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BEYAN

Farkh stres sartlarinda VBNC duruma indiiklenen Escherichia coli W3110°da meydana
gelen morfolojik ve molekiiler degisikliklerin arastirilmasi adli doktora tezinin hazirlik ve
yazimi sirasinda bilimsel arastirma ve etik kurallarmma uydugumu, baskalarinin eserlerinden
yararlandigim boliimlerde bilimsel kurallara uygun olarak atifta bulundugumu, kullandigim
verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, tezin herhangi bir kisminin Bilecik Seyh Edebali
Universitesi veya baska bir iiniversitede baska bir tez ¢alismas1 olarak sunulmadigini, aksinin
tespit edilecegi muhtemel durumlarda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi

ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
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Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP), TUBITAK veya benzeri kuruluslarca desteklenmesi
durumunda; projenin ve destekleyen kurumun adi proje numarast ile birlikte, ETIK KURUL
onay1 alinmas1 durumunda ise ETIK KURUL tarih karar ve say1 bilgilerinin beyan edilmesi
gerekmektedir.
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OZET

FARKLI STRES SARTLARINDA VBNC DURUMA INDUKLENEN ESCHERICHIA
COLI W3110°)DA MEYDANA GELEN MORFOLOJIiK VE MOLEKULER
DEGIiSIKLIKLERIN ARASTIRILMASI
Canli fakat kiiltiirii yapilamayan (VBNC) durum, bakterilerin stres kosullar1 altinda hayatta
kalabilmek icin gelistirdikleri bir yasam stratejisi olarak kabul edilmektedir. Bu durumda
bakteriler, koloni olusturamaz ve rutin laboratuvar yontemleriyle tespit edilemez, ancak
patojenitelerini korurlar. VBNC bakteriler sucul c¢evreler, gida isleme tesisleri, tarim tirtinleri
ve hastaneler gibi bir¢ok ortamda bulunarak halk sagligini tehdit etmektedirler. Bakterilerin bu
duruma nasil gectigi ve bu durumun nasil tersine g¢evrilebilecegini belirlemek icin VBNC
durumun altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlasilmasi son derece onemlidir. Boylece
enfeksiyonlarin dnlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in yeni ve etkili stratejiler gelistirilebilecektir.
Bu sebeple, c¢alismamizda VBNC durumunun molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina

yonelik olarak, hiicre boliinmesi ve hiicre zarf sistemi ile iliskisi aragtirilmistir.

Bu ¢alismada, E. coli W3110 susu sicaklik (42 °C), metal (CuSOs) ve antibiyotik (Eritromisin)
stresleri altinda VBNC duruma indiiklendi ve hiicrelerin VBNC duruma gegisi plak sayim ve
Live/Dead sayim sonuglariyla dogrulandi. VBNC duruma indiiklenen hiicrelerden RNA
izolasyonlar1 gerceklestirildi ve elde edilen RN A’lardan cDNA sentezlenerek boliinme ve hiicre
zarf stres genleri ile Real Time PCR analizleri yapildi. Ayrica tiim stres faktorleri altinda VBNC
duruma indiiklenen hiicrelerin hiicre i¢ yapis1 ve morfolojisinde meydana gelen degisimleri
tespit etmek amaciyla SEM ve TEM analizleri gergeklestirildi. Bununla birlikte ¢alisilan stres
faktorleri altinda VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde lipit peroksidasyonu ve ATR-FTIR
spektroskopisi kullanilarak hiicre molekiiler yapisinda meydana gelen degisiklikler analiz

edildi.

Floresan mikroskop, SEM ve TEM analizleri, VBNC hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla
kiigtildiigii, sitoplazmik matrisin azaldig1 ve hiicre zarlar1 arasinda bosluk olustugunu gosterdi.
Ayrica, VBNC hiicrelerde protein agregatlarinin meydana geldigi de tespit edildi. VBNC
duruma indiiklenen hiicrelerle gergeklestirilen Real Time PCR analizleri sonucunda, boliinme
ve hiicre zarfi stresinden sorumlu 52 genin ekspresyon seviyesi incelenmis ve bazi genlerin
ekspresyon seviyelerinde stres kosullarina bagli olarak artig, azalis veya degisiklik olmadigi
belirlendi. Daha sonra yapilan analizler neticesinde tiim stres kosullar altinda kontrol grubuna
gore ekspresyon seviyesi azalan dicB, ymgF ve zapC genleri 6nemli bulundu. Bu genlerin yanm

sira kontrol olarak dicC geninin de dahil edildigi dort rekombinant sus ile yabani tip ve bos
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vektor iceren E. coli suslari, ayni stres kosullarinda yasam deneylerine tabi tutuldu. Yasam
deneyleri sonucunda, sicaklik stresinde DicB, YmgF ve ZapC, metal stresinde YmgF ve ZapC,
antibiyotik stresinde ise sadece ZapC asir1 eksprese eden rekombinant suslarin VBNC duruma
gecisinin azaldigr ve hiicrelerin VBNC duruma gegmek yerine 6ldiigii belirlendi. VBNC
hiicrelerde gergeklestirilen lipit peroksidasyonu analizlerinde MDA miktarlarinin arttig1 tespit
edildi. Yapilan ATR-FTIR analizleri sonucunda, VBNC durumun indiiksiyonu sirasinda RNA,
protein ve niikleik asit konsantrasyonlarinda biyomolekiiler degisiklikler oldugu belirlendi.
Ozellikle 995 cm™ RNA bandinin VBNC durumun tespitinde giivenilir bir spektrokimyasal
biyobelirteg olabilecegi tespit edildi.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda ZapC'nin VBNC durum i¢in 6nemli bir rol oynadigi belirlendi.
Ayrica, 995 cm™ RNA bandinin VBNC durumunun tespitinde kullanilabilecek 6nemli bir
biyobelirteg oldugu tespit edildi. Bu bulgular, VBNC durumunun molekiiler mekanizmasinin
anlagilmasina ve tespitine onemli katkilar saglamakta, ayn1 zamanda halk saglhigi ve gida
giivenligi agisindan biiyliik dnem tasimakta olup, gelecekteki arastirmalar i¢in de bir temel

olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: VBNC, Sicaklik stresi, Metal stresi, Antibiyotik stresi, ATR-FTIR
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
CHANGES IN ESCHERICHIA COLI W3110 INDUCED INTO
VBNC STATE UNDER DIFFERENT STRESS CONDITIONS

The viable but non-culturable (VBNC) state is recognized as a life strategy that bacteria develop
to survive under stress conditions. In this state, bacteria are unable to form colonies and cannot
be detected by routine laboratory methods, but retain their pathogenicity. VBNC bacteria are
found in many environments such as aquatic environments, food processing plants, agricultural
products and hospitals, threatening public health. Understanding the molecular mechanisms
underlying the VBNC status is crucial to determine how bacteria adopt this strategy and how
this can be reversed. Thus, new and effective strategies for the prevention and treatment of
infections can be developed. Therefore, in our study, in order to elucidate the molecular
mechanism of the VBNC state, its relationship with cell division and the cell envelope system

was investigated.

In this study, E. coli W3110 strain was induced to VBNC state under temperature (42 °C), metal
(CuSOg4) and antibiotic (erythromycin) stress and the transition of cells to VBNC state was
confirmed by plate counting and live/dead counting results. RNA was isolated from the cells
induced to VBNC state, cDNA was synthesised from the obtained RNAs and Real Time PCR
analyses were performed with division and cell envelope stress genes. In addition, SEM and
TEM analyses were performed to determine the changes in the internal cell structure and
morphology of VBNC-induced cells under all stress factors. In addition, lipid peroxidation and
changes in cell molecular structure were analysed using ATR-FTIR spectroscopy in cells

induced to VBNC state under the stress factors studied.

Fluorescence microscopy, SEM and TEM analyses showed that VBNC cells collapsed, the
cytoplasmic matrix was reduced and a gap was formed between the cell membranes compared
to the control group. It was also found that protein aggregates were formed in VBNC cells. As
a result of Real Time PCR analyses performed with VBNC state induced cells, the expression
levels of 52 genes responsible for division and cell envelope stress were examined and it was
determined that the expression levels of some genes increased, decreased or did not change
depending on the stress conditions. As a result of the subsequent analyses, dicB, ymgF and zapC
genes whose expression levels decreased compared to the control group under all stress
conditions were found to be significant. In addition to these genes, four recombinant strains

including the dicC gene as a control and E. coli strains containing wild type and empty vector
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were subjected to life experiments under the same stress conditions. As a result of the life
experiments, it was determined that the recombinant strains overexpressing DicB, YmgF, and
ZapC under temperature stress, YmgF and ZapC under metal stress, and only ZapC under
antibiotic stress had reduced transition to the VBNC state and the cells died instead of
transitioning to the VBNC state. Lipid peroxidation analyses performed in VBNC cells revealed
that MDA levels increased. ATR-FTIR analysis showed biomolecular changes in RNA, protein,
and nucleic acid concentrations during the induction of the VBNC state. In particular, it was
determined that the 995 cm-! RNA band could be a reliable spectrochemical biomarker for
detecting the VBNC state.

In conclusion, it was determined that ZapC plays an important role in the VBNC state within
the scope of this thesis. In addition, it was determined that the 995 cm™ RNA band is an
important biomarker that can be used to detect the VBNC state. These findings provide
significant contributions to the understanding and detection of the molecular mechanism of the
VBNC state, and are also of great importance for public health and food safety, and provide a

basis for future research.

Keywords: VBNC, Temperature stress, Metal stress, Antibiotic stress, ATR-FTIR
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1. GIRIS

Bakteriler, mikrobiyolojik diinyada kritik 6neme sahip canlilardir ve ¢evresel kosullara
uyum saglama ve hayatta kalma yetenekleriyle dikkat ¢eken mikroorganizmalardir (Robben
vd., 2018). Besin eksikligi, yiiksek tuz konsantrasyonu, pH degisikligi, sicaklik, oksidatif stres,
metal ve antibiyotik varlig1 gibi zorlu ¢evresel sartlar bakterilerin, hayatta kalma stratejisi olan
canli fakat kiiltiirii yapilamayan (Viable but Non-Culturable-VBNC) duruma indiiklenmesine
neden olur. VBNC durum, bakterilerin canliliklarini stirdiirebildikleri ancak geleneksel kiiltiir
yontemleriyle cogalamadiklar1 bir durumdur. Standart kiiltiir teknikleriyle tespit edilemedikleri
icin gdzden kacabilmekte ve enfeksiyonlarin yayilmasina neden olmaktadir. Bu sebeple de
VBNC durum 6zellikle patojenik bakterilerde halk sagligi ve gida gilivenligi agisindan énemli
bir sorun olusturmaktadir (Ayrapetyan vd., 2018; Dong vd., 2020; Yoon & Lee, 2020).

VBNC duruma gegen bakteriler, metabolik aktivitelerini minimum diizeye indirirler ve
bu sayede stresli gevresel kosullara kars1 direng gelistirmis olurlar. Ancak uygun kosullar tekrar
saglandiginda yeniden aktif hale gelebilir ve cogalmaya baslayarak hastalik yapabilirler. Dahasi
VBNC durumdaki hiicreler yeniden aktif hale gelmeden de hastalik olusturabilmektedirler.
Ciinkii VBNC durumdaki patojen mikroorganizmalarda her ne kadar yasamsal faaliyetler
minimuma indirilmis olsa da virlilans genler sentezlenmeye ve hastalik yapmaya devam
etmektedir (Pinto vd., 2015; Robben vd., 2018, 2019; Wideman vd., 2021). Bu sebeple
geleneksel yontemler ile tespit edilemeyen ciddi bir halk sagligi ve gida giivenligi sorunu
olusturan VBNC durumun tespitine yonelik yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerin temeli
ilk olarak hiicre boyama prosediirlerine dayanmis ve yillar igerisinde tespite yonelik cesitli
yontemler gelistirilmistir (Ding vd., 2017; Dong vd., 2020; Kogure vd., 1979; Wideman vd.,
2021).

VBNC durum 40 yili agkin bir siiredir literatiirde genis bir sekilde incelenmekte ve
cesitli stres faktorleri ile farkli mikroorganizmalar iizerinde ¢alisilmaktadir. Ancak, bu kadar
kapsamli aragtirmalara ragmen, VBNC durumunun molekiiler mekanizmasinin tam olarak
anlasilmas1 heniiz miimkiin olmamistir. VBNC durumu indiikleyen veya kontrol eden molekiilii
belirlemek i¢in yapilan bazi caligmalar neticesinde mekanizmay1 kontrol eden ve VBNC hiicre
olusum mekanizmasinda rol oynadig1 diisiiniilen baz1 proteinler tespit edilmistir. Ornegin, alkil
hidroperoksit rediiktaz alt birimi C (AhpC) (Asakura vd., 2007b; Wang vd., 2013), glutatyon S-
transferaz (GST) (Abe vd., 2007), bir LysR tipi transkripsiyonel diizenleyici (OxyR) (Kong vd.,
2004; Li vd., 2014), katalaz (KatA ve KatG), stiperoksit dismutaz (SodA) (Noor vd., 2009;
Zhao vd., 2016), RNA polimeraz sigma faktor (RpoS) (Boaretti vd., 2003; Kusumoto vd.,
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2012), polifosfat kinaz 1 (PPK1) (Gangaiah vd., 2009), sensor histidin kinaz (EnvZ) ve dis zar
proteinleri (OmpF, OmpC ve OmpW) (Darcan vd., 2003, 2005, 2009; Asakura vd., 2007b,
2008) gibi ¢esitli proteinlerin VBNC durum ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Ancak, yapilan
caligmalarda tespit edilen bu proteinler ile VBNC durumunun molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasinda kullanilabilecek bir metabolik yolak ortaya konulamamistir. Bir boliinememe
durumu olan VBNC’nin tespit edilen proteinlerinde boliinme mekanizmasi ile bir iligkisi
gosterilmemis ve VBNC durumda su ana kadar boliinme mekanizmasi ile iliskili bir sonug
ortaya konulamamistir. Dolayisiyla, molekiiler mekanizmanin ¢o6ziilmesine yonelik
caligmalarin devam etmesi, VBNC durumunun anlasilmasi ve ¢6ziimii igin son derece
onemlidir. Bu sebeple bu tez calismasinda, sicaklik (42 °C), metal (CuSO4) ve antibiyotik
(eritromisin) stresi olmak iizere {i¢ farkli stres kosulu altinda VBNC duruma indiiklenen
Escherichia coli W3110 hiicrelerinde meydana gelen fizyolojik ve molekiiler degisiklikler

arastirilmistr.



2. GENEL BILGI
2.1.  Escherichia coli

[lIk kez Alman pediatrist Theodor Escherich tarafindan kesfedilen E. coli,
Enterobacteriaceae familyasina ait, spor olusturmayan, gubuk sekilli gram-negatif fakiiltatif
anaerob bir bakteridir. Memeli, siiriingen, kus ve baliklarin bagirsak ve diskilarinda yayilis
gosteren kommensal ve firsat¢t bir patojendir. Bu mikroorganizma bagirsaklarda zararsiz bir
sekilde kolonize olabildigi gibi bakteriyemi ve sepsis gibi ciddi invazif hastaliklar da dahil
olmak iizere ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Bonten vd., 2021; Denamur vd., 2020;
Friedmann, 2014). Hem kommensal hem de hastalik etmeni olan farkli patojenik varyantlari
icermesi sebebiyle ¢ok yonlii bir bakteri tiiriidiir. Bu nedenle de bakteriyel evrim, farkli biiytime
kosullari, fizyoloji, biyokimya, konak-patojen etkilesimleri, molekiiler biyoloji ve genetik
arastirmalarda en c¢ok kullanilan model organizmadir (Leimbach vd., 2013; Tenaillon vd.,

2010).

E. coli hem dogal ¢evrelerde hem de insan viicudunda dnemli rol oynayan bir bakteri
tiiriidiir. Ayn1 zamanda bitkiler, besin maddeleri, toprak ve sucul ortamlar gibi farkli ¢cevrelerde
bulunabilmesi ve hayatta kalabilmesi E. coli’yi ¢evresel birgok siiregte dnemli bir tiir haline
getirmistir. Ozellikle, tarim alanlarinda ve su kaynaklarinda bulunmasi, gida giivenligi ve su
kalitesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Basavaraju & Gunashree, 2022; Somorin vd., 2016;
Van Elsas vd., 2010). Fekal kokenli bir organizma oldugu i¢in diger ¢evrelerde yasaminin
kisitlanacagi diigiiniilse de besin maddelerinin varligi ve abiyotik sartlarin elverisli oldugu
ortamlarda uzun siire hayatta kalabilmektedir. Ayrica zorlu ¢evresel sartlar altinda hayatta
kalmalarina yardimci olabilecek ¢esitli mekanizmalar gelistirdigi de bilinmektedir (Van Elsas
vd., 2010; Wani vd., 2022). Bu mekanizmalar arasinda 40 yili askin bir siiredir arastirilan
"WVBNC" (Viable But Non-Culturable-Canli fakat kiiltiiri yapilamayan) durumu da yer

almaktadir.
2.2.  Canl Fakat Kiiltiirii Yapilamayan Durum (VBNC, Dormansi)

Mikroorganizmalar besin eksikligi, sicaklik, ozmotik stres, optimum olmayan pH,
yiiksek oksijen konsantrasyonu, agir metaller, inorganik tuzlar ve antibiyotikler gibi ¢ok ¢esitli
cevresel streslere maruz kalmaktadir (Darcan vd., 2009; Dong vd., 2020; Jia vd., 2020; Matilla,
2018; Pazos-Rojas vd., 2023). Bu tiir stres kosullar1 veya olumsuz gevre sartlarina uyum
saglayarak hayatta kalmak i¢in mikroorganizmalar, canli fakat kiiltiirii yapilamayan durum

olarak bilenen bir duruma gegerler (Sachidanandham & Yew-Hoong Gin, 2009; Yamamoto,



2000). Bu durum ¢ogu arasgtirmaci tarafindan bir hayatta kalma stratejisi veya gevresel streslere
tepki olarak 6n goriilmektedir. VBNC durum, mikroorganizmalarin ¢ogalma yeteneklerinin
kayboldugu ve geleneksel kiiltiir yontemleriyle iiretilemedikleri bir durumdur. Bu durumdaki
hiicreler, saglam bir membrana, hasar gormemis bir genetik materyale ve sitoplazmik zara
sahiptir. Dolayisiyla bu mikroorganizmalar hala canlidir ve ¢esitli molekiiler, fizyolojik ve
metabolik aktiviteleri devam etmektedir (Ayrapetyan vd., 2018; Dong vd., 2020; Kim vd.,
2018; Yoon & Lee, 2020). Bunun yami sira kiiltiire edilebilir hiicrelere kiyasla VBNC

durumdaki hiicreler de ¢esitli degisiklikler de s6z konudur.

VBNC durumdaki hiicrelerde hiicre duvar yapisi ve hiicre morfolojisinde onemli
farkliliklar meydana gelmektedir. VBNC durumdaki hiicrelerde hiicre boyutlarinda azalma ve
morfolojide degisiklikler (¢omak sekilli hiicrelerin kok formuna, yay sekilli hiicrelerin ise
kiiresel forma gegisi) tespit edilmistir (Signoretto vd., 2000; Takeda, 2011; Ye vd., 2020). Bu
morfolojik degisiklikler, sitoplazmik membranlardaki ve hiicre duvarindaki bilesenlerin
degisimi ile yakindan iligkilidir (Dong vd., 2020; Progulske-Fox vd., 2022; Signoretto vd.,
2000; Zhao vd., 2017). Ayrica, VBNC durumdaki hiicrelerde peptidoglikan sentezinde artis
oldugu da belirlenmistir. Peptidoglikan sentezinde meydana gelen bu artis nedeniyle VBNC
hiicrelerin, fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi daha yiiksek dirence sahip oldugu gézlenmistir
(Borkar vd., 2024; Fu vd., 2020; Hung vd., 2013; Robben vd., 2018, 2019). Dahas1 VBNC
hiicreler, kiiltiire edilebilir hiicrelere kiyasla gen ekspresyonu, metabolizma, ATP sentezi,
viriilans potansiyeli, RNA miktar1 ve protein profilleri a¢isindan da farkliliklar sergilemektedir

(Fu vd., 2020; Hung vd., 2013; Robben vd., 2018, 2019).

VBNC durumdaki hiicreler, ortam sartlar1 yeniden elverisli oldugunda veya bazi fiziksel
ve kimyasal uyaranlar sayesinde tekrar aktif ve kiiltiirlenebilir bir duruma geri donebilir. Bu
durum yeniden canlanma olarak bilinmektedir (Dong vd., 2020; Fu vd., 2020; Wei & Zhao,
2018; Xu vd., 2022; Zeng vd., 2013). Bugiine kadar gida, hava, toprak ve su kaynakli birgok
mikroorganizma tiirinde VBNC durum tespit edilmistir (Dong vd., 2020; Oliver, 2005, 2010,
2016; Ou vd., 2021; Pinto vd., 2015; Zhang vd., 2020; Zhao vd., 2017). Ayrica VBNC durumda
bu bakteri tiirlerinin patojenitelerini devam ettirdigi dolayisiyla hastalik etmeni olabildikleri

yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Cervero-Arag6 vd., 2019; Zhong & Zhao, 2019).
2.3. VBNC Durumdaki Mikrobiyal Cesitlilik

Ik olarak 1982 yilinda Xu vd., tarafindan E. coli ve Vibrio cholerae'da tespit edilen
VBNC durum, sonraki yillarda yapilan bir¢ok caligma ile farkli bakteri tiirlerinde de



gbzlenmistir (Amel vd., 2008; Darcan vd., 2009; Lemke & Leff, 2006; Millet & Lonvaud-
Funel, 2000; Suzuki vd., 2006; Xu vd., 1982; Zhang vd., 2021). Bugiine kadar bakteriler ve
mantarlar da dahil olmak {izere 100'den fazla mikroorganizma tiiriiniin, ¢esitli streslere maruz
kaldiginda VBNC duruma girdigi tespit edilmistir. Tanimlanan mikroorganizmalar gida
giivenligi, ¢evresel uygulamalar ve tarimsal hastaliklar gibi farkli alandaki arastirmalardan elde
edilmistir (Dong vd., 2020; Oliver, 2016; Zhang vd., 2021). VBNC forma giren
mikroorganizmalar listesinde Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumoniae, Metisilin
direngli Staphylococcus aureus, E. coli, V. cholerae, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Legionella pneumophila, Salmonella typhimurium, Campylobacter jejuni,
Brettanomyces bruxellensis, Helicobacter pylori, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis,
Pediococcus damnosus, Micrococcus luteus, Acidovorax citrulli ve Erwinia amylovora gibi
patojen olan veya olmayan bir¢cok mikroorganizma tiirii yer almaktadir (Ayrapetyan vd., 2018;
Capozzi vd., 2016; Dong vd., 2020; Liu vd., 2017; Ou vd., 2021; Pinto vd., 2015; Xu vd., 2022;
Zhang vd., 2021; Zhao vd., 2017).

2.4. VBNC Duruma Sebep Olan Faktorler

VBNC durum, tiirler arasinda genis bir dagilim gosterirken, bu duruma neden olan
indiikleyici kosullarda da cesitlilik goriilmektedir. Ik kez deniz ve nehir agz1 (Xu vd., 1982)
sularinda tespit edilen durumun, yapilan bir¢ok c¢aligma ile maden suyu (Defives vd., 1999;
Klont vd., 2006), igme suyu (Fan vd., 2024; Guo vd., 2021; Liu vd., 2008,2009; Pawlowski vd.,
2011) ve atik su (Kibbee & Ormeci, 2017) gibi diger sucul ortamlarda, hava (Chang & Lin,
2018) ve toprak (Abdallah vd., 2008; Reissbrodt vd., 2000) gibi dogal ¢evrelerde de meydana
geldigi belirlenmistir (Maalej vd., 2004; Oliver & Bockian, 1995; Pommepuy vd., 1996; Xu
vd., 1982). Dahas1t VBNC durum islenmis gidalar (Asakura vd., 2002; Makino vd., 2000), deniz
tirtinleri (Makino vd., 2000; Pan vd., 2020), meyve sulart (Nicolo vd., 2011; Pan vd., 2020),
sarap (Capozzi vd., 2016; Millet & Lonvaud-Funel, 2000), bira (Liu vd., 2018; Suzuki vd.,
2006; Xu vd., 2022) gibi gida maddelerinde goriilmektedir. Ayrica literatiirdeki mevcut
bilgilere gore, sicaklik (Bai vd., 2019; Li vd., 2014; Liu vd., 2020; Oliver, 2016), 1s1k (Besnard
vd., 2002; Idil vd., 2010; Pommepuy vd., 1996), besin aghg: (Besnard vd., 2002; Darcan vd.,
2009; Li vd., 2020; Pinto vd., 2011), artan tuzluluk (Li vd., 2020; Mascher vd., 2000), pH
degisiklikleri (Bai vd., 2019; Capozzi vd., 2016; Darcan vd., 2009; Li vd., 2020), yiiksek
karbondioksit basinct (Zhao vd., 2016), diisiik oksijen miktar1 (Bovill & Mackey, 1997; Pinto
vd., 2011), kuruma (Dreux vd., 2007; Jameelah vd., 2018), ozmotik stres (Darcan vd., 2009),
reaktif oksijen tiirleri (ROS) (Imazaki & Nakaho, 2009; Morishige vd., 2013), gida



koruyucular1 ve agir metaller (Aurass vd., 2011; Del Campo vd., 2009; Grey & Steck, 2001a;
Li vd., 2014; Ordax vd., 2006), antibiyotikler (Jia vd., 2020; Mangiaterra vd., 2020; Zhang vd.,
2020), organik kirleticiler (Su vd., 2015), inorganik tuzlar (Li vd., 2020; Robben vd., 2018),
klorlama (Chen vd., 2018; Lin vd., 2017; Noll vd., 2020; Oliver, 2005) ve UV radyasyonu
(Zhang vd., 2015) gibi farkli stres sartlarinda da mikroorganizmalarin VBNC duruma girdigi
bilinmektedir.

2.4.1. Sicakhik Stresi

Bakteriler gevresel sicaklik degisimlerine karsi olduk¢a hassas canlilardir ve ¢ogu
bakteri, sicakligin siklikla degistigi dinamik bir ortamda yasamaktadir. Bu sebeple sicaklik
stresine kars1 hizli bir adaptasyon mekanizmasi gelistirmektedirler. Literatiirde diisiik sicaklik
seviyelerine tepki olarak mikroorganizmalarin VBNC duruma indiiklendigini gosteren birgok
caligma bulunmaktadir. Bununla birlikte, yiiksek sicakliklarin neden oldugu VBNC durum ve
buna bagli olarak gen ekspresyonu iizerine yapilmis ¢alismalar sinirhidir (Fan vd., 2023; Fan

vd., 2024; Fu vd., 2020; Liu vd., 2020; Zhang vd., 2024).

E. coli K12 W3110 susu ile yapilan calismada +4 °C’de yapay deniz suyu ve filtrelenmis
damitilmig su ortaminda hiicrelerin VBNC duruma girdigi gozlenmistir (Na vd., 2006). Benzer
sekilde, Rigsbee vd. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, diisiik sicakliklarda yapay deniz
suyu ve nehir suyunda E. coli O157:H7’nin VBNC duruma girdigini tespit edilmistir (Rigsbee
vd., 1997). E. coli O157:H7 ile nehir suyu ve PBS ortaminda 4 °C'de yapilan deneylerde de
hiicrelerin VBNC durumuna girdigi rapor edilmistir (Liu vd., 2008, 2009, 2010). Ayrica aglhk
ortaminda +4 °C ve +10 °C’de tutulan E. coli O157:H7 hiicrelerinin VBNC duruma gectigi
Live/Dead kiti ile gerceklestirilen floresan mikroskop sayimlar1 ve plak sayim sonuglariyla
dogrulanmistir (Zhao & Matthews, 2000). Diisiik sicakliklarda marul (+8 °C) yaprak yiizeyi
tizerine agilanan E. coli O157:H7 hiicrelerinin VBNC duruma girdigi belirlenmistir (Dinu &
Bach, 2011, 2013). E. coli O157:H7 ile -20 °C’de gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise
hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Zhong & Zhao, 2019). Yiiksek
sicakliklarda yapilan arastirmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Petri plaginda E. coli
MC4100 hiicreleri ile 50 °C de gergeklestirilen bir ¢alismada, hiicrelerin %63 iinlin VBNC
duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Bruhn-Olszewska vd., 2018). Ayrica E. coli O157:H7
ile yiiksek sicakliklarda gerceklestirilen ¢alismada 50 °C de kiiltiire edilebilir hiicre sayisinin
etkili bir sekilde azaldigi ve yaklasik 2 saat sonra petri plaklarinda kiiltiire edilebilirligini
tamamen kaybettigi ve VBNC duruma gegtigi tespit edilmistir (Fu vd., 2020). E. coli disindaki

bazi mikroorganizmalarda da sicaklik stresi VBNC duruma sebep olmaktadir. Ornegin, nehir
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agzi sularinda Vibrio vulnificus ile Oliver vd. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada sicakligin
15 °C'nin altina diigsmesi ile sularda bulunan hiicrelerin VBNC'ye girdigi ve sicakligin 21 °C'nin
iistline ¢ikmasi ile tekrar eski haline geri dondiigii tespit edilmistir (Oliver, 1995). V. vulnificus
ile yapay deniz suyunda diisiik sicakliklar da gergeklestirilen bir baska calismada ise petri
plagindaki koloni sayisinin ¢ok kisa bir siirede azaldig1 ancak yapilan mikroskobik sayimlarda
hiicre canliliginin devam ettigi, yani hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir
(Abe vd., 2007). Musluk suyu mikrokozmunda diisiik sicakliklarda gerceklestirilen deneylerde
ise 21 giinliik inkiibasyonun sonunda Yersinia pestis hiicrelerinin VBNC duruma gectigi
gozlemlenmistir (Pawlowski vd., 2011). Yiiksek sicakliklarda Rhodococcus bifenilivorans ile
gerceklestirilen bir calismada hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi ve stres sartinin ortadan
kalkmasinin ardindan hiicrelerin yeniden canlanabildigi belirlenmistir (Fan vd., 2023). Bu
calismalar bakterilerin hem diisiik hem de yiiksek sicakliklarda VBNC duruma gegebildigini
gostermektedir. Literatiirde diisiik sicakliklarla daha fazla ¢alisma yapilmis olmast VBNC
durumdaki hiicrelerde fizyolojik degisikliklerin ve gen ekspresyon profillerinin daha ayrintili
incelenmesine olanak saglamistir. Ancak yiiksek sicaklik stresine maruz kalan hiicrelerde
VBNC duruma iligkin bu degisikliklerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha fazla calismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4.2. Metal Stresi

Metaller dogal c¢evrelerin ayrilmaz bir parcasidir ve dogada cesitli sekillerde
bulunabilmektedirler. Endiistriyel ve otomobil emisyonlari, madencilik, silah gelistirme,
pestisitlerin uygulanmasi, dezenfektan maddelerin yapisinda bulunmasi ve fosfath giibreler gibi
cok sayida antropojenik faaliyet dogal ¢evrelerde metallerin konsantrasyonlarinda artisa sebep
olmaktadir. Ayrica metal iceren kayalarin asinmasi ve volkanik patlamalar gibi dogal olaylar da
metallerin ¢evreye salinmasina neden olmaktadir (Ali vd., 2019; Pal vd., 2022). Bu sebeple
dogal ¢cevrelerde mikroorganizmalarin en sik karsilastigi stres sartlarindan bir tanesi de metal
stresidir. Mikroorganizmalar, bu stres sartlarindan korunmak ve hayatta kalabilmek i¢cin VBNC
durum da dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar gelistirmektedirler. VBNC durumun en ¢ok
calisildig1 metal stresi bakir metalidir ve bir¢ok mikroorganizma tiiriiniin bakir stresi altinda
VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Del Campo vd., 2009; Ku vd., 2008; Maertens
vd., 2021; Ordax vd., 2006; Um vd., 2013).

E. coli ile bakir stresi altinda gerceklestirilen deneylerde hiicrelerin birkag giin icerisinde
VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Aurass vd., 2011; Grey & Steck, 2001b). E. coli

ile yapilan bir bagka ¢alismada ise LB besiyerinde 4 mg/L Cu ?* iyonuna maruz birakilan yabani
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tip E. coli ve antibiyotik direngli E. coli suslarinin VBNC duruma indiiklendigi belirlenmistir
(Liu vd., 2023). Ayrica, E. coli O157 ve S. aureus hiicrelerinin de diisiik sicaklik stresi (+4 °C)
ve bakir iyonu (15 pumol/L CuSO4) kombinasyonu ile VBNC durumuna indiiklendigi
gozlenmistir (Hu vd., 2019). Bakir stresi varliginda VBNC duruma indiiklenen bir diger
mikroorganizma da Salmonella typhi’dir. S. typhi ile CuSO4 varliginda gergeklestirilen
calismalarda hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Jiang, 2014; Zeng vd.,
2013).

Bakir bazli antimikrobiyal maddelerin tarimda kullanilmasi nedeniyle bakir stresi
varligindaki VBNC durum bitki patojeni mikroorganizmalar ile de ¢alisilmustir. A. citrulli, E.
amylovora, Xanthomonas axonopodis, Clavibacter michiganensis, Agrobacterium
tumefaciens, Rhizobium leguminosarum ve Ralstonia solanacearum gibi bir¢ok bitki patojeni
mikroorganizmanin bakir stresi varliginda VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir
(Alexander vd., 1999; Bai vd., 2022; Del Campo vd., 2009; Grey & Steck, 2001a; Jiang vd.,
2016; Kan vd., 2019; Ordax vd., 2006; Um vd., 2013).

Sonug olarak, bakir stresinin mikroorganizmalar1 VBNC duruma indiikledigi tespit
edilmistir. Ancak, bakirin VBNC durumu iizerindeki etkilerinin ve bu siiregteki molekiiler

mekanizmalarin daha derinlemesine incelenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

2.4.3. Antibiyotik Stresi

Antibiyotikler hastaliklarin tedavisinde kullanilan en basarili ilaglar arasindadir.
Insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlar 6nlemek veya tedavi etmek i¢in kullanilmaktadirlar.
Ayrica antibiyotikler tedavinin yani sira ¢iftlik hayvanlarinin daha hizli biiytimesini tesvik
etmek icin de kullanilmaktadir. Kullanilan bu antibiyotikler kismen metabolize edilir ve
metabolize edilmemis %30 ila %90k kismi ana bilesikler halinde diski yoluyla ya
kanalizasyon aritma tesislerine ya da dogrudan su veya topraga bosaltilir. Bu durumun sonucu
olarak da cevre kirliligi ve antibiyotiklere kars1 bakteriyal direng gelismektedir (Xu vd., 2016;
Zhao vd., 2021).

Bakteriler, antibiyotiklerin varliginda biliylimeye devam edebilmek ve hayatta
kalabilmek icin genetik degisiklikler yoluyla direncli hale gelmektedirler. Bu genetik
degisiklikler arasinda ilacin digar1 atilmasi, membran degisikligi, enzimatik inaktivasyon ve
hedef degisikligi gibi ¢esitli direng mekanizmalar1 yer almaktadir. Bakterilerde antibiyotiklere
direng sadece kalitsal genetik degisiklikler yoluyla degil genetik olmayan degisimler yoluyla

da olmaktadir (Reygaert, 2018). Genetik olmayan bu degisim, mikroorganizmalar tarafindan
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antibiyotiklere kars1 gelistirilen ve mikroorganizmalarin hayatta kalmasini saglayan VBNC
durumudur. Antibiyotiklerin mikroorganizmalarin VBNC duruma indiiklenmesine sebep
olduguna ve VBNC durumdaki mikroorganizmalarin antibiyotiklere direngli olduguna dair

bulgular literatiirdeki ¢caligmalarla da tespit edilmistir.

Ampisilin antibiyotigi varliginda E. coli BW25113 ile gerceklestirilen bir calismada,
MIK degerinin 25 kat1 ampisilin antibiyotigi varliginda LB broth ortaminda duragan faza gecen
hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Bamford vd., 2017). VBNC
durumdaki E. coli ile gergeklestirilen baska bir ¢alismada ise VBNC hiicrelerin antibiyotiklere
kars1 direngli hale geldigi belirlenmistir. Diisiik klor seviyesiyle VBNC duruma indiiklenen E.
coli hiicreleri ampisilin, gentamisin ve rifampisinin de aralarinda bulundugu dokuz farkli
antibiyotige maruz birakilmis ve kiiltiire edilebilir hiicrelere kiyasla VBNC durumdaki
hiicrelerin direngli oldugu tespit edilmistir. Dahasi yine bu calismada Real Time PCR ile
gerceklestirilen analizler de ilag attimindan sorumlu genlerin (t0/C, acrD, acrF, emrA, macA ve
macB) VBNC hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere kiyasla daha yiiksek eksprese oldugu tespit
edilmistir (Lin vd., 2017). VBNC durumdaki bakterilerin antibiyotik direncini test etmek
amaciyla yapilan bir baska ¢aligmada, VBNC duruma indiiklenen E. coli, P. aeruginosa, L.
monocytogenes ve Bacillus cereus suslarinin antibiyotik ve dezenfektan maddelere karsi
direncli oldugu tespit edilmistir (Robben vd., 2019). Ayrica es zamanli UV ve klora maruz
birakilarak VBNC duruma indiiklendigi baska bir ¢alismada antibiyotik direngsiz E. coli K12,
coklu ilaca direncli RP4 plazmidini tasiyan E. coli K12 ve rpoB geni mutasyona ugramis
(Ser585phe) E. coli K12 suclarinda ilag atimindan sorumlu fet4 ve tetR genlerinin

ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir (Zhang vd., 2024).

VBNC duruma indiiklenen mikroorganizmalar hem tekrarlanan enfeksiyonlarin hem de
antibiyotik direncinin gelismesine sebep olmaktadir. M. tuberculosis de tekrarlayan
enfeksiyonlarin sebebinin bu patojendeki VBNC durumdan kaynaklandigi ve hastaligin yillar
icinde yeniden tekrar ettigi gézlenmistir (Shleeva vd., 2004; Young vd., 2009). A. baumannii
ATCC 17978 ile yapilan bir ¢aligmada, yiiksek dozda siprofloksasin antibiyotigi varliginda
hiicrelerinin VBNC duruma girdigi tespit edilmistir (Nicol vd., 2019). Benzer sekilde,
Rhodococcus biphenylivorans yapilan bir ¢alismada, norfloksasin antibiyotigi varliginda
hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Jia vd., 2020). Cronobacter sakazakii
ile yapilan bir ¢alismada, ampisilin antibiyotiginin hiicreleri VBNC duruma indiikledigi
gozlenmistir (Zhang vd., 2020).  Ayrica, antibiyotik stresinin biyofilm olusturan

mikroorganizmalarda da VBNC durumunu indiikledigi gozlemlenmistir. Biyofilm olusumuna
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sebep olan P. aeruginosa ve S. aureus ile yapilan bir ¢alisma da ise biyofilm igerisine gdmiilii
olan hiicrelere uygulanan antibiyotigin hiicreleri VBNC duruma indiikledigi tespit edilmistir.
Tobramisin ilavesinin, P. aeruginosa hiicrelerini, vancomycin, quinupristin/dalfopristin
uygulamasinin ise S. aureus hiicrelerini VBNC duruma indiikledigi tespit edilmistir. Dahasi
stres sartlar1 ortadan kalktiginda hiicrelerin yeniden canlandigi da belirlenmistir (Mangiaterra

vd., 2020; Pasquaroli vd., 2013).

Sonug olarak, antibiyotiklerin VBNC durum {izerindeki etkileri, bu hiicrelerin ¢evresel
streslere kars1 gelistirdikleri bir hayatta kalma stratejisi olarak 6nem kazanmaktadir. VBNC
duruma gegen bakteriler, antibiyotiklere karsi direng gelistirme kapasitesine sahip olabilmekte
ve bu durum, antibiyotik direncinin yayilmasini hizlandirmaktadir. Bu nedenle, antibiyotiklerin
VBNC durum {izerindeki etkilerinin daha iyi anlasilmasi, antibiyotik direnci ile miicadelede

kritik bir 6neme sahiptir.

2.5.  VBNC Tespit Yontemleri

VBNC durumdaki hiicreler, patojenik 6zelliklerini siirdiirebildikleri, uygun kosullar
altinda tekrar aktif hale gelebildikleri ve geleneksel kiiltiir yontemleri ile tespit edilemedikleri
icin dnemli bir halk saglig1 sorunu olugturmaktadirlar. Gida giivenligi ve halk saglig1 tizerindeki
potansiyel etkileri géz oniine alindiginda, bu hiicrelerin tespiti son derece énemlidir (Dinu &
Bach, 2013; Ravel vd., 1995). Bu nedenle, gida, hastane ve su kaynaklar1 gibi gesitli
ortamlardaki mikrobiyal kontaminasyon seviyelerinin belirlenmesi, VBNC bakterilerin tespiti
icin uygun, hizli, giivenilir tekniklerin gelistirilmesi ve kullanilmasi son derece kritiktir (Borkar

vd., 2024; Ramamurthy vd., 2014; Zhang vd., 2023).

Kiiltiire edilemeyen VBNC hiicreleri 6lii hiicrelerden ayiran en énemli fark aktif bir
metabolizmaya sahip olmalar1 ve hiicre membran biitiinliigiiniin korunmus olmasidir. Bu
sebeple VBNC hiicrelerin tespitinde metabolizma, hiicre membran biitiinligli, solunum
aktivitesi gibi gesitli canlilik 6l¢iim metotlar1 gelistirilmistir. En yaygin kullanilan VBNC tespit

yontemleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. VBNC tespit yontemleri

Yéntemin Yontemin Prensip Referanslar
Tiirii Adi
Dogrudan DNA sentezini inhibe eden nalidiksik asit, aztreonam ve siprofloksasin gibi | (Kogure vd., 1979;
Canli Sayim | antibiyotiklerin varli§inda uzayan hiicrelerin akridin orange ile boyanmasi temeline Xu vd., 1982;
(DVCQC) dayanmaktadir. Yokomaku vd., 2000)
Niikleik asit temelli yesil floresan probu SYTO 9, saglam ve hasarli hiicre zarlarina
Mikroskop . niifuz edebilir, boylece tiim hiicreler yesil floresan olur. Kirmizi floresan prob (Boulos vd., 1999;
Live/Dead . o i, , . : Park & Kim. 2018
/Boyama BacLight propidyum iyodiir yalnizca hasarli hiicre zarlarina niifuz edebilir ve zar gegirgen | Far m, '
Temelli g hiicreleri isaretlemek icin kullanilir. Boylece 6lii hiicreler kirmizi, canli hiicreler ise Zhao vd., 2013)
yesil boyanmis olur.
CTC, bakteriyel solunum aktivitesiyle olusan NAD(P)H tarafindan indirgendiginde (S?Veri” vd., 1985;
CTC/DAPI formazan boyasi iiretir ve bu nedenle aktif bakterileri secici olarak boyar. DAPI, V\_/'deman vd., 2021;
DNA'nin AT dizisine dzgii bir kiigiik oluk baglayicisidir ve membran hasarindan | Zimmermann  vd.,,
bagimsiz olarak niikleik asitleri boyamak icin bakterilere niifuz eder. 1978)
Canli hiicreler hala transkripsiyonel islevlere sahiptir, ancak oli hiicrelerin | (Coutard vd., 2007a;
RT-gPCR transkripsiyon iiriinii mRNA'nin yar1 dmrii son derece kisadir, dolayistyla bu yéntem | Wideman vd., 2021;
tlim canli hiicrelerin varligini tespit etmek i¢in kullanilabilir. Zhang vd., 2015)
PCR temelli i (Ding vd., 2017; Fu
gnalizler Ol hiicre niikleik asitleri ile geri doniisii olmayan bir sekilde baglanti kurarak PCR | /4 2020: Nocker vd.
PMA/EMA- | amplifikasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe edebilen spesifik boyalarin kullanildigi 20060 Nocker &
gPCR bir yontemdir. Sonug¢ olarak yalnizca saglam zarlara sahip hiicrelerin DNA's1 Camper, 2006:

cogaltilacaktir.

Wideman vd., 2021)

11



Tablo 2.1. Tablonun Devami

i . Yontemi
Yontemin ontemin Prensip Referanslar
Tiirii Adi

Live/Dead _ _ (Xu vd., 2022; Zhao
Flow ) Live/Dead BacLight boyama yontemiyle birlikte kullaniimaktadur. vd., 2013)
Sitometri BacL ight Y
Antikor ve Faj Bivosensdr Bu yontemin temeli, faj veya tlire 6zgii antikorlar ile manyetik nanopartikiillerin (Bekir  vd., 2015;
Temelli y birlikte kullanilmasma dayanmaktadur. Fernandes vd., 2013)
Yaklasim

2D Jel ) .
Protein elektroforezi | Her iki yontemde de VBNC durumdaki hiicrelerin proteomik profillerini olusturan (Jiavd., 2013; Lai vd.,
Temelli proteinlerin kiitlesel analizi yapilmakta ve normal hiicrelerdekiler ile ekspresyon | 2009;  Muela vd.,
Yaklagim ITRAQ seviyeleri karsilastirilmaktadir. 2008)

_ Ranlzan Konisi Mikroorganizmalarin kimyasal bilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir. (Jia vd., 2020:
Spektroskobik | SPEKIroskopist | g, yontem, mikroorganizmalarin hiicresel bilesenlerindeki (hiicre duvari, protein, | Niedzwiedz vd.,
Yaklagim niikleik asit ve yag asitleri gibi) molekiillerin titresimlerini analiz ederek | 2020: Xie vd., 2021)

ATR-FTIR mikroorganizmalarin tiirlerini ve durumlarini belirleme yetenegine sahiptir.
_ Olii hiicrelerde hizla azalan ATP seviyelerinin VBNC hiicrelerinde yiiksek kaldig
Metab_o"k _ rapor edilmistir, dolayistyla ATP varligt VBNC durumdaki hiicrelerin iyi bir canlilik | (Lindbéack vd., 2010;
Temeli ATP-lusiferaz | pelirtecidir. Bu ydntemde hiicrelerdeki ATP diizeyi tespit edilmektedir. ATP, | Robben vd., 2019)
Yaklagim lusiferaz enzimiyle reaksiyona girer ve bu reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan 1s1k

siddeti, drnek i¢cindeki mikroorganizmalarin sayisini yansitir.
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Bakterilerde VBNC tespiti ile ilgili ilk c¢aligmalar, hiicre boyama prosediirlerine
dayanmaktadir. VBNC hiicreleri tespit etmek i¢cin benimsenen ilk yontem, mikroskobik bir
yontem olan dogrudan canli sayimdir (DVC) (Kogure vd., 1979). Dogrudan canli sayiminda
DNA sentezini inhibe eden nalidiksik asit, aztreonam ve siprofloksasin gibi antibiyotiklerin
varliginda uzayan hiicrelerin akridin turuncusu ile boyanmasina dayanir (Kogure vd., 1979; Xu
vd., 1982). Bu yontemde, canli ve 6lii hiicreler boyutlarindaki farkliliklar nedeniyle mikroskop
yoluyla ayirt edilmektedir (Kogure vd., 1979; Yokomaku vd., 2000).

VBNC hiicrelerin tespitinde kullanilan bir bagka yontem de sitoplazmik membran
biitiinligiiniin degerlendirilmesidir. Bu yontemde niikleik asit temelli SYTO-9 ve propidium
iyodiir olmak iizere iki farkli floresan boyanin kombinasyonu kullanilmaktadir. Bu boya ile
hem floresan mikroskopta hem de flow sitometride Olii ve canli hiicrelerin ayrimi
saglanmaktadir. SYTO-9, bir popiilasyondaki tiim bakterileri etiketleyen yesil floresan renk
verirken, propidium iyodiir ise yalnizca zarar gormiis zarlara niifuz etmekte ve kirmizi floresan
renk vermektedir. Bu sekilde, saglam membranlara sahip hiicreler yesil floresan, zarar gérmiis
zarlara sahip hiicreler ise kirmizi floresan vermektedir (Boulos vd., 1999; Park & Kim, 2018;
Pinto vd., 2015; Zhao vd., 2013).

VBNC hiicrelerde hiicresel aktiviteyi tespit etmek i¢in kullanilan bir diger yontemde
CTC-DAPI boyamasidir. Bu yontem 5 - Siyano - 2,3 - Ditolil Tetrazolyum Kloriir (CTC)-DAPI
ve 2 -p (Iyodofenil) -3 -p (Nitrofenil) 5 - Fenil Tetrazolyum Kloriir (INT)-DAPI olmak {izere
iki farkli sekilde gergeklestirilebilmektedir (Cappelier vd., 1997; Zimmermann vd., 1978). Bu
formazan tuzlar elektron alicilar1 olarak davranir ve elektron tasima zinciri sonunda
elektronlar1 alarak hiicre i¢cinde INT formazan veya CTC formazan olarak bir ¢okelti haline
indirgenir. INT formazanin koyu kirmiz1 ¢okeltileri, optik bir mikroskopla goriintiilenirken,
CTC formazanin kirmiz1 floresan g¢okeltileri, epifloresans mikroskobu ile goriintiilenmektedir
(Fakruddin vd., 2013; Severin vd., 1985; Wideman vd., 2021).

Son yillarda bakterilerde canlilik belirteci olarak niikleik asit temelli ¢esitli yontemler
de gelistirilmistir (Josephson vd., 1993). Ancak 6lii bakterileri canli bakterilerden normal PCR
veya qPCR ile ayirt etmek miimkiin degildir, ¢iinkii bu yontemler sadece DNA'y1 hedefler. Bu
sebeple de canli hiicrelerin DNA’larini 6lgmek icin ger¢ek zamanli PCR’da etidyum monoazid
(EMA) ve propidyum monoazid (PMA) kullanilmistir (Inoue vd., 2008; Wideman vd., 2021).
EMA ve PMA’nin 6li hiicre DNA'larinin  ¢ogalmasin1 inhibe etme 06zelliginden
faydalanilmistir (Ding vd., 2017; Gin & Goh, 2013; Nocker vd., 2006; Nocker & Camper, 2006;
Wideman vd., 2021; Zhang vd., 2015; Zhong & Zhao, 2018). Ancak EMA nin hatali sonuglar
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verebildigi tespit edildiginden dolayt PMA nin kullanim1 daha yaygindir (Fu vd., 2020; Hussein
& Ghit, 2021; Pan & Breidt, 2007; Zhong & Zhao, 2018).

Molekiiler tan1 yaklasimlarima dayanan baska bir yontem de ters transkripsiyon-
kantitatif PCR'dir. Bu yontemde stabil olarak eksprese edilen hedef bir gen ve 168S, relA, rpoS
gibi genler ve viriilans genleri canlilik belirtegleri olarak kullanilmistir (Coutard, vd., 2007a;
Lothigius vd., 2010; Wideman vd., 2021; Zhang vd., 2015).

VBNC  hiicreleri tespit etmede kullanilan baska bir yontemde biyosensor
kullanilmasidir. VBNC hiicrelerin tespiti i¢in manyetik nanopartikiillerin kullanildig1 faj
temelli bir biyogip gelistirilmistir. Bu yontemde fajlarin yilizey bolgelerine Salmonella'ya 6zgii
antikorlar (anti-Salmonella) eklenmis ve manyetik nanopartikiillerin kullanildig faj bazli bir
biyogip gelistirilmistir (Fernandes vd., 2013). Yapilan baska bir ¢alismada da Poliklonal anti-
S. aureus antikoru altin elektrot tizerine immobilize edilerek bir immunosensor gelistirilmistir.
Gelistirilen bu sensoriin hem stresli hem de resiisitasyona ugramis patojenik S. aureus’lari
tanimada oldukga hassas bir sensor oldugu tespit edilmistir (Bekir vd., 2015).

VBNC hiicrelerin tespitinde kullanilan baska bir yontemde proteomik temelli
yontemlerdir. Bu yontemlerden iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi VBNC durumdaki
hiicrelerin protein miktarindaki farkliliklarin analiz edilmesine dayanmaktadir. Bu analiz
sonrasinda fazla miktarda bulunan proteinler kiitle spektrofotometrisi ile tanimlanabilmekte ve
VBNC durum ile iligkisi analiz edilmektedir (Lai vd., 2009). Proteomik yontem, VBNC
durumdaki E. coli hiicrelerinin dis membranindaki protein degisimini incelemek i¢in kabul
edilmistir ve on ii¢ proteinde artis gozlemlenmistir (Muela vd., 2008). VBNC durumdaki Vibrio
harveyi proteinleri 2D-PAGE ile ayrildiktan sonra MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile analiz
edilmistir (Jia vd., 2013). Bu yontemin gelistirilmesiyle VBNC tespit yontemlerine bir yenisini
daha eklenmistir.

Son yillarda VBNC hiicreleri tespit etmek ve VBNC forma gegis siirecini aydinlatmak
icin mikroarray ve RNA sekans yontemi kullanilmaya baglanmistir. Bu yontemde VBNC
durumdaki hiicrelerin gen ekspresyon profilleri, hangi genlerin ekspresyon seviyesinde artis ya
da azalis oldugu belirlenmekte ve bu sayede molekiiler mekanizmanin ¢6ziimiine yonelik yeni
bilgiler elde edilmeye calisiimaktadir (Asakura vd., 2007a; Daer vd., 2021; Su vd., 2015; Xu
vd., 2018; Ye vd., 2020; Zhong & Zhao, 2019).

VBNC tespitinde kullanilan ydntemlerden bir digeri de LC/MS/MS ve ITRAQ dir. Bu
yontemin temeli hiicrelerden izole edilen proteinlerin tripsin ile pargalanmasi, etiketlenmesi ve
daha sonra elde edilen peptit fraksiyonlarin LC/MS ile analizine dayanmaktadir. Literatiirde E.

coli, Cupriavidus metallidurans ve A. citrulli ile gergeklestirilen ¢alismalarda VBNC
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durumdaki hiicrelerin protein profillerine odaklanilmis ve hangi proteinlerin artip ya da azaldig:
hakkinda derinlemesine bilgiler elde edilmistir. Hatta bu yontemin RNA sekans ve mikroarray
yontemlerinden daha yiiksek ¢oziiniirliik ve hassasiyete sahip olduguna da deginilmektedir
(Calo-Mata vd., 2016; Kan vd., 2020; Zhao vd., 2016).

VBNC hiicrelerin tespitinde kullanilan bir diger yontemde Fourier Doniistimii Kiziltesi
(FTIR) Spektroskopisi yontemidir. FTIR spektroskopisi, mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve
siniflandirilmast i¢in 1991 yilinda tanitilan ve arastirmacilarin yogun ilgi gosterdigi ve
gelistirdigi bir tekniktir. Giiniimiizde bu teknik, mikrobiyal suslarin hizli karakterizasyonunu
ve mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasina olanak saglamaktadir. FTIR
spektroskopisi, bakteriyel izolatlarda parmak izi spektrumlari saglayarak karmasik mikrobiyal
numunelerin hizli ve gilivenilir bir sekilde incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Ek olarak bu
teknik, mikroorganizmalarin biyokimyasal bilesenlerindeki degisiklikleri tespit etme
yetenegine de sahiptir (Erukhimovitch vd., 2005; Schmitt & Flemming, 1998; Wenning &
Scherer, 2013). Bu agidan bakildiginda ATR-FTIR spektroskopisi, VBNC hiicrelerin tespit
edilmesi gibi onemli bir alanda potansiyel bir ¢6ziim sunmaktadir. VBNC hiicrelerin
biyokimyasal 6zellikleri incelenip tespit edilebilmektedir. VBNC duruma indiiklenen hiicreler
tizerinde gergeklestirilen ATR-FTIR analizlerinde, bir¢ok mikroorganizma tiiriinde lipitlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda 6nemli spektral degisiklikler meydana gelmektedir.
Ornegin, E. coli ile gerceklestirilen bir calismada soguk stresine maruz birakilan hiicrelerde
lipit, protein ve fosfodiester spektral bantlarinda kontrol Orneklerine kiyasla azalmanin
meydana geldigi tespit edilmistir (Jia vd., 2020; Lu vd., 2011; Niedzwiedz vd., 2020; Xie vd.,
2021).

2.6. VBNC Durumdaki Bakterilerde Patojenite

VBNC durumdaki bakterilerin patojenitesini korudugu ve bu durumun iki sekilde
meydana geldigi yapilan ¢aligsmalar neticesinde tespit edilmistir. Bunlardan ilki stres sartlar
altindayken sessiz kalmaktir. Hiicreler stres sartlar1 altindayken metabolizmalarini minimize
ederler ve stres sartlar1 ortadan kalktiginda veya ¢esitli etmenlerle ortam kosullar1 uygun hale
geldiginde yeniden canlanabilir ve hastaliklara sebep olabilirler. Bir diger durum ise VBNC
durumdaki bakterilerin viriilans ve toksisiteyle ilgili genlerini sentezlemeye devam etmeleridir.
Yani, stres altindayken dahi toksin veya viriilans faktorlerini {iretebiliyor olmalaridir. Bu
durumda, bakteriler hala patojenik kalabilirler ve hastaliklara neden olabilirler (Dong vd., 2020;
Li vd., 2016; Zhang vd., 2015; Zhao vd., 2017). E. coli (Aurass vd., 2011; Fu vd., 2020), S.
aureus (Magalhaes vd., 2021), Vibrio sp. (Colwell vd., 1996; Oliver & Bockian, 1995), C. jejuni
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(Chaisowwong vd., 2012), Salmonella (Zeng vd., 2013), Shigella (Rahman vd., 1994), M.
tuberculosis (Gengenbacher & Kaufmann, 2012) ve C. sakazakii (Jameelah vd., 2018) gibi
mikroorganizmalarinda aralarinda bulundugu bir¢ok tir VBNC durumda viriilanslarimi
korumaktadir. VBNC durumdaki bakterilerin viriilanslar1 yapilan invivo c¢alismalar ile test
edilmis ve dogrulanmistir (Liu vd., 2010; Oliver & Bockian, 1995; Zeng vd., 2013; Zhu vd.,
2022).

2.7. VBNC Durumdaki Bakterilerin Yeniden Canlanmasi

Rutin kiiltiir ortamlarinda gelisemeyen ancak metabolik olarak aktif olan VBNC
hiicreler, ortam sartlar1 yeniden elverigli oldugunda veya uygulanabilecek bazi fiziksel ve
kimyasal etmenler sayesinde tekrar aktif ve kiiltiirlenebilir bir duruma geri donebilirler. Bu
durum yeniden canlanma (resiisitasyon) olarak bilinmektedir. Fiziksel veya kimyasal birgok
etmen yeniden canlanmaya sebep olmaktadir. Diisiik veya yiiksek sicaklik ile VBNC duruma
indiiklenen hiicrelerde sicakligin optimum seviye de tutulmasi hiicreleri yeniden canlandiran
fiziksel bir uyarimdir (Fu vd., 2020; Mizunoe vd., 2000; Zeng vd., 2013). Sicakligin yaninda
VBNC durumun geriye dondiiriilmesinde besin ilavesi (Bekir vd., 2015; Song & Lee, 2021),
kuraklikta ortam neminin arttirtlmasi (Se vd., 2021) gibi farkli fiziksel etmenlerde rol
oynamaktadir. Bunun yani sira kimyasal uyaranlarda hiicrelerin VBNC durumdan ¢ikisini
tetiklemektedir. Ornegin VBNC hiicre popiilasyonunun bulundugu ortama sodyum piriivat
(Mizunoe vd., 2000), Tween 20 (Jiang, 2014; Zeng vd., 2013), Tween 80 (Wei & Zhao, 2018),
NaCl (Casasola-Rodriguez vd., 2018), glutamin, treonin ve serin gibi amino asitlerin (Pienaar
vd., 2016; Pinto vd., 2011), baz1 vitaminlerin (Hommel vd., 2019; Sun vd., 2008), katalaz ,
DnaK, Rpfs ve YeaZ gibi aktif proteinlerin (Handford vd., 2009; Jiang, 2014; Keep vd., 2006;
Liu vd., 2018; Mizunoe vd., 2000; Panutdaporn vd., 2006; Pinto vd., 2015; Xu vd., 2022; Zeng
vd., 2013), otoindiikleyiciler ve norepinefrinin (Ayrapetyan vd., 2014; Freestone vd., 1999;
Pinto vd., 2011; Sperandio vd., 2003) ilavesi ile kiiltiirlenebilirligin geriye doniisiimii
desteklenmektedir. Ancak kiiltiirlenebilirlik her bir bakteri tiirii i¢in farklilik gostermekte hatta
bazen VBNC durumdaki bir popiilasyonun Kkiiltiirlenebilirligi i¢cin birden fazla fiziksel ve
kimyasal uyaran gerekmektedir.

Sicaklik diisiisii ile VBNC duruma indiiklenen V. parahaemolyticus, V. cholerae ve V.
vulnificus gibi bakterilerde resiisitasyon, sicaklik stresinin giderilmesi ile ger¢eklesmektedir.
Aclik ve diisiik sicaklik kaynakli VBNC’ ye indiiklenen Enterohemorajik E. coli ise katalaz
veya sodyum piruvat gibi H20> indirgeyici bilesiklerle modifiye edilmis ortamlarda yeniden
canlanabilmektedir (Mizunoe vd., 2000). Yiiksek sicaklik ile VBNC duruma giren hiicrelerde
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ise sicakligi maruz kalma siiresi hiicrelerin yeniden canlanmasi iizerinde farkli sonuglar
dogurmaktadir. Kisa vadeli yiiksek sicaklik (50 °C) maruziyeti ile VBNC ye indiiklenen
hiicreler optimum sicaklik degerlerinde yeniden canlanabilirken uzun siire yliksek sicakliga
maruz kalan hiicreler canlanamamaktadir (Fu vd., 2020). Elektrolize oksitleyici su ile
VBNC’ye indiiklenmis E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes hiicrelerinin 37 °C'de sodyum
piruvat ve Tween 20 ile muamele edilmesinin ardindan sadece E. coli O157:H7’nin yeniden
canlandig1 tespit edilmistir (Afari & Hung, 2018).

VBNC durumdaki hiicrelerin yeniden canlanmasinda rol oynayan bir diger faktorde
protein agregasyonudur. Desnues vd. (2003) ¢alismasinda, E. coli'deki protein agregasyonunun
VBNC durumu ile iliskili oldugunu ve bu agregatlarin hiicrelerin yeniden canlanma kapasitesi
tizerinde etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Desnues vd., 2003). Benzer sekilde, Fu vd. (2020)
de, protein agregasyonunun hiicrelerin fizyolojik streslere adaptasyonunda 6énemli bir rol
oynadigini1 belirtmistir. Bu c¢alismalarda, protein agregatlarinin, hiicrelerin stres kosullari
altinda biyolojik fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in kritik bir rol oynadig1 vurgulanmaktadir
(Fu vd., 2020). Pu vd. (2019)’nin ¢aligmasinda ise, VBNC hiicrelerinin yeniden canlanabilmesi
icin DnaK-ClpB aparatinin gerekli oldugu tespit edilmistir. DnaK-ClpB saperon sistemi,
hiicresel proteinlerin diizgiin katlanmasini saglayarak protein agregasyonunu dnler ve mevcut
agregatlari ¢ozerek hiicresel fonksiyonlarin geri kazanilmasina yardime1 olur. Bu bulgu, VBNC
durumdan ¢ikis ve hiicrelerin yeniden kiiltiire edilebilir hale gelmesi siirecinde DnaK-ClpB

sisteminin kritik bir rol oynadigin1 gostermektedir (Pu vd., 2019).
2.8. VBNC Hiicrelerde Enzim Aktivitesi

VBNC durumdaki mikroorganizmalarin bir diger onemli 6zellikleri de metabolik
aktivitelerinin devam etmesidir. VBNC hiicrelerde API ZYM kiti kullanilarak yapilan bazi
calismalarda VBNC hiicrelerin metabolik aktiviteleri analiz edilmistir. E. coli O157:H7 ile
yapilan bir ¢aligmada, yiiksek karbondioksit basinct ile VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde
gerceklestirilen analizler sonucunda, VBNC durumdaki hiicrelerde enzim aktivitesinin
logaritmik fazdaki hiicrelere kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (Zhao vd.,
2013). Vibrio fluvialis ile deniz tortusunda yapilan bir ¢alismada alkalin fosfataz, C4-esteraz ve
C8-esteraz lipaz aktivitelerinde bir azalma gézlemlenirken 16sin arilamidaz, valin arilamidaz,
[B-galaktosidaz ve B-glukozidaz enzim aktiviteleri ise tespit edilememistir. Ancak yine ayni
calismada deniz suyunda inkiibe edilen hiicrelerde ise sadece C8-esteraz lipaz, asit fosfataz ve
naftol-AS-Bl-fosfohidrolazin normal hiicrelerle ayn1 seviyede oldugu tespit edilmistir (Amel
vd., 2008). R. biphenylivorans ile yapilan bir ¢alismada hem VBNC hem de normal hiicrelerde
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a-glukozidaz, B-glukozidaz, asit fosfataz, naftol-ASBI-fosfohidrolaz, valin arilamidaz, 16sin
arilamidaz, esteraz lipaz ve esteraz gibi bazi enzimlerin benzer aktivitelere sahip oldugu
bulunmustur (Su vd., 2015). S. aureus ile yapilan bir ¢alismada da asit fosfataz, alkalin fosfataz
ve naftol-ASBI-fosforhidrolaz enzimlerinin hem logaritmik faz hiicrelerinde hem de VBNC
hiicrelerde benzer aktivite gosterdikleri API ZYM Kkiti ile belirlenmistir (Yan vd., 2021). Benzer
sekilde S. aureus ile yapilan baska bir ¢calismada da alkalin fosfataz, asit fosfataz, esteraz lipaz
C8, esteraz C4 ve naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz ile ilgili enzimlerin her iki hiicrede de
aktivitelerini korudugu bildirilmistir (Liao vd., 2021). Aglik kosullarinda Bacillus sp. ile
yapilan bir calismada normal hiicrelere kiyasla VBNC hiicreler alkalin fosfataz, esteraz (C4),
esteraz lipaz (C8), B-glukosidaz, amilaz, lesitinaz ve kazeinaz enzimlerini aktiflestirmislerdir

(Mahdhi vd., 2012).

2.9. VBNC Durumda Bakterilerde Meydana Gelen Fiziksel ve Molekiiler
Degisiklikler

VBNC durumda mikroorganizmalar ¢evresel sartlara dayanabilmek i¢in bazi degisimler
ortaya koymaktadirlar. VBNC hiicrelerde hiicre duvar yapisi (Signoretto vd., 2000) ve
morfoloji (Takeda, 2011) degisiklik gosterse de gen ekspresyonu (Lleo vd., 2001), protein
sentezi (Rahman vd., 1994), zar bitiinligi (Lloyd & Hayes, 1995) ve solunum aktivitesi hala
devam etmektedir (Li vd., 2014; Oliver, 2005). VBNC duruma giren bakterilerde hiicre
hacminde ve hiicre zarfinda bazi degisikliklerin meydana geldigi elektron mikroskobu
caligmalar ile tespit edilmistir (Li vd., 2016; Signoretto vd., 2000). VBNC durumda ¢omak
sekilli mikroorganizmalarin kok ve benzeri forma (Kumar & Ghosh, 2019), yay sekilli
mikroorganizmalarin ise kiiresel forma gecis yaptigi gozlenmistir (Dong vd., 2020). Meydana
gelen bu morfolojik degisiklikler, sitoplazmik membrandaki yag asidi bilesimi, peptidoglikan
capraz baglari, lipoprotein ve glikan zincirler gibi hiicre duvar1 bilesenlerindeki kapsamli
modifikasyonlarla iligkilidir (Dong vd., 2020; Signoretto vd., 2000). Bu degisiklikler hiicre
duvar1 ve membraninin stabilizasyonunu arttiran ve dolayisi ile hiicrenin stabilitesini de
saglayan ozelliklerdir. Ayrica VBNC durumdaki hiicrelerde peptidoglikan sentezinin de arttig1
yapilan c¢aligmalarda tespit edilmistir. Artan peptidoglikan sentezi ve capraz baglanmalar
nedeni ile VBNC durumdaki hiicrelerin kiiltiire edilebilir hiicrelere gore fiziksel ve kimyasal
etkenlere karsi ¢ok daha yiiksek dirence sahip oldugu diisiiniilmektedir (Borkar vd., 2024; Fu
vd., 2020; Gonzalez-Escalona vd., 2006; Hung vd., 2013; Robben vd., 2018, 2019). Dahasi
VBNC hiicreler ile kiiltiire edilebilir hiicreler arasinda fizyolojik ve molekiiler agidan belirgin

farkliliklar gozlemlenmektedir. Bu farkliliklar, 6zellikle hiicrelerin enerji metabolizmasi,
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metabolik aktiviteleri, RNA ve protein sentezi ile gen ekspresyonu diizeylerinde ortaya
¢ikmaktadir.  VBNC hiicrelerde ATP seviyeleri genellikle diistiktiir, bu da enerji
metabolizmasimin minimal seviyelerde calistigin1 ve hiicrelerin hayatta kalmak igin enerji
tasarrufuna yoneldigini gostermektedir. Benzer sekilde, VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde
metabolik aktivitenin de baskilandig tespit edilmistir. Bu baskilanmanin enerji tiiketimini en
aza indirgemek ve uzun siire hayatta kalmay1 saglamak amaciyla hiicrelerin gelistirdikleri bir
adaptasyon oldugu diistiniilmektedir (Fu vd., 2020; Gonzalez-Escalona vd., 2006; Robben vd.,
2018, 2019). VBNC durumundaki hiicrelerde RNA sentezinin azaldigi ve buna baglh olarak
protein sentezinin de belirgin sekilde azaldig1 gozlenmektedir. RNA ve protein sentezinde
meydana gelen bu azalma yine hiicredeki enerji tasarrufu ile iligkilidir. Ciinkii bu azalma
sonucunda hiicreler translasyonel aktivitelerini azaltarak enerji tasarrufu saglarlar. Bununla
birlikte, VBNC hiicrelerde belirli genlerin ekspresyonu baskilanirken, stres yaniti ile ilgili
genlerin ekspresyonunda artig gézlenebilir. Bu durum, hiicrelerin zorlu ¢evresel kosullara karsi
gelistirdikleri adaptif yanitin bir pargasi olarak degerlendirilmektedir (Fu vd., 2020; Gonzalez-
Escalona vd., 2006; Hung vd., 2013).

2.10. VBNC Durumun Molekiiler Mekanizmasi

Bakterilerin VBNC durumu ile ilgili molekiiler mekanizma hala tam anlami ile
aydmlatilmis degildir. Bugiine kadar bakterilerin VBNC ye girisini tetikleyen stres faktorleri,
VBNC duruma giren bakteri tiirleri ve VBNC durumun goriildiigii ortamlar ile ilgili birgok
calisma yapilmasmna ragmen literatiirde var olan molekiiler mekanizmay1 aydinlatict
calismalarin bu kapsamda yeterli olmadigi goriillmektedir (Dong vd., 2020; Li vd., 2014; Pinto
vd., 2015; Yoon & Lee, 2020). VBNC durumu indiikleyen veya kontrol eden molekiili
belirlemek i¢in yapilan bazi ¢aligmalar neticesinde mekanizmay1 kontrol eden birkag proteinin
VBNC hiicre olusumunda 6nemli rol oynadig: belirtilmistir. Bunlardan bazilart sensor histidin
kinaz EnvZ (Darcan vd., 2003, 2009; Darcan, 2005), alternatif sigma faktor RpoS (Boaretti vd.,
2003; Kusumoto vd., 2012) ve polifosfat kinaz PPK1 (Gangaiah vd., 2009) proteinleridir.

Darcan vd. (2003) E. coli ile deniz suyunda yaptiklari ¢alismalarinda envZ nakavt
suslarin VBNC duruma girmedigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde ¢alismalarinda osmotik
stres, alkali pH ve osmotik koruyucu glisin betain varlig1 gibi farkli stres sartlarinda bu durumun
degismedigini bulmuslardir (Darcan vd., 2003, 2009; Darcan, 2005). Yani stres faktorleri
degisse bile E. coli envZ mutant sus VBNC duruma indiiklenmemistir. Bu durum, sensor kinaz
EnvZ proteininin yoklugunda hiicrelerin ¢evresel stresi algilayamamasi ve dolayisiyla VBNC

mekanizmasinin ¢alistirillamamasiyla iligkilendirilmektedir.
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VBNC durumdaki hiicrelerde EnvZ’nin yani sira dig membran porin proteinlerinde de
onemli degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Porin proteinleri, bakteriyel dis zarin temel
bilesenleridir ve kiiclik molekiillerin hiicre i¢cine ve disina gecisini diizenleyerek hiicrelerin
cevresel streslere kars1 adaptasyon gelistirmelerine olanak saglamaktadirlar. Oksidatif stres,
yiiksek karbondioksit basinci, klor ve diisiik sicakliklar ile VBNC ye indiiklenen hiicrelerde dis
membran proteini TolC, OmpW, OmpF ve OmpA’nin sentezinde ciddi bir artig saptanmistir
(Asakura vd., 2007b, 2008; Lin vd., 2017; Muela vd., 2008; Zhao vd., 2016; Zhong & Zhao,
2019). Ancak dis membran proteinlerinde meydana gelen bu artisin VBNC duruma giris ile
iliskisi ve molekiiler mekanizmasi hakkinda bilgiler hala yetersizdir. Bunun yaninda E. coli ile
gerceklestirilen bazi calismalarda, dis membran proteinlerinin ekspresyonuyla iiretilen bir
sinyalin alternatif sigma faktor E (rpoE) aktivitesini diizenledigi tespit edilmistir. Dig membran
proteinlerinin artan ekspresyonu ile RpoE’nin ekspresyonun arttigi ve azalan ekspresyonuyla
azaldigi belirlenmistir (Mecsas vd., 1993). Bu sebeple belki de dig membran porinlerinin neden
oldugu zarf stres tepkisi RpoE iizerinden VBNC durum olusumuna sebep olmaktadir.

Dis membran proteinlerinin yani sira, farkli stres sartlarinda bircok genin
diizenlenmesinden sorumlu olan alternatif sigma faktorii RpoS’nin de VBNC durumun
olusumunda 6nemli rol oynadig tespit edilmistir. Boaretti vd. (2003) yapay oligotrofik ortamda
+4 °C de rpoS mutant E. coli hiicrelerinin VBNC duruma girmedigini ve stres sartlar altinda
erkenden oldigiini tespit etmislerdir (Boaretti vd., 2003). Klor varliginda VBNC duruma
indiiklenmis E. coli hiicreleri ile yapilan baska bir ¢alismada ise rpoS’nin ekspresyon miktarmin
arttig1 tespit edilmistir (Chen vd., 2018; Lin vd., 2017). Buna karsin farkl: stres sartlarinda E.
coli, S. typhimurium, Salmonella enterica, C. sakazakii ve V. cholera ile gerceklestirilen
caligmalarda rpoS nin ekspresyon seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir (Gonzalez-Escalona vd.,
2006; Jameelah vd., 2018; Kusumoto vd., 2012; Munro vd., 1995; Xu vd., 2018). Dolayisi ile
farkli hiicrelerde ve farkli stres sartlarinda RpoS’nin rolii hususunda degisken sonuglar elde
edilmistir.

VBNC durum ile iliskisi olan bir diger enzimde poli-P'nin sentezinde anahtar rol
oynayan polifosfat kinaz 1 (PPK1)’dir. Bu enzimin, bakterilerin viriilansinda ve stres
cevaplarina aracilik etmede hayatta kalabilmek i¢in temel molekiil oldugu yapilan ¢alismalarda
belirlenmistir (Brown & Kornberg, 2008). Diisiik nemli yapay toprakta E. coli O157:H7 ile
yapilan bir ¢alismada polifosfat kinazin ekspresyonun azaldigi tespit edilmistir (Se vd., 2021).
Gangaiah vd. (2009) ve Kassem vd. (2013) tarafindan gergeklestirilen bagka ¢aligmalarda ppkl
mutantinda, hiicrede enerji kaynagi olarak is goren poli-P miktarinda azalmanin meydana

geldigini ve bunun bir sonucu olarak da C. jejuni hiicrelerinde VBNC olusturma yeteneginin
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azaldigin1 tespit etmislerdir. Bu sonu¢ poli-P'nin, VBNC olusumunu pozitif olarak
diizenleyebilecegini gostermektedir (Gangaiah vd., 2009; Kassem vd., 2013).

EnvZ, RpoS ve PPK1’in yani sira oksidatif stresle iligkili LysR tipi transkripsiyonel
diizenleyici OxyR (Kong vd., 2004; Li vd., 2014), alkil hidroperoksit rediiktaz alt birimi AhpC
(Asakura vd., 2007b; Wang vd., 2013), glutatyon S-transferaz (GST) (Abe vd., 2007) ve
stiperoksit dismutaz SodA (Noor vd., 2009; Zhao vd., 2016)’ nin da VBNC durum ile iliskili
proteinler oldugu yapilan caligmalar neticesinde belirlenmistir. LysR tipi transkripsiyonel
diizenleyici OxyR’nin VBNC durum ile iligkisini belirlemek i¢in, 0XyR gen bdlgesi mutant V.
vulnificus hiicreleri soguga maruz birakilmis ve 0xyR mutant suslarin VBNC duruma
indiiklendigi tespit edilmistir (Kong vd., 2004). E. amylovora'da 37 °C’de aglik ortaminda
VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde oxyR geninin ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir
(Santander vd., 2012). Her iki ¢aligmanin bulgulari, 0XyR geninin varliginin hiicrelerin VBNC
duruma girisini engelledigini ve bu genin ekspresyonunun azalmasinin VBNC durumunu
tetikledigini gostermektedir. Bu durum, OxyR'nin, bakterilerin stres kosullarina yanit olarak
VBNC duruma gegislerini diizenleyen 6nemli bir transkripsiyonel diizenleyici oldugunu ortaya
koymaktadir. Asakura vd. (2007)’nin oksidatif stres altinda E. coli’nin strese duyarli varyanti
MP37 ile yapmis olduklar1 ¢alismada ahpCF ve aceF nin ekspresyon seviyelerinin azalmis
oldugunu tespit etmislerdir (Asakura vd., 2007b). Oksidatif stres altinda ahpCF ve aceF
genlerinin ekspresyonunun azalmasi, hiicresel savunma mekanizmalarinin zayiflamasina ve
VBNC durumunun indiiksiyonuna katki sagliyor olabilir. VBNC durum ile iliskisi oldugu tespit
edilen bir diger protein de GST’dir. Yapay deniz suyunda +4 °C de V. vulnificus ile
gerceklestirilen calismada GST'nin  asir1  ekspresyonunda hiicrelerin  VBNC  duruma
indiiklenmedigi tespit edilmistir (Abe vd., 2007; Li vd., 2014). Asir1 eksprese edilen GST'nin
VBNC duruma gegisi engellemesi, bu proteinin stres yanitlarinda kritik diizenleyici olarak rol
oynadigint gostermektedir. Ayrica oksidatif stres ile iliskili sod geninin de VBNC durum ile
iligkili oldugu tespit edilmistir. Diisiik sicaklikta dogal deniz suyunda VBNC S. aureus
hiicreleri ile yapilan ¢alismada, SOdA mutant hiicrelerin yabani tip hiicrelere kiyasla daha hizli
VBNC duruma girdigi tespit edilmistir. Bu bulgu, sodA mutasyonunun veya inaktivasyonunun
S. aureus'ta VBNC duruma gegisi indiikleyebilecegini gostermektedir (Masmoudi vd., 2010).
VBNC durumunun olusumu iizerinde etkisi oldugu bilinen diger oksidatif stres genleri arasinda
Vibrio vulnificus, Erwinia amylovora ve S. aureus'ta ¢alisilan katA ve katG de bulunmaktadir
(Masmoudi vd., 2010; Oliver, 2010; Santander vd., 2018). V. vulnificus'ta katA/G genlerinin
ekspresyonunun veya inaktivasyonunun VBNC duruma giriste katkida sagladigi ve hiicreler

yeniden canlandirildiginda bu genlerin ekspresyonunun tekrar arttigi tespit edilmistir
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(Oliver, 2010). E. amylovora'da yapilan bir ¢alisma da katA ve katG genlerinin VBNC
durumdaki hiicrelerde azaldigi belirlenmistir (Santander vd., 2012). Aglik ortaminda E.
amylovora ile gergeklestirilen ¢alismalarin devaminda, katA ve katG genleri mutant suslar ve
bu genlerin asir1 eksprese edildigi suslarla deneylere devam edilmistir. Yabani tip ve mutant
suslarda hizli bir VBNC duruma gegis gozlemlenirken, asir1 eksprese edilen suslarda kiiltiire
edilebilir hiicre sayisinda yabani tipe goére dnemli bir artis kaydedilmistir. Bu bulgular, KatA ve
KatG’nin VBNC duruma giris siirecini geciktirdigini gostermektedir (Santander vd., 2018).
Hem KatA hem de KatG, agligin neden oldugu hiicre i¢i oksidatif stresin detoksifikasyonuna
katilarak hiicre kiiltiire edilebilirligini korumaya ve VBNC durum olusumunu geciktirmeye
yardimet olur. Ancak klor/kloraminasyon stresi altinda VBNC E. coli ile yapilan bir ¢alismada
ise, katG geninin VBNC durumda onemli oOlgiide indiiklendigi tespit edilmistir. Bu
sonugta katG'nin VBNC durumunun olusumuna katki sagladigini ima etmektedir (Chen
vd., 2018).

Son yillarda VBNC durumun molekiiler mekanizmasini ¢ozmek igin transkriptomik
analizler ile daha derinlemesine arastirmalar gergeklestirilmektedir. Bu metot var olan tiim
genlerin aym sartlar igerisinde ekspresyon diizeylerinin analizini saglamaktadir. Dolayisi ile
VBNC durumda hangi genlerin aktif veya inaktif oldugu tespit edilebilmektedir. Literatiirde
farkli stres sartlar1 ve farkli mikroorganizma tiirleri ile gergeklestirilmis transkriptomik temelli
caligmalar yer almaktadir. E. coli O157:H7 susu ile diisiik sicakliklarda yapilan deney
sonucunda hiicreler —20°C'de 152 giinde VBNC ye indiiklenmis ve bu hiicreler ile transkriptom
analizi gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde 1735 genin sentezinin
arttig1 ve 563 genin ise azaldigi toplamda 2298 gen tespit edilmistir. oOmpA, rpoA, tuf, secY ve
50S ribosomal protein L15 en fazla sentezlenen 5 gen olarak belirlenmistir. Ayrica KEGG
yolagi analizi sonuglarina gore ribozom sinyal yolaginda, RNA polimeraz alt {initesi rpoA,
rpoB, protein sentezi baslatma faktorii IF-1, IF-2 ve IF-3, protein sentezi uzama faktorii EF-Tu,
EF-Ts ve EF-G, oncii protein translokaz alt birimi SecY ve FtsY reseptorii ve Ffh proteini
artarken protein sentezi salimm faktorii RF-1'i kodlayan rpmE geninin ise azaldigi tespit
edilmistir. Gen ontoloji (GO) fonksiyonel analizleri neticesinde de dcuA, proY, metN, glpT ve
MQtA iyon tastyicilarinin da en fazla indiiklenen genler oldugu sonucuna varilmistir (Zhong &
Zhao, 2019). Yiiksek CO2 basinci altinda VBNC ye indiiklenen E. coli hiicrelerinde RNA
sekans ve iTRAQ yontemi kullanilarak gergeklestirilen galismada 97 genin ve 56 proteinin
VBNC durumunda 6nemli 6l¢iide degistigi ortaya konulmustur. yhaR, ecnB, hdeAB, yodB, ylcB
(cusC) ve fliH dahil toplamda 22 genin sentezinin arttig1 lamB, metN, intC, hyaD, dicC ve fimC

dahil 75 genin ise sentezinin azaldig1 tespit edilmistir. Membran tasinmasi, merkezi
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metabolizma, DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi ile ilgili genlerin ve proteinlerin VBNC
hiicrelerindeki ekspresyonu azalmaktadir. Ek olarak, VBNC hiicrelerinde farkli sekilde ifade
edilen proteinleri tanimlamak icin iTRAQ yontemi ile analizler de gerceklestirilmis ve 1573
protein ile baglantili toplam 7194 benzersiz peptid tanimlanmistir. Bu proteinler arasinda 28
proteinin (MalK, ThrC, GInS, TopA, DamX, GItA, AceE, OmpF ve YaeH) sentezinin arttig1
28 proteinin (OmpA, OcrD, DnaE, RpsAE, CarB ve AcnB) ise azaldigi tespit edilmistir (Zhao
vd., 2016). Klor kullanilarak E. coli ile VBNC’ye indiiklemis hiicrelerde ise 203 genin
sentezinin arttig1 159 genin ise azaldig1 toplamda 362 geninin ekspresyonunun oénemli dlgiide
degistigi bulunmustur. Calismanin devaminda, daha fazla analiz ger¢eklestirmek amaciyla, 5
kat yiiksek seviyelerde eksprese edilen genler incelenmistir. Bu inceleme sonucunda, toksik
protein kodlayict ygeG, ibsD, shoB; stres kaynakli protein kodlayici spy, fadE, narV, yeaG,
ycgB; diizenleyici protein kodlayici ebgC, ygcW, yaiV; tasiyici protein kodlayici glcA, mtlA ve
disa atim sistemi kodlayici cusC, cusF ve garP dahil olmak iizere 16 genin sentezinin arttig1
tespit edilmistir. Ayrica, kiiltiirlenebilir hiicrelere kiyasla farkli sekilde eksprese edilen VBNC
genlerinin FPKM (Fragments Per Kilobase Million) hiyerarsik kiime analizi sonucunda, ABC
tasiyicilar, biyotin, curli, biyofilm, nitrat rediiktaz ve digerleri dahil olmak iizere alt1
fonksiyonel grup ile iligkili genlerin yiiksek oranda eksprese edildigi bulunmustur. Buna ek
olarak, hidrojenaz | alt birimi hyaABCDEF, i¢ membran proteini yjiG, soguk sok proteini
CSpAB, sitokrom bd-II ubikinol oksidazin alt birimi appC ve MgtC ailesinin ATP'ye bagimli
oldugu varsayilan tasiyicisi yhiD ise 4 kat azalan genler arasinda yer almaktadir (Ye vd., 2020).
V. cholerae ile yapilan bir ¢alismada Rodrigez vd. (2018), yapay deniz suyunda +4 °C’de 60
giinde hiicreleri VBNC duruma indiiklemislerdir. Daha sonra ayni ¢aligma ortamina c-di-GMP
ilave edildiginde hiicrelerin VBNC ye giris siirelerinin azaldigini saptamislar. Her iki ortamdaki
VBNC hiicreler ile transkriptomik analiz gerceklestirilmistir. Yapay deniz suyunda
lizin/kadaverin antiporter, 50S ribosomal protein L29, serin proteaz, aminoimidazol ribozid
kinaz ve DNA primazinda i¢inde oldugu 17 genin sentezinin arttig1 tespit edilmistir. c-di- GMP
ilave edilmis yapay deniz suyunda ise MinD- benzeri protein, ClpB proteini, Flagellar bazal
protein FliL’nin de i¢erisinde bulundugu 22 genin sentezinin arttig1 tespit edilmistir (Casasola-
Rodriguez vd., 2018). Yine V. cholerae ile yapay deniz suyunda diisiik sicakliklar da VBNC
duruma indiiklenen hiicreler ile yapilan baska bir RNA sekans analizi neticesinde 985 genin
sentezinin arttig1, 435 genin ise sentezinin azaldigi toplamda 1420 genin ekspresyon seviyesinin
degistigi tespit edilmistir. Biyofilm olusumu (rbmA ve bapl), kitin kullanimi1 (ve0769, vca0027
ve vcl073) ve stres genlerinin (groEL, groES, dnaK) ekspresyon seviyesi artarken, hiicre

boliinmesi (ftsZ), morfoloji (mreBCD) ve ribizomal aktiviteden sorumlu genlerinin ekspresyon
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seviyesi azalmistir (Xu vd., 2018). Baska bir ¢alismada ise VBNC duruma indiiklenen V.
cholerae hiicreleri ile mikroarray analizi sonucunda tasima ve baglama proteinleri, DNA
metabolizmasi, hiicre zarf proteinleri, enerji metabolizmasi, amino asit biyosentezi, yag asidi
ve fosfolipid metabolizmasi, islevi bilinmeyen ve korunmus proteinler gibi hiicresel siireclerden
sorumlu bir¢ok genin ekspresyonunda artis ve azalis saptanmistir. vctC, mglA, mshM, flaC, fliG,
polB, shcB, pilQ, gltD-2 ve thiF gibi toplam da 100 gen, VBNC durumunda bes kattan fazla
indiiklenmisken potC, flgD, relA, IpcA, atpB, rpmE ve gltB-2 gibi bir¢ok gende baskilanmistir
(Asakura vd., 2007a). Gorilldigi tizere VBNC durumun molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik bircok calisma yapilmis olmasina ragmen net bir sonu¢ elde
edilememistir. Calismalarda farkli kogullarda VBNC duruma giren hiicrelerde farkli genler 6n
plana c¢ikarilmis, bu nedenle ortak tespit edilen gegerli bir mekanizma belirlenememistir.
Ancak, genel olarak VBNC duruma indiiklenmis hiicrelerde elektron transferi, hiicre zarf
proteinleri, hiicre boliinme proteinleri, DNA replikasyonu, RNA degradasyonu ve stres cevabi
gibi 6nemli hiicresel siireclerin rol oynayabilecegi belirtilmistir (Asakura vd., 2007a; Ye vd.,
2020; Zhao vd., 2016; Zhong & Zhao, 2019). Bu sebeple, ¢alismamizda 6zellikle zarf stresi,
hiicre boliinmesi ve stres cevabi ile iligkili baz1 genlere odaklanmay1 tercih ettik. Ayrica,
literatlirde gerceklestirilen ¢aligmalarin genellikle farkli stres kosullarinda karsilastirmali olarak
yapilmamis olmasi nedeniyle, molekiiler mekanizmay1 aydinlatacak ortak bir mekanizma
ortaya konulamamistir. Bu nedenle, ¢alismamizda {i¢ farkli stres sarti kullanilarak, bu

kosullarda VBNC durumda ortak bir yolak belirlenmesi hedeflenmistir.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, A
S T

Sooov
LY
L

\

At )

Fi b
o gl 1y
1
1
1

L}
/ Protein Agregasyonu 1

Oksidatif Stres Genleri;

’\.v
A 4

PpGpp

1

o Toxin-Antitoxin (TA) /
1

[ -

$

[
|

1 ! HipA RelE
‘
i ChpAK
L ] :
RN HipB . ;
! \ N
By AL Sy :
i 1 l‘ \C]?) 1
PN U ]
[} ) r 1
9 5\ ‘\\ “\,_‘ ____________________________________________________________________ S| _I1_ur1]a_u_m‘u/,’ 'a' ’,' 1
N & M __- %

N e L e ol I _____ -

Sekil 2.1. E. coli'"de VBNC Durum Olusumunda Rol Oynayan Bazi Proteinler
(Kaynak: izgordii vd., 2022).
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2.11. E. coli’ de Hiicre Boliinme Mekanizmasi

Biiylime ve boliinme yetenegi, tiim yasam formlarinin temel 6zelliklerindendir. Hiicre
boliinmesi, yeni hiicrelerin olusumunu ve genetik materyalin aktarilmasini saglayarak

organizmada neslin devamliligin1 saglamaktadir.

Bakteriyel sitokinez, yeni hiicre zarf malzemesinin sentezi, membranin daralmasi ve
boliinmesinin yani sira peptidoglikan katmaninin yeniden sekillenmesini ve ayrilmasini igeren
cok karmasik ve bir¢ok proteinin kontroliinde gerceklesen bir siiregtir. Bu siire¢ hiicrede genetik
materyalinin iki katina ¢ikmasi yani replikasyon islemi ile baslamaktadir. Replikasyonun
ardindan hiicre boliinmesinin baglangici i¢in sitoplazmik zardan olusan ve sitoplazmik bdliinme
halkas1 ad1 verilen bir yap1 olusmaya baslamaktadir. Bu yapi hiicrenin FtsZ halkasidir ve bu
halka kiigiik ist iiste binen filamentlerden olusmaktadir. Bu filamentlerin polimerize olmasi ile
FtsZ halkas1 olusmaya baslar. FtsZ ¢cogu bakteride hiicre boliinmesi i¢in gerekli ve merkezi bir
proteindir. FtsZ halkasinin olusmasi ile hiicre bdliinmeye tesvik edilir ve boliinmeye birgok
protein eslik etmektedir. Oncelikli olarak Min sistemi devreye girmektedir. MinC, MinD ve
MinE olmak {lizere ii¢ proteinden olusan Min sistemi, FtsZ’nin hiicrenin tam ortasina
yerlesmesine yardimei olmak i¢in birbirleri ile etkilesime girmektedirler. ATP ile aktive olmus
MinD hiicre kutuplarinda sitoplazmik zara baglanir MinD kiimeleri olusturur. Daha sonra bu
kiimeler MinC’yi de kendine baglar ve sitoplamik membranda MinCD kompleksi olusturur.
MinCD kompleksi hiicre bdliinmesini inhibe etme gorevine sahiptir. Bu sebeple daha FtsZ
halkas1 orta noktayr bulmadan hiicre bdliinme inhibisyonunun gergeklesmemesi i¢cin MinE
proteini devreye girmekte ve MinCD kiimesini hiicre kutuplarinda smirli tutarak bloke
etmektedir. Polimerlesen ve hiicrenin orta noktasina yerlesen FtsZ halkas1 FtsA, ZipA ve Zap
(ZapA, ZapB, ZapC, ZapD ve ZapE) proteinleri tarafindan stabilize edilir ve membrana
baglanir (Galli & Gerdes, 2010; Hale & De Boer, 1997, 1999; Leger vd., 2015; Pichoft &
Lutkenhaus, 2002; Schumacher vd., 2016; Wang vd., 1997). FtsZ halkasinin olgunlagmis tam
bir septal halka olmas1 ve membrana baglanmasindan sonra FtsA tarafindan divisomun diger
bilesenleri olan FtsB, FtsE, FtsI/PBP3, FtsK, FtsL, FtsN, FtsQ, FtsW ve FtsX proteinleri
devreye girer. ATP baglayici bir kompleks olan FtsEX, FtsA ile etkilesime girer ve boliinmede
gorevli diger proteinlerin toplanmasini saglar. FtsA ile etkilesime giren bir diger protein
kompleksi ise FtsK tarafindan toplanan FtsBLQ’dir. Bu protein kompleksi FtsW ve
FtsI/PBP3’iin sisteme alimas1 saglayarak septal peptidoglikan sentezinin katalize edilmesini
ve diizenlenmesini saglar. Daha sonra hiicre i¢i FtsN miktarinin artmaya baglamasi ile

boliinmeye izin verilir ve kromozumun iki kopyasi birbirinden uzaklasarak her bir kromozom
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kendi kardes hiicresine dogru geger. Daha sonra hiicre daraldik¢a FtsZ halkasinin depolimerize
olmasiyla ana hiicre iki yavru hiicreye boliiniir ve burada FtsZ sitoplazmada monomer olarak
kalmaktadir (Den Blaauwen & Luirink, 2019; Du vd., 2016; Kretschmer vd., 2019; Leger vd.,
2015; Pichoff & Lutkenhaus, 2002; Wang vd., 2020). Ancak, karmasik ve diizenli bir siire¢ olan
hiicre boliinmesi her zaman bu diizen igerisinde devam etmez. Stres kosullart altinda bazi
bakteriler hayatta kalmak i¢in bdliinme ve enerji gerektiren diger siiregleri durdururlar. Bir
boliinememe durumu olan VBNC durumdaki hiicrelerde, hiicre boliinmesi ile ilgili genlerin
ekspresyonunun azaldig1 yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir. Ornegin, E. coli ile yapilan bir
caligmada, ferrat ve monokloramin dezenfeksiyonu altinda hiicre boliinmesi icin gerekli olan
ftsQ geninin ekspresyonunun azaldigi saptanmistir (Daer vd., 2021). E. coli ile aglik ortaminda
yapilan bir baska ¢alismada, hiicre boliinmesi ve niikleotid biyosentezi ile iligkili 320 genin
ekspresyonunun baskilandigi tespit edilmistir (Rozen vd., 2002). Bu durum yalnizca E. coli ile
sinirli degildir, baska mikroorganizmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. VBNC
durumdaki V. cholerae ve V. vulnificus hiicrelerinde fisZ, fisA, ftsQ ve ftsH genlerinin
transkripsiyon seviyelerinin azaldigi belirlenmistir (Xu vd., 2018; Rao vd., 2014). VBNC
Proteus mirabilis ile yapilan Real-Time PCR analizlerinde, ftsZ geninin ekspresyonunun
azaldig1 saptanmistir (Wasfi vd., 2020). Ayrica bakir stresi ile VBNC duruma indiiklenen C.
michiganensis ile yapilan bir bagka calismada da boliinme ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir (Bai vd., 2022). Bu bulgular, VBNC durumuna gecen
hiicrelerde hiicre bdliinmesi ile ilgili genlerin ekspresyonunun azalma egiliminde oldugunu ve

bu durumun hiicresel stres yanitlarinin bir parcasi olabilecegini géstermektedir.

Sekil 2.2. E. coli'de Boliinme Mekanizmasinin Sematik Genel Goriintimii
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2.12. Hiicre Boliinme Protein Kompleksi ZapABCDE

Bakteriyal hiicre boliinmesi sirasinda bir¢ok protein gorev almaktadir. Bu proteinler
hiicre boliinmesinde gorev alan Z halkasinin diizenlenmesi ve stabilitesi ile iligkili FtsA, ZipA
ve Zap (ZapA, ZapB, ZapC, ZapD ve ZapE) proteinleridir. Zap proteinlerinin her biri her ne
kadar boliinme i¢in vazgecilebilir olsa da ZapA, ZapB veya ZapC icermeyen hiicreler de
daginik Z halkasi olusturur ve iki veya daha fazla Zap proteininden mahrum olan hiicrelerde
orta dereceli filamentasyon gézlenmektedir (Levin & Janakiraman, 2021). ZapA-D proteinleri
sitokinezin erken doneminde devreye girer ve FtsZ protofilamentlerinin demetlenmesini
artirarak Z halkasini dogrudan veya dolayli olarak stabilize edilmesinde rol oynarlar (Durand-
Heredia vd., 2012; Galli & Gerdes, 2010; Hale vd., 2011) . ZapA FtsZ ile dogrudan iletisim
kuran ve divizoma ilk alinan proteindir ve FtsZ protofilamentlerini ¢apraz baglayarak Z
halkasinin baglanmasini ve stabilitesini saglamaktadir. Ayrica ZapA, MinCD kompleksin agir1
tiretimini engelleyerek hiicre boliinme yerinin dogru bir sekilde belirlenmesini saglar. ZapB,
ZapA ile etkilesime girerek FtsZ ile baglanti saglar ve FtsZ'nin demetlenmesinde rol alan
ZapA'nin aktivitesini artirir (Galli & Gerdes, 2010, 2012). Bu etkilesim, hiicre boliinmesinin
diizenlenmesinde ve FtsZ halkasiin stabilizasyonunda kritik bir rol oynamaktadir. Galli ve
Gerdes'in  ¢aligmalari, ZapB'nin, ZapA'min fonksiyonel aktivitesini artirarak FtsZ
filamentlerinin diizglin bir sekilde organize edilmesini sagladigini ortaya koymustur. Ayrica
ZapB’nin MatP ile etkileserek kromozom ayrilmasinda da rol oynadig1 bilinmektedir. ZapB,
kromozomlarin Ter bdlgesine baglanan MatP proteinine dogrudan baglanir. MatP, ZapB ve
ZapA birbirleriyle siral1 bir sekilde etkilesime girer ve kromozomlarin Ter bolgesini Z halkasina
sabitleyen bir MatP-ZapB-ZapA yapis1 olusturur (Espéli vd., 2012; Ménnik Jaana vd., 2016).
ZapB, Z halkasim stabilize etmek ve bu yapi i¢indeki kromozom ile Z halkas1 arasindaki
kromozom ayrimini koordine etmek icin bir baglayici gorevi goriir. ZapC kiigiik sitoplazmik
monomerik bir proteindir ve kendisinin diizenlenmesi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Ancak, ZapC’nin hiicre i¢i seviyelerinin diisiik oldugu diistiniilmektedir. Yapilan bir calismada
ZapCnin hiicre de asir1 ekspresyonun kararli FtsZ halkasina ve hiicre filamentasyonuna yol
actig1 tespit edilmistir. Ayrica bu proteinin in vivo olarak hem ClpXP hem de ClpAP'nin bir
substrat1 oldugu tespit edilmistir (Buczek vd., 2016; Durand-Heredia vd., 2012; Hale vd., 2011).
ZapC ve ZapD FtsZ ile dogrudan etkilesime girmekte ve FtsZ protofilamentlerinin
demetlenmesini desteklemektedir (Durand-Heredia vd., 2012; Hale vd., 2011). ZapE ise bir
Walker ATPazdir ve bilinmeyen bir mekanizma ile ATP varliginda FtsZ polimerlerinin

stabilitesini azaltir. ~ ZapE'in hiicre boliinmesi siirecinin son asamalarinda Z halkasina
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alindigin1 ve Z halkasiin daralmasiyla iligkili oldugu tespit edilmistir. ZapE'nin asir1
ekspresyonu veya baskilanmasinin bakteriyal filamentasyona sebep oldugu tespit edilmistir

(Marteyn vd., 2014) .

Hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde gorevli bu proteinlerin ekspresyonundaki
degisiklikler, bakterilerin stres kosullarina nasil adapte olduklar1 konusunda 6nemli ipuglari
sunmaktadir. Ozellikle, gevresel stres faktdrlerinin etkisiyle meydana gelen VBNC durumdaki
bakterilerde bu proteinlerin ve iligkili genlerin ekspresyonundaki degisikliklerin anlasilmasi
VBNC durumun molekiiller mekanizmasina oOnemli katkilar saglayacaktir. E. coli ile
gerceklestirilen bir calismada monokloramin dezenfektanina maruz birakilarak VBNC duruma
indiiklenen hiicrelerde zapA geninin ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (Daer vd., 2021).
Ayrica, aclik ortaminda farkli stres sartlarina maruz birakilarak VBNC duruma indiiklenen
hastane izolat1 P. mirabilis susulari ile yapilan bir bagka ¢aligsmada ise zapA4 genin ekspresyon
seviyesinin suslar ve uygulanan stres faktorlerine bagli olarak farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Calisilan tiim stres sartlarinda zapA4 geninin ekspresyonu 3 numarali izolatta
azalirken, 6 numaral izolatta ise artmistir. 7 numarali izolatta ise stres sartlarina gore zapA
geninin ekspresyonunda artis, azalig veya degisiklik olmadigi belirlenmistir (Wasfi vd., 2020).
Bu sonuglar, bakterilerde ¢evresel stres faktorlerine yanitta zapA geninin 6énemli bir role sahip

oldugunu ve zap genlerinin daha fazla arastirilmasi gerektigini gdstermektedir.

Sekil 2.3. Zap Proteininin FtsZ Proteini ile Etkilesimi
(Kaynak: Szklarczyk vd., 2023)

2.13. Hiicre Boliinme Proteini YmgF

YmgF, E. coli’de hiicre boliinmesiyle iliskili C ve N terminal olmak {iizere iki
transmembran alanina sahip, 72 aminoasitten olusan bir i¢ membran proteinidir. Proteinin N-

terminal kisminin dimerizasyon ve hiicre boliinmesi proteinleriyle etkilesimi i¢in gerekli
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olabilecegi one siirlilmiistiir. YmgF nin, hiicre boliinme proteinleri Ftsl, FtsN, FtsQ, FtsZ ve
FtsA ile etkilesime girerek hiicre boliinmesi sirasinda septuma lokalize oldugu tespit edilmistir.
DNA replikasyonunun yaklasik ortasinda veya hemen sonrasinda, FtsZ polimerizasyonunun
normal olarak basladig1 noktaya cok yakin bir yerde YmgF ekspresyonunun maksimum
seviyeye ulagtigi tahmin edilmektedir. Ancak diisiik ozmolariteli ortamda asir1 eksprese
olarak ftsQ mutantinin kismen de olsa biiylime kusurlarini giderebildigi tespit edilmistir
(Karimova vd., 2005, 2009).

Dahas1 YmgF nin DNA replikasyonunda gorev alan ve OriC nin saginda ve solunda yer
alan mioC ve gdiA genlerinin diizenlenmesinden de sorumlu oldugu tespit edilmistir. YmgF t-
RNA modifikasyonundan sorumlu gdiA’nin ekspresyonunu baskilarken replikasyon sirasinda
hatalarin diizeltilmesi ve modifikasyonlardan sorumlu mioC nin ekspresyonunu arttirmaktadir.
Yapilan bir ¢alisma da gdiA ve mioC genlerinin promotoér bolgelerinde yapilan bir mutasyonla
genlerin ekspresyonu baskilanmis ve mutant hiicrelerde hiicre boliinmesinin engellendigi tespit
edilmistir (Bates vd., 1997; Lies vd., 2015).

YmgF proteini, E. coli'de hem hiicre boliinmesi hem de DNA replikasyonunun
diizenlemesinde onemli bir role sahiptir. Bu sebeple bir bdliinememe durumu olan VBNC

duruma gegiste de bu proteinin bir rolii olabilecegi diistiniilmektedir.

ftsQ

ftsL

blir

Sekil 2.4. YmgF Proteininin Fts Proteinleri ile Etkilesimi
Kaynak: (Szklarczyk vd., 2023)
2.14. Béliinme ile iliskili Qin Profaji DicAC ve DicBF lokuslar:
Mikroorganizmalar zorlu sartlar1 atlatabilmek ve hayatta kalabilmek {iizere gesitli
mekanizmalar gelistirmislerdir. E. coli’nin olumsuz kosullar altinda hayatta kalmasina 6nemli

katkilar saglayan bir bagka mekanizma da profajlar tarafindan kodlanan genlerdir (Briissow vd.,

2004; Wang vd., 2010). E. coli de 9 adet kriptik profaj bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi
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olan Kim (Qin) faji, DicAC ve DicBF lokuslarindan olusmaktadir. DicA, DicB ve DicC
boliinme ile iligkili olan proteinleri kodlarken, DicF antisens bir SRNA kodlamaktadir (Bouché
& Bouché, 1989; Cam vd., 1988; Faubladiert & Bouche, 1994; Yang vd., 2016) . DicAC lokusu,
DicBF operonunun hemen yukarisinda bulunmaktadir ve DicBF operonunun promotorii DicA
tarafindan baskilanmaktadir. Ayrica DicA DicC yi de baskilamaktadir. dicC geninin
fonksiyonu ile ilgili caligmalar nispeten daha nadirdir. Yapilan ¢alismalarda DicC proteininin,
DicA proteininin fonksiyonunu tamamlayabildigi dolayisiyla dicB geninin ekspresyonunu
inhibe edebildigi tespit edilmistir (Béjar vd., 1986).

DicB, FtsZ polimerizasyonunun negatif diizenleyicisi olan MinC ile etkilesime girer.
DicB-MinC kompleksi, septal halka bileseni ZipA ile etkilesime girerek septumda FtsZ'nin
depolimerizasyonuna yani inhibisyonuna neden olur, bu da hiicrelerin filamentasyonuna yol
acar. DicF ise 53-niikleotidlik kiiciik bir RNAdir ve ftsZ mRNA'sinin translasyonunu bir
antisens mekanizmasiyla engellemektedir (Altuvia vd., 2018; Ragunathan vd., 2023; Yang vd.,
2016). Dahasi DicF'nin piruvat kinaz, ksiloz diizenleyici ve mannoz tasiyict mRNA'larin
translasyonunu inhibe ederek konakg¢i hiicre metabolizmasini da dogrudan etkiledigi
bilinmektedir (Azam & Vanderpool, 2018; Balasubramanian vd., 2016). Ayrica yapilan
calismalarda E. coli'de bulunan Kim profajinin VBNC durumuyla iligkili olabilecegi de tespit
edilmistir. Yiiksek karbondioksit basinci ile VBNC duruma indiiklenen E. coli ile yapilan
caligmalarda DicC proteinini kodlayan 72046 geninin ekspresyonunun azaldigi bulunmustur.
Ayrica g¢alismanin devaminda dicC mutanti, DicA asir1 ekspresyon susu ve DicC asirt
ekspresyon suslariyla deneylere devam edilmis ve yapilan analizler sonucunda VBNC hiicre
sayisinin dicC mutant1 ve DicA asir1 ekspresyon susunda arttigi, DicC asir1 ekspresyon susunda
ise azaldig1 gozlenmistir. Benzer sonuglar asit ve H20; stresleri altinda da elde edilmistir. Bu
sonuglar DicC'nin VBNC hiicre olusumunda negatif bir diizenleyici olabilecegini

gostermektedir (Pan vd., 2019; Zhao vd., 2016).

[\
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Sekil 2.5. DicBF Operonunun DicA Tarafindan Diizenlenmesi. dicAC lokusu, dicBF
Operonunun Yukarisinda Bulunur ve DicBF Operonunun Promotdrii DicBp, DicA Tarafindan
Baskilanmaktadir.
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Sekil 2.6. Boliinme ile Iliskili Qin Profaji dicBF Lokusu Calisma Modeli

2.15. Cahsmanin Amaci

Literatiirde belirtilen bulgular 1s18inda, farkli cevresel stres faktorlerinin VBNC durumun
olusum mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda bir¢ok
genin ekspresyon seviyesinde artis veya azalis gozlenmesine ragmen, VBNC' nin molekiiler
mekanizmasinda spesifik bir yolak ortaya konulamamustir. Farkli stres kosullarinda ayni1 anda
karsilastirmali caligmalar yapilmadigindan dolayi, VBNC duruma giren hiicrelerde farkl: genler
On plana ¢ikarilmis ve dolayistyla ortak bir mekanizma belirlenememistir. Ayrica, literatiirde
VBNC hiicrelerle yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda kontrol olarak strese ugratilmamis logaritmik
faz hiicreleri kullanildigi i¢in, sonuglarin kontrol grubu hiicrelerine kiyasla VBNC hiicrelerde
bliyiik farkliliklar gostermesi muhtemeldir. Bu baglamda ¢alismamizin amaci, sicaklik, metal
ve antibiyotik stres kosullar altinda hiicrelerin VBNC duruma indiiklenmesi ve bu durumdaki
hiicrelerde ii¢ stres sartinda ortaya ¢ikabilecek ortak fiziksel veya molekiiler degisikliklerin
belirlenmesidir. Aynm1 zamanda bu ¢alisma, ATR-FTIR spektroskopisini kemometrik
yaklagimlar ve temel bilesen analizi (PCA) ile birlestirerek, sicaklik, metal ve antibiyotik gibi
farkli stres kosullar1 altinda VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde meydana gelen
biyomolekiiler degisiklikleri belirlemeyi amaglamaktadir. Calismada spesifik olarak
bakterilerdeki VBNC duruma gegcisle iligkili spektrokimyasal biyobelirteglerin incelenmesine
odaklanilmistir.

Ayrica, VBNC duruma indiiklenen hiicrelerle yapilan tiim analizlerde sonuclarin
giivenilirligini saglamak amaciyla hem logaritmik faz hiicreleri hem de stres kosullar ile aym
stire boyunca aglik ortaminda inkiibe edilen hiicreler kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bu
yaklagimla, {i¢ farkli stres sart1 altinda VBNC duruma gegen hiicrelerde meydana gelen
biyomolekiiler degisikliklerin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi ve bu degisikliklerin

belirlenmesi hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. Materyal
3.2. Kullamlan E. coli Suslari

Bu ¢alismada, E. coli W3110 susu kullanildi. Bu sus, -80 °C'de (Thermo Scientific) %40
gliserol (Merck) igeren LB broth besiyerinde saklandi. Calisma devaminda yapilan
rekombinant suslarda ayni sekilde %40 gliserol (Merck) igeren LB broth besiyerinde -80°C'de

saklandi.
3.3. Besiyerleri ve Kimyasallar
3.3.1. LB Agar Besiyeri

Bu besiyeri ¢alismada kullanilan E. coli W3110 susunun stok olarak buzdolabinda
saklanmasinda kullanildi. Besiyeri hazirlanirken 10 g pepton from casein (Merck), 5 g yeast
extract (Merck), 10 g NaCl (Merck) ve 15 g agar agar (Merck) 1 litre distile suda eritildi ve 121
°C’de 15 dakika otoklavlanarak (Hirayama) steril edildi. Daha sonra besiyeri steril kabin
igerisinde petrilere dokiildii ve agar katilasana kadar agzi agik bir sekilde steril kabin igerisinde

bekletildi.
3.3.2. LB Broth Besiyeri

LB broth besiyeri yasam deneyleri ve MIK deneyleri 6ncesinde bakterilerin
tretilmesinde kullanildi. 10 g pepton from casein (Merck), 5 g yeast extract (Merck) ve 10 g
NaCl (Merck) tartilarak 1 litre distile suda eritildi. Daha sonra erlen ve tiiplere dagitilarak 121
°C’de 15 dakika otoklavlanarak (Hirayama) steril edildi.

3.3.3. Nutrient Agar besiyeri

Besiyeri yasam deneylerinde koloni saymmi i¢in kullanildi. 20 g Nutrient agar (Merck)
1 L distile suda eritilerek 121 °C’ de 15 dakika otoklavda (Hirayama) steril edildi.

3.3.4. SOB Medium

Transformasyon deneyinde kullanildi. 4 g bacto tryptone (BD), 1 g yeast extract
(Merck), 0,4 ml 5SM NaCl (Merck), 0,25 ml 2M KCI (Merck) 200 ml distile suda eritildi ve pH
metre ile (Metler toledo) pH 7’ ye ayarlandi. Daha sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklav ile steril
edildi.
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3.3.5. SOC Medium

Transformasyon sirasinda hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in kullanildi. Bir 6rnek i¢in 1,96 ml
steril SOB medium icerisine daha &nceden hazirlanmus ve steril edilmis 20 pl 2M Mg*? (Merck)
ve 14,4 pl %50°1ik glukoz (Merck) ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi.

3.3.6. 1XPBS

Yasam deneyleri sirasinda orneklerin yikanmasi ve %% seri diliisyonlarin yapilmasinda
kullanildi. Bunun i¢in 1 adet PBS tableti (Sigma) 200 ml distile su igerisinde ¢ozdiriildi ve 121
°C’ de 15 dakika otoklav ile steril edildi.

3.3.7. Yapay Deniz Suyu

Yasam deneylerinin gerceklestirilmesi i¢in yapay deniz suyu hazirlandi. Caligmada
kullanilacak yapay deniz suyu Rigsbee vd. (1996) gore litre basina 24,723 g NaCl (Merck),
4,668 g MgCl> (Merck), 6,298 ¢ MgSO4 (Merck), 1,36 g CaCl, (Merck), 0,67 g KCI (Merck)
ve 0.18 g NaHCOs3 (Merck) icerecek sekilde hazirlandi. Daha sonra 100 ml lik erlenlerde 50 ml
olacak sekilde dagitild1 ve otoklav (15 dakika, 121 °C) ile steril edildi (Rigsbee vd., 1997).

3.3.8. IPTG (izopropil p-D-1-tiogalaktopiranosid)

Asir1 eksprese edilmesi gereken rekombinant suslarin indiiklenmesi i¢in 0,1 M IPTG
(Sigma) stok soliisyonu hazirlanildi. 0, 238 g IPTG ile 9,9 ml saf su ¢ozdiiriildi ve 0,22 uM
siringa filtre yardimu ile steril edildi. Ependorflara 1'er ml olacak sekilde aktarildi ve aliminyum

folyo ile sarilarak -20 °C’ de saklandi.
3.3.9. 2M Mg

Transformasyon deneylerinde kullanilmak iizere 2 M Mg*? hazirlandi. Bunun igin 6,16
g MgSO4 (Merck) ve 5,08 g MgCl2 (Merck) dan tartilarak ayr1 ayri 25 ml saf suda ¢ozdiiriildii
ve daha sonra her iki soliisyondan esit hacimde karistirilarak 2 M Mg*2 hazirlandi. Hazirlanan
soliisyon 121 °C’de 15 dakika otoklav ile steril edilerek kullanildi.

3.4. Eritromisin Antibiyotigi MiK Degerinin Belirlenmesi

Eritromisin, bakterilerde ribozomun 50S alt {nitesine baglanarak etki eden
bakteriyostatik bir antibiyotiktir (Usary & Champney, 2001). Calismada kullanilacak
eritromisin antibiyotiginin MIK degerinin belirlenmesi igin iki farkl1 yol izlenmistir. Ilk yolda
besi ortaminda antibiyotigin MIK degeri belirlendi. Bunun igin 5 ml LB broth (Merck)
besiyerine E. coli ekilerek 37 °C'de 1 gece 160 rpm’de ¢alkalamali olarak inkiibe edildi ve 6n
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kiiltiir hazirland1. Inkiibasyon sonrasinda bakteri yogunlugu ODsoo’de 0,1 absorbans olacak
sekilde ayarland1 ve daha sonra 60 ml steril LB broth (Merck) igerisinde 400 pl bakteri olacak
sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Buradan 96 kuyucuklu mikroplakanin ilk kuyucuklarina
170 veya 180 ul, diger kuyucuklara 100 pul olacak sekilde kiiltiirler eklendi ve daha sonra 170
ve 180 pl bakteri kiiltiirii igeren ilk kuyucuklara 5 mg/ml eritromisin (fisher) antibiyotiginden
30 ve 20 pl eklenerek total hacim 200 pl ye tamamlandi. Daha sonra 1. kuyucuktan 12.
kuyucuga kadar % seri sulandirma yapildi ve mikro plakalar, 37 °C' de 1 gece inkiibe edilerek
ertesi giin MIK degerleri belirlendi (CLSI, 2018). Ikinci yéntemde ise logaritmik faza kadar
biiyiiyen hiicrelerden 1 ml alinarak iki kez 1X PBS ile yikandi ve 50 ml yapay deniz suyunda
¢cozdiiriildii. Elde edilen bu hiicre siispansiyonundan, 96 kuyucuklu mikroplakanin ilk
kuyucuklarma 170 veya 180 pl, diger kuyucuklara 100 pl olacak sekilde kiiltiirler dagitilda.
Daha sonra 170 ve 180 pl bakteri kiiltiiri iceren ilk kuyucuklara 30 ve 20 pl ayr1 ayn
antibiyotikten eklenerek total hacim 200 pl ye tamamlandi ve 1. kuyucuktan 12. kuyucuga
kadar %5 seri sulandirma islemi gergeklestirildi. Ardindan mikroplakalar, 37 °C' de 1 gece
inkiibe edildi ve inkiibasyonun ardindan 1. kuyucuktan baslayarak 12. kuyucuga kadar LB agar
bulunan ortama 5 pl ekim yapildi. Daha sonra petriler 37 °C' de 1 gece inkiibe edildi ve
inkiibasyon sonrasinda iiremenin oldugu kuyucuktan bir 6nceki kuyu (liremenin olmadigi)
calismada kullanilacak antibiyotik dozu olarak belirlendi. Deneyler en az 3 tekrarli olacak
sekilde gergeklestirildi.

Yapilan iki deney sonucunda da antibiyotigin MIK degeri benzer gikmistir.

LB besiyerinde Eritromisin antibiyotiginin MSK degeri; 195,31ug/ml
Yapay deniz suyunda Eritromisin antibiyotiginin MSK degeri; 1875 ug/ml
LB agarda 10* plak sayimi=24
Kat farki=9,33
Yapay deniz suyunda 10* plak sayimi=224

Kat farkina gore MIK degeri= 195,31%9,33=1822,89

3.5. Yasam Deneyleri
3.5.1. Farkh Stres Sartlarinda Hiicrelerin VBNC Duruma Indiiklenmesi

Calismanin baglangicinda, hiicreler -80 °C'den ¢ikarilarak tek koloni olusturacak sekilde
LB agar plakalara ekim yapild1 ve bu plakalar 37 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Petri

plakalarinda biiyiiyen hiicrelerden secilen tek bir koloni, LB broth sivi besiyerine transfer edildi
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ve ayni kosullar altinda 160 rpm calkalama hizinda logaritmik faza (ODsoo = 1) ulasana kadar
inkiibe edildi. Bu asamada elde edilen hiicreler, yapay deniz suyunda yapilan yasam
deneylerinde kullanildi (Darcan vd., 2009; Jia vd., 2020; Na vd., 2006; Rigsbee vd., 1997; Xia
vd., 2017).

Sicaklik stresi varliginda yasam deneylerini gerceklestirmek icin logaritmik faza kadar
biyiitiilen hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikandiktan sonra final konsantrasyonu 107 olacak sekilde

50 ml yapay deniz suyuna ilave edildi ve erlenler 42°C’de inkiibasyona birakildi.

Antibiyotik stresi varliginda yasam deneyleri gergeklestirmek icin eritromisin
antibiyotiginden 50 ml yapay deniz suyu igerisine 937,5 ug/ml MIK degerinin yaris1 olacak
sekilde ilave edildi. Antibiyotik ilavesinin ardindan sicaklik stresinde de oldugu gibi 1X PBS
ile yikanip besiyerinden uzaklastirilan hiicreler final konsantrasyonu 107 olacak sekilde 50 ml

yapay deniz suyuna ilave edildi ve erlenler 25 °C’de inkiibasyona birakildu.

Calismada metal stresi olarak bakir siilfat (CuSOs) kullanildi. Bunun i¢in 50 ml yapay
deniz suyu igerisine final konsantrasyonu 20 uM olacak sekilde CuSOs ilave edildi ve sicaklik
stresinde de oldugu gibi 1X PBS ile yikanip besiyerinden uzaklastirilan hiicrelerden final
konsantrasyonu 10 olacak sekilde 50 ml yapay deniz suyuna ilave edildi ve erlenler 25 °C’de

inkiibasyona birakild1.

Daha sonra her ti¢ stres sart1 altindaki bu erlenlerden 6rnekler alinarak hiicrelerin VBNC
duruma gegcisleri gzlemlendi. Alinan 6rnekler ile koloni olusturabilen bakterilerin sayimi (plak
saymmi ile) ve membran biitiinliigiine sahip bakterilerin sayimi (Live/Dead BacLight kiti)

gergeklestirildi.
3.5.2. VBNC hiicrelerde Plak Sayim ve Floresan Mikroskop Deneyleri

Farkli stres sartlar1 altinda gercgeklestirilen yasam deneylerinden belirli zaman
araliklarinda 100 pl 6rnek almarak 1X PBS’de 1:10 seri diliisyon gercgeklestirilmis ve nutrient
agar igeren petrilere drigalski spatiilii ile ekim yapildi. Daha sonra petriler 37 °C’de
inkiibasyona birakildi ve 24 saat sonunda hiicre sayilar1 mililitre basina say1 (CFU/mL) olarak
hesaplandi. Ayrica petriler 48 saat daha oda sicakliginda bekletilerek tekrar sayimlari yapildi
ve daha Once yapilan sayimlarda bir degisiklik olup olmadigi kontrol edildi (Guo vd., 2019; Jia
vd., 2020; Masmoudi vd., 2010; Xie vd., 2021).

Plak sayimi i¢in drnek alinirken ayn1 zamanda Live/Dead BacLight (Invitrogen) kiti ile
6lii canli hiicre saymmi gergeklestirildi (Park & Kim, 2018; Song & Lee, 2021; Zhang vd., 2023;

Zhao vd., 2013; Zhou vd., 2022). Numunelerdeki toplam hiicre sayilar1 ve canli hiicre sayilari
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Live/Dead BacLight bakteriyel canlilik kiti ile boyanarak belirlendi. Bu kit, hiicre zari
biitiinliigiinti degerlendirmek i¢cin SYTO 9 ve propodyum iyodiir (PI) olmak {izere iki niikleik
asit boyasinin bir karistmini igermektedir. SYTO 9 (yesil floresan verir) bakteri hiicrelerinin
hem saglam hem de hasarli olan plazma zarindan gegebilirken, PI (kirmizi floresan verir)
yalnizca hasarli plazma zarina sahip hiicrelere niifuz edebilir ve niikleik asit baglanma bolgeleri
icin SYTO 9 ile rekabet edebilir. Bu nedenle, hiicre zarlar1 saglam olan (canli oldugu
diisiiniilen) hiicreler yesil floresan gosterirken, zarlari hasarli olan (6lii oldugu diisiiniilen)
hiicreler kirmiz1 floresan gostermektedir. Deney Oncesinde kitin protokoliine gore boyalar
hazirland1 ve daha sonra iki boya 1:1 oraninda karistirilarak kullanima hazir hale getirildi.
Sayim1 yapilacak olan yapay deniz suyu Orneklerinden tiiplere 1’er ml alinarak i{izerine 3 pl
Live-Dead karisimindan ilave edildi. Karisim 15 dakika karanlikta oda sicakliginda
bekletildikten sonra hiicreler floresans mikroskopta (Olympus-BX53) goriintiilendi. En az 20
farkli alanin sayim1 yapildi ve bu alanlarin ortalamasi alinarak mikroskop alanindan ml’deki

bakteri sayisina ulasildi.
3.6. Elektron Mikroskobisi
3.6.1. Taramah Elektron Mikroskobisi (SEM)

VBNC duruma gectigi plak sayim sonuclar1 ve Live Dead kiti ile dogrulanan hiicreler
0.2 um por ¢apli 47 mm genisligindeki polikarbonat filtre ile vakum filtrasyon sistemi
kullanilarak toplandi. Filtreler yardimi ile toplanan kontrol ve VBNC hiicreler 1 X PBS ile
yikandiktan sonra 18 saat boyunca +4 °C’de %3 glutaraldehit i¢inde fiksasyon islemine tabi
tutuldu. Daha sonra ornekler 8000 g de 10 dakika +4°C santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
hiicreler %10, %30, %50, %70, %90 ve %100 olmak lzere bir dizi etil alkol serisinden
gecirilerek dehidre edildi. Hiicreler alkol serileri arasinda 10’ ar dakika inkiibasyona tabi
tutuldu. Dehidrasyon igslemi sonrasinda hiicreler iletken karbon bantlar tizerine damlatilarak oda
sicakliginda kurumaya birakildi ve kuruyan orneklere Eskisehir Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesinde 40 mA de 50 saniye altin-paladyum kaplama yapilarak taramali elektron
mikroskobunda incelendi (Coutard vd., 2007b; Wei & Zhao, 2018; Zhao vd., 2013).

3.6.2. Gecirimli Elektron Mikroskobisi (TEM)

VBNC duruma gectigi plak sayim sonuclar1 ve Live Dead kiti ile dogrulanan hiicreler
0.2 um por ¢apli 47 mm genisligindeki polikarbonat filtre ile vakum filtrasyon sistemi
kullanilarak toplandi. Filtreler yardimi ile toplanan kontrol ve VBNC hiicreler 1 X PBS ile

yikandiktan sonra 18 saat boyunca +4 °C’de glutaraldehit i¢inde fiksasyon islemine tabi tutuldu.
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Daha sonra hiicreler %50, %70, %90, %96 ve %100 etil alkol ile alkol serisinde dehidrasyon
islemi uygulandi. Dehidrasyonu yapilan hiicreler propilen oksit ile seffaflagtirilip resine
alistirildi. Daha sonra resin ile bloklanip, 60°C’de etiivde 48 saat siiresince polimerizasyonu
yapildi. Traslanmaya hazir hale gelen bloklardan 80-100 nm’lik ince kesitler halinde 6rnekler
elde edildi. Daha sonra bu 6rnekler gegirimli elektron mikroskobunda incelendi (Coutard vd.,

2007b; Zhao vd., 2013)
3.7. RNA izolasyonu

VBNC duruma gegtigi plak sayim sonuglar1 ve Live Dead kiti ile dogrulanan hiicreler
0.2 um por ¢apli 47 mm genisligindeki polikarbonat filtre ile vakum filtrasyon sistemi
kullanilarak toplandi. Toplanan VBNC hiicreler 1X PBS ile bir kez yikandiktan sonra pelet
tizerine 1000 pl Trizol (Riboex) ve 200 ul kloroform (Merck) eklenerek ornekler oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi ve daha sonra 12000 g’'de 15 dakika +4 °C
santrifiij (Beckman Coulter) yapildi. Santrifiij sonrasinda {istte kalan ve RNA’lar1 i¢eren kisim
pipet ile temiz bir ependorfa aktarildi. Ust faz iizerine 500 ul izopropanol eklenerek, 1 dakika
alt iist edildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda 12000
g’de 10 dakika +4 °C santrifiij yapildi. Santrifiijiin ardindan st siv1 atilarak RNA peleti %75
lik EtOH (Merck) ile 2 kez yikandi ve 12000 g’de 5 dakika +4 °C santrifiij edildi. Daha sonra
alkol kokusu ucana kadar tiipler kurumaya birakildi ve son olarak RNA’lar 50 ul RNase free
suda ¢ozdiiriiliirdii. Elde edilen RNA’larin Nanodrop (BioSpec-nano- Shimadzu) ile miktar

tayini yapild1 ve RNA varlig: tespit edildi.
3.8. RNA Saflagtirma

RNA oOrneklerinde potansiyel DNA kalintilarin1 temizlemek ve kaliteyi artirmak
amaciyla DNase I (Thermo Scientific) enzimi kullanilarak islem uygulandi. DNase islemi i¢in
1 pg RNA iizerine 10X reaksiyon tamponundan (MgCl: igeren) 1 pL, RNase-free DNase I den
1 puL (1 U) eklendi ve son hacim 10 pL ye niikleaz free dH2O ile tamamlandi. Ardindan 37 °C
30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 50 mM EDTA dan 1 L ilave edilip
65 °C 30 dakika inkiibasyona birakildi. DNasel islemi sonrasinda RNA o6rneklerinin tekrar

Nanodrop (BioSpec-nano- Shimadzu) ile miktar1 belirlendi.
3.9. Primer Tasarim

Calismada kullanilacak olan boliinme ve hiicre zarfi stresinden sorumlu genlere ait dizi
bilgileri, E. coli genom veritabani olan PEC'den elde edildi (Yamazaki vd., 2008). Bu bilgilere

dayanarak, %45-50 GC oranina ve 18-20 niikleotit uzunluguna sahip primerler tasarlandi.
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Tasarlanan primerler dimerizasyon, heterodimerizasyon ve hairpin olusumu gibi faktorler
acisindan degerlendirilmesi i¢in bir oligo analiz araci kullanilarak kontrol edildi (Owczarzy vd.,
2008). Primer tasarimi sonrasinda, tasarlanan primer ¢iftlerinin etkinligi ve spesifikligi insiliko
PCR simiilasyon yazilimiyla kontrol edildi (Bikandi vd., 2004). Tasarlanan primerler Tablo
3.1’de verildi.

Rekombinant hiicrelerin elde edilmesi amaciyla, pLATES1 vektoriine 6zgii primerler de
tasarlandi. Rekombinant hale getirilecek genin basglangi¢ ve bitis kismindan 22 ser niikleotit
olacak sekilde forward ve reverse primeri belirlendi. Daha sonra belirlenen bu dizilere
aLICator LIC Cloning and Expression Kit 2 (Thermo Scientific) i¢inde bulunan pLATES1
vektoriine uyumlu bir sekilde ligasyon yapabilmek icin 18 niikleotit uzunlugunda standart
niikleotit dizileri eklendi. Boylelikle vektore spesifik yapiskan uc olusturabilmesi saglandi.

Tasarlanan tiim primerler Tablo 3.1’de sunuldu.
3.10. Primerlerin Sulandirilmasi

Primerlerin sulandiriimast icin 1X TE (Tris-EDTA) tamponu kullanildi. Oncelikli olarak
ana stok hazirlamak icin {reticinin talimatlarina gore sentezlenen primerlerin final
konsantrasyonu 100 puM olacak sekilde TE tamponu ile sulandirildi. Daha sonra, final
konsantarsyonu 10 uM olacak sekilde alikotlar hazirlandi. Bunun igin ana stoklardan 10 pl
primer alinip tizerine 90 pl TE (Multicell) ilave edildi. Hazirlanan primer ana stoklar1 ve

alikotlar, -20 °C dondurucuda saklandi.

Tablo 3.1. Real Time PCR da Kullanilan Primer Dizileri

Gen Bant
Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (5°-3’)

Ad1 Biiyiikliigii
cedA | CGTTTCGTGATGTCTGGATG GGCAGATTCAGGCACAGTAA 101
cpxA | AAACCATCAAAGCCAACCAG | CTGGTTGGCTTTGATGGTTT 164
cpxP | GCCTCCTGTTAATGTTAGCG GGACTTTTGCCATCTCAACC 140
cpxR | ATGATGCCGAAGAAAAATGG | CATTAAACGGTTTCGGGAGA 154
dam ACGGCGTATCACACAAACA GGAGATCAGCACTGGAATAT 99
damX | TTCTCTGCCACCGATCTCTT TTGACCGCCACATTGTTCAG 147
dedD | GTGATTGTACTTCCAGGGCT GTGGTGCTTCAACCTTTGGT 310
dicB | TGTCACTATCAGTAACCCAGT | GTAAACGAGCCAGCATTGA 107
dicC | CAAGCAGCAGGTATTCGTTTG | TTGGGATCATACTGAAGCTC 116
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Tablo 3.1. Tablonun Devami

dnaA TACTACCGTTCCGTAGATGC TTTCATCAGGATCGCCACAC 252
envC | ACCTACAAACCGACCGAAAG | AGCGTAATTCACCCTGTAGC 139
envZ | GGTAAAGGGATTATTCCGCC CTCATCATCTCAGTCGCCAG 191
ftsA TGTGATCCCGCAAGAGTATG | GTCAACTTTCAGCCCACAAC 163
ftsB ATTCGCTGTGGTTCGGTAAG CCTGGTCATGCTGAGTTCAT 188
SftsE TGTCAGCAAGGCTTATCTCG | TCAGCTTCAGGAGGGTACTT 125
ftsL ATTGCCTGGTGTTATCGGTG AGCGGTCAGTAAACGGGTAT 127
ftsN AAATCTGCCTGCGGTTTCTC AGCGTCTCGGACTCTTCTTT 114
ftsP GCTTGCTGCCAACTGAAATC | CGTCAACCCAAACGGTATCT 267
ftsQ GGTTTCTTCTCGCCGCAATA CTGACGCTCACCTGCTTAAT 294
ftsX | CACGCAGATTAACGGCATTG | ACTCAGACGCACACTGTTAC 157
ftsZ | AAAACAGCGGTTGGACAGAC | AGGCTTAGTGACGACAGCAA 252
mreB | GATTGAAGAACCGATGGCTG | CGCACAGAAGAGGAGTAAAC 144
mukB | CTGATTACCACTCGCTGATG GTCATACGGTTTTCACGCAG 220
ompC | CTACATGCGTCTTGGCTTCA AATTTCAGACCTGCGAATGC 144
ompF | GACATGACCTATGCCCGTCT TATTTAAGACCCGCGAATGC 161
ompR | CATCGGGTTGCTCTGACTAC CCTGCTGACTCGTGAATCTT 106
pal ACGCCGTTAAGATGTACCTG TTTGGAGTATGCCGCTTCGT 116
recA ACGTTATCGTCGTTGACTCC TTACCACCGGTAGTGGTTTC 223
rpoE | CAGAAGGGAGATCAGAAAGC | TACAGCAATCCGATACAGCC 195
rpoS | ATACGCAACCTGGTGGATTC GGCTTATCCAGTTGCTCTGC 183
seqgdA | CGGATGAATACGCAGAGCAA | CGGCTTGGTCTGATTACCAT 179
slt CGTGCGTCAGGTAAACAAGA | CAGTGAAATGATTGCCGAGG 144
spy TCAAAGACCTGAACCTGACC | GAAGGTATCGCTGGCAATGA 134
sulA GTTCTTCGTCGTTCTCATCC CTGACCGAGTTGCTGTAACA 152
tol4 | AAAGGGAACAATGCTTCGCC | TTGGTGGTTTCGGGATCTTC 271
tolQ GGACCCGTATTCTTAACGCA TTCCCCTGGCTCTCTTGATA 103
tolR | AAGTGTCCAGCCGTTTCAAG CGATTTCACACCCGCACTAT 122
uidA CTCTATGAACTGTGCGTCAC | TCAGCGTAAGGGTAATGCGA 260
cpoB TCCGATATTGATTCCCTGCG TCTGAAATGCCACCATTGCG 301
vebC | CGAAAGCACCTATCCGACAT | GCGTGGCAGACTGTTATTGA 127
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Tablo 3.1. Tablonun Devami

yvedR CTGGCTTTGTGGGCTTTCTA GGCAATGCTGCCTAACAATG 201
yfthA | AGTTTCCTCACCAAGCCTGT | TCCAGCAAACGCAGCATCAG 140
yfhK GAGTCTGGTAATGGTACTGC CCACTGAACGAGACGCTATT 120
ymgF | CCTCCTGGTCATCCTTATTG ATTGCTGATCCCTGTGGTTG 146
vifB GTCGGATTTCTGCTTCCATC TTCTGTCGGCGGTTGTGATT 99
zapA | AAGGGATGCGTTGAATCAGG | CGGCAATGAAGACCAACTGT 104
zapB | GGAAGCAAAAGTACAGCAGG | TCAGATGGTTGTTCTCACGC 149
zapC | ACTCCAGATGCCTTTTCTCC AGTATCGCTCAACCAAACGC 243
zapD TCGTTTGATTGCTCTGGTGC GCTGGTTTGTTTACGGAAGG 214
zapE | ATGCTACTTGGCGGTCTGAT GATAATCAACACCAGCGTCC 181
zipA ACCAGTACCAACCGCCTTAT | GAAGCAGTTCACCGTTTAGC 369
zraR CAGTTCGGTATGGTCGGTAA TTATCGGCTCCAGTAAACGC 257
zraS GTCATTCTTCTGGTATCGCC GAGGAAAGTGGGTTACGGAT 135
Tablo 3.2. Ligasyonda Kullanilan Primer Dizileri
Gen
Forward Primer (5’-3°) Reverse Primer (5°-3’)
Ad1
iR GGTGATGATGATGACAAGATGAA | GGAGATGGGAAGTCATTATTGTGC
ic
AACGTTATTACCAAACG ACATCCTTTTGGCATC
i GGTGATGATGATGACAAGATGCTT | GGAGATGGGAAGTCATTAGGAGTG
ic
AAAACTGACGCTCTTT ATTTTCATTGTTCAAC
- GGTGATGATGATGACAAGATGAAC | GGAGATGGGAAGTCATTATTGCTG
m
yme AATAGTAATAATCTGG ATCCCTGTGGTTGACG
c GGTGATGATGATGACAAGATGCGA | GGAGATGGGAAGTCATTAGACTGC
za
P ATTAAACCAGACGATA CTGTTCGAGGCTGAAG
Lic- TAATACGACTCACTATAGGG GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
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3.11. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) (cDNA

Sentezi)

Saflagtirma isleminden sonrasinda daha kaliteli hale getirilen RNA’lardan hesap
yapilarak yaklasik ayn1 miktarda RNA o6rneklerinden Applied Biosystems™ High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kiti kullanilarak ters transkripsiyon (RT-PCR) ile cDNA’lar elde
edildi. cDNA sentezi Tablo 3.3’de yer alan bilesenler ve Tablo 3.4°de yar alan dongii kosullarina
gore gergeklestirildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri, kullanilana kadar -20 °C derin dondurucuda
muhafaza edildi. Bu ¢cDNA oOrnekleri, ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)

deneylerinde kalip olarak kullanildi.

Tablo 3.3. RT-PCR Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Miktar Bilesen Miktar

10X RT Buffer 2ul

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primer 2ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1l

Nuclease-free H.O 4,2 ul

RNA (100 ng/ul) 10 ul

Total hacim 20pl

Tablo 3.4. RT-PCR Dongii Kosullari

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Zaman 25°C 37 °C 85 °C 4°C
Sicakhik 10 dakika 120 dakika 5 dakika o

3.12. Real Time PCR (qPCR)

cDNA sentezi gergeklestirilen drnekler ile AriaMx (Agilent) Real Time PCR cihazinda
Real Time PCR (qPCR) yapildi. qPCR yapilirken housekeeping gen olan Beta-glukuronidaz
(uidA) (Barbau-Piednoir vd., 2018) referans gen olarak kullanildi. gPCR reaksiyonu i¢in RealQ

Plus 2x Master Mix (Ampliqon) kullanilarak iireticinin protokoliine uygun bir sekilde
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reaksiyonlar kuruldu. Gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan reaktifler ve
reaksiyon sartlart Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da sunuldu. Her bir 6rnek bagimsiz 3 tekrar seklinde
gerceklestirildi. Gen ekspresyonundaki farkliliklar 2244Ct yontemine gére hesaplandi. Elde

edilen Real Time PCR sonuglar1 Pfaftl yontemi kullanilarak analiz edildi (Pfaffl, 2001).

Tablo 3.5. qPCR Bilesenleri

Bilesenler Miktar
RealQ Plus 2X Master Mix 7,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Nuclease-free H2O 55ul
cDNA 1,0 ul
Toplam 15 pl

Tablo 3.6. qPCR Dongii Kosullar

Dongii Sicakhik Zaman
1 95 °C 15 dakika
95 °C 30 saniye
40
60 °C 1 dakika
95 °C 30 saniye
1 65 °C 30 saniye
95 °C 30 saniye

3.13. E. coli Rekombinant Hiicrelerinin Eldesi

3.13.1. Koloni PCR

Real Time PCR ig¢in tasarlanan primerlerin kontrolii, rekombinant hale getirilecek gen
bolgesinin ¢ogaltilmas1 ve transformasyon deneyleri sonrasinda elde edilen rekombinant
hiicrelerin dogrulanmasinda koloni PCR yontemi kullanildi. Transformasyon sonrasinda
secilen koloniler ve yabani tip E. coli W3110 20 pl distile su igerisine siispanse edilerek PCR
icin kalip hazirlandi. Daha sonra asagida Tablo 3.7°de verilen reaksiyon bilesenleri ve Tablo

3.8’ da verilen dongii kosullarina gore koloni PCR islemi gerceklestirildi.
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Tablo 3.7. Koloni PCR Bilesenleri

Bilesenler Miktar
MasterMix (Affymetrix) 12,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Nuclease-free H2O 10,5 pl
Bakteri siispansiyonu 1l
Toplam 25 pl

Tablo 3.8. Koloni PCR Doéngii Kosullari

Dongii Sicakhik Zaman
1 95 °C 5 dakika
95 °C 15 saniye
35 58 °C 1 dakika
68 °C 2 dakika
1 68 °C 10 dakika
1 4°C o0

3.13.2. Agaroz Jel Elektroforezi

%1°1ik agaroz hazirlamak igin 1 g agaroz (sigma) ve 100 ml 1x TBE (Thermo Scientific)
kullanildi. Mikrodalga’da isitilarak agarozun tamamen ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 10
mg/ml EtBr stogundan 3 ul EtBr (Biomatik) eklendi. Elektroforez cihazinin tankina hazirlanan
agaroz jeli dokiildi. Donduktan sonra 5 pl PCR iirtinii 1 pl loading dye (Thermo Scientific) ile
karigtirllarak ornekler jele yiiklendi ve 120 voltta 45 dk yiiriitiildi. Yiritme isleminden sonra
jel goriintiileme sistemi (Syngene, G:Box) ile goriintiileme yapildi.

3.13.3. Ligasyon

Koloni PCR ile ¢ogaltilan gen bdlgelerinin pLATES1 vektoriine ligasyon islemi
gerceklestirildi. Alicator pPLATES1 (Thermo Scientific) vektoriine ligasyon basamagi su sekilde
yapildy; 2 pl 5X LIC tamponu, 1 pl PCR iirlinii, T4 DNA polimeraz (1 u/pul) 1 pl ve saf su 6 pl

eklenerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon karigimi tizerine 0.5

M EDTA’dan 0.6 pl eklendi. Son olarak aym reaksiyon karisimi {izerine 1 pl de pLATESI
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vektorli eklenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona devam edilerek ligasyon islemi
gerceklestirildi. Bu islem sonunda dicB, dicC, ymgF ve zapC gen bolgeleri 6x histidin iceren

plazmid igerisine yerlestirildi.
3.13.4. Transformasyon

2 ml LB broth igerisine E. coli W3110 susunun ekimi yapildi ve 37 °C’ de bir gece
calkalamali inkiibasyona birakilarak transformasyon icin 6n kiiltlir hazirlandi. Ertesi giin steril
9.9 ml SOB besiyeri iizerine steril 100 ul 2 M Mg*? ve hazirlanan 6n kiiltiirden 50 pl eklenerek
0.Ds0o degeri 0,3’ e gelene kadar 37 °C’ de calkalamali inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan aseptik kosullarda hiicreler steril 6 adet santrifiij tiipiine aktarilarak 5 dakika buzda
sogutuldu. Ardindan 12000 rpm’de 5 dakika +4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatantlar
uzaklastirilarak pelet lizerine 1 ml 0,1 M soguk CaCl: eklenerek 6 ayr1 santrifiij tiipiindeki
peletler 2 ayr1 santrifiij tiipiine toplandi ve siispanse edilerek 10 dakika buzda bekletildi. Tekrar
12000 rpm’de 5 dakika +4 °C’ de santrifiije tabi tutuldu. Siipernatant yeniden uzaklastirilarak
tiip basina 0,1 M soguk 200 ul CaClz eklendi. Daha sonra yeniden pelet siispanse haline getirildi
ve 30 dakika buzda bekletildi.

1,5 ml 2 adet steril santrifijj tiiptinde bulunan 200 pl kompetan hiicre tizerine 10-100 ng
olacak sekilde 2 farkli konsantrasyonda rekombinant hale getirilecek geni iceren plazmidler
eklendi ve 30 dakikadan fazla buzda inkiibe edildi. Daha sonra hiicre siispansiyonlar1 cam
tiiplere aktarilarak 42 °C’ de 2 dakika 1s1 soku uygulandi ve sonrasinda 2 dakika buzda
bekletilerek hiicreler soklandi. Ardindan hiicreler tizerine 800 ul SOC besiyeri eklenerek 37 °C’
de 60 dakika galkalamali inkiibasyona birakildi. Rekombinant hiicrelerinin 500 ul’si 1,5 ml’ lik
ependorflara alind1 ve 5000 rpm’de 2 dakika +4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak
pelet tizerine 100 pul SOC medium eklendi ve yeniden siispanse edilerek ampisilin antibiyotigi
iceren LB agar iizerine yayildi ve 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda petri de koloni olusturan hiicreler secilerek yine ampisilin antibiyotigi i¢eren LB
agar besiyerine master plate ekim yapildi ve burada iireyen hiicreler ile koloni PCR yapildi.
Koloni PCR da Tablo 3.2°de yer alan ve kitin i¢erisinden ¢ikan plazmide 6zgii primerler ile gen

spesifik forward ve reverse ligasyon primeri kullanilarak ikili dogrulama islemi yapildi.
3.14. Biiyiime Deneyleri

Boliinme ile iliskili olan genlerin rekombinant hiicreleri ile biiytime deneyleri
gerceklestirildi. Bunun i¢in her bir sustan 5 ml LB broth besiyerine tek koloni ekim yapildi ve
37 °C’de 18 saat calkalamali (160 rpm) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
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baslangi¢ bakteri yogunlugunu esitlemek i¢in ODegoo degeri 0,1 absorbans olacak sekilde
ayarlandi. Daha sonra buradan bakteri baslangic degerleri esit olacak sekilde bakteri
stispansiyonu 15 ml LB broth igerisinde ilave edildi ve 37 °C, 160 rpm'de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresince bakterilerden her 2 saatte bir ornek alinarak 8 saat boyunca
spektrofotometrede ODegoo degerleri olgiildii ve biiyime grafikleri olusturuldu (Kaygusuz &
Darcan, 2021). Deneyler en az 3 bagimsiz tekrar ile gergeklestirildi.

3.15. dicB, dicC, ymgF ve zapC Genlerinin Ekspresyon Seviyelerinin Analizi

Yabani tip E. coli W3110, E. coli W3110 bos vektor, rekombinant suslar dicB, dicC,
ymgF ve zapC genlerinin ekspresyonu Real Time PCR ile dogrulandi. Dogrulama islemi igin
oncelikle her bir sustan 6n kiiltiir elde etmek i¢in 5 ml LB broth besiyerine tek koloni ekim
yapildi ve 37 °C’de 18 saat calkalamali (160 rpm) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan hiicre yogunluklar1 0,1 absorbansa ayarlandi ve buradan 15 ml LB broth iceren
erlenlere esit hacimde ekim yapildi ve erlenler 37 °C’de 160 rpm de inkiibasyona birakildu.
ODeoo degeri ~0,1-0,2 OD ye geldiginde final konsantrasyonu 1mM IPTG olacak sekilde
erlenlere IPTG ilave edildi ve inkiibasyona devam edildi. ODsoo degeri ~0,5-0,6 oldugunda her
bir erlenden 2 ml 6rnek alindi. Daha sonra alinan Ornekler 1XPBS ile yikandiktan sonra
yukarida anlatilan RNA izolasyon yontemine gore izolasyon yapildi. Ardindan elde edilen
RNA’lar ile cDNA sentezi gerceklestirildi ve Tablo 3.1 de yer alan uidA, dicB, dicC, ymgF ve
zapC primerleri ile Real Time PCR gergeklestirildi.

3.16. E. coli DicB, DicC, YmgF ve ZapC Rekombinant Suslarda VBNC Durumun

Belirlenmesi

Yabani tip E. coli W3110, bos vektdr ve rekombinant suslarla yasam deneylerini
gerceklestirmek i¢in logaritmik faza kadar biiyiitiilen hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra
final konsantrasyonu 107 olacak sekilde 50 ml yapay deniz suyu bulunan erlenlere ilave edildi.
Erlenler sicaklik, metal ve antibiyotik stresi sartlarina uygun olarak yukarida anlatildigi gibi
hazirland1 ve inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu erlenlerden plak ve Live/Dead sayimlari

yapild.
3.17. Lipit Peroksidasyonu

Yapilan deneyler sonrasinda VBNC duruma gegtigi plak sayim sonuclart ve Live/Dead
BacLight kiti ile dogrulanan hiicreler 0.2 pm por ¢apli 47 mm genisligindeki polikarbonat filtre
ile vakum filtrasyon sistemi kullanilarak toplandi. Filtreler ile toplanan hem VBNC hiicreler

hem de kontrol hiicreleri 1X PBS ile 1 kez yikandiktan sonra 300 pl PBS de tekrar ¢ozdiiriildi
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ve lizerine 300 pl %20 TCA ilave edilerek -20 °C de 20 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiim safsizliklar santrifiijleme yoluyla uzaklastirildi. Santrifiij
sonrasinda 250 pl siipernatant temiz bir tiipe aktarildi ve iizerine 600 pl %0,67 TBA ilave
edilerek 30 dakika 100 °C de 1sitildi. Bu islemin ardindan ornekler 15 dakika buz lizerinde
sogutulduktan sonra spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda okumalar

gergeklestirildi. Kalibrasyon katsayis1 € = 1.56 x 10° M ' cm ™.

3.18. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Ug farkl1 stres kosulu altinda VBNC durumuna indiiklenen bakteriyel hiicreler, 0,2 um
gbzenek boyutuna sahip 47 mm genisliginde bir polikarbonat filtre ile bir vakumlu filtreleme
yontemi kullanilarak toplandi. Daha sonra bu hiicreler dH20 ile filtre lizerinden toplanarak
yikandi ve 12000 g’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ardindan silipernatant uzaklastirilarak pelet
1 ml dH20 ile tekrar yikand1 ve 12000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Bunu takiben hiicre peleti
100 pl dH20 igerisinde siispanse edildi ve 1 ul, ATR-FTIR Spektrometresinin (Perkin-Elmer,
ABD) Elmas/ZnSe kristal plakasi tizerine damlatildi ve 2 dakika boyunca hafif bir nitrojen akisi
altinda kurutuldu. Daha sonra oda sicakliginda 4000 ila 650 cm™! spektral aralikta, 4 cm™!

¢oziiniirliikte ve 32 taramayla tarandi (Kilicaslan vd., 2023).

Kantitatif spektral veri analizi OPUS 5.5 (Bruker) yazilimi kullanilarak yapildi. Her
numunenin spektrumu, CO> bantlar1 hari¢ 64 taban ¢izgisi noktasiyla Rubberband diizeltme
yontemi kullanilarak taban ¢izgisi diizeltildi. Ayrintili kantitatif spektrokimyasal analizde
spektrumun farkli spektral bolgelerinde en yiiksek absorbans degerlerine sahip bantlar segilerek
bantlarin baslangi¢ ve son frekanslar1 hassasiyetle belirlendi. OPUS 5.5 (Bruker) yazilim ile
belirlenen frekans araliklarinin integral alanlar1 alinarak g¢esitli biyomolekiillere 6zgii bantlarin

alanlar1 analiz edildi (Ardahanh vd., 2022; Ceylani vd., 2022).

3.19. Kemometrik Analiz

Farkli bakteri gruplarinin spektral verilerini birbirinden ayirt etmek ve VBNC
durumundan sorumlu degiskeni tahmin etmek icin Temel Bilesen Analizi (PCA) uygulandi.
Spektral dontigiimler, niteliksel ve niceliksel analizlerin FTIR spektrometrelerinden miimkiin
oldugunca bagimsiz hale getirilmesi agisindan degerlidir. Bu nedenle analiz 6ncesinde ham
spektrumlara iki farkl1 doniisiim uygulandi. Ilk olarak, 4000-650 cm™ spektral bolge iizerinde
taban ¢izgisi offset yontemi kullamlarak taban ¢izgisi doniisiimii yapildi. ikinci olarak, ayni
bolge lizerinde Birim Vektdr Normalizasyonu uygulandi. Ortalama merkezli spektral veriler,

veri madenciliginde dokuz boliimlii tam bir yontem kullanilarak ¢apraz dogrulandi.
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Kalibrasyon numunesi sayis1 9’du. Matris ¢arpanlarina ayirma yontemi, tekil deger ayristirma
(SVD) algoritmas1, 1300-700 cm™ spektral araliginda uygulandi. Maksimum temel bilesen

sayis1 7 idi. Sonuglar, puanlar ve yiikleme grafikleri olarak verildi.

3.20. istatistiksel Analiz

Analizler istatistiksel bir analiz programi olan GraphPad Prism 8.01 (GraphPad
Software, San Diego, California) kullanilarak yapildi. Veriler, siradan Tek Yonli ANOVA
cercevesinde Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak degerlendirildi. Anlamlilik derecesi
her zaman %95'lik bir giiven araligina ayarlandi ve P <0,05 *, P<0,01 **, P <0,001 *** ve
P <0,0001 ****'ye esit veya kii¢iik olarak gosterildi. Sonuglar ortalama + ortalamanin standart

hatasi olarak ifade edildi.

Alict Calisma Karakteristigi (ROC) analizleri de GraphPad Prism 8.01 yazilimi
kullanilarak yapildi; burada egri altindaki alan (AUC) ve P degerleri %95 giiven araliginda
hesaplandi. Esik degistik¢e duyarlilik (Gergek Pozitif Orani) ve 6zgiilliik (Yanlis Pozitif Orani)
ylizde puanlar1 bir ROC egrisi grafigi lizerinde ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1.  E. coli’nin Kiiltiirlenebilirligi ve Canlihg Uzerine Sicakhk Stresinin Etkisi

E. coli W3110 ile sicaklik stresi (42 °C) altinda gergeklestirilen deneylerde kiiltiire
edilebilir hiicre sayisinin kontrol grubu 6rneklerine kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldig: yapilan petri
plak sayimlariyla tespit edilmistir. 42 °C'de yapay deniz suyu ortaminda gerceklestirilen
deneylerde E. coli W3110 hiicrelerinin baslangi¢ petri plak sayisi 7.0 log iken 6 giinliik
inkiibasyon sonucunda plak sayisinin sifira indigi ve dolayistyla kiiltiirlenebilirligin tamamen
kayboldugu belirlenmistir. Ancak, ayn1 zamanda Live/Dead BacLight kiti ile gergeklestirilen
floresan mikroskop sayim sonuglarinda 6 giinliik inkiibasyon sonucunda hiicre sayisinin 6.56
log oldugu ve dolayisiyla hiicre canliliginin hala devam ettigi ve hiicrelerin VBNC duruma
indiiklendigi tespit edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.4). Bu sonuglar, E. coli W3110 hiicrelerinin

koloni olusturamasalar da membran biitiinliigiinii korudugunu ve hala canli olduklarini

gostermektedir.
8_
n B :_* &k 33_1_ ‘ i* * *‘ ‘ i* % %

E I m K
< ontrol KOB
g = Kontrol LD
5@ B Sicaklik Stresi KOB
g, 7 Sicaklik Stresi LD
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0 2 4 6

Zaman (Giin)

Sekil 4.1. Sicaklik (42 °C) Stresi Varliginda E. coli W3110 Hiicrelerinin Yasam Deneyi
Sonuglari. Anlamlilik Derecesi P <0,0001 ****'den Kiiclik veya Ona Esit Olarak Belirtildi.
Sonuglar Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak Ifade Edildi. (KOB: Koloni Olusturan
Birim, LD: Live/Dead BacLight Sayim Sonuclart)

4.2.  E. coli’nin Kiiltiirlenebilirligi ve Canlihg Uzerine Bakir Stresinin Etkisi

Bakar stresi altinda, yapay deniz suyu ortaminda gergeklestirilen yasam deneylerinde E.

coli W3110 hiicrelerinin baslangig petri plak sayisi 7.0 log seviyesindeyken 25 °C'de 8 giinliik
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inkiibasyon sonrasinda yapilan petri plak sayimlarinda hiicre canliliginin ve kiiltiirlenebilirligin
azaldig1 ve plak sayimimin sifira indigi belirlenmistir. Ancak, Live/Dead BacLight Kiti
kullanilarak gerceklestirilen floresan mikroskop sayim sonuglarinda, 8 giinliik inkiibasyon
sonucunda hiicre sayisinin 6.47 log oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, hiicre canliliginin hala
devam ettigini ve hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigini gostermektedir (Sekil 4.2, Sekil
4.4).

o5 ok o ok |**><* |=I=*=i<$ ‘**** - KOHtrOlKOB
i i = Kontrol LD
B Cu Stresi KOB
1 Cu Stresi LD

Log;y(Hiicre/ml)
.
I

B .
0 2 4

Zaman (Giin)

(=2
oL

Sekil 4.2. Metal (CuSO4) Stresi Varliginda E. coli W3110 Hiicrelerinin Yasam Deneyi
Sonuglart. Anlamlilik Derecesi P <0,0001 ****'den Kii¢lik veya Ona Esit Olarak Belirtildi.
Sonuglar Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak Ifade Edildi. (KOB: Koloni Olusturan
Birim, LD: Live/Dead BacLight Sayim Sonuglari)

4.3. E. col’nin Kiiltiirlenebilirligi ve Canlihg1 Uzerine Eritromisin Antibiyotigi
Etkisi

Eritromisin antibiyotigi varliginda yapay deniz suyu ortaminda gerceklestirilen yasam
deneyleri sonucunda, E. coli W3110 hiicrelerinin 40 giin icinde VBNC duruma gectigi, yapilan
plak sayim sonuglar1 ve Live/Dead BacLight kiti sonuglariyla belirlenmistir. Baslangigta 7.0
log seviyesinde olan plak sayim sonucunun, 40. giiniin sonunda sifir oldugu belirlenmistir.
Buna karsilik ayn1 zamanda gergeklestirilen floresan mikroskop sayim sonuglarinda hiicre
sayisinin 6.78 log oldugu tespit edilmistir. Dolayis1 ile 40 giinliik inkiibasyon sonucunda
hiicrelerin membran biitiinliigiinii korudugunu ve hiicre canliligini devam ettirdigini

gostermektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Antibiyotik (Eritromisin) Stresi Varliginda E. coli W3110 Hiicrelerinin Yasam Deneyi
Sonuglari. Anlamlilik Derecesi P <0,0001 ****'den Kiiciik veya Ona Esit Olarak Belirtildi.
Sonuglar Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak ifade Edildi. (KOB: Koloni Olusturan
Birim, LD: Live/Dead BacLight Sayim Sonuglart)

a b

Sekil 4.4. Floresan Mikroskop Altinda E. coli W3110 Hiicrelerinin Goriintiileri. Canli (yesil)
ve Olii Hiicreleri (Kirmizi) Ayirt Etmek icin Hiicreler Live/Dead BacLight Kit ile Boyandi. (a)
Kontrol, (b) Sicaklik (42 °C) 6. Giin, (¢) Metal (CuSO4) 8. Giin ve (d) Antibiyotik (Eritromisin)
40. Giin Sonuglar1. Olgek Cubugu 20 um'yi Temsil Eder.
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4.4. Kiiltiirlenebilir ve VBNC E. coli W3110 Hiicrelerinde Elektron
Mikroskopisi

Kontrol grubu logaritmik faz hiicrelerinin ve farkli stres kosullarinda VBNC duruma
indiiklenmis hiicrelerin morfolojik degisiklikleri taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak tespit edilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8). Sicaklik ve antibiyotik
stresi ile VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla hiicre
ylizeylerinde belirgin piiriizlerin olustugu goézlenmistir. Her ii¢ stres kosulu altinda VBNC
duruma indiiklenen hiicrelerde ige dogru ¢okmelerin meydana geldigi de tespit edilmistir.
Ayrica, ImageJ programi ile floresan mikroskop goriintiileri iizerinde yapilan analizlerde,
VBNC hiicrelerinin boyutlarinin kontrol grubundaki hiicrelere gore belirgin sekilde kiigiildiigi
belirlenmigtir. Kontrol grubu E. coli hiicreleri basil formunda ve 240,20 pum uzunlugunda iken
VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde; sicaklik stresi altinda 1,43+0,21 pm, bakir stresi altinda
1,56+£0,19 um ve antibiyotik stresi altinda 1,49+0,19 pum uzunlugunda olduklari tespit

edilmistir.

Farkli stres kosullarinda VBNC duruma indiiklenen hiicrelerin i¢ yapist gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak tespit edilmistir. VBNC durumdaki hiicrelerde
ribozom sayisindaki azalmadan 6tiirii sitoplazmik matrisin kontrol grubuna goére daha az yogun
oldugu ve VBNC hiicrelerde dis ve i¢ zarlar arasinda bir bosluk meydana geldigi gézlenmistir.
Ayrica VBNC durumdaki hiicrelerde DNA seritlerinin belirgin hale geldigi, genetik igeriklerin
diger sitoplazmik iceriklerden ayrildigi ve kromozom yapisinda potansiyel degisikliklerin

meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11).

Sekil 4.5. Logartimik Faz Hicrelerinin Taramali Elektron Mikroskopisi Gorintileri. (Mag:
8.00KX, Ol¢ek Cubugu 2 pm'yi Temsil Eder.)
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Sekil 4.6. Taramali Elektron Mikroskopisi Goriintiileri. a. Strese Maruz Kalmamis Kontrol
Grubu, b. Sicaklik (42 °C) Stresi Varlhiginda VBNC Duruma Indiiklenmis Hiicreler
(Mag:10.00KX, Olcek Cubugu 2 pm'yi Temsil Eder.)

Sekil 4.7. Taramali Elektron Mikroskopisi Goriintiileri. a. Strese Maruz Kalmamis Kontrol
Grubu, b. Metal (CuSO4) Stresi Varhginda VBNC Duruma Indiiklenmis Hiicreler (Mag:
20.00KX, Olg¢ek cubugu 2 um'yi Temsil Eder.)

Sekil 4.8. Taramali1 Elektron Mikroskopisi Goriintiileri. a. Strese Maruz Kalmamis Kontrol
Grubu, B. Antibiyotik (Eritromisin) Stresi Varliginda VBNC Duruma Indiiklenmis Hiicreler
(Mag: 18.00KX, Ol¢ek Cubugu 2 pm'yi Temsil Eder.)
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Sekil 4.9. Gegirimli Elektron Mikroskopisi Goriintiileri. a. Logaritmik Faz E. coli, b.Strese
Maruz Kalmamis Kontrol Grubu, C. Sicaklik (42 °C) Stresi Varliginda VBNC Duruma
Indiiklenmis Hiicreler (Mag: 40000x, High Voltage 100kV, Olgek Cubugu 200 nm'yi Temsil
Eder.)

a b

Sekil 4.10. Gegirimli Elektron Mikroskopisi Goriintiileri. A. Logaritmik Faz E. coli, B. Strese
Maruz Kalmamis Kontrol Grubu, C. Metal (CuSO4) Stresi Varhginda VBNC Duruma
Indiiklenmis Hiicreler (Mag: 60000x, High Voltage 100kv, Olgek Cubugu 200 nm'yi Temsil
Eder.)

a b

Sekil 4.11. Gegirimli Elektron Mikroskopisi Goriintiileri. A. Logaritmik Faz E. coli, B. Strese
Maruz Kalmamis Kontrol Grubu, C. Antibiyotik (Eritromisin) Stresi Varliginda VBNC Duruma
Indiiklenmis Hiicreler (Mag: 40000x, High Voltage 100kv, Olgek Cubugu 200 nm'yi Temsil
Eder.)
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4.5. Boliinme ve Hiicre Zarf Stres Genlerinin Ekspresyon Seviyelerinin

Belirlenmesi

Farkli stres sartlarinda VBNC duruma indiiklenen E. coli W3110 hiicrelerinde, hiicre
boliinmesinde dogrudan veya dolayli rol oynayan genler ve hiicre zarf stresinde rol oynayan
genlerin ekspresyon diizeyleri Real time PCR kullanilarak analiz edilmistir. Calismada, VBNC
durumdaki hiicrelerin yaninda kontrol grubu olarak ayn1 siire boyunca aglik ortaminda bulunan

hiicreler ve logaritmik faz hiicreleri kullanilmistir.

Real-time PCR analizlerinde, 42 °C sicaklik stresi altinda calisilan 52 genden 24’{iniin
(cedA, cpxA, cpxP, cpxR, dam, dedD, dicB, dicC, envZ, fisB, fisE, ftsL, ftsN, ftsP, ftsQ, recA, slt,
suld, tolQ, zapD, zapC, zapE, ymgF ve zapA genlerinin) ekspresyon seviyesinin kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde azaldig: tespit edilmistir. Benzer
sekilde bakir metali varliginda ise pal geni hari¢ ¢alisilan 52 genin 30’unda (cpxP, cpxR, cpoB,
dam, damX, dicB, envC, envZ, fisB, ftsE, ftsL, ftsN, ftsP, ftsQ, fisX, mukB, pal, recA, slt, sulA,
tolA, tolQ, tolR, zapD, zapC, ycbC, yedR, yfhA, ymgF ve zapA) ekspresyon seviyesinin kontrol
grubu Orneklerine kiyasla VBNC o6rneklerde azalmis oldugu belirlenmistir. Aynm1 sekilde
antibiyotik stresi altinda VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde calisilan 52 genden
8’unun (cpxA, dicB, dicC, yedR, yfhA, ymgF, zapC ve zraR) kontrol grubu 6rneklerine kiyasla
ekspresyon seviyelerinin azaldig1 yapilan analizler sonucunda belirlenmistir. Diger genlerin ise
kontrol grubu ile benzer sonuglar verdigi tespit edilmistir. Tiim bu sonuglarin analizi neticesinde
dicB, dicC, ymgF ve zapC genlerinin her ii¢ stres sarti altinda benzer sonuclar verdigi

belirlenmis ve ¢alismaya bu dort gen ile devam edilmistir.

Kontrol grubu 6rneklerine kiyasla, sicaklik, metal ve antibiyotik stresi varliginda VBNC
hiicrelerde dicB geni sirastyla 3,25 kat, 1,75 kat ve 2,90 kat asag1 regiile edilmistir. dicC geni
ise sicaklik stresinde 3,04 kat, antibiyotik stresinde 2,69 kat asagi regiile edilmis olup, metal
stresi varliginda degisiklik gostermemistir. ymgF geni, sicaklik, metal ve antibiyotik
streslerinde sirasiyla 1,76 kat, 2,02 kat ve 2,68 kat asag1 regiile edilmistir. Benzer sekilde, zapC
geni sicaklik, metal ve antibiyotik stresi altinda sirasiyla 2,34 kat, 2,30 kat ve 3,08 kat asagi
regiile edilmistir. Bu sonuglar, ilgili genlerin ¢esitli stres kosullarina verdigi yanitlarin benzer
oldugunu ve bu genlerin VBNC durumdaki hiicrelerde rollerini anlamak i¢in énemli veriler
sundugunu gostermektedir. Bu sebeple, bu genlerin asir1 eksprese edildigi rekombinant suslar,
transformasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. Daha sonra, asir1 eksprese edilen bu
rekombinant hiicrelerde, ayni1 stres sartlarinda VBNC durumunun incelenmesi
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.12. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde dicB, dicC, ymgF ve zapC
Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.13. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli

Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri

Hiicrelerinde envZ, ompR, ompC ve ompF
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Sekil 4.14. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde zapA, zapB, zapD ve zapE
Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.15. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde pal, tolA, tolQ ve tolR Genlerinin
Ekspresyon Seviyeleri

56



Hm Konirol E cedA EE Kontrol b3
20 == " 5
B ' = min
=N = 0
Z 104 T o - LIJ L
= =
= = _5-] -
R ™ | =
= g i =
"= L 10—
= =
= -10 = is
5 g
(&) =]
20— 20—
42°C CuSO, Eritromisin 42°C CuSO, Eritromisin
mm Kontrol sulA Hl Kontrol I cpoB
20
10 _—— * *
—— e k3 =
£ =S _—
;5‘3 5 — = [ - ‘ ‘
= =
= = 504
: ,|H % 20 T
z L] F W =
= I = _40—
= -5 =
s 3
< 10 -60—
- [8) ~ ~ ~ Y - s
427C CuSO, Eritromisin 42°C CuSO, Eritromisin

Sekil 4.16. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde cedd, mukB, suld ve cpoB
Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.17. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde cpxA, cpxP. cpxR ve ycbC
Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.18. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde damX, dedD, sit ve zipA Genlerinin
Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.19. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde yfhA, yfhA, zraS ve zraR Genlerinin
Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.20. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde dam, dnaA, recA ve seqA

Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.21. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde fisA, fisB, fisE ve ftsL Genlerinin

Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.22. VBNC Duruma indiiklenen E. coli Hiicrelerinde fisN, fisQ, fisX ve ftsZ Genlerinin
Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.23. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde envC, fisP. mreB ve yedR

Genlerinin

Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4.24. VBNC Duruma Indiiklenen E. coli Hiicrelerinde spy, rpoE, rpoS ve ytfB Genlerinin
Ekspresyon Seviyeleri

4.6. Asir1 Ekspresyon Plazmidleri Barindiran Rekombinant Bakteri Suslarinin

Elde Edilmesi

VBNC duruma giren hiicrelerle ve kontrol grubu hiicreleriyle yapilan Real-Time PCR
analizleri sonucunda azalis gosteren genler belirlenmistir. Bu genlerle ayni stres kosullarinda
tekrar yasam deneyleri yapmak icin, her bir genin asir1 eksprese edilecegi rekombinant suslar,
transformasyon yontemiyle elde edilmistir. Her bir genin, plate51 vektoriine klonlanarak
olusturulan rekombinant suslari, kendilerine 6zgii forward ve reverse primerleri kullanilarak
PCR ile dogrulanmistir. Elde edilen rekombinant suslardan dicB 189 bp, dicC 231 bp, ymgF
219 bp ve zapC nin 543 bp bant uzunluguna sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica rekombinant
suslarin dogrulugu plazmide 6zgii primerler kullanilarak da saglanmistir. Bu dogrulama
stirecinde ise dicB 455 bp, dicC 497 bp, ymgF 485 bp ve zapC’nin 809 bp bant uzunlugunda
oldugu tespit edilmistir. Caligmada plazmidin hiicreler iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in,
yabani tip E. coli W3110'a, kitin igerisinde bulunan kontrol plazmidi de transforme edilmistir.

Elde edilen tiim rekombinant suslar Sekil 4.25 de verilmistir.
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Sekil 4.25. Asirt Ekspresyon Plazmidleri Barindiran E. coli W3110 Rekombinant Bakteri
Suslar1 a. Hedef Genlere Spesifik Primerler (M: Marker, 1.W3110 dicB, 2. plate51::dicB, 3.
W3110 dicC, 4. plate51::dicC, 5. W3110 ymgF', 6. plate51::ymgF, 7.W3110 zapC, 8.plate51::
zapC), b. Plate51 Plazmidine Spesifik Primer Sonuglar1 (M: Marker, 1. W3110, 2. W3110
Vektor, 3. plate51::dicB, 4. plate51::dicC, 5. plate51::ymgF, 6. plate51::zapC)

4.7. Cahsmada Kullamlan Yabani Tip E. coli W3110 ve Rekombinant Suslarinin

Biiyiime Deneyleri

Boliinme ile iliskili genlerin rekombinant hiicrelerinde biiylime ile iliskili bir farkliligin
olup olmadig1r gergeklestirilen biiyiime deneyleri ile tespit edilmistir. Yapilan deneyler
sonucunda tim rekombinant hiicrelerin yabani tip E. coli W3110 ile benzer bir biiyiime

gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.26).

£ 207
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Sekil 4.26. Rekombinant Hiicrelerin Biiyiime Grafigi
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4.8. Yabani Tip E. coli W3110 ve Rekombinant Suslarin Real Time PCR ile

Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilmak tizere yapilan DicB, DicC, YmgF ve ZapC rekombinant suslarin
dogrulugu Real Time PCR ile analiz edilmistir. LB broth ortaminda IPTG varliginda indiiklenen
asirt eksprese genlerin Real Time PCR ile gergeklestirilen analizlerinde tiim rekombinant

suslarin yabani tip ve bos vektor iceren susa gore asir1 eksprese edildigi gdzlenmistir.

ETT TS 22
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<
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Sekil 4.27. DicA, DicC, YmgF ve ZapC Rekombinant Suslarinda Yabani Tip E. coli ve Bos
Vektore Gore dicA, dicC, ymgF ve zapC Gen Ekspresyon Seviyelerinin qPCR ile Tespiti.
Anlamlilik Derecesi P <0,05 *, P<0,01 ** P <0,001 *** P <0,0001 ****'den Kiiciik veya
Ona Esit Olarak Belirtildi. Sonuglar Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak Ifade
Edildi.
4.9. Sicaklik, Metal ve Antibiyotik Stresi Altinda E. coli DicB, DicC, YmgF ve
ZapC Rekombinant Suslarinin VBNC Hiicre Olusumu Uzerine Etkileri

Yabani tip E. coli W3110, bos vektor iceren E. coli W3110 (Vektor), DicB, DicC, YmgF
ve ZapC suslan ile ii¢ farkli stres sartinda yasam deneyleri gergeklestirilmistir. Hiicre
canliliklart petri plak sayimlar1 ve Live/Dead BacLight bakteriyel canlilik kiti kullanilarak
tespit edilmistir. Caligmada kullanilan tiim suslarin baslangic degeri yaklasik 7.0 log olarak
ayarlanmistir. Sicaklik stresi altinda tiim suslarin plak sayist 6. giinde sifirlanirken, ayni
zamanda yapilan floresan mikroskop sayimlarinda yabani tip E. coli W3110, vektor ve DicC
rekombinant sugunun yaklasik 6.5 log VBNC hiicre sayisina sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica rekombinant suglardan DicB’nin 6.1 log, YmgF nin 6.2 log ve ZapC’nin 6.0 log VBNC
hiicre sayisina sahip oldugu belirlenmistir. DicB, YmgF ve ZapC rekombinant suslarinda
VBNC hiicre sayis1 azalmis ve suslarin VBNC duruma girmek yerine 61diigii tespit edilmistir

(Sekil 4.28, Sekil 4.29). Bakir metali varliginda gerceklestirilen yasam deneylerinde ise 8.
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giiniin sonunda plak sayisi sifirlanirken, ayni1 zaman diliminde yapilan floresan mikroskop
sayimlar1 yabani tip E. coli, vektor, DicB ve DicC rekombinant susunun yaklasik 6.5 log VBNC
hiicre sayisina sahip oldugu ancak YmgF ve ZapC rekombinant suslarinin ise sirasiyla 5,8 log
ve 6.1 log VBNC hiicre sayisina sahip oldugu tespit edilmistir. Rekombinant suslarda yabani
tipe gore VBNC hiicre sayisinin azaldigi ve hiicrelerin 61diigi tespit edilmistir. Yabani tip E.
coli, vektor, DicB ve DicC yaklasik 6.2 log 6lii hiicreye sahipken, YmgF 6,8 log ve ZapC 7 log
Oli hiicre icermektedir (Sekil 4.30, Sekil 4.31). Eritromisin antibiyotigi varliginda
gergeklestirilen yasam deneylerinde ise 40. giliniin sonunda plak sayisi sifirlanirken, ayni zaman
diliminde yapilan floresan mikroskop sayimlarinda yabani tip E. coli, vektor, DicB, DicC ve
YmgF rekombinant susunun yaklasik 6.7 log VBNC hiicre sayisina ve yaklasik 5.9 log o6li
hiicre sayisina sahip oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda ZapC rekombinant sugunun ise 6.5
log VBNC hiicre ve 6.1 log 6lii hiicre sayisina sahip oldugu belirlenmistir. ZapC rekombinant
suslarda yabani tip hiicrelere kiyasla VBNC hiicre sayisinin azaldig1 ve hiicrelerin 6ldigii tespit

edilmistir (Sekil 4.32, Sekil 4.33).
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Sekil 4.28. Sicaklik (42°C) Stresi Varliginda 6. Giin Yabani Tip E. coli, Vektor ve Rekombinant
Suslarla Gergeklestirilen Yasam Deneyi Sonuglari. Anlamlilik Derecesi P < 0,05 *, P <0,01 **,
P <0,001 *** P <0,0001 ****'den Kiiclik veya Ona Esit Olarak Belirtildi. Sonuglar Ortalama
+ Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak Ifade Edildi.
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Sekil 4.29. Sicaklik (42 °C) Stresi Varliginda 6. Giin Yabani Tip ve Rekombinant Hiicrelerin
Floresan Mikroskop Altinda VBNC Durumun Goériintiileri. Canli (Yesil) ve Olii Hiicreleri
(Kirmiz1) Ayirt Etmek icin Hiicreler Live/Dead BacLight Kit ile Boyandi. (a) Yabani Tip E. coli
W3110, (b) Bos Vektér, (c) DicB (d) DicC, (e)YmgF ve (f) ZapC. Olgek Cubugu 20 pm'yi

Temsil Eder.
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Sekil 4.30. Metal (CuSOs) Stresi Varliginda 8. Giin Yabani Tip E. coli, Vektor ve Rekombinant
Suslarla Gergeklestirilen Yasam Deneyi Sonuglari. Anlamlilik Derecesi P < 0,05 *, P <0,01 **,
P<0,001 *** P <0,0001 ****'den Kiiciik veya Ona Esit Olarak Belirtildi. Sonuglar Ortalama
+ Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak Ifade Edildi.
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Sekil 4.31. Metal (CuSO4) Stresi Varliginda 8. Giin Yabani Tip ve Rekombinant Hiicrelerin
Floresan Mikroskop Altinda VBNC Durumun Goériintiileri. Canli (Yesil) ve Olii Hiicreleri
(Kirmiz1) Ayirt Etmek icin Hiicreler Live/Dead BacLight Kit ile Boyanda. (a) Yabani Tip E. coli
W3110, (b) Bos Vektor, (c) DicB (d) DicC, (e)YmgF ve (f) ZapC. Olgek Cubugu 20 pm'yi
Temsil Eder.
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Sekil 4.32. Antibiyotik (Eritromisin) Stresi Varliginda 40. Giin Yabani Tip E. coli, Vektor ve
Rekombinant Suslarla Gergeklestirilen Yasam Deneyi Sonuglari. Anlamlilik Derecesi P < 0,05
* P<0,01 ** P<0,001 *** P<0,0001 ****den Kiigiikk veya Ona Esit Olarak Belirtildi.
Sonuglar Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak ifade Edildi.
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Sekil 4.33. Antibiyotik (Eritromisin) Stresi Varliginda 40. Giin Yabani Tip ve Rekombinant
Hiicrelerin Floresan Mikroskop Altinda VBNC Durumun Gériintiileri. Canli (Yesil) ve Olii
Hiicreleri (Kirmiz1) Ayirt Etmek i¢in Hiicreler Live/Dead BacLight Kit ile Boyandi. (a) Yabani
Tip E. coli W3110, (b) Bos Vektér, (c) DicB (d) DicC, (e)YmgF ve (f) ZapC. Olgek Cubugu
20 um'yi Temsil Eder.

4.10. Lipit Peroksidasyonu

Mikroorganizmalarin VBNC duruma gecisi, ¢esitli stres faktorlerinin etkisi altinda
hiicre lipid yapilarinda ve miktarlarinda degisikliklere neden olabilmektedir. Bu c¢alismada,
farkl stres kosullar1 altinda VBNC durumuna indiiklenen hiicrelerde malondialdehit (MDA)
miktarlar1 TBARS testi kullanilarak ol¢ililmiistiir. Sonuglar, {i¢ farkli stres altinda VBNC
duruma indiiklenen hiicreler, kontrol grubu hiicrelerine kiyasla daha yiiksek seviyelerde lipid
peroksidasyonu gostermistir. Sicaklik stresi ile VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde 30 nmol,
metal stresi varliginda 195 nmol ve antibiyotik stresi varliginda ise 160 nmol MDA miktari
olgiilmiistiir. Ozellikle bakir ve antibiyotik stresinin, sicaklik stresine kiyasla peroksidasyonda

daha biiyiik bir artisa neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Farkli Stres Kosullar1 Altinda VBNC Duruma Indiiklenmis E. coli Hiicrelerinde
Lipit Peroksidasyon (Malondialdehit/MDA) Seviyeleri. (a) Sicaklik (42 °C), (b) Metal (CuSQO4)
ve (c) Antibiyotik (Eritromisin). Anlamlilik Derecesi P <0,05 *, P<0,01 **, P <0,001 **%*,
P <0,0001 ****'den Kii¢lik veya Ona Esit Olarak Belirtildi. Sonuglar Ortalama + Ortalamanin
Standart Hatas1 Olarak Ifade Edildi.

4.11. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)
4.11.1. Kalitatif Kemometrik Bulgular

Calismanin bir diger amaci da E. coli W3110'da sicaklik, metal (CuSO4) ve antibiyotik
(eritromisin) gibi ¢esitli stres faktorlerinin neden oldugu VBNC durum sirasinda IR
spektroskopisi yoluyla biyomolekiiler modiilasyonlari ortaya ¢ikarmaktir. Bu nedenle, ham IR
spektral verileri uygun sekilde doniistiiriilmiistiir. Daha sonra, spektrokimyasal bantlarda
kemometrik veri madenciligi teknigi ve temel bilesenler analizi (PCA) kullanilarak, bakteriyel
biyomolekiillerde etkilenen ©nemli fonksiyonel gruplarin kritik spektral konumlarim
belirlemek amaciyla analizler yapilmistir. Genel kemometrik degerlendirmeler sirasinda;
VBNC bakteriler deneysel ve bagimsiz kontrollerden farklilasmistir ve bu olay tiim stres
faktorlerinde aynidir (Sekil 4.35). VBNC bakterilerinin (puan grafiklerinde mavi kareler olarak
gosterilen) kontrol bakterilerinden farklilagma yiizdeleri, puan grafiklerinin PC-1 ekseninde
%355-85 araliginda ortaya ¢ikmustir. Bagimsiz kontroller ve deneysel kontroller de PC-2
diizleminde %14-44 araliginda birbirlerinden ayrilmistir (Sekil 4.35a, sol panel). Genel bir
kural olarak PC-1 ve PC-2, kiiclik degisikliklerin degerlendirilmesi sirasinda dikkate alinan
diger PC'lerin aksine, biiylik degisikliklerin degerlendirilmesi sirasinda incelenen ana temel
bilesenlerdir. Yiikleme grafikleri, ayn1 eksen boyunca bu farklilagsmalardan sorumlu olan

spektral degisikliklerin (ayiricilarin) yaklasik konumlarini gostermistir Sekil 4.35b, sag panel).
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Sekil 4.35. E. coli'deki VBNC Durumuyla Iliskili Biyomolekiiler Olaylar1 Gosteren Temel
Bilesen Analizi. 1300-700 cm™ Spektral Araliginda Deneysel Kontrol ve Bagimsiz Kontrol
Numunelerinin Yani Sira Sicaklik (42 °C), Metal (CuSO4) ve Antibiyotik (Eritromisin)
Streslerinin Neden Oldugu VBNC Durumu Gosterir. (A) Skorlar ve (B) Yiikleme Grafikleri

Spektral ayiricilarin kesin konumlarini saglamak i¢in yeniden PCA analizi yapilmais; bu
kez bagimsiz kontrol bakterileri haric VBNC ve deneysel kontrol bakterileri analize dahil
edilmistir (Sekil 4.36). Yapilan bu analiz sonucunda daha kesin sonuclar ortaya ¢ikmustir.
VBNC durumdaki bakteriler, PC-1 diizlemleri boyunca sicaklik ve bakir stresleri agisindan
sirastyla %97 ve %86 ile deneysel kontrol bakterilerinden farklilasmustir. Ote yandan
eritromisin kaynaklt VBNC hiicrelerde en etkili farklilasma PC-2 diizleminde %32 ile elde
edilmistir (Sekil 4.36a, sol panel). Yiikleme grafiklerinin degerlendirilmesi, gézlemlenen
farklilagmanin arkasinda duran spektral ayiricilarin kesin konumlarini ortaya ¢ikarmaktadir.
Sicaklik ve bakir stresleri i¢in 995 cm™'deki pozitif ayiric1 ve eritromisin i¢in ayni spektral
konumdaki negatif ayirici, E. coli W3110'daki VBNC ile iliskili modiilasyonu gii¢lii bir sekilde
saptamistir (Sekil 4.36b, sag panel).
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Sekil 4.36. E. coli'deki VBNC Durumuyla Iliskili Biyomolekiiler Olaylar1 Gosteren Temel
Bilesen Analizi. 1300-700 cm™ Spektral Aralik Igindeki Deneysel Kontrol Orneklerinin Yani
Sira Sicaklik (42 °C), Metal (CuSOs) ve Antibiyotik (Eritromisin) Streslerinin Neden Oldugu
VBNC'yi Gosterir. (A) Skorlar ve (B) Yiikleme Grafikleri

4.11.2. Kantitatif Spektrokimyasal Bulgular

VBNC ile ilgili modiilasyonlarin kemometrik destekli aragtirmasi, veri analizi
boliimiinde agiklanan bant entegrasyon yontemi kullanilarak daha fazla niceligi belirlenen ana
spektrokimyasal parametrelerin belirlenmesine yardimci olmustur. Dogrulama amaciyla
kantitatif analizler ROC analizleriyle de desteklenmistir. Yukarida bildirildigi gibi, 995 ¢cm’!
spektral konumu civarinda ortaya ¢ikan bandin VBNC durumuyla iliskili ana spektrokimyasal
isaretleyici oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, 6zellikle laboratuvar kosullarinda, VBNC

durumun hizl takibinde potansiyel giivenilir bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek bu bandin
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dl¢iilmesine ve dogrulanmasina odaklanmistir. Literatiire gore 995 cm™!'de dnerilen VBNC
biyobelirteg bandi, C-O riboz, C-C titresimleri ve RNA wurasil halkalarinin gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Ferreira vd., 2020). Genellikle bu bant biyolojik
sistemlerde bulunan RN A molekiillerinden ortaya ¢ikmaktadir (Talari vd., 2017). Sonuglar, 995
cm’! pozisyonundaki RNA band1 konsantrasyonlarmin hem bagimsiz kontrol hem de deneysel
kontrol grubu bakterileri ile karsilastirildiginda, tiim stres kosullar1 altinda VBNC durumdaki
bakterilerde 6nemli 6lcilide arttigini gostermistir. Sonuglarin dogrulanmasi, tiim stres kosullari
altinda kayda deger AUC degerlerini (1.00) gosteren ROC egrileri ile yapilmistir; bu sonug
RNA bandinin, laboratuvar sartlar1 altinda VBNC durum i¢in giivenilir bir spektrokimyasal
biyobelirteg olarak kabul edilebilecegini gostermektedir (Sekil 4.37).

VBNC ile iliskili diger biyomolekiiler degisiklikler de ol¢iilmiistiir. Sirasiyla toplam
protein ve niikleik asit niceliklerini gosteren spektrokimyasal indeksler olan Amid toplami ve
PO; antisimetrik/Amid toplam bant alani oranlarinda 6nemli modiilasyonlar meydana gelmistir
(Yonar vd., 2022). RNA konsantrasyonlarindaki onemli artisa ragmen; VBNC durumdaki
bakterilerde, bakir stresi kosullar1 disinda, sicaklik ve eritromisin stresi altinda protein (Sekil

4.38 a-c) ve niikleik asit (Sekil 4.38 d-f) miktarlarinin 6nemli dlgiide azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.37. Sicaklik (42 °C) (A-B), Metal (CuSO4) (C-D) ve Antibiyotik (Eritromisin) (E-F)
Stres Kosullart Altinda E. coli'lde VBNC Durumu i¢in Spektrokimyasal Biyobelirte¢ Bandinin
Miktarinin Belirlenmesi ve Dogrulanmasi. Anlamlilik Derecesi P <0,05* ve P <0,01**'e Esit

veya Daha Kiiciik Olarak Belirtildi. Sonuglar Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak
[fade Edildi.
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Sekil 4.38. Sicaklik (42 °C), Metal (CuSO4) ve Antibiyotik (Eritromisin) Stres Kosullar
Altinda E. coli'de VBNC Durumu i¢in Cesitli Spektrokimyasal Bant Endekslerinin Olgiilmesi.
(a-c¢) Amid Toplami ve (d-f) PO> Antisimetrik /Amid Toplam Bant Oranlarindaki Degisiklikler.
Anlamlilik Derecesi P <0,05* ve P <0,01**'e Esit veya Daha Kiiciik Olarak Belirtildi. Sonuglar
Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1 Olarak Ifade Edildi.
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5. TARTISMA

Yillardir yapilan arastirmalar, VBNC durumun antibiyotik, kimyasal maddeler, asitler,
metaller, aclik, osmolarite gibi stres sartlarina sahip zorlu ¢evre kosullar1 altinda hayatta kalmak
icin mikroorganizmalarin gelistirdigi bir yasam stratejisi oldugunu ortaya koymustur. Bu
strateji hiicreleri olumsuz ¢evre sartlarina karsi direncli hale getirmektedir. Dahasi, VBNC
durumdaki bazi bakterilerde gerek yeniden canlanmadan dnce gerekse yeniden canlandiktan
sonra patojenite ve viriilansin korundugu bilinmektedir. Bu sebeple bakterilerde, VBNC
durumun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin kapsamli ve sistematik bir sekilde
anlagilmasi1 gida giivenligi, ¢evre yonetimi, halk sagligi ve tarimsal {iretim acisindan biiyiik

Onem tagimaktadir.

Calismamizda VBNC durumun molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina katki
saglamak icin sicaklik, metal ve antibiyotik stresi gibi farkli stres sartlari altinda hiicrelerin
VBNC duruma geg¢isi ve VBNC durumdaki hiicrelerde meydana gelen fizyolojik ve molekiiler
degisiklikler arastirilmistir.

Yapay deniz suyunda 42 °C sicaklik stresine maruz kalan E. coli W3110 hiicreleri 6
giinliik inkiibasyon sonucunda kiiltiire edilebilirligini tamamen kaybetmis ve 7.0 log olan petri
plak sayis1 0 (sifir)’a inmistir. Ancak ayni zaman diliminde Live/Dead BacLight kiti ile
gerceklestirilen floresan mikroskop sayim sonuglarin da ise canli hiicre sayisinin 6.56 log
oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ E. coli hiicrelerinin 6lmedigi ve VBNC duruma gectigini
gostermektedir. Sicaklik ile gerceklestirilen daha dnceki aragtirmalar da 25 °C, 30 °C, 37 °C ve
45 °C sicakliklarda farkli besin ortamlarinda E. coli W3110’un biiyiimesi tizerindeki etkiler
incelenmistir. Bu caligmalar sonucunda, E. coli bliylimesinin 45 °C'de inhibe edildigi ve normal
fenotipik koloni 6zelliklerini sergilemedigi belirlenmistir (Noor vd., 2013). E. coli MC4100 ile
50 °C de gergeklestirilen bir calismada, petri plaginda yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan
hiicrelerden % 63 tiniin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Bruhn-Olszewska vd.,
2018). Benzer sekilde E. coli O157::H7 ile yiiksek sicaklikta gerceklestirilen bir baska
calismada 50 °C'de 2 saatlik inkiibasyon sonucunda 7.0 log olan plak sayisinin O (sifir)’a indigi,
ancak ayni zaman diliminde canli hiicre sayisinin 6.47 log oldugu tespit edilmistir. Calismanin
devaminda, 50 °C’deki inkiibasyonun 6. saatinde hiicre canliliginin 6.47 log'dan 3.16 log'a, 8.
saatin sonunda ise 2.05 log'a diistiigii tespit edilmistir (Fu vd., 2020). Hem literatiirden hem de
calismamizdan elde edilen sonuglar E. coli’nin kiiltiire edilebilirliginin ve canliliginin ytiksek
sicakliga duyarli oldugunu ve yiiksek sicaklik stresi altinda VBNC duruma gecis yaparak

hayatta kalma stratejisi gelistirdigini gostermektedir. Ancak yiiksek sicaklik stresi varliginda
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hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi bilinse de bu durumun molekiiler mekanizmasi
hakkinda literatiirde bir bilgi boslugu bulunmaktadir. Bu mekanizmanin anlagilmasi, E. coli ve
benzeri mikroorganizmalarin sicaklik stresi altindaki hayatta kalma stratejilerinin daha iyi

anlasilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bakar, hiicre i¢in esansiyel bir eser element olmasinin yaninda antimikrobiyal 6zellige
sahip olmasi nedeniyle yiiksek konsantrasyonlarda oldukg¢a toksik bir elementtir. Bu nedenle
tarim, saglik hizmetleri ve ¢esitli diger alanlarda sterilizasyon amacli yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak bakir maruziyeti, ¢ogu zaman hiicrelerin VBNC duruma gegisini
tetiklemektedir. Bu sebeple calismamizda, E. coli W3110 hiicrelerinin yapay deniz suyu
ortaminda 25 °C’de, 20 uM bakir stresine maruz kalmasinin etkileri arastirilmis ve bakir stresi
altinda 8 giinliik inkiibasyon sonrasinda petri plak sayisinin sifirlandigi, ancak yapilan
mikroskop sayimlarinda 6.47 log hiicrenin canli oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, hiicrelerin
bakir stresine maruz kaldiginda kiiltiire edilebilirligini kaybettigini, ancak canliligin1 koruyarak
VBNC durumuna gectigini gostermektedir. E. coli ile gergeklestirilen baska bir calisma da 4
mM, 6 mM ve 25 mM bakir metali iceren LB agar ortaminda 6 ve 25 mM bakir varliginda
hiicrelerin koloni olusturmadigi ancak Live/Dead BacLight kiti kullanilarak yapilan mikroskop
sayimlarinda hiicrelerin 6lmedigi, aslinda VBNC duruma gegtigi tespit edilmistir (Grey &
Steck, 2001b). Bir salgin susu olan E. coli O104:H4 ile besin agisindan fakir ve 500 uM bakir
iceren %0,9 tuzlu su ortaminda yapilan bir calismada ise hiicrelerin 10 giin i¢inde kiiltiirlenemez
hale geldigi ve VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Aurass vd., 2011). Bu bulgular,
E. coli hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonlarda bakir metali varliginda kiiltiire edilebilirligini
kaybettigini, ancak yasamlarmi VBNC durumda siirdiirdiigiinii gdstermektedir (Maertens vd.,

2021).

E. coli’nin yam sira bagka bakteri tiirlerinde de bakir maruziyeti VBNC durumu
indiiklemektedir. P. aeruginosa ile yapilan bir ¢alismada, igme suyu tesisat malzemelerinden
kaynakli 10 uM bakir kontaminasyonu bulunan igme suyunda gerceklestirilen bir ¢calismada,
hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Dwidjosiswojo vd., 2011). Benzer
sekilde P. aeruginosa ile yapilan baska bir ¢calismada 0,25 mg/L bakir igeren icme suyunda
hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir. (Bédard vd., 2014). Bakteriyel meyve
lekesi hastaligina neden olan A. citrulli'nin, 50 pM bakir siilfata maruz kaldiktan sonra VBNC
duruma gectigi tespit edilmistir (Kan vd., 2019, 2020). Benzer sekilde, baska bir bitki patojeni
olan R. solanacearum'un 50 ile 500 uM araligindaki bakir konsantrasyonlarinda VBNC duruma

indiiklendigi belirlenmistir (Grey & Steck, 2001a; Um vd., 2013). Sentetik igme suyunda 1mg/L
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bakira maruz kalan L. pneumophila hiicrelerinin de VBNC duruma gegtigi bildirilmistir
(Hwang vd., 2006). Bakir varliginda gergeklestirilen tiim bu ¢alismalarda ortam sartlar1 fark
etmeksizin hiicrelerin bakir varliginda VBNC duruma indiiklendigi vurgulanmistir. Ancak
VBNC bakir stresi iliskisine dair proteomik, transkriptomik ve metabolomik ¢ikarimlar eksik
kalmaktadir. Bu sebeple bakir kaynakli VBNC hiicreleri karakterize etmek ve molekiiler

mekanizmanin daha kapsamli bir sekilde anlasilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyaci vardir.

Antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde devrim niteliginde basari
saglamis ilaglardir. Ancak, bu ilaglarin genis ¢capli kullanimi, bakterilerin diren¢ mekanizmalari
gelistirmesine yol agmistir. Antibiyotik stresi altinda, bakterilerin VBNC duruma gegisi, bu
direng stratejilerinden biridir. Eritromisin antibiyotigi varliginda yapay deniz suyu ortaminda
gerceklestirilen yasam deneyleri sonucunda, E. col/i W3110 hiicrelerinin 40 giin i¢inde VBNC
duruma indiiklendigi yapilan petri plak sayimlari ve floresan mikroskop sayimlari sonucunda
belirlenmistir. Deney baslangicinda yaklasik 7.0 log olan plak sayist 40. giinde 0 (sifir)’a
inerken, Live/Dead BacLight kiti ile gerceklestirilen mikroskobik sayimlarda 6.78 log canli
hiicre tespit edilmistir. Bu sonug, E. coli hiicrelerinin membran biitiinliiglinii korudugunu ve
canlt oldugunu gostermektedir. Literatiirde, E. coli’nin antibiyotik stresi varliginda VBNC
durumu genellikle iki sekilde ele alinmistir. Birincisi, antibiyotik direngli E. coli hiicrelerinin
farkli ¢cevresel streslere maruz birakilarak VBNC duruma indiiklenmesi; ikincisi ise, farkli stres
sartlar1 altinda VBNC duruma indiiklenmis E. coli hiicrelerinde antibiyotik, dezenfektan veya
kimyasal maddelere kars1 gelisen direnctir (Lin vd., 2017; Robben vd., 2019; Ye vd., 2020; Yin
vd., 2023). Dahas1 antibiyotik stresi varliginda E. coli ile gerceklestirilen caligmalarin cogunda
persister hiicreler ¢alisilmigtir. Antibiyotik varlig1 persister ve VBNC hiicreler olmak tizere iki
alt popiilasyon meydana getirmektedir. Hem persister hem de VBNC hiicreler insan sagligi i¢in
ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Antibiyotigin ortamdan uzaklastirilmasi ile hizla biiyiimeye
devam eden persister hiicrelerin aksine, VBNC hiicreler sartlar normale donse bile uzun siireler
boyunca biiylimeden kalabilir ve boylece geleneksel mikrobiyolojik analizlerle gézden kacarak
ciddi sorunlar olusturabilmektedir (Dorr vd., 2010; Hossain vd., 2023). Bu sebeple ¢alismamiz,
eritromisin antibiyotigi varliginda E. coli W3110’un VBNC duruma indiiklendigini gosteren ilk
caligmadir. Antibiyotik stresi varliginda E. coli BW25113 ile gergeklestirilen bir diger ¢alisma
ise ampisilin antibiyotigi ile ger¢eklestirilmistir. Calismada LB broth ortaminda duragan faza
gecmis hiicrelere MIK degerinin 25 kat1 ampisilin antibiyotigi verilmis ve yapilan analizler
neticesinde hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Bamford vd., 2017).

Literatiirde antibiyotiklerin E. coli disinda bazi mikroorganizmalari VBNC duruma
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indiikledigini gosteren ¢aligmalarda bulunmaktadir. Ornegin, R. biphenylivorans ile yapilan bir
calisma da 64 mg/L norfloksasin stresi altinda hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit
edilmistir (Jia vd., 2020). A¢lik ortaminda tobramisin (0,25 mg/L ve 8 mg/L) ve siprofloksasin
(0,062 mg/ L ve 1 mg/L) antibiyotikleri ile PAO1-N ve C24 olmak iizere iki farkli P. aeruginosa
susu biyofilmlerinde yapilan bir ¢alismada antibiyotik ilavesinin, hiicrelerin VBNC duruma
geemesine neden oldugu gosterilmistir (Mangiaterra vd., 2020). S. aureus biyofilmleri ile
yapilan bir ¢alismada ise M9 agar ortamina vancomycin (4 mg/L) ve quinupristin/dalfopristin
(2mg/L) antibiyotiklerinin MIK degeri, MIK degerinin 4, 8 ve 16 kat1 ilave edilmesi ile
hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Pasquaroli vd., 2013). Benzer sekilde,
C. sakazakii ile yapilan baska bir ¢calismada 100, 400, ve 1600 pg/ml ampisilin antibiyotigine
maruz birakilan hiicrelerin sirasiyla 30, 10 ve 7 giinde VBNC duruma indiiklendigi
belirlenmigtir. Kiiltiirlenebilen hiicre sayisinin sirasiyla 8 log’dan 30, 10 ve 7 giin sonunda
sifira diistiigii, ancak floresan mikroskop sayimlarinda ise yaklasik ml de 10* —10° canli hiicre
oldugu tespit edilmistir VBNC hiicrelerde hiicresel biitiinligiin korundugu, ancak
morfolojilerinin normal hiicrelerinkinden belirgin sekilde farkli oldugu tespit edilmistir (Zhang
vd., 2020). Bu sonuglar dikkate alindiginda, bir¢cok mikroorganizma tiiriinlin antibiyotik
maruziyeti sirasinda VBNC duruma gegtigi ve bu sekilde sessiz kalarak daha sonra rekiirrens
enfeksiyonlara yol agabildigi gozlenmektedir. Bu nedenle, VBNC durumun molekiiler
mekanizmasinin ¢oziilmesi ve hiicrelerin VBNC duruma gegmesine sebep olan yolagin tespit
edilmesi son derece Onemlidir VBNC duruma gecisin molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasi, bu hiicrelerin indiiklenmesini Onleyici stratejilerin gelistirilmesine olanak
saglayabilir ve boylece antibiyotik tedavilerinin etkinligini artirabilir. Bu dogrultuda yapilacak
caligmalar, enfeksiyonlarin yeniden ortaya ¢ikmasini Onlemek ve mikrobiyal kontrol

stratejilerini iyilestirmek i¢in hayati dneme sahiptir.

VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde, kiiltiire edilebilen hiicrelere kiyasla belirgin
hiicresel degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir. Hiicre morfolojisi ve hiicre
boyutundaki degisiklikler, VBNC hiicrelerinin belirgin 6zellikleridir ( Zhao vd., 2017 ). Bu
durumdaki hiicreler, genellikle hiicre boyutunda meydana gelen azalmadan dolay1 kokoid bir
morfoloji sergilemektedirler. Bu durum, hiicrelere besin alimi icin artan bir yiizey alani
saglayarak aglik, diisiik sicaklik ve asir1 pH gibi stresli kosullar altinda hiicrenin hayatta
kalmasina olanak tanimaktadir (Lin vd., 2017; Oliver, 2010; Ramamurthy vd., 2014; Zhang vd.,
2015; Zhu vd., 2022).
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Calismamizda elde edilen sonuglarda, ii¢ farkli stres sarti alinda VBNC duruma
indiiklenen E. coli W3110 hiicrelerinde hiicre hacminin azaldigini ve hiicrelerin kii¢iildiglinii
gostermektedir. E. coli hiicreleri yaklasitk 2 um uzunlugunda basil formunda morfoloji
gostermektedir. Calismamizda kullandigimiz kontrol grubu hiicrelerinin de yaklagik 2+0,20 um
uzunlugunda oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, VBNC durumdaki hiicrelerin uzunluklari
stres kosullarina bagl olarak degisiklik gostermistir; sicaklik stresi altinda 1,43+0,21 um, bakir
stresi altinda 1,56+0,19 um ve antibiyotik stresi altinda 1,49+0,19 pm uzunlugunda olduklari
tespit edilmistir. Calismamizda gercgeklestirilen SEM ve TEM analizleri sonucunda VBNC
duruma gecen hiicrelerde kiiclilmenin yani sira hiicrelerde iceriye dogru bir ¢okmenin
(kavislerin) meydana geldigi gdzlemlenmistir. Benzer sekilde E. coli ile gergeklestirilen bir¢ok
calismada hiicrelerin cliceleserek kok formuna gegctigi belirlenmistir (Aurass vd., 2011; Li vd.,
2016; Signoretto vd., 2000; Ye vd., 2020). Diisiik seviyeli klorlama ile VBNC duruma
indiiklenen E. coli hiicreleri ile gerceklestirilen SEM analizlerinde benzer sonuglar elde
edilmistir. Hiicre hacminin kiigiildiigii ve hiicrelerde kavislerin meydana geldigi gézlenmistir
(Ye vd., 2020). Yiiksek CO; basinct ile VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicreleri ile yapilan
SEM analizlerinde hiicre hacminin azaldigi ve hiicrelerin ciicelestigi yapilan mikroskobik
analizlerle tespit edilmistir. Ayn1 ¢aligmada gergeklestirilen TEM analizleri sonucunda da
kontrol hiicrelerine kiyasla VBNC durumdaki hiicrelerde ribozom sayisinda azalma, genetik
materyalde gevseme ve hiicre i¢ membrani ile dis membrani arasinda bir boslugun meydana
geldigi tespit edilmistir (Zhao vd., 2013). Calismamizda gerceklestirilen TEM analizleri
sonucunda benzer sonuglar elde edilmistir. VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde ribozom
sayisindaki azalmadan 6tiirii sitoplazmik matrisin kontrol grubuna gore daha az yogun oldugu
ve VBNC hiicrelerde dis ve i¢ zarlar arasinda bir bosluk meydana geldigi tespit edilmistir. E.
coli disindaki bir¢gok mikroorganizmada da VBNC durum, hiicre hacminde degisiklik meydana
getirmektedir. Ornegin, S. #yphi ile yapilan bir calismada, 0.01 mmol/L ve 0.015 mmol/L CuSO4
maruz birakilan hiicrelerin VBNC duruma indiiklendigi ve hiicrelerin kisa ¢ubuk seklinden kok
sekline dontstiigii gosterilmistir (Zeng vd., 2013). Soguk stresi varliginda VBNC duruma
indiiklenen C. jejuni’nin spiral formdan kokoid forma doniistiigli ve Edwardsiella tarda ile
deniz suyunda gergeklestirilen calismada, VBNC duruma indiiklenen hiicrelerin ¢ubuk
seklinden kokoid forma doniistiigli tespit edilmistir (Chaisowwong vd., 2012; Du vd.,
2007). Ayrica VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelerine kiyasla protein
agregatlarinin meydana geldigi tespit edilmistir. Protein agregatlarinin, ¢cogunlukla fonksiyon
kayb1 ve toksisite ile iligkili oldugu bilinse de stresli kosullar altinda bakterilerin hayatta

kalmasini artirdigi da bilinmektedir (Bollen vd., 2021; Pu vd., 2019). Protein agregatlari, 1s1
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soku, oksidatif stres veya antibiyotik stresi gibi zorlu kosullarla bakterilerin basa ¢ikmasina
yardimci olmaktadir. Stres altinda olugan protein agregatlari, hiicre i¢i protein homeostazinin
korunmasina ve hasarli proteinlerin toksik etkilerinin minimize edilmesine katki saglamaktadir.
Boylece, bakterilerin hayatta kalma ve adaptasyon stratejilerinin 6nemli bir bilesenini

olusturmaktadir (Bollen vd., 2021; Dong vd., 2020; Pan vd., 2023).

VBNC durumun molekiiler mekanizmasini aydinlatmak i¢in bu zamana kadar farkli
stres sartlar1 ve farkli mikroorganizma tiirleri ile gerceklestirilen birgok ¢alisma yapilmistir. Bu
calismalar sirasinda birgok teknik gelistirilmis ve VBNC durumdaki organizmalarin tespitinde
kullanilmistir. VBNC durumu bir uyku hali oldugu icin VBNC durumdaki hiicrelerde, enerji
tiikketimini azaltmak i¢in bir¢ok genin ekspresyonu asagi regiile edilmektedir. Bununla birlikte,
VBNC hiicreler hala yiiksek seviyede gen ekspresyonuna da sahiptir ve bu genlerin davranisi,
VBNC hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmalarina ve yeniden canlanmalarina katki

saglamaktadir.

Mikroorganizmalarda VBNC durumu, hiicrenin kiiltiire edilebilirligi ile yakindan
iligkilidir. Ciinkii VBNC durum, aslinda hiicrelerin boliinememe halini ifade etmektedir. Ancak,
bugiline kadar yapilan arastirmalarda hiicre bdliinmesi ile VBNC durumunun olusumu
arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu nedenle, ¢alismamizin
devaminda VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde bazi hiicre zarf stres genleri ile hiicre

boliinmesinde dogrudan veya dolayli rol oynayan genlerin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.

Bakteriler, hiicreyi sinirlayan ve koruyan karmasik bir zarfla kaplidir. Zarf stres genleri,
bakterilerin ¢evresel streslerle basa c¢ikabilmeleri ve hayatta kalabilmelerini saglayan
sistemlerdir. Calismamizda, hiicre zarfi ile iligkili bir¢ok genin ekspresyon seviyesi sicaklik,
metal ve antibiyotik stresi altinda VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde Real Time
PCR yontemiyle analiz edilmistir. Bu genler, bakteri hiicre zarmin biitiinliglini ve
homeostazin1 saglamak, ¢evresel streslere yanit vermek ve bakterinin hayatta kalmasini

saglamak i¢in 6nemli rol oynarlar.

Iki bilesenli sistemler, mikroorganizmalarda ¢evresel degisikliklere yanit olusturan bir
protein ailesidir. Bu protein ailesi, cesitli stres kosullarina adaptasyonda 6nemli bir rol oynar.
Iki bilesenli sistemler, cevresel kosullardaki degisikliklere yanit olarak gen ekspresyonunu
degistirerek, mikroorganizmalarin hayatta kalma ve adaptasyon yeteneklerini artirmaktadir
(Groisman, 2016). CpxA/R, hiicre zarinin stres yanitin1 diizenleyen iki bilesenli bir sistemdir.

Bu sistem sensor kinaz CpxA ve cevap regiilatorii CpxR den olusmaktadir. CpxA/R, viriilans,
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agir metal toleransi, antibiyotik direnci, biyofilm olusumu ve oksidatif stres gibi bir¢ok ¢evresel
adaptasyona katkida bulunarak bakterilerin canliligt ve patojenitesinde rol oynar
(Weatherspoon-Griffin vd., 2014; Zhao vd., 2022). Ayrica CpxA/R sistemi yanlis katlanmis
proteinlerin varlig1 ile uyarilarak zarf stresine yanit olusturur. Zarftaki hasarli proteinlerin
onariminda yer alan proteinlerin sentezini kontrol ederek zarf biitlinliigiiniin korunmasinda rol
oynamaktadir (Leinberger vd., 2024; DiGiuseppe & Silhavy, 2003; Weatherspoon-Griffin vd.,
2014). Calismamizda metal stresi varliginda cpxA4 genin ekspresyonu artmis cpxP ve cpxR genin
ekspresyonu ise azalmistir. Diger tiim stres sartlarinda ise her ii¢ geninde VBNC durumda
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. Bu bulgular, farkli stres kosullarinin CpxA/R
sisteminin gen ekspresyonunu ve dolayistyla hiicre zarfi stres yanitim1 farkli sekillerde regiile

ettigini gostermektedir.

Cpx sistemi tarafindan diizenlenen, zarf homeostaz1 ve biyogenezinde rol oynadigi
bilinen baska bir proteinde Spy’dir. Spy proteini (sferoplast protein y), ilk kez sferoplast
hiicrelerde tespit edilmis ve bu hiicrelerde yiiksek miktarda bulunurken saglam hiicrelerde
bulunmayan biiyiik 6lciide strese 6zgii bir periplazmik saperondur. Yapilan calismalarda Spy
ekspresyonunun hem Cpx hem de Bae zarf stres proteinleri tarafindan diizenlendigi ve biitanol,
etanol gibi protein denatiiranlar1 tarafindan giiclii bir sekilde indiiklendigi tespit edilmistir
(Combs & Silhavy, 2024; Leinberger vd., 2024). Diisiik klorlama ile VBNC duruma indiiklenen
E. coli hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada VBNC durumdaki hiicrelerde spy geninin arttig1 tespit
edilmistir (Ye vd., 2020). Calismamizda ise calisilan tiim stres sartlar1 altinda spy genin
ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine nazaran ciddi bir sekilde azaldig: tespit edilmistir.
Bu bulgular CpxAR sistemi sonuglar1 ile de uyumludur. Cilinkii cpxR geninin ekspresyonu
azalirken spy geninin ekspresyonu da azalmistir. Bilindigi tizere spy geni CpxR tarafindan
regiile edilen bir gendir ve VBNC hiicrede cpxR geninin ekspresyonun azalmasi spy geninin
transkripsiyonunun baslatilmasimni veya artirilmasimi da smirlamaktadir. Bu sonuglar, Spy
proteininin stres kosullarinda hiicrelerin zarf stresine karsi adaptasyonunda kritik bir rol
oynadigim1 gostermektedir. Ayrica elde edilen veriler, zorlu ¢evresel kosullara adaptasyonda

CpxAR ve Spy sistemlerinin birlikte dnemli bir isleve sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismamizda, hiicre zarfi opakligi, hiicre boliinmesi ve 0karyotik hiicrelere yapismada
rol oynadig1r tahmin edilen y#fB ve zarf biyogenezinden sorumlu ychC (elyC) genlerinin
ekspresyonu da incelenmistir (Bottomley vd., 2020; Paradis-Bleau vd., 2015). YcbC proteini,
bakteriyel zarfin ana yapisal bileseni olan peptidoglikanin diisiik sicakliklarda sentezinden

sorumludur. ychC mutant hiicrelerle yapilan bir ¢alismada, 21 °C'de peptidoglikan sentezinin
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engellendigi ve hiicrelerin lizize ugradig: tespit edilmistir. Ayrica, ychC mutant suslarda protein
agregasyonunun arttig1, Spy veya DsbG periplazmik saperonlarinin asir1 ekspresyonunun bu
protein agregasyonunu yabani tip diizeyine indirdigi gézlemlenmistir (Bottomley vd., 2020;
Kouidmi vd., 2018). Calismamizda Real Time PCR analizleri sonucunda, tiim stres kosullar
altinda ychC ve ytfB genlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldigi sadece ychC genin
ekspresyonunun sicaklik stresi varliginda kontrol grubu ile benzer sonug¢ verdigi tespit
edilmistir. ycbC ve ytfB genlerinin ekspresyon seviyesinde meydana gelen azalmalarin,
bakteriyel hiicrelerin stres kosullarina adaptasyon siireglerinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Ozellikle ychC geninin yiiksek sicaklik stresi altinda kontrol grubu ile benzer
ekspresyon diizeyleri sergilemesi, hiicreler VBNC durumda da olsa bu genin sicaklik stresine

kars1 koruyucu bir mekanizma oldugunu dogrulamaktadir.

Yanlis katlanmig periplazmik proteinler ve zarf bozulmasinda sorumlu olan bir diger iki
bilesenli sistem, CpxA/R sisteminin homologu olan ZraS/R’dir. ZraS/R, antibiyotik direncine
katkida bulunan bir zarf stres yanit1 sistemidir. ZraS/R, hiicre zarfin1 etkileyen ¢esitli kimyasal
ve fiziksel stresler altinda hiicre zarinin biitiinliiglinlin korunmasina yardimci olur ve hiicrenin
hayatta kalmasini saglar (Petit-Hartlein vd., 2015; Rome vd., 2018). Calismamizda, VBNC
duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde ZraS/R sisteminin sensor kinazinin ekspresyon
seviyesinin tiim stres sartlarinda arttig1 tespit edilmistir. Bu sensoriin ekspresyonunda meydana
gelen artig, stres sartlarinin hiicreler tarafindan algilandigini ve bu durumda hiicrede koruma
mekanizmalarinin aktive oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, bu sistemlerin ekspresyon
seviyelerindeki artis, hiicrelerin VBNC duruma geg¢isinin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.
Bu bulgular, ZraS/R sisteminin hiicresel stres yanitinda rol oynadigini ve hiicrelerin VBNC

durumuna gegisinde dnemli bir adaptif mekanizma olarak islev gordiiglinii gostermektedir.

YthA/K sistemi, alternatif sigma faktorleri ve kiiciik RNA’lar ile iligkili olan iki bilesikli
fosforlama sistemidir. E. coli K-12'de bir cevap regiilatorii olan YthA, Sigma 54'e bagimli
promotorlerden glmY ve rpoEnin transkripsiyonunu aktive eder. Kiigilk RNA GImY ve RpoE
(Sigma 24), hiicre zarfi homeostazinin 6nemli diizenleyicileridir. YfhA/K sisteminin bu
islevine ek olarak, Enterobacteriaceae familyasinin patojenik formlarinda viriilans i¢in gerekli
oldugu da bilinmektedir. Bu sistem ayrica bakterilerin oksidatif stresle basa ¢ikmasina yardim
ederek hiicre zarin1 korur (Gopel & Gorke, 2018; Klein vd., 2016). E. coli W3110 ile yapilan
bir calismada 0,2 M NaCl stresine maruz birakilan yfhA4 ve yfhK mutant hiicrelerinde hiicre
canliliginin kontrol grubuna gore azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonug osmotik stresten korunmak

icin YfhA/K iki bilesenli sistemin hiicre i¢in gerekli oldugunu gostermektedir. Ayrica ayni
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calismada 33 pg/ml ¢inko stresi varlifinda gergeklestirilen yasam deneylerinde yfhA ve yfhK
mutant hiicrelerde kontrol grubuna nazaran hiicre canliliginin 6nemli derece de azaldig: tespit
edilmistir (Kaygusuz, 2016). Yapilan bir¢ok calismaya ragmen YfhA/K’nin rolii hala tam

anlamiyla tanimlanmamaistir ve literatiirde QseE/QseF ve GIrK/GIrR olarak da bilinmektedir.

Calismamizda, VBNC durumdaki hiicrelerde YfhA/K iki bilesikli sisteminin sensor
kinaz1 YthK’nin ekspresyon seviyesinin antibiyotik stresi digindaki tiim stres sartlarinda arttigi
tespit edilmistir. Bu durum, YthK sensor kinazinin ¢evresel stresleri algilayarak hiicrede
korunma mekanizmalarini aktiflestirme sinyalini baglattigini gostermektedir. Dolayisiyla, bu
sistemlerin ekspresyon seviyelerindeki artis, hiicrelerin VBNC duruma gegisini saglayabilir. Bu
bulgular, bakteriyel hiicrelerin ¢evresel streslere karsi adaptasyon siireglerini anlamak agisindan
onemli ipuclar1 sunmakta ve VBNC durumun olusumunda sensér kinazlarin roliinii ortaya
koymaktadir. Darcan vd. (2009) nin yapmis oldugu bir ¢alismada ¢aligilan tiim stres sartlarinda
EnvZ sensor kinaz mutantlarinin VBNC duruma indiikklenmemesi bu sonugla iligkili
olabilmektedir (Darcan vd., 2009). Sonug olarak iki bilesikli sistemlerin 6zellikle ¢evresel stres
kosullar1 altinda hiicresel korunma mekanizmalarimi aktive etmedeki kritik roliinii
vurgulamakta ve EnvZ sensor kinazinin eksikliginin VBNC duruma gecisi engelledigi
gbzlemiyle paralellik gostermektedir, bu da sensor kinazlarin VBNC durumun olusmasinda

diizenleyici faktorler arasinda yer alabilecegini gostermektedir.

P. mirabilis ile gergeklestirilen bir ¢alismada, envZ geninin ekspresyon seviyesinin
yuksek osmotik kosullarda azaldig1 ancak asidik pH kosullarinda arttig1 tespit edilmistir. (Wasfi
vd., 2020). Bir baska calisma da yapay deniz suyunda VBNC duruma indiiklenen V. vulnificus
hiicrelerinde envZ geninin ve E. coli’de ompF’ye karsilik gelen ompU geninin ekspresyon
seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir (Rao vd., 2014). EnvZ, bir osmosensor olarak islev goriir
ve OmpR'yi fosforile ederek ompC ve ompF genlerinin ekspresyonunu diizenler. Bu diizenleme,
bakterilerin zar gecirgenligini ve ¢evresel degisikliklere adaptasyonunu kontrol etmede kritik
bir rol oynar. Calismamizda bu genlerin ekspresyon seviyeleri tiim stres sartlar1 altinda analiz
edilmistir. Sonuclar envZ, ompR, ompC ve ompF genlerinin ekspresyon seviyelerinin tiim stres
sartlar1 altinda azaldigim1 gostermektedir. Darcan vd. (2003)’nin deniz suyunda yaptiklar
calismada, porin proteinlerinin sentezinde osmosensor olarak goérev yapan EnvZ sensoriiniin
nakavt edilmesi durumunda E. co/i’nin VBNC duruma girmedigi tespit edilmistir. Ayn1 sekilde
calismalarinda osmotik stres, alkali pH ve osmotik koruyucu glisin betain gibi farkli stres
sartlarinda bu durumun degismedigini bulmuslardir. Yani stres faktorleri degisse bile E. coli’de

envZ mutantlart VBNC duruma girmemektedir. Muhtemelen envZ mutant bakteriler dis
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ortamdaki stresleri algilayamadigindan VBNC duruma girmek yerine dogrudan Olmiistiir
(Darcan vd., 2003, 2009; Darcan, 2005). Bu durumun bir sonucu olarak VBNC duruma
indiiklenen bakterilerde EnvZ miktarinin artmasi beklenmektedir. Ancak ¢alismamizda VBNC
durumdaki hiicrelerde envZ geninin ekspresyon seviyesi azalmistir. Ciinkii bir organizmada
genin nakavt olmasi ile hiicredeki ekspresyon seviyesinin azalmasi ayni degildir. Gen silinmesi,
gen lirlinlinlin tamamen yokluguna sebep olurken, gen ekspresyonunun azalmasi gen {iriiniiniin
kismen mevcut olmasini saglar. Bu sebeple envZ geninin ekspresyon seviyesindeki azalmanin,
enerji tasarrufu ve hiicre zarfi stabilizasyonu gibi adaptif yanitin bir pargasi olabilecegi

distiniilmektedir.

Darcan vd. (2003) ayrica calismalarinda ompR, ompC, ompF ve ompC/ompF ikili
mutantlarinin da deniz suyunda VBNC duruma indiiklendigini tespit etmislerdir. Dig membran
porin proteinlerinin VBNC durumunun olusumunda bir rol oynadigi, literatiirdeki diger
calismalarla da dogrulanmaktadir. Farkli calismalarda, oksidatif stres, yiiksek karbondioksit
basinci ve diisiik sicakliklarla VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde dis membran
proteinleri OmpW, OmpF ve OmpA’nin sentezinde ciddi bir artis tespit edilmistir (Asakura vd.,
2007b, 2008; Muela vd., 2008; Zhao vd., 2016; Zhong & Zhao, 2019). Baska bir calismada ise,
klor ile VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde dis membran porin proteinleri OmpC,
OmpF ve 6zellikle de TolC’nin ekspresyon seviyelerinin artti3i, Real Time PCR analizleri ile
tespit edilmistir (Lin vd., 2017). Ek olarak, C. sakazakii hiicreleri kuraklik stresi ile VBNC
duruma indiiklendiginde, ompA’nin ekspresyon seviyesinin azaldigi belirlenmistir (Jameelah
vd., 2018). Dis membran proteinleri bakteri hiicrelerinde maddelerin degisimi ve cevresel
uyaranlara yanit i¢in gerekli proteinlerdir. Bu nedenle, OmpW ve EnvZ de dahil dig membran
proteinlerinin ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler, VBNC hiicre olusumunda rol

oynayan ve cevresel stres faktorlerine adaptasyonda kritik 6neme sahip proteinlerdir.

Stres kosullarinda hiicre zarmnin stabilitesini saglayan ve zar ile iliskili genlerin
ekspresyonunu diizenleyen bir diger sistemde alternatif sigma faktdr RpoE’dir (Hayden &
Ades, 2008). RpoE, yiiksek sicakliklar, dis zar proteinlerinin artan ekspresyonu veya yanlis
katlanmasimma neden olan mutasyonlar tarafindan indiiklenmekte ve zarf homeostazini
diizenlemektedir (Combs & Silhavy, 2024; DiGiuseppe & Silhavy, 2003). Yapay deniz suyunda
+4 °C de V. cholerae ile gergeklestirilen bir calismada VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde
RpoE, RpoH ve RpoN'nin transkripsiyonun iki kattan fazla azaldig: tespit edilmistir (Xu vd.,
2018). Benzer sekilde Vibrio alginolyticus hiicreleri ile +4 °C yapay deniz suyunda yapilan bir

baska calismada VBNC duruma indiiklenmis hiicrelerde rpoE ve toxR'min transkripsiyon
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seviyesinin azaldigi tespit edilmistir (Cai vd., 2023). Calismamizda da VBNC durumdaki
hiicrelerde, kontrol grubu hiicrelerine kiyasla 7poE’nin ekspresyon seviyesinin tiim stres sartlari
altinda ciddi derecede azalmis oldugu tespit edilmistir. E. coli ile gergeklestirilen bir calismada
rpoE tarafindan kodlanan o ®’nin biiyiimenin erken duragan fazinda meydana gelen VBNC
hiicrelerde lizize neden oldugu tespit edilmistir. Bu durumun sebebinin, hiicre canliligini uzun
stireler boyunca korumak amaciyla hasarli hiicreleri uzaklastirarak besin kullanimini en {ist
diizeye c¢ikarmak igin gerceklestigi belirtilmistir (Noor vd., 2009). Bu bulgular, RpoE'nin
hiicresel stres yanitindaki kritik roliinii vurgulamakta ve RpoE ekspresyonundaki azalmanin,
hiicrelerin VBNC duruma gegisini kolaylastiran 6nemli bir adaptif mekanizma oldugunu

gostermektedir

VBNC durumda rolii oldugu bilinen genlerden bir tanesi de rpoS dir. RpoS bakterilerin
cevresel stresler altinda hayatta kalmasini saglayan transkripsiyonel bir diizenleyicidir
(Bhagwat vd., 2006). Calismamizda ii¢ farkli stres sarti altinda VBNC duruma indiiklenen
yabani tip E. coli nin rpoS ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. RpoS’nin E. coli,
S. enterica V. vulnificus ve C. sakazakii’de VBNC durumun olusumunda rol oynadigi
bilinmektedir (Boaretti vd., 2003; Jameelah vd., 2018; Kusumoto vd., 2012; Xu vd., 2018). Es
zamanlit UV ve klora maruz birakilarak VBNC duruma indiiklenen antibiyotik direngsiz, ¢oklu
ilaca direncli RP4 plazmidini tasiyan ve rpoB geni mutasyona ugramis (Ser585phe) E. coli K12
suslariyla gergeklestirilen Real Time PCR analizlerinde rpoS ekspresyonunun RP4 plazmidi
tastyan E. coli susunda azaldigi diger iki susta ise arttig1 belirlenmistir (Zhang vd., 2024). Yapay
oligotrofik bir ortamda +4 °C'de yabani tip E. coli ve rpoS mutant sus ile gerceklestirilen
calismada, rpoS mutantinin VBNC duruma girmedigi ve stres sartlar1 altinda erkenden 6ldiigii
tespit edilmistir. Yani 7poS geninin varligmin hiicreleri VBNC duruma indiikledigi
belirlenmistir (Boaretti vd., 2003). Baska bir ¢alisma da ise klor varliginda VBNC duruma
indiiklenen E. coli hiicrelerinde rpoS’nin ekspresyon miktarmin arttigi tespit edilmistir (Chen
vd., 2018; Lin vd., 2017). Ancak farkli stres sartlarinda VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde
rpoS’nin ekspresyon seviyesinin azaldigi veya stres sartlarindan etkilenmedigini gdsteren
caligmalarda mevcuttur. Yapay deniz suyunda +4 °C de VBNC duruma indiiklenen V. cholerae
ile gerceklestirilen bir calisma da logaritmik faz hiicrelerine kiyasla rpoS mRNA kopyalarinin
azaldig1 tespit edilmistir (Gonzalez-Escalona vd., 2006). Ozmotik stres varliginda VBNC
duruma indiiklenen S. enterica hiicrelerinde hiicre i¢i RpoS seviyesinde azalma gozlenmistir
(Kusumoto vd., 2012). Benzer sekilde ozmotik ve oksidatif stres kosullar1 altinda E. coli ile

yapilan bir calismada RpoS ekspresyonun azaldigi durumda hiicrelerin VBNC duruma
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indiiklendigi tespit edilmistir (Asakura vd., 2005). Monokloramin dezenfeksiyonundan dolay1
VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde poS ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir
(Daer vd., 2021). Bir bagka ¢alismada ise farkli stres sartlar1 altinda VBNC duruma indiiklenen
P. mirabilis in Gi¢ farkl klinik izolatinda »poS’nin ekspresyonunda farkliliklar tespit edilmistir.
Yaradan izole edilen 3 numarali izolatta rpoS geninin ekspresyonu azalirken, idrardan izole
edilen 6 ve 7 numarali izolatta ise rpoS geninin ekspresyonu artmistir (Wasfi vd., 2020).
Calismamiz ve mevcut literatiir incelendiginde, 7poS geninin VBNC durumuna gegis ve
cevresel streslere adaptasyon siireclerinde kritik bir rol oynadigi, ancak bu genin ekspresyon
seviyelerinin stres sartlarina ve mikroorganizma tiirlerine bagli olarak biiyiik farkliliklar
gosterebildigi ortaya konulmustur. Sonug olarak rpoS ekspresyonundaki bu ¢esitlilik, hiicresel
yanitlarin sadece stres tiirline degil, aynt zamanda mikroorganizmanin bulundugu ortama,

genetik yapisina ve metabolik durumuna da bagli oldugunu gostermektedir.

Bakteriyel zarfin ana yapisal bileseni olan peptidoglikan ile iligkili bir bagka dis zar
proteini de Pal’dir. Pal boliinen hiicrelerde daralma bolgesinde birikir ve FtsN’ye bagli olarak
calisir. Ayrica Pal, Tol-Pal sistemi olarak bilinen ve hem hiicre zarfi hem de hiicre b6liinmesinde
rol oynayan bir protein grubudur. Tol-Pal kompleksi, dis zar biitliinliigiiniin korunmasi i¢in
onemlidir. Calismamizda, kontrol grubu hiicrelerine kiyasla Tol-Pal sisteminden pal geninin
ekspresyonunun, metal stresi hari¢ VBNC durumdaki hiicrelerde tiim stres sartlarinda azaldig:
tespit edilmistir. fo/ genlerinin ve to/-pal gen kiimesi ile iliskili cpoB geninin ekspresyonunun
da kontrol grubu hiicrelerine gore tiim stres sartlarinda azaldigi belirlenmistir. Sonug olarak,
Tol-Pal sisteminin VBNC durumunda azalan ekspresyonu, bu sistemin hiicre boliinmesi ve zarf
biitiinliigli izerinde dogrudan etkisi oldugunu ve stres kosullarinda bu sistemin isleyisinin
bozulmasinin  hiicrelerin  VBNC  durumuna  gecisine  katkida  bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Gelecekte yapilacak arastirmalar, Tol-Pal sisteminin bu siirecteki roliinii
daha detayli aydinlatarak, bakteriyel stres yanitlarinin ve VBNC durumunun daha iyi

anlasilmasina katki saglayabilir.

Hiicre boliinmesi, E. coli'de karmasik ve iyi diizenlenmis bir siirectir. Bu siireg, septum
olusumu ile baslar ve bu asamada FtsZ proteini kritik bir rol oynar. FtsZ, hiicre zar1 boyunca
bir halka yapis1 olusturur ve bu halka, bdliinmenin baslangi¢c noktasini belirler. Bu halkanin
dogru bir sekilde islev gormesi i¢in FtsA, FtsB, FtsE, FtsL, FtsN, FtsP, FtsQ, FtsX, DedD, ZipA,
MukB ve SulA gibi ¢esitli proteinler gereklidir.
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FtsA, FtsZ'nin zara baglanmasina ve septumun olusumuna yardimci olurken, FtsB, FtsL,
FtsQ, FtsN ve FtsX, hiicre zarfinin yapilandirilmasi ve boliinmenin ilerlemesi i¢in gerekli olan
protein komplekslerini olusturur. DedD ve ZipA ise FtsZ halkasinin stabilizasyonunu saglar.
MukB, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasini diizenlerken, SulA DNA hasarina
yanit olarak hiicre boliinmesini durdurarak hiicrelerin hasarli DNA'y1 onarmasina izin verir.
Calismamizda, VBNC durumdaki E. coli W3110 hiicrelerinde bu genlerin ekspresyon
seviyelerinin 6nemli Olgiide azaldig1 tespit edilmistir. Bu azalmanin, hiicre bdliinmesinin
durmasina ve VBNC durumunun olusmasina katkida bulundugu diisiintilmektedir. Bu bulgu,
literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumludur. Omegin E. coli ile deniz suyunda yapilan
mikroarray analizlerinde, hiicre boliinmesi ve niikleotid biyosentezinde rol oynayan 320 genin
negatif diizenlendigi tespit edilmistir (Rozen vd., 2002). Benzer sekilde E. coli ile ferrat ve
monokloramin dezenfeksiyonu varliginda yapilan bagka bir calismada fisQ geninin
ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir (Daer vd., 2021). Bakir siilfat ile VBNC duruma
indiiklenen C. michiganensis ile yapilan RNA sekans analizlerinde boliinme ile iligkili genlerin
(CMM_0842 ve CMM 0012) ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilmistir (Bai vd., 2022).
Farkli stres sartlarinda {i¢ farkli klinik izolat P. mirabilis ile gerceklestirilen Real Time PCR
analizinde ftsZ ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (Wasfi vd., 2020). V. cholerae ile
gerceklestirilen RNA sekans analizleri fsZ ve hiicre boliinmesiyle ilgili diger genler olan fis4,
ftsQ ve fisH'nin transkripsiyon seviyelerinin VBNC hiicrelerde azaldigini gostermistir. Ayrica
bu c¢alismada MreBCD ile iligkili li¢ gen olan mreB, mreC ve mreD'nin transkripsiyon
seviyelerinin de VBNC durumdaki bakterilerde azaldigi tespit edilmistir (Xu vd., 2018). Benzer
bir sonu¢ yapay deniz suyunda 4 °C'de V. vulnificus hiicreleri ile gerceklestirilen ¢aligmada da
tespit edilmistir. VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde fisZ ve mreB geninin ekspresyon
seviyesinin azaldigi belirlenmistir (Rao vd., 2014). Bu veriler, VBNC durumdaki hiicrelerde
hiicre boliinmesi ve zarf biitlinliigl ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerindeki azalma
egiliminin yaygin oldugunu ve bu durumun hiicresel stres yanitlarinin bir parcasi olabilecegini

gostermektedir.

MreBCD, hiicre morfolojisinin korunmasi ve hiicre duvari sentezinin yonlendirilmesi
icin gerekli olan bir komplekstir. MreBCD genlerinin eksik oldugu hiicrelerde hiicrelerin
kiiresellestigi, genisledigi ve sonunda pargalandig: tespit edilmistir. Her bir mre geninin ayri
ayr1 yok edilmesi, hiicre morfolojisi ve canliliinda biiyiik degisikliklere yol agmis ve
dolayisiyla, mreBCD taratindan kodlanan ii¢ proteinin ayni morfogenetik yolda islev gordiigii

ve gerekli oldugu kanisina varilmistir (Kruse vd., 2005; Shi vd., 2018). Calismamizda, ii¢ farkl
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stres sartinda VBNC duruma indiiklenen bakterilerde, mreB geninin ekspresyon seviyesinin
kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde azaldig: tespit edilmistir. MreBCD kompleksi, hiicre
morfolojisinin korunmasi ve hiicre duvari sentezinin yonlendirilmesinde kritik bir rol oynar.
mreBCD genlerinin eksikliginde hiicrelerin kiiresellestigi, genisledigi ve sonunda pargalandigi
onceki caligmalarla belgelenmistir (Kruse vd., 2005). Dolayistyla, VBNC hiicrelerde mreB
geninin ekspresyonunun azalmasi, hiicre boyutu ve morfolojisinde belirgin degisikliklere yol
acarak hiicrelerin hayatta kalma stratejilerini degistirdigini gostermektedir. Bu bulgu, MreBCD
kompleksinin VBNC durumdaki hiicrelerde morfogenetik yolun korunmasindaki onemini
vurgulamakta ve cevresel stres faktdrlerinin bakteriyel hiicre morfolojisi iizerindeki etkisine
151k tutmaktadir. Ayrica, bu sonuglar literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumlu olup, MreBCD
kompleksinin bakteriyel hiicre morfolojisi ve canlilig1 lizerindeki kritik roliinii bir kez daha

dogrulamaktadir.

Hiicre boliinmesi sirasinda FtsZ halkasinin diizenlenmesi ve stabilitesinde rol oynayan
zap genlerinin VBNC durum ile iliskisi calismamizda gerceklestirilen Real time PCR
analizleriyle incelenmistir. Analizler sonucunda, metal stresi altinda VBNC duruma indiiklenen
E. coli hiicrelerinde zapE geninin ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna kiyasla arttigi
sicaklik ve antibiyotik stresinde ise azaldigi tespit edilmistir. Diger tiim stres kosullar1 altinda
ise zapA, zapB, zapC ve zapD genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalma gozlenmistir.
Ozellikle zapC geni kontrol grubu hiicrelerinde pozitif eksprese edilirken, VBNC hiicrelerde
negatif eksprese olmustur. Farkli stres sartlar1 altinda {i¢ farkli hastane izolatt P. mirabilis ile
yapilan bir baska ¢alismada, zapA genin ekspresyon seviyesinin suslar ve uygulanan stres
faktorlerine gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Wasfi vd., 2020). E. coli’de Zap
proteinleri ile gergeklestirilen onceki ¢alismalarda ferrat ve monokloramin dezenfektanlarinin
zapA geninin ekspresyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada hiicre boliinmesi ve
zarf bitlinligi ile iliskili damX geninin ekspresyon seviyesinin de ferrat ve monokloramin
dezenfektanlar1 varliginda azaldig1 gézlenmistir (Daer vd., 2021). Benzer sekilde calismamizda
da tiim stres sartlar1 altinda VBNC duruma indiiklenen E. coli hiicrelerinde damX geninin
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. Ancak yiiksek CO:2 basinci ile VBNC duruma
indiiklenen E. coli hiicrelerinde ise damX geninin ekspresyonunda bir artis gézlenmistir. (Zhao
vd., 2016). Bu bulgular, damX geninin VBNC durumdaki hiicrelerde ekspresyonunun stres
tiriine bagli olarak degiskenlik gosterebilecegini ve literatiirde bu konuda rapor edilen
sonuclarin birbirinden farklilik gdsterdigini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, damX geninin

VBNC durumu iizerindeki etkileri ve bu genin farkli stres sartlarima yaniti hakkinda daha
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kapsamli bir calisma yapilmalidir. Bunun yaninda genel olarak g¢aligmamizda tiim stres
kosullar1 altinda zapA, zapB, zapC ve zapD genlerinin azalan ekspresyon seviyeleri ise bu
genlerin hiicre boliinmesi ve FtsZ halkasinin stabilitesinde kritik roller iistlendigini
gostermektedir. Bununla birlikte, bu sonuglar bir béliinememe durumu olan VBNC durumunda
genlerin rollerinin baskilandigini isaret etmektedir. Ozellikle zapC geninin kontrol grubunda
pozitif, VBNC hiicrelerde ise negatif eksprese edilmesi, bu genin hiicre boliinmesinde ve

VBNC durumunun diizenlenmesinde anahtar rol oynadigini gostermektedir.

Zhao vd. (2016) E. coli de yapmis olduklari ¢alismalarinda DicC proteinini kodlayan
z2046 geninin ekspresyonunun azaldigin1 belirlemislerdir (Zhao vd., 2016). Bu sonug
calismamizda elde edilen veriler ile uyumludur. Yiiksek karbondioksit basinci altinda E. coli
O157:H7 ile gergeklestirilen baska bir ¢calismada dicC mutant, dicA ve dicC asir1 ekspresyon
suslarinin VBNC durumu aragtirilmis ve dicC mutant ve dicA asir1 ekspresyon suslarinda
VBNC hiicre sayisinin arttig1 ancak dicC asir1 eksprese eden susta azaldigi tespit edilmistir.
Ayrica ¢alismanin devaminda asit ve H>Oz stresleri altinda bu suslarin VBNC durumlari da
analiz edilmis ve yiiksek karbondioksit basinci ile ayni sonuglar elde edilmistir. Yani ¢calismada
VBNC hiicrelerinin olusumunda DicC'nin, negatif diizenleyici olabilecegini gostermislerdir.
Yine ayni ¢alismada tiim stres sartlarinda dicB mutant susunun VBNC durumu da arastirilmig
ve tlim stres sartlarinda dicB mutant susta VBNC hiicre sayisinin arttig1 tespit edilmistir (Pan
vd., 2019). Calismamizda tiim stres kosullar1 altinda VBNC durumdaki hiicrelerde dicC ve dicB
geninin ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir. DicB, MinC negatif diizenleyicisi MinD ile az
bir homoloji gostermektedir. Hiicre boliinmesi sirasinda MinC, MinD ile etkilesime girebildigi
gibi DicB ile de etkilesime girebilmektedir. DicB, hiicre bdliinmesini engellemek i¢in FtsZ
polimerizasyonunun negatif diizenleyicisi MinC’yi septuma lokalize eder ve bdylelikle FtsZ
nin depolimerize olmasina sebep olarak hiicre boliinmesini engellemektedir (Ragunathan vd.,
2023; Yang vd., 2016). DicC ve DicB gibi negatif diizenleyicilerde ekspresyonda meydana
gelen azalma, hiicrelerin boliinme siireclerini ve adaptif yanitlarini etkileyerek, stres

kosullarinda hayatta kalmalaria katk: saglayabilmektedir.

Bu tez calismasinda belirtilen genler, hiicre boliinmesi, septum olusumu ve hiicre zarinin
ayrilmas1 gibi hayati oneme sahip kritik siireglerden sorumlu olan genlerdir. Bu genlerin
ekspresyon seviyesinde meydana gelen azalma, hiicre boliinme hizinin azalmasina ve hiicrenin
enerji tasarrufu yapabilmesine olanak saglamaktadir. Mikroorganizmalar i¢in hiicre béliinmesi,
oldukca maliyetli bir siirectir. Oysa VBNC durum, cevresel streslerle basa ¢ikabilmek ve

hayatta kalabilmek i¢in hiicrelerin metabolik aktivitelerini minimuma indirdikleri ve zorlu
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cevresel kosullara daha dayanikli hale geldikleri bir siiregtir. Dolayisiyla, boliinme ile iligkili
genlerin ekspresyonunun azalmasi, hiicrelerin hayatta kalma stratejilerinin bir parcasi olarak

degerlendirilebilmektedir.

Sonug olarak, boliinme ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerindeki azalma, VBNC
duruma gecmis hiicrelerde enerji tasarrufu ve hayatta kalma siiresinin uzatilmasi agisindan
kritik bir adaptif yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir. Calismada gergeklestirilen analizler, dicB,
dicC, ymgF ve zapC genlerinin VBNC durumunun molekiiler mekanizmasinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in mevcut stres kosullarinda daha detayli analizlerinin yapilmasi gerektigini
ortaya koymustur. Bu dogrultuda, kontrol grubuna kiyasla ekspresyon seviyelerinde azalma
gozlemlenen bu genlerin islevsel rollerini daha iyi anlamak amaciyla, ilgili genlerin asiri
eksprese edildigi rekombinant hiicreler olusturulmustur. Bu siiregte, ilgili genler bir ekspresyon
plazmidine klonlanmis ve ardindan transformasyon yontemi kullanilarak E. coli hiicrelerine
aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda, rekombinant hiicrelerde bu genlerin asir1
ekspresyonunun, ayni stres sartlari altinda VBNC durum ile iligkisi yeniden incelenmistir. Bu
yaklasimla, dicB, dicC, ymgF ve zapC genlerinin hiicresel stres yanitlarindaki ve hayatta kalma

stratejilerindeki spesifik rollerinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Calismada sicaklik stresi varliginda DicB, YmgF ve ZapC rekombinant hiicrelerde
VBNC hiicre sayisinin kontrol grubu hiicrelerine (yabani tip E. coli W3110 ve bos vektor igeren
E. coli W3110) kiyasla azaldig1 ve hiicrelerin 6ldiigii tespit edilmistir. DicC rekombinant
hiicrelerinin ise kontrol grubu hiicreleri ile benzer sonuglar verdigi gozlenmistir. Bakir metali
varliginda gerceklestirilen yasam deneylerinde ise DicB ve DicC rekombinant hiicrelerinin
kontrol grubu hiicreleri ile benzer sonuglar verdigi, YmgF ve ZapC rekombinant hiicrelerde ise
VBNC hiicre sayisinin azaldig ve hiicrelerin 6ldiigii tespit edilmistir. Eritromisin antibiyotigi
varhiginda gerceklestirilen yasam deneylerinde ise DicB, DicC ve YmgF rekombinant
hiicrelerinin kontrol grubu hiicreleri ile benzer sonuglar verdigi, ZapC rekombinant
hiicrelerinde ise VBNC hiicre sayisinin kontrol grubu hiicreleri gore azaldigi ve hiicrelerde
Oliimiin meydana geldigi gozlenmistir. DicB’nin asir1 ekspresyonunda elde edilen sonuglar
literatiirle uyumludur. Ciinkii yiiksek CO» basinci altinda dicB mutant suslari ile gerceklestirilen
calismada, H>O; ve asit stresi altinda VBNC hiicre sayisinin arttig1 tespit edilmistir (Pan vd.,
2019). Calismamizda elde edilen sonuglarda ise, ¢aligilan tiim stres sartlar1 altinda VBNC
hiicrelerde dicB geninin ekspresyonu azalmis ancak DicB’nin asir1 eksprese edildigi hiicrelerde
ise VBNC hiicre sayisinin azaldig1 ve hiicrelerin 6liime siiriiklendigi tespit edilmistir. Bu

sonuglar, literatiirdeki bulgularla uyumlu olup, birbirini destekler niteliktedir. Sonug olarak bu
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rekombinant hiicreler arasinda, tiim stres sartlar1 altinda sadece ZapC’nin VBNC durumda bir
roliiniin oldugu tespit edilmistir. Cilinkii kontrol grubu hiicrelerine kiyasla zapC geninin agiri
eksprese edildigi hiicrelerde VBNC hiicre sayisinin azaldigi ve hiicrelerin VBNC duruma
girmek yerine 6lmeyi tercih ettigi gozlenmistir. Bu sonug, literatiirde ZapC’nin FtsZ polimerleri
ile kusurlu bir bilesim olusturarak hiicre boliinmesini engelledigi ve hiicre 6liimiine yol actigi

bilgisiyle uyumludur (Ortiz vd., 2017).

VBNC durumdaki hiicrelerin metabolizma ve gen ekspresyonu gibi faaliyetlerini
minimum seviyeye indirmelerinin sonucu olarak protein ve niikleik asit miktarlarinda
azalmanin meydana geldigi bilinmektedir. Ayrica, VBNC duruma indiiklenen hiicrelerin
peptidoglikan capraz baglarinda, lipoproteinlerinde, glikan zincirlerinde ve yag asidi
bilesiminde kapsamli modifikasyonlarin meydana geldigi tespit edilmistir (Fu vd., 2020;
Gonzalez-Escalona vd., 2006; Hung vd., 2013; Robben vd., 2018, 2019). Bu modifikasyonlar,
VBNC duruma indiiklenen hiicrelerin stres sartlari altinda hayatta kalabilmeleri i¢in fayda
saglamaktadir. Ancak stres kosullar1 altinda meydana gelen membran hasari, hiicrelerin VBNC
duruma ge¢mesinin olasi bir nedeni olabilir. Bu sebeple calismamizda VBNC duruma
indiiklenen hiicrelerde lipit peroksidasyonu analizi ve ATR- FTIR teknigi kullanilarak hiicrenin

temel bilesenlerinin analizi yapilmistir.

VBNC durumdaki mikroorganizmalar ¢evresel stres faktorlerine maruz kaldiginda
antioksidan savunma mekanizmalari zayiflayabilir, bu da serbest radikal olusumunun artmasina
ve dolayisiyla lipid peroksidasyonunun artmasina neden olabilir. Cok sayida ¢alisma, VBNC
durumdaki hiicrelerde lipit peroksidasyonunda artis oldugunu gdstermistir (Borkar vd., 2024;
Dolezalova & Lukes, 2015; Joshi vd., 2011; Yost & Joshi, 2015). Ancak literatiirde metal
antibiyotik ve sicaklik kullanilarak VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde lipit peroksidasyonu
analizleri gerceklestirilmemistir. Calismamizda farkli stres kosullar1 altinda VBNC durumuna
indiiklenen E. coli W3110 hiicrelerinde MDA miktarlart TBARS tahlili ile o6lgiildiigiinde,
uygulanan her ii¢ stres kosulunda da lipit peroksidasyonunun meydana geldigi tespit edilmistir.
Lipit peroksidasyonunun gercekten ¢alisilan tiim streslerde VBNC hiicrelerden kaynaklandigini
ve besin eksikliginden kaynaklanmadigini gostermek i¢in ¢calismamizda kontrol grubu olarak
hem logaritmik faz hiicreleri hem de stres faktorlerinin olmadigi ancak aglik ortaminda inkiibe
edilen hiicreler kullanilmistir. Bu kontrol gruplari, elde edilen sonuglarin spesifik olarak VBNC
durumuna bagli oldugunu ve besin eksikliginin bir sonucu olmadigini dogrulamak amaciyla
secilmistir. Ozellikle metal ve antibiyotik stresine maruz kalarak VBNC olan hiicrelerde, MDA

konsantrasyonun her iki kontrol grubu hiicrelerine kiyasla 6nemli dl¢iide arttig1 tespit edilmistir.
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Bu artigin nedeni hem metalin hem de antibiyotigin serbest radikal olusumunu arttirarak hiicre
zarmin oksidatif bozulmasina neden olmasi ve bu da lipit peroksidasyon son iiriinlerinin

olusumuna yol agmasi olabilir.

Calismamizda gerceklestirilen kiziltesi spektrokimyasal analizler sonucunda VBNC
duruma indiiklenen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelerine kiyasla protein ve niikleik asit
bantlarinda azalma tespit edilmistir. Literatirde ATR-FTIR yontemi kullanilarak
mikroorganizmalarda temel bilesenlerin analizi gerceklestirilmektedir. Ancak literatiirde
calismamizda kullandigimiz stres sartlar1 ve kontrol gruplarindaki farkliliklarin 6n plana
cikarildigi, VBNC iizerine detayli analizlerin yapildig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. Soguk
stresi altinda (4 °C/-18 °C) yaralanmis ancak hiicre canliligi devam eden E. coli ile yapilan bir
calismada 2966 cm™, 2929 cm™!, 2852 cm™! (lipid), 1637 cm™, 1545 cm™ (proteinlerin ikincil
yapist) ve 1235 cm’! (fosfodiesterler) spektral bantlarmimn pozisyonlar: kontrol érnekleriyle
karsilastirildiginda 6nemli Olglide azalmistir. Ayni ¢alismada -18 °C'de yapilan deneylerde
lipitler, niikleik asitler ve yapisal proteinlerle iligkili bantlarin yogunlugunda da azalma oldugu
ortaya ¢ikmistir (Lu vd., 2011). Bagka bir calismada, farkli dozlarda serbest klora (0,0-1,0 ppm)
maruz birakilan E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 15442 hiicrelerinde 1800-1300
cm’! spektral bolgede nemli degisiklikler belirlenmistir. Ayrica yapilan PCA analizleri
sonucunda klora maruz kalan hiicreler ile klora maruz kalmayan hiicrelerin birbirinden ayrildigi
tespit edilmistir. Calismanin sonucunda yarali ve VBNC durumdaki su kaynakli patojenlerin
varligin tespit etmek icin FTIR spektroskopisinin uygulanabilir olabilecegi one siiriilmiistiir
(Al-Qadiri vd., 2008). Lentilactobacillus hilgardii hiicrelerinde soguk plazma uygulamasi
sonrasinda yapilan FTIR analizleri sonucunda, normal hiicrelere kiyasla VBNC hiicrelerde
onemli sayida spektral degisiklik oldugu tespit edilmistir. Plazma uygulamasi sonrasinda ~2960
cm’! ve 2920 cm™ bantlarinda azalma, 1375 em™, 1720 cm™! ve 1045 cm™! civarindaki bantlarda
ise belirgin bir artis belirlenmistir. Bu degisikliklerin, 6zellikle yag asitleri, karbonhidratlar,
proteinler ve niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlere ait fonksiyonel gruplarin
titresimleriyle iligkili oldugu bulunmustur (Niedzwiedz vd., 2020). Yiiksek fenol
konsantrasyonu ile VBNC duruma indiiklenen Candida sp. LN1 susunda yapilan FTIR
analizlerinde, normal hiicrelere kiyasla daha fazla bandin oldugu ve tespit edilen bu bantlarda
normal hiicrelere kiyasla farkliliklarin oldugu belirlenmistir. Belirlenen bantlar arasinda 2955
cm’! (metil grubu asimetrik titresim band1), 1539 cm™! (proteinlerin amid I ve II bantlar1) ve
1044 cm™'deki polisakkaritler/niikleik asitlerle iliskili bantlarda farkliliklar tespit edilmistir.
Ayrica 1000 ila 900 cm™! spektral bdlgede gdzlenen absorpsiyon bantlari, hiicre duvarindaki
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karbonhidratlara ve polisakkaritlere atanmis ve belirlenen bu bantlarin VBNC durumunun
gostergeleri oldugu kabul edilmistir (Xie vd., 2021). Sicaklik ve oksijen gerilimindeki
degisiklikler yoluyla VBNC duruma indiiklenen C. jejuni ile yapilan bir calismada Moen ve
ark. (2005) proteinlerde azalma, polisakkaritlerde ise artis gdzlemlemistir (Moen vd., 2005).
Benzer sekilde, norfloksasin antibiyotigi varliginda VBNC durumuna indiiklenen R.
bifenilivorans hiicrelerindeki peptidoglikanin molekiiler yapisi, ATR-FTIR spektroskopik
yontemi kullamilarak arastirilmis ve 1200-800 cm™! bélgesinde kiigiik ama anlamli farkliliklar

tespit edilmistir (Jia vd., 2020).

Calismamizda elde edilen bulgular, mevcut literatiirden elde edilen destekleyici kanitlarla
birlikte, kemometrik araglarla birlestirilmis FTIR spektroskopisinin, geleneksel mikrobiyal
teknikler kullanilarak tespit edilemeyen VBNC bakterilerinin varligini tespit etmek icin
uygulanabilir bir yontem olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamiz dzellikle 995 cm™!" deki
RNA bandinin, E. coli W3110 hiicrelerinin VBNC durumunda hizli ve ekonomik tespiti i¢in
onemli bir sonu¢ oldugunu vurgulamaktadir. Bu nedenle, FTIR spektroskopisi ve veri
madenciligi teknikleri gibi hizli, glivenilir ve uygun maliyetli yaklasimlarin taninmasi ve
kullanilmasi, halk sagliginin korunmasi ve gida giivenliginin saglanmasi agisindan son derece
onemli hale gelmektedir. Bu nedenle gelecekteki ¢aligmalar, ¢esitli mikroorganizma tiirlerini
VBNC durumuna indiiklerken bu bandin 6zgiilliigiinii kesfetmeye odaklanmalidir. VBNC
durumuna girseler de girmeseler de mikroorganizmalar ¢evresel stresle basa ¢ikmak i¢in gesitli
stratejiler gelistirirler. Bu mekanizmalar arasinda RNA sentezi ve ekspresyonundaki artis yer
almaktadir. Ogzellikle stres kosullarinda spesifik genlerin ekspresyonu artarak RNA
diizeylerinde artiga neden olabilir. Ayrica mikroorganizmalarin stres kosullarinda uzun siire
hayatta kalabilmek i¢in metabolik aktivitelerini azaltma egiliminde olduklar1 da bilinen bir
gercektir. Bu durumda bakteriler temel hiicresel fonksiyonlarini siirdiirmek i¢in enerji tasarrufu
stratejilerini kullanirlar. Dolayisiyla artan RNA miktari, hiicrelerin genetik materyallerini
korumalarina ve potansiyel olarak uygun kosullar altinda ¢ogalmalarina yonelik bir adaptasyon
mekanizmasi olabilmektedir (Blazewicz vd., 2013; Rhodius vd., 2005). Literatiirde yapilan
caligmalar, VBNC durumdaki organizmalarin 6l¢iilebilir miktarda rRNA icerdigini (Chambon
vd., 1968) ve bazi durumlarda vejetatif duruma gore Onemli Olgiide daha fazla rRNA
icerebilecegini gostermistir (Sukenik vd., 2012). RNA igerigindeki artigin bir diger nedeni ise
mikroorganizmalarda bulunan sinyal iletim sistemidir. Bu sistemlerde c¢evresel stresleri
algilayan bir sensor kinaz ve streslere tepki veren bir yanit diizenleyici bulunmaktadir. Bu

mekanizmalar araciliiyla stresle iligkili belirli genlerin regiilasyonu saglanir ve hiicre ici
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yanitlar olusturulurken gen ekspresyonunu diizenleyen RNA molekiillerinin iiretimi de
artmaktadir (Beier & Gross, 2006; Groisman, 2016; Piattelli vd., 2020). Ayrica
mikroorganizmalarda spor olusumu sirasinda genellikle RNA miktarinda artisin meydana
geldigi gozlenmektedir. Spor olusum siireci, mikroorganizmalarin uygun olmayan cevre
kosullarina kars1 gegici olarak direngli bir forma ge¢mesi anlamina gelir. Bu islem sirasinda
bakteri hiicresi, esasen kromozomal DNA'sin1 korurken, niikleik asit sentezi ve protein tiretimi
gibi metabolik aktivitelerini biiylik 6l¢iide azaltir veya durdurur. Ancak spor olusum siireci
bircok diizenleyici genin aktivasyonuna ve bazi genlerin ekspresyonunun artmasina yol agabilir.
Buda 6zellikle spor olusumu i¢in gerekli olan spesifik proteinlerin sentezini miimkiin kilar. Bu
nedenle spor olusumu sirasinda bazi genlerin ekspresyonundaki artisa bagl olarak hiicrede
RNA miktarinda artis meydana gelebilmektedir (Segev vd., 2012; Setlow & Christie, 2020;
Traag vd., 2013). Ayni1 sey, mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel streslerden korumak icin
bir araya geldigi biyofilm olusumu icin de gecerlidir. Biyofilm olusumu sirasinda
mikroorganizmalar, gen ekspresyonu ve metabolik aktivitelerini degistirerek ¢evresel kosullara
uyum saglar. Ozellikle de biyofilm igindeki hiicreler arasi iletisim ve koordinasyonu saglamak
icin cesitli genlerin ekspresyonunda artisa giderek RNA sentezi ve ekspresyonunda bir artis s6z
konusu olur (Condinho vd., 2023; Ghaz-Jahanian vd., 2013; Martinez & Vadyvaloo, 2014;
Mitra & Mukhopadhyay, 2023). Sonug olarak, bakterilerin gevresel streslere adaptasyonu
sirasinda RNA miktarindaki artig, genetik materyali koruma ve potansiyel olarak iireme
yeteneklerini koruma stratejilerinin bir parcasi olabilir. Bu, bakterilerin uzun siire hayatta
kalmasi ve VBNC durumundayken stres kosullarina uyum saglamasi i¢in 6nemli bir adaptasyon

mekanizmasi olabilir.

93



6. SONUC

I1k kez 1982 yilinda kesfedilen canli fakat kiiltiirii yapilamayan hiicre (VBNC) durumu,
bakterilerin stresli kosullar altinda hayatta kalabilmek i¢in gelistirdikleri bir yagam stratejisi
olarak degerlendirilmektedir. Mikroorganizmalar bu forma girdiklerinde rutin laboratuvar
yontemleri ile tespit edilemedikleri ve koloni olusturamadiklari i¢in gézden kagabilmektedir.
Bununla birlikte, bu bakterilerin patojeniteleri hem VBNC durumundayken hem de ¢evresel
sartlar normale doniip yeniden canlandiklarinda devam edebilmektedir. Bugiine kadar, VBNC
durumunun molekiiler mekanizmasinin ¢oziimiine yonelik, bircok mikroorganizma tiirii ve
farkli stres kosullart altinda calismalar gerceklestirilmis ve mekanizmay1 aydinlatacak bazi
proteinler tespit edilmistir. Ancak, bu alandaki arastirmalara ragmen, VBNC durumunun tam
anlamiyla anlasilmasina yonelik kesin bir ¢6ziim heniiz bulunamamistir. Dahast VBNC
durumdaki mikroorganizmalar sucul ¢evreler, gida isleme tesisleri, tarim iriinleri, hastaneler
gibi bir¢ok ortamda karsimiza ¢ikmakta ve halk sagligini tehdit etmektedir. Bu sebeple VBNC
durumunun anlagilmast ve bu hiicrelerin tespiti i¢in hizli ve ucuz yeni yontemlerin
gelistirilebilmesi, mikrobiyal ekoloji ve halk sagligi alanlarinda 6nemli gelismelere olanak

saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasinda, E. coli W3110 susu, sicaklik (42 °C), metal (CuSO4) ve antibiyotik
(Eritromisin) olmak {izere ii¢ farkl stres sart1 altinda VBNC duruma indiiklenmistir. Yapilan
plak sayim ve Live/Dead sayim sonuglart ile hiicrelerin VBNC duruma gectigi dogrulanmustir.
VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile analiz edilmistir. SEM
sonuglari, her ii¢ stres sart1 altinda hiicre morfolojilerinin kontrol grubu hiicrelerine kiyasla
kiigiildiigiinii  gostermisti. TEM sonuglar1 ise, VBNC hiicrelerde ribozom sayisindaki
azalmadan otiirii sitoplazmik matrisin daha az yogun oldugunu ve hiicre i¢ ve dis zar1 arasinda

bir bosluk meydana geldigini ortaya koymustur.

Real-Time PCR analizleri ile, VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde 52 genin
ekspresyon seviyeleri incelenmis ve sicaklik stresi altinda 24, metal stresi altinda 30, antibiyotik
stresi altinda ise 8 genin ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. Tiim stres sartlar
altinda dicB, ymgF ve zapC genlerinin benzer sonuglar verdigi belirlenmistir. Rekombinant
suslar olusturularak bu genlerin asir1 eksprese edilmesi sonucunda, sicaklik stresine maruz
kalan DicB, YmgF ve ZapC rekombinant suglarinda VBNC hiicre sayisinin kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla azaldig: tespit edilmistir. Metal stresi varliginda YmgF ve ZapC, antibiyotik

stresi varliginda ise sadece ZapC rekombinant susunda VBNC hiicre sayisinin azaldigi
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gbzlenmistir. Bu sonuglar, ZapC’nin sicaklik, metal ve antibiyotik stresi altinda VBNC

hiicrelerinin olusumunu negatif olarak diizenleyebilecegini gostermektedir.

VBNC duruma indiiklenen hiicrelerde lipid peroksidasyonu analizleri gergeklestirilmis
ve her ii¢ stres kosulunda da lipid peroksidasyonunun meydana geldigi tespit edilmistir.
Ozellikle metal ve antibiyotik stresine maruz kalan VBNC hiicrelerinde MDA (malondialdehit)
konsantrasyonunun belirgin sekilde arttigr goézlenmistir. Bu sonug, VBNC durumunun

olusumunda oksidatif stresin 6nemli bir rol oynayabilecegini de gostermektedir.

ATR-FTIR yontemi kullanilarak gergeklestirilen analizler, VBNC durumun
indiiksiyonu sirasinda RNA, protein ve niikleik asit konsantrasyonlarinda biyomolekiiler
degisiklikler ortaya koymustur. Ozellikle 995 cm"'deki RNA bandmin VBNC durumdaki
bakterilerde arttig1 belirlenmis ve bu bandin E. coli W3110’un laboratuvar kosullar1 altinda
VBNC durumunun tespitinde gilivenilir bir spektrokimyasal biyobelirte¢ olabilecegi

gosterilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada farkli stres kosullar1 altinda VBNC duruma indiiklenen E.
coli W3110 hiicreleri ile gergeklestirdigimiz aragtirmalarda, hem Real Time PCR analizleri ile
belirlenen zapC geni hem de IR spektroskopisi analizleri sonucunda belirlenen 995 cm™
bandinin, VBNC durumunun tespiti ve molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik
onemli katkilar sagladigi ortaya konulmaktadir. Gelecekte yapilacak arastirmalar, bu bulgulari
daha da ileriye tasiyarak mikrobiyal ekoloji ve halk sagligi alanlarinda 6nemli katkilar
saglayacakti. VBNC duruma gecisin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi, hem bu
hiicrelerin indiiklenmesini  Onleyici stratejilerin  gelistirilmesine hem de yeni tespit
yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. VBNC durumunun tespiti ve kontrolii,
sucul cevreler, gida isleme tesisleri, tarim {iriinleri ve hastaneler gibi bir¢ok ortamda halk
sagligin1 koruma agisindan kritik oneme sahiptir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler, VBNC
durumun molekiiler mekanizmasinin ¢oziimiine yonelik gelecekteki aragtirmalar i¢in saglam

bir temel olusturmaktadir.
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