken, cusS mutant E. coli de 6.30
dan 4.69 logaritmaya, cusR mutant E. coli de ise 6.33 den 4.46 logaritmaya azaldig1 tespit
edilmigstir. Elde edilen sonuglara gore cusS ve cusR mutant E. coli hiicreleri yabani tipten daha

kisa siirede azalmaktadir.
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Sekil 8 Yabani tip E. coli ve mutantlarin yasamina alkali pH (8.5) etkisi

Yabani tip ve cusS/R mutantlari ile alkali pH da yapilan ¢caligmanin 30.giin floresan mikroskop
sayim sonuglart Sekil 9, 11 ve 13 de grafik olarak verilmis olup, sekil 10, 12 ve 14 de de 6li
ve canli hiicre fotograflar1 yer almaktadir. Live Dead sayim sonuglarina gore yabani tip E. coli
0.3 log. hiicre VBNC ye girerken cusS mutant 1,41 log. cusR mutant ise 1.7 log. hiicre VBNC
ye girmistir. CTC sayim sonuglarina gore yabani tip E. coli 0.5 log. hiicre VBNC ye girerken
cusS mutant 1,5 log. cusR mutant ise 1.69 log. hiicre VBNC ye girmistir. Bu sonuglar plak
sayiminda meydana gelen azalmanin 6liimden degil, hiicrelerin VBNC ye girmesinden

kaynaklandigin1 gostermektedir.

W3110
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Sekil 9 Yabani tip E. coli nin alkali pH (8.5)’da bakteri sayilar1 (KS: koloni sayimi, LD: Live
Dead sayimi, SYBS: Solunum yapan bakteri sayisi, TBS: Toplam bakteri sayis1)



Sekil 10 Yabani tip E. coli de membran biitiinliiiine sahip bakterilerin tespiti
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Sekil 11 cusS mutantinin alkali pH (8.5)’da bakteri sayilar1 (KS: koloni sayimi, LD: Live

Dead sayimi, SYBS: Solunum yapan bakteri sayisi, TBS: Toplam bakteri sayis1)
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Sekil 12 cusS mutantta membran biitiinliigiine sahip bakterilerin tespiti
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Sekil 13 cusR mutantinin alkali pH (8.5)’da bakteri sayilar1 (KS: koloni sayimi, LD: Live
Dead sayimi, SYBS: Solunum yapan bakteri sayisi, TBS: Toplam bakteri sayis1)

Sekil 14 cusR mutantta membran biitiinliigline sahip bakterilerin tespiti
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4. SONUC
Bakteriler dogal ortamlarda osmolarite, hidrostatik basing, sicaklik, bazi kimyasal

maddeler, aclik ve pH gibi bircok stres faktdriine maruz kalmaktadir. Bu tiir durumlarda
mikroorganizmalar hayatta kalabilmek icin stresle iligkili cevap regiilatorlerini devreye
sokarak gen ekspresyonlarin1 diizenler ve strese karsi bir yanit olusturarak hayatta kalirlar
(Matin, 1991; Nystrom ve digerleri, 1992). Bu stratejilerden biriside VBNC formudur.

Bu ¢alismada, daha 6nceki projemizde asidik ve alkalin pH da aglik ortaminda yagsam igin
rolii oldugu tespit edilmisti. TUBITAK 1002 kapsaminda yapilan ¢alismada ve bu ¢alismadan
elde edilen yiiksek lisans tezinde cusS ve cusR mutantlarinin yabani tipe gore asidik ve alkali
sartlara duyarli oldugu belirlenmisti. E. coli yabani tip alkali ortamda (pH 8.5) t99 degerine
gore 57 glinde 2 log azalma gostgerirken, cusS mutant 31, cusR mutant 34 giinde 2 log azalma
gosterdigi tespit edildi. Bu bulgulardan sonra bu azalmanin bakterilerin VBNC forma
girisindenmi kaynaklandigini belirlemek i¢in bu proje gerceklestirilmistir. Dolayis1 ile cusS/R
iki bilesikli sisteminin VBNC ile iliskisi arastirilmistir. £. coli cusS/R iki bilesikli sistemi,
CusCFBA genlerini kontrol ederek hiicrenin Cu ve Ag toksisitesinden korunmasinda gérev
alan bir sistemdir. (Munson, vd., 2000; Stoyanov, vd., 2001; Grass ve Rensing, 2001; Rensing
ve Grass, 2003). Bu iki bilesikli sistemin pH homeostazi ve aglik stresi ile bir iligkisinin olup
olmadigi bilinmemektedir. Calismamiz kapsaminda elde edilen sonuglara gore yabani tip E.
coli alkali pH da 6.37 log. degerinden 30 giin sonunda 5,65 log. ya azalirken cusS 6.30 log.
dan 4.69 log. ya, cusR ise 6.33 log. dan 4.46 ya azalmistir. Bu sonuclar cusSR iki bilesikli
sisteminin alkali pH da a¢lik ortaminda hiicrenin yasami i¢in gerekli oldugunu gostermistir.
Calismanin devaminda bakterilerde meydana gelen bu azalmanin 6liimden mi yoksa VBNC
ye girmesinden dolay1 m1 oldugunu anlamak i¢in hiicreler 6zel floresan boyalar ile boyanarak
VBNC durumlar arastirilmistir.

Bir¢ok mikroorganizmanin gesitli stres durumlarinda VBNC’ye girdigi bilinmektedir. J.
E vd. (2015) alkali sodyum tamponunda yapmis olduklar1 ¢alismada pH 9 ve 11 de E.
faecalis’in ¢ok kisa siirede VBNC duruma girdigini gostermislerdir (J.E. vd., 2015).
Nowakowska ve Oliver (2012) Vibrio vulnificus’un 2 farkli genotipi ile yapmis olduklari
caligmada hiicrelerin alkali ortamda VBNC duruma indiiklendigini tespit etmislerdir. Ancak
yine ayni ¢aligmada ayni tiiriin farkli genotipleri arasinda VBNC durumun degisiklik
gosterdigini de vurgulamislardir (Nowakowska ve Oliver 2012).

Literatiirde yapilan bir¢ok ¢alisma, gerek sodyum-potasyum tamponlar1 gerekse dogal

veya yapay deniz sularinda mikroorganizmalart VBNC duruma indiikleyen etkenin
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tuzlulugun yani sira pH daki alkalilik oldugudur (Carlucci ve Pramer,1959; Rozen ve Belkin,
2001).

E. coli’de hiicreler VBNC duruma gectiginde bazi proteinlerde artis goriilmektedir.
Bunlarin bazilari; uzama faktorii Tu, enolaz, D-3 fosfogliserat dehidrogenaz ve treonin
sentazdir. Tiim bu proteinler aglik stresiyle iligkilidir ve diger stres kosullariyla ortak 6zellik
gostermektedir (Pinto vd., 2015; Heim, 2002).

Muela vd., (2008) nin ¢alismalarinda, gida izolat1 E. coli EHEC O157°nin VBNC duruma
girisinde OmpW porin proteininin farkli ekspresyonunun etkili oldugunu tespit etmislerdir.
Asakura vd (2008) nin makalesinde ise deniz suyu, suboptimal sicaklik ve aclik stresleri gibi
farkli stres sartlar1 altinda E. coli’nin dis membran proteinin (OmpW) sentezindeki degisimin
VBNC durumun indiiklenmesinde bir roliiniin oldugunu ifade etmislerdir. Ancak bu
proteinlerin degisimi mekanizma ile iliskili degildir. Cilinkii bu proteinler kanal proteinleridir
ve mekanizmayi tetikleyen ve kontrol eden bir 6zellige sahip degillerdir (Asakura et al., 2008;
Muela et al., 2008).

Ayrica RpoS (Boaretti vd., 2003; Kusumoto vd., 2012), EnvZ (Darcan vd., 2003; Darcan,
2005) ve polifosfat kinaz 1 (PPK1; Gangaiah vd., 2009) VBNC duruma gegcisi indiikleyen ve
mekanizmay1 kontrol eden genler arasinda yer almaktadir. Darcan vd. ompC ve ompF
genlerinin diizenlenmesinden sorumlu olan EnvZ-OmpR iki bilesikli sistemi ile aglik ve pH
ortaminda VBNC durumu c¢alismis ve envZ' deki mutasyonun VBNC durumunu
indiiklemedigini bulmuslardir (Darcan vd., 2003; Darcan, 2005).

Bu ¢alismada da EnvZ-OmpR iki bilesikli sistemi disinda baska bir iki bilesikli sistem
olan CusSR sisteminin alkali pH da aglik ortaminda VBNC ile iligkili bir roliiniin olup
olmadigi arastirilmistir. Calisma sonunda floresan mikroskop altinda belirlenen canli hiicre
sayisinin koloni olusturan hiicre sayisindan fazla ¢iktigr tespit edilmistir. Bu sonuglar
hiicrelerdeki sayisal azalmanin 6liimden degil, hiicrelerin VBNC forma gectiklerinin bir
gostergesidir. Dolayisi ile envZ nakavt edildiginde VBNC forma girmezken, cusS ve cusR
nakavt edildiginde VBNC forma girdikleri belirlenmistir. Dolayist ile, yabani tipten daha kisa
siirede plak sayimindaki azalmanin nedeni 6liim degil, VBNC forma giris oldugu tespit
edilmistir.

Literatiir aragtirmalar1 sonucunda CusS ve CusR iki bilesikli sistemin VBNC ile iligkisine
dair bir veriye rastlanmamistir. Dolayisi ile bu genler nakavt oldugunda hiicrede meydana

gelen azalmanin VBNC durumdan kaynaklandigini ilk kez calismamizda gosterilmistir.
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