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OZET

Biyofilm, c¢evresel stres kosullarina karsi mikroorganizmalarin olusturdugu
yagsam formlaridir ve mikroorganizmalar i¢in biiyiikk bir avantajdir. Bu g¢aligmada
Escherichia coli’nin biyofilm olusumunda dis membraninda bulunan porin
proteinlerinin  (OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB ve PhoE) rolleri
arastirtlmistir. Ayrica bu rolde gevresel faktorlerden pH (5.5, 6.0, 6.5, 7, 7.5 ve 8) ve
bazi metallerin (Bakir, Nikel, Cinko) varliginin biyofilm olusumuna etkisi de
incelenmistir.

Elde edilen verilere gore, yabani tip E. colide goriilmemesine
ragmen ompA, ompC ve lamB mutant E. coli’nin farkli pH degerlerinde biyofilm
olusturdugu gozlemlenmistir. pH 5.5, 6.0, 7, 7.5 ve 8 ortamlarinda kati-stvi ara
fazinda ompC mutant E. coli susu biyofilm olusturmaktadir. ompA mutant E. coli susu
ise hava-sivi ve kati-sivi ara fazlarinda pH 6.5, 7, 7.5 ve 8 ortamlarinda orta seviyede
biyofilm olusturmaktadir. lamB mutant E. coli susu sadece pH 7 ve 7.5 ortamlarinda
kati-sivi ara fazinda biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. Yabani tip E. coli W3110
ve ompF, ompG, ompT ve phoE porin mutantlarinda farkli pH ortamlarinda biyofilm
olusumu tespit edilmemistir. Farkli metallerin  varliginda yapilan biyofilm
denemelerinde ise bakir, nikel varliginda cam tiipte ompA ve lamB mutant E.
coli suslarinda biyofilm olusumu metalsiz ortam denemeleriyle aynidir. Bu yiizden
bakir ve nikel varliginin biyofilm olusumunda rolliiniin olmadigi tespit edilmistir.
Fakat ompC mutant E. coli susunda bakir ve nikel varliginda daha kuvvetli biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Calismada kullanilan bir bagka metal olan ¢inko varliginda
ompA, ompC ve lamB mutant E. coli suslarinda ise ilging bir sonu¢ alinmistir. Cinko
olmadigi zaman bu mutant suslarda biyofilm olusumu goriiliirken, ¢inkonun varliginda
biyofilm olusmadigi tespit edilmistir. Yabani tip E. coli W3110, ompF, ompG,
ompT ve phoE mutant suslarinda galigilan tiim metallerde biyofilm tespit edilmemistir.
Dolayisiyla ompA, ompC ve lamB genlerinin yoklugu biyofilm olusturma

mekanizmasini tetikledigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Esherichia coli; biyofilm; porin proteinleri; pH; omp



ABSTRACT

Biofilms are the life forms of microorganisms against environmental stress
conditions and are a great advantage for microorganisms. In this study, the roles of
porin proteins (OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB and PhoE) in the outer
membrane of Escherichia coli were investigated. In addition, the presence of pH (5.5,
6.0, 6.5, 7, 7.5 and 8) and some metals (Copper, Nickel, Zinc) on relationship between
the formation of biofilm and porin genetic regulation were investigated.

According to the data obtained, it was observed that ompA, ompC and lamB
mutant E. coli formed biofilm at different pH values although they were not seen in
wild type E. coli W3110. In the case of pH 5.5, 6.0, 7, 7.5 and 8 the ompC mutant E.
coli strain in the solid-liquid intermediate phase forms the biofilm. The ompA mutant E.
coli strain forms mid-level biofilm in the air-liquid and solid-liquid intermediate phases
of 6.5, 7, 7.5 and 8 environments. The lamB mutant E. coli strain was found to form
biofilm in the solid-liquid intermediate phase only in pH 7 and 7.5 media. No biofilm
formation was detected in E. coli W3110 and ompF, ompG, ompT and phoE porin
mutants. Biofilm tests in the presence of different metals, in the presence of copper,
nickel, the biofilm formation in the glass tube by the ompA and lamB mutant E. coli
strains is the same as that of metal-free media. Therefore, it was found that there was no
role in the formation of biofilm in the presence of copper and nickel. But in the ompC
mutant E. coli strain, stronger biofilm formation was detected in the presence of copper
and nickel. An interesting result was obtained in the ompA, ompC and lamB mutant E.
coli strains in the presence of zinc, another metal used in the study. While biofilm
formation was observed in these mutant strains when there was no zinc, but biofilm did
not occur in the presence of zinc. Biofilm was not detected in all metals studied in wild
type E. coli W3110, ompF, ompG, ompT and phoE mutant strains. The absence of the
ompA, ompC and lamB genes thus produced a result that triggered the biofilm formation

mechanism.

Key words: Esherichia coli; biofilm; porin proteins; pH; omp
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1.GIRIS

Mikroorganizmalar, besin ihtiyaclarin1 karsilayabildikleri pek ¢ok ortamda
yasam faaliyetlerini siirdiirebilmektedirler (Chilcott ve Hughes, 2000). Fakat, dogal
ortamlarinda ani pH degisimi, yiiksek osmolarite, sicakligin kontrolsiiz artmasi ya da
besinlerin sinirlanmasi gibi yasamlarini etkileyen veya sinirlandiran bir ¢ok stres
faktoriine maruz kalmaktadirlar (Grant ve Long, 1981). Bu zor sartlar altinda hayatta
kalabilmek i¢in ¢esitli yasam stratejileri gelistirmektedirler. Biyofilm tabakasi da, bu
stres kosullarinda bakterilerin gelistirdigi savunma mekanizmalarindan birisidir
(Poulsen, 1999). Bakteriler bu savunma mekanizmasiyla baska tiirler ve kendi tiirleri
arasinda kurduklar iletisim ile gen ifadelerini ayarlayabilirler, bu ortamda daha uzun
stire hayatta kalabilmek i¢in metabolizmalarin1 ve belirli yiizey proteinlerini
aktiflestirerek yilizey ozelliklerini degistirebilmektedirler. Boylece savunma sistemi
olarak kullandiklar1 biyofilm sayesinde c¢ogalmanin ve hayatta kalmanin zor oldugu
ortamlarda dahi yasamlarim siirdiirmeye devam etmektedirler (Chilcott ve Hughes,
2000).

Biyofilm, mikroorganizmalarin bir yiizeye yapisarak, kendilerinin {rettikleri
polimerik yapidaki jelsi bir tabaka i¢inde yasayan kiiciik topluluklar olarak tanimlanir
(Leone, vd., 2006; Hassan, vd., 2011). Bu mukus yapili tabaka, bakteri hiicreleri
tarafindan iiretilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir. Terminolojide ise ekzopolisakkarit
ya da ckzopolimer (EPS) adi verilmektedir (Fujishige, vd., 2006). Bu olusan
polisakkarit bazli ag yapisi, proteinler ve hiicre dis1 genomik DNA'y1 icermektedir ve
biyofilmlerin olusumunda ve gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Hudson, vd.,
1999; Los, vd., 2010; Gupta, vd., 2016). Bunlara ek olarak biyofilm tabakasi igerisinde
ekzopolisakkarit olan bir glikokalikste bulunmaktadir. Glikokaliks bakterinin canli veya
cansiz yiizeylerde tutunmasini, ¢ogalmasimi ve gelismesini saglayan ekstraselliiler
polimerik bir maddedir. Ayn1 zamanda glikokaliks, gen transkripsiyonuna bagl olarak
da, farkli fenotipik ozellikler gosterebilmektedir. Bu nedenle, mikroorganizmlarin nigin
fenotip degisikligine gittigi ve biyofilm yasam tarzinin nasil diizenlendigini anlamak
onemlidir (Poulsen, 1999; Gupta, vd., 2016).

Escherichia coli (E. coli) biyofilmlerinin farkli olarak ifade edilmesinde bir ¢ok
gen mevcuttur (Schembri, vd., 2003b; Beloin, vd., 2004; Ren, vd., 2004). Bu genlerin

varligindan ve farkliligindan dolayi, olusan biyofilm yapilarida farklilik gostermektedir



(Beloin ve Ghigo, 2005). Yapilan ¢alismalar sonucunda, biyofilm olugsumunun birbirini
takip eden bes ardigik basamakta gerceklestigi saptanmistir. Aslinda basit bir sistem
olarak diisiiniilen biyofilm olusumu, ¢ok sayida gen diizenleyici yollar1 i¢ceren karmasik
bir olay olarak gerceklesmektedir (Chevance ve Hughes, 2008). Oncelikle
mikroorganizmalar aktif hiicreleri ile yiizeye yakin mesafede etkilesime girerek ylizeye
doniistimlii olarak tutunurlar. Yiizeye doniisiimlii olarak tutunur iken o yiizeyde hayatta
kalabilmelerini saglayacak besin maddelerinin var olup olmadiginmi arastirirlar. Daha
sonra, hiicre organelleri ile kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol etkilesimi,
hidrofobik etkilesimler ve hidrojen etkilesimleri sayesinde ylizeye doniisiimsiiz olarak
tutunmaktadirlar (Poulsen, 1999). Boylece, yiizeye tutunan bakteri burada gelisir ve
liclincii basamak olarak mikrokoloni olusturmaya baslar. Mikrokoloniler zaman i¢inde
biiylir ve daha yiiksek yapilara doniisiirek koloni olusturur. Bu basamakta artik olgun
biyofilm yapist olusmustur (Srey, vd., 2013). Biyofilm gelisimi ve siirekliligi taze
besiyeri saglandik¢a devam etmektedir. Ancak, ortamdaki besin maddeleri azalmaya
baslayinca ya da tiikenince son basamakta bakterilerin yilizey baglantilar1 zayiflar ve
hiicreler planktonik modlarina geri dénerler (Giin ve Ekinci, 2009).

Escherichia coli, biyofilm olusumunun genetik diizenlemelerinin arastirilmasi
i¢in de yararli bir model olmustur (Genevaux, vd., 1996; Danese, vd., 1998). E. coli’de
biyofilm olusumu, degisen sartlara adaptasyon, gen ekspresyonunun yeniden
yonlendirilmesi yoluyla hiicre morfolojisi, fizyolojisi ve metabolizmasini etkilemektedir
(Sugawara ve Nikaido, 1992; Price, vd., 2004; Herzberg, vd., 2006; Sharma ve Casey,
2014). E. coli’de tanimlanmug farkli biyofilm tiirleri bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin
farkl1 sekilde ifade edilmesinde biyofilmi tetikleyen genlerin farkli kosullarda
etkilesime girmesi ve ekspresyonlarinda ki degisim dolayisiyla biyofilm yapisinin farkl
sekilde olustugu tespit edilmistir. Biyofilmin yapisinin farkli sekilde olusmasinda temel
olarak seliiloz, curli ve amiloid lifleri de dahil olmak iizere PNAG (B-1-6-N asetil
glukozamin) gibi eksopolisakkaritlerin farklilasmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
yapilar bakterilerin etrafinda bir matris olusturur (Wang, vd., 2004; Beloin, vd., 2008;
Liu, vd., 2010). Curli yapisinin olusmasina kontrol eden genlerden biri olan csgD 'nin E.
coli'nin planktonik formdan biyofilm durumuna gegisini yonettigi belirlenmistir
(Barnhart ve Chapman, 2006; Gualdi, vd., 2007; Evans ve Chapman, 2014; Yaron ve
Romling, 2014; Jain, vd., 2017). Yani csgD, curli olusumuna miidahale ederek



mikroorganizmalarin  ylizeye tutunmasini ve orada birikmesini saglamaktadir
(Brombacher, vd., 2006; Serra, vd., 2013). Diger hiicre dist matriks bileseni de
selilozdur (Romling, 2005). Bakterilerde selilloz iiretimi, hava-sivi ara
yiiziinde ger¢eklesmektedir (Johnson, vd., 1988; Beloin, vd., 2008). Biyofilm bileseni
olarak Onemli bir rol sergileyen seliiloz, bakteriyel selilloz sentez operonu olan
bcsABZC ve seliilloz biyosentezinin aktivatorii olan adrA operonunun ifadeleriyle
diizenlenmektedir. c-di-GMP‘nin iiretiminin uyarilmasi adrA tarafindan gerceklestirilir
(Solano, vd., 2002, Romling, 2005). Ve son olarak diger bir biyofilm yapisi olan poli-a-
1,6-N-asetil-Dglukosaminde (PGA) hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglamaktadir. Bu
polisakkaritler adezyon, baglanma ve mikrokoloni formasyonunu diizenleyerek seliiloz
tiretiminde yardimci rol oynamaktadir (Pratt ve Kolter, 1998; Vidal, vd., 1998; Prigent-
Combaret, vd., 2000; Zogaj, vd., 2001; Reisner, vd., 2003; Wang, vd., 2004; Da ve
Ghigo, 2006). Ayrica curli ve selillozun birlikte biiylik biyofilm olusturmasi da csgD
regiilatorii tarafindan diizenlenmektedir (Hammar, vd., 1995; Romling, vd., 1998a;
Romling, 2005; Evans ve Chapman, 2014; Hufnagel, vd., 2015). Bu genleri etkileyen
cesitli diizenleyici sistemler E. coli biyofilm olusumunuda etkilemektedir (Vidal, vd.,
1998; Adams ve McLean, 1999; Dorel, vd., 1999; Prigent-Combaret, vd., 2001; Corona
ve Membrillo, 2002; Jackson, vd., 2002a; Jackson, vd., 2002b). Ornegin; EnvZ / OmpR,
H-NS, Cpx ve Rcs sistemlerinin sicaklik, pH, ozmotik kosullara yanit olarak curli
fimbrialarin iiretimini diizenleyerek biyofilm olusumunu etkiledigi bilinmektedir
(Prigent-Combaret, vd., 2001; Stanley ve Lazazzera, 2004; Jubelin, vd., 2005; Da ve
Ghigo, 2006). csgD'nin transkripsiyonu ve curli ifadesinin diizenlenmesi de
EnvZ/OmpR tarafindan aktive edildigi bildirilmistir (Vidal, vd., 1998; Prigent-
Combaret, vd., 2001). Ayrica CsgD promotoriiniin ekspresyonu pozitif veya negatif
olarak, rpoS, crlvehns gibi ¢esitli transkripsiyon diizenleyicileri genler
tarafindanda etkilenir (Romling, vd., 1998 ; Prigent-Combaret, vd., 2001; Brombacher,
vd., 2003 ). Cpx sistemide biyofilm olusumunu aktive etmek i¢in yiizey algilamaya
aracilik edebilir (Otto ve Silhavy, 2002; Lejeune, 2003). Ayrica QS (Quorum sensing)
ifadesi de biyofilm olusumunda pozitif olarak kontrol edilmektedir (Bougdour, vd.,
2006; Gualdi, vd., 2007). Son olarak RpoS’inde E. coli'de biyofilm olusumunun
miktarinin ve baglatilmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig tespit edilmistir.

RpoS'nin ifadesi ve aktivasyonu, csgD'nin aktivasyonuna da yol agmaktadir ve biyofilm
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olusumunu artirmakta ya da azaltmaktadir (Corona ve Membrillo, 2002; Mika ve
Hengge, 2014).

Yapilan literatiir ¢alismalari sonucunda E. coli’nin dis membraninda bulunan
porin proteinlerinin (OmpA,OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB, PhoE) ¢evre ve
yiizey ile direkt iligki igerisinde olmasi nedeniyle biyofilm olusumunda herhangi bir
roliiniin olup olmadigina dair yeterli bir literatiir bulunmamas1 nedeniyle bu ¢alisma

gergeklestirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Esherichia coli ‘nin Genel Ozellikleri

Esherichia coli (E. coli), Enterobacteriaceae familyasina ait bir bakteri tiiriidiir
(Unliitiirk ve Turantas, 1998). E. coli ilk olarak Alman bakteriyolog Theodor Escherich
tarafindan 1885 yilinda insan kolonunda kesfedilmistir (Feng, vd., 2002). insan ve ¢ogu
sicakkanli hayvanlarin dogal bagirsak florasinda bulunmaktadir (Berg, 1996; Gordon ve
Cowling, 2003). Dr. Esherich, énemli bir halk sagligi sorunu olan bebek ishali ve
gastroenteritten sorumlu suslarin Esherichia coli oldugunu gostermistir (Unliitiitk ve
Turantas, 1998; Feng, vd., 2002).

E. coli, iizerinde oldukga fazla galisma yapilmis olan ve halen ¢alismalara devam
edilen bir model mikroorganizmadir. Genellikle bakteri biyolojisinin anlagilmasi
amaciyla sik¢a kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda Gram negatif (-), spor
olusturmayan, fakiiltetif —anaerob bir bakteri olarak litaretiire ge¢cmistir.
Enterobacteriaceae familyasina ait olan Escherichia coli, basil (gubuk) seklinde olup 2-
6 um boya ve 1-1,5 um ene sahip bir bakteri tiirtidiir. Koloni sekli yuvarlaktir ve S tipi
koloniler yapar. Hareket organelleri olarak flagellalarini kullanir. Beslenme gereksinimi
bakimindan oldukga basit bir sisteme sahiptir. Sekerleri ¢esitli lriinlere fermente
edebilmektedir. insan ve hayvanlarin bagirsak kanalinda ve diskida bulunmaktadir.
Boylece E. coli’'nin ¢evresel sularda varligi diski kirlenmesinin bir belirtisidir (Madigan
ve Matinko, 2010).

Escherichia coli K-12'nin DNA’sinda 4,639,221 baz cifti dizisi bulunmaktadir.
4,288 gen icerdigi ve bunun 3.200 'iiniin fonksiyonlarinin belirlendigi 6ngdriilmektedir.
(Blattner, vd. 1997). 500’{in iizerinde operon tanimlanmistir. Tiiriin DNA’sinin G+C
igerigi % 48-52 arasinda degismektedir (Migula, vd., 1895; Posfai, vd., 1994). Gram
negatif bir bakteri olan E. coli ayn1 zamanda bir dis membrana sahiptir (Achouak, vd.,
2001).
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Sekil 2.1. Escherichia coli 'nin SEM’deki goriintiisii (Olsen, vd., 1989)

Cizelge 2.1. E. coli’ nin taksonomisi (Escherich,1885; Migula, 1895).

Alem Eubacteria

Sube Proteobacteria
Siif Gamma proteobacteria
Takim Enterobacteriales
Aile Enterobacteriaceae
Cins Escherichia

Tiir Escherichia coli

2.2 Dis Membranin Genel Ozellikleri

Okaryotik ve prokaryotik mikroorganizmalarda aktif ve segici bariyer 6zelligi
tastyan membranlar bulunmaktadir (Achouak, vd., 2001). Bakteriler Gram negatif (-) ve
Gram pozitif (+) olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin hiicre duvar yapisinda bazi temel farkliliklar mevcuttur. Gram + bakterilerin
hiicre duvarinda, kalin peptidoglikan tabakast bulunur iken Gram negatif hiicre
duvarinda, alttaki ince peptidoglikan tabakasina ek olarak segici gegirgenlik bariyeri
Ozelligi olan bir dis zar bulunmaktadir (Glauert ve Thornley, 1969; Freer ve Salton,
1970; Chevalier, vd., 2000). Dis membranin varligit Gram negatif bakterileri Gram
pozitif’lerden ayiran temel farkliliktir. Ozellikle Escherichia coli ve Salmonella
typhimurium'un dis membran yapisi, son yillarda yogun olarak ¢alisilmistir (Hiroshi ve
Taiji, 1996). Dis membranin varhigi Gram negatif bakterileri olumsuz dis etkenlerden
korumaktadir. Ayn1 zamanda, bu zar besin maddelerinin alinmasi1 ve atik {riinlerin

uzaklastirilmasi igin kiigiik ve hidrofilik kanal olusturan veya olusturmayan proteinler




icerir (Nikaido ve Vaara, 1985). Ic membrana gémiilii olarak bulunan proteinler,
bakteri hiicresi icin biiyiik 6nem tasiyan protein translokasyonu ve sinyal iletimi gibi bir
takim gorevleri yerine getirmektedir. Escherichia coli gibi gram negatif bakteriler,
murein sakkuluslar iceren periplazmik boslukla sinirlandirilmis ve iki konsentrik lipit
¢ift katmanli membran ile ¢evrilidir. Her iki membran da bilgi ve madde gegisine
yardimci olan proteinler igerir (Koebnik, vd., 2000).

Di1s membran da bulunan ve énemli gérevlere sahip bir¢ok protein mevcuttur.
Bu proteinlerden en bol bulunani ise porin proteinleridir (Nikaido ve Vaara, 1985;
Chevalier, vd., 2000; Schulz, 2002). Gram negatif bakterilerde bulunan porin
proteinleri, dis membrandan kii¢iik hidrofilik maddelerin gegisini saglayan i¢i su dolu
kanallardir (Koebnik, vd., 2000; Darcan, 2005).

Lipopolisakkaritler

Porin proteini / \

Dig membran

Periplazmik bosluk

Peptidoglikan

Sitoplazmik
membran

Membran proteinleri

Sekil 2.2. Gram negatif bakterilerde i¢ ve dis membraninin sematik gosterimi (Miura ve
Mizushima, 1968; Glauert ve Thornley, 1969 ; Osborn, vd., 1972).

2.3 Porin Proteinlerinin Genel Ozellikleri

Porin proteinleri, hiicrelere gerekli besinlerin segici alimini saglayan, cevresel
degisimlere kars1 uyarilan, sentez oranlari degisebilen ve hiicreyi olumsuz etkenlerden
koruyan yapilar olarak adlandirilmaktadir (Nikaido, 1994; Koebnik, vd., 2000). Ayni
zaman da kii¢iik molekiillerin hiicre igine pasif diflizyonunu saglamaktadir (Raffa ve
Raivio, 2002). Ik kez 1976 yilinda dis membranda bu proteinlerin varlig
tamimlanmistir ve porin ismi verilmistir, ilk tamimlanan porinler ise Escherichia

coli’deki OmpF ve OmpC porin proteinleri olmustur (Nakae, 1976). E. coli’deki bu
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proteinlerden OmpF nin kristal yapis1 ilk kez 1980 yilinda, anatomik yapis1 ise 1992
yilinda ortaya konulmustur (Garavito ve Rosenbusch, 1980; Cowan, vd., 1992).

D1s membran porin proteinleri (omp), membran permeabilitesinde rolii olan su
dolu kanallardir. Caplar1 0,6-2,3 nm arasinda degisen, spesifik ya da spesifik olmayan
gecirgenlik 6zelligi gosteren porin proteinleri, 600 kDa’dan kiigiik hidrofilik bilesiklerin
almimini ortalarinda bulunan deliklerden saglamaktadirlar (Achouak, vd., 2001). Bu
proteinler dis mebranin alt kisminda bulunan peptidoglikan tabakaya kovalent olmayan
baglarla baglanmislardir. E. coli 'de yaklasik 20'ye yakin dis membran porin proteini
tanimlanmistir.  OmpA, OmpF, OmpC, LamB, PhoE, OmpN, OmpX, OmpG, OmpT,
OmpL, OmpH, OmpD, TolC ve ScrY  bunlardan bazilaridir. Bu proteinler
fonksiyonlarma gore (i) spesifik yani belirli ¢6ziinen maddelerin (6rnegin demir
selatlari, maltoz, maltodekstrinler, niikleositler) girisine aracilik eden 6zel porinler ve
(i1) spesifik olmayan genel difiizyon kanallari iceren porinler olarak 2 gruba ayrilmistir.
E. coli igin spesifik porinlere LamB ve PhoE, spesifik olmayan porinlere ise OmpC ve
OmpF o6rnek olarak verilebilir (Koebnik, vd., 2000).

OmpA, E. coli' nin dis membraninda en iyi karakterize edilmis ve en bol bulunan
proteinlerden biridir (Pautsch ve Schulz, 1998; Cierpicki, vd., 2006). 325 amino asit
uzunlugundadir (Sugawara ve Nikaido, 1994; Arora, vd., 2001). OmpA'nin gérevinin
cesitli kiigiik ¢oziinlir maddelerin dis membrandan ge¢gmesine izin veren, nonspesifik bir
diftizyon kanali oldugu diistiniilmektedir (Sugawara ve Nikaido, 1992). Ayrica bir faj
reseptori (Datta, vd., 1977) ve F faktor bagimli konjiigasyonun aracisi olarak islev
gordiigii ve normal hiicre morfolojisinin korunmasinda rol oynadig: bilinmektedir (Van,
vd., 1977; Koebnik, vd., 2000; Kleinschmidt, 2003). Hiicrede monomerik yapida
bulunan OmpA (Arora, vd., 2000), yaklasik otuz yildir dis zar proteinlerinin biyogenezi
caligmalari i¢in de bir model olarak hizmet etmistir (Rosetta, 2012).

OmpC, Genel Bakteriyel Porin (GBP) ailesinin bir iiyesidir (Basle, vd., 2006).
Peptidoglikan tabakasiyla sik1 baglanti i¢erisindedir. Ayrica iyonlarin ve diger hidrofilik
¢ozlinenlerin dis zar1 gegmesine izin veren trimerik bir porin yapisindadir (Lambert,
1988). OmpC'nin 2.0 A ¢oziiniirligiine gore belirlenen kristal yapisi, 16 iplik¢ikli bir -
varil yapisi ortaya koymaktadir (Basle, vd., 2006).

OmpF porini de Genel Bakteriyel Porin (GBP) ailesinin bir iiyesidir. OmpF,
peptidoglikan tabakasiyla siki baglanti igerisindedir (Lambert, 1988) ve 600 kilo



daltonun altindaki sekerler, iyonlar ve amino asitler gibi ¢dziinen maddelerin dis
membrandan gecisini saglar (Cowan, vd., 1992). OmpF'nin, i¢ zar boyunca taginmasi
Sec sistemine bagimhidir (Baars, vd., 2006). OmpF porinide trimerik bir porin
yapisindadir (Cowan, vd., 1992).

OmpG, spesifik olmayan bir dis zar kanali olarak islev goriir. Klasik dis zar
porinlerinden (OmpF ve OmpC) daha genis bir kanal liretir ve monosakkaritlerin
tasinmasinda gorevlidir. EK olarak, OmpG disakkarit (siikroz) ve trisakkaridlerin
(rafinoz) difiizyonunu kolaylastirarak dis zar boyunca gecisini saglar (Fajardo, vd.,
1998). OmpG bir monomerik porindir (Conlan, vd., 2000 , Behlau, vd., 2001 , Conlan
ve Bayley, 2003, Yildiz, vd., 2006; Subbara ve Van, 2006 ). OmpG, kisa periplazmik
doniislere sahip ve yedi tane hiicre dis1 ilmegi olan, 14-iplik¢ikli B-varil porindir. iki
farkli kristal bi¢imindeki yapilar1 nedeniyle, OmpG kanalinin pH bagimli olarak rol
oynayabilecegi gosterilmistir (Y1ldiz, vd., 2006).

OmpT, spesifik olan bir dis membran proteazdir ve bakterinin karsilastig
yabanci peptid maddelerini yok etmede gorevlidir. Hiicresel lokalizasyon ¢alismalari,
OmpTnin hiicresel kutuplarda lokalize oldugunu gostermistir (Lai, vd., 2004).
OmpT'nin, i¢ zar boyunca taginmasi i¢in Sec-translokaza hedeflemesi SecB'ye baglidir
(Baars, vd., 2006). Monomer bir porin olan OmpT’nin (Vandeputte-Rutten, vd., 2001),
denatiire edici kosullar altinda etkin oldugu bilinmektedir (White, vd., 1995). Yabanci
peptidlerin  hidrolizinden sorumlu olup (Stumpe, vd., 1998), idrar yolu
enfeksiyonlarinda bir viriilans belirleyicisidir (Kanamaru, vd., 2003).

LamB, Seker Porin (SP) ailesinin bir iiyesidir. E. coli’"de LamB porininin
ortasindaki kanal maltoz ve maltodekstrinin dis zar boyunca difiizyonunu kolaylastirir
(Wang, vd., 1997). LamB aslen bakteriyofaj lambda igin bir reseptér olarak
kesfedilmistir (Randall-Hazelbauer ve Schwartz, 1973). LamB porini, dis membranda
trimer yapida bulunmaktadir (Arora, vd., 2000).

Son olarak PhoE porini de, Genel Bakteriyel Porin (GBP) ailesinin bir iiyesi
olarak bilinmektedir. Bu proteinler, Gram negatif bakterilerin, mitokondriyanin ve
plastidlerin dis membranlarinda bulunur. Fosfat sinirlamasi ile indiiklenen PhoE, fosfat
ve fosfor iceren bilesiklerin dis zardan verimli bir sekilde difiizyonunu
kolaylastirmaktadir (Korteland, vd., 1982). PhoE porinleri fosfat molekiillerini ge¢irdigi
icin spesifik kanal olarak kabul edilirler. PhoE kanallar1 ozellikle negatif yiiklii
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molekiillerin gecisi ile de iliskilidir (Koebnik, vd., 2000). PhoE'nin gozenek giriginin
yakininda pozitif yiiklii amino asitlerin bulunmasi nedeniyle kiigiik anyonlarin bu
porinden geg¢mesini saglamaktadir (Benz, vd., 1984; Phoenix, 1996). Dis membranda
PhoE porini trimer yapida oldugu tespit edilmistir (Arora, vd., 2000).

Molekiil agirliklari bakimindan karsilastirilacak olunursa OmpA 37.2 kDa,
OmpC 40.3 kDa, OmpF porin proteini 39.3 kDa, OmpG 34.9 kDa molekiiler agirliga
sahiptir. OmpT yaklasik 35,5 kDa, LamB 49.9 kDa ve PhoE 38.9 kDa molekiil

agirligina sahiptir (Profiling of Escherichia coli Chromosome database).

wo g-

wugz- wuQl-

wu p-

!‘ Lipopolisakkarit IFosfolipit IILipoprotein Peptidosglikan *.~ Maltoz Gliserol {_ 7 Antibiyotik
O
A ferrikrom L) Fosforile L) a- hemoliz & &) Antibiyotikpeptiti'b‘lf Heparin
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Sekil 2.3. Gram-negatif bakterilerin yapisal olarak karakterize edilmis dig zar
proteinlerinin biyolojik fonksiyonlar1 (Beveridge ve Graham, 1991).

2.3.1 Porin proteinlerinin anatomik yapisi

Porin proteinlerinin orta kisminda bulunan deliklerin anatomik yapilari
birbirinden farklilik gostermektedir. Porinler konformasyonel yapilari ve fizikokimyasal
ozelliklerine gore ya trimerik ya da monomerik organizasyona sahiptirler. Ortalarinda
tek kanal bulunan porinlere P. aeruginosa nin protein P porini, 3 ayr1 kanal bulunanlara
ise OmpC, LamB ve PhoE porinleri 6rnek olarak verilebilir. Bazi porinlerde ise kanal
dis ylizeyde 3 ayr1 delikten orijin aldiktan sonra ortaya yakin bir noktada birlesir ve tek
bir kanal olarak periplazmik bosluga acilir, bu tip porinlere drnek olarak E. coli’de
bulunan OmpF porini verilebilir (Koebnik, vd., 2000). OmpF porinin ii¢ boyutlu yapisi
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her bir monomeri 16 anti-paralel B zincirinden olusan ti¢lii bir yap1 olarak belirlenmistir
(Cowan, vd., 1992). 3 monomer {initesi yiizeyde bulunan halkalarin yakin iliskileri ile
birleserek trimer yapiyr olusturmaktadir. Yalnizca yiiksek sicaklikta, SDS gibi
deterjanlarin bulundugu ortamlarda ¢oziilebilen bu yapi, dis membran igine yerlesmis

yogun bir molekiil organizasyonu gerceklestirir (Achouak, vd., 2001).

OmpF OmpC, LamB, PhoE P

Sekil 2.4. Ug farkli porin proteini yapilarmin sematik ii¢ boyutlu gosterimleri (Engel,
vd., 1985).

Dis membranda bulunan porin proteinleri ¢cok sayida B-levha yapilar igerir
(Koebnik, vd., 2000). Porinler pseudosiklik B fig1 yapist ortaya koyan antiparalel
ipliklerden olusur (Cowan, vd., 1992; Schirmer, 1998). Spesifik porinler 18, spesifik
olmayan porinler ise 16 iplikli B levhaya sahiptir (Koebnik, vd., 2000). Yapilan
caligmalar sonucunda porin proteinleri dahil dis membranda bulunan proteinlerin
tamamimin [ plakali tabakali protein yapisina, sitoplazmik membranda bulunan
proteinlerin ise a heliks protein yapisina sahip oldugu ifade edilmistir (Koebnik, vd.,
2000). Bu farkliligin dis membran proteinlerinin  sentezinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Bernstein, 2000).

E. coli' de iyi incelenmis dort porin arasindan OmpF, OmpC ve PhoE nin ortak
kokenli oldugunu diislindiiren niikleotid ve amino asit dizilerinde ¢arpict benzerlikler
goriilirken, LamB de daha az benzer olmakla birlikte ¢esitli bolgelerde lokal homoloji
tespit edilmistir (Nikaido ve Wu, 1984). LamB, diger ii¢ porinle hemen hemen ayni
fiziksel ozelliklere sahiptir, ancak islevsel olarak farklidir (Nikaido ve Vaara, 1985).
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2.4 Porinleri Etkileyen Cevresel Faktorler

2.4.1 Porin proteinlerinin pH stresindeki fonksiyonu

Bakterilerin siklikla maruz kaldigi ¢evresel streslerden birisi pH’dir ve etkileri
karmasiktir (Russell ve Diez, 1998; Foster, 2000; Slonczewski, 2000). Asidik ve bazik
pH’m E. coli' nin gen ekspresyonu iizerinde bir¢ok etkiye sahip oldugu bilinmektedir
(Olson, 1993; Slonczewski ve Foster, 1996; Foster, 2000). Ayrica, E. coli por ¢apini
diizenleyerek farkli pH' daki degisikliklere cevap vermektedir (Todt, vd., 1992; Pratt,
vd., 1996). E. coli’' nin pH degisimine cevabinda, dis membran (DM) proteinlerinin
rolleride tanimlanmustir. Bunlar; OstA, TolC, OmpT, OmpC, OmpX, Dps, LamB,
Tsx, FadL, OmpW ve OmpF’dir. Bu DM proteinlerinden, TolC, OmpC, OmpX ve
LamB, E. coli'de pH regiilasyonunda kritik rol oynamaktadir. OmpC, LamB, FadL,
OmpX, OmpW, OmpF’nin TolC’den bagimsiz bir yolla isledigi bulunmustur, Tsx’ in
ise TolC ile ayn1 yolu asit ve bazik kosullarda paylastig1 bildirilmistir (Wu, vd., 2009).
Heyde ve Portalier (1987) ompF, ompC ve lamB porin genlerinin nétral ve asidik pH ile
diizenlendigini bildirmislerdir. Asidik pH’da E. coli’nin OmpF, LamB porininin ve 30
kDa’luk proteinlerinin sentezinde azalma, OmpC sentezinde ise artis oldugu
gbzlenmistir. Calismalarinda ompF ve ompC genlerinin sentezi {izerine hem
transkripsiyonel hem de posttranskripsiyonel diizeyde pH’ya bagli olarak regiilator
etkinin EnvZ bagimli oldugunu ortaya koymuslar, bunun yaninda ompF sentezi i¢in
ayrica bir diizenlemenin de varligini vurgulamislardir. Heyde, vd., (1998) ¢alismalarini
zamanla gelistirmis ve farkli porinlerin (OmpF, OmpC, PhoE) islevini farkli pH
degerlerinde analiz etmis ve porinlerin gozenek c¢api ile pH arasinda dogrudan bir iligki
oldugunu gozlemlemistir. Heyde, vd., (2000) E. coli’de pH 6.0’da OmpC, pH 7.8’de ise
OmpF’nin daha fazla sentezlendigini bildirmistir bu poinlere ek olarak OmpG’nin de
pH ile iligkili bir porin oldugu bildirilmistir, bu porinin kanallar1 nétr pH'ta agik ve
asidik pH altinda ise kapal1 oldugu tespit edilmistir (Y1ldiz, vd., 2006). E. coli farkli pH
degerlerinde porin ekspresyonunda da farkli konformasyonel degisikliklere giderek,
farkli sekillerde cevap vermektedir. Asidik ve alkali ortamlarda hiicreler normal
biiyiime degerine gore daha yavas biiylime gosterirler (Sakuma, vd., 1998). OmpF ve
OmpC'nin pH’ya bagimli degisimi iyi bilinmektedir (Pratt, vd., 1996; Heyde, vd., 2000;
Sato, vd., 2000). OmpC ve OmpF’nin osmolarite ve pH’daki degisimi koordineli olarak
gerceklesmektedir (Pratt, vd., 1996; Sato, vd., 2000; Heyde, vd., 2000; Chagneau, vd.,
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2001). Asidik pH'ta biiyiimede, OmpC’nin ekspresyonunda artis ve OmpF’nin
ekspresyonunda azalma goriilmektedir (Heyde ve Portalier, 1987; Thomas ve Booth,
1992). Bu diizenleme OmpR / EnvZ iki bilesenli sistem aracilifiyla gergeklestirilir
(Heyde ve Portalier, 1987; Thomas ve Booth, 1992; Sato, vd., 2000).

OmpF ve OmpC'nin ekspresyonu, alkali pH'ta envZ'ye ihtiyag¢ duyar, ancak her
iki protein de envZ mutantinda asidik pH'ta eksprese edilmektedir, bu da porin
ekspresyonunun diisilk pH'ta ozmolarite ile farkli bir sekilde diizenlendigini
gostermektedir (Sato, vd., 2000). Baska bir ¢alismada ise, asidik pH'in ve ortamda safra
tuzlar1 gibi kimyasallarin varliginin OmpC'nin ekspresyonunu indiikledigini gostermistir
(Begic ve Worobec, 2006). lamB porin geninin nétral ve asidik pH ile diizenlendigi de
bilinmektedir (Heyde ve Portalier, 1987). Asidik pH’da indiikklenemeyen OmpA’nin
bazik pH’da indiiklendigi, OmpX’ in pH 7’ye gore asidik ya da bazik pH’da
indiiklendigi bildirilmistir (Lauren, vd., 2002).

Darcan, (2009) yapmis oldugu ¢alismada, ii¢ pH’da da (5.5, 7.1, 8.3) OmpC
porin protein sentezinde artisin oldugunu, OmpF’de ise sentezin azaldigini tespit
etmistir. Dolayist ile dis membran porin proteinlerinin sentezindeki bu degisim hem
asidik hemde alkalin stres altinda biiyiime igin gereklidir. Sonug olarak osmotik strese
bagh olarak EnvZ-OmpR iki bilesikli fosforlama sistemi tarafindan kontrol edilen 2
porinin pH bagimli olarak da diizenlendigi goriilmiistiir (Saito ve Kobayashi, 2003).
Ayrica Darcan, (2005) ¢alismasinda OmpC’nin asidik pH’daki ifadesinde RpoS, H-NS,
Acp’n bir roliiniin olmadigini tespit etmistir.

Glukozlu LB’de, EnvZ'nin yoklugu, pH 7.8' de ompF ekspresyonunda azalmaya
yol agmistir. ompF ekspresyonu pH 6'da pH 7.8' den daha yiiksek olmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda EnvZ'nin yoklugunda, ompF ekspresyonunun pH ve karbon kaynagi
tarafindan etkilendigini gostermektedir. ompC’de ise daha diigiik bir seviyede ifade
edilmistir. Bunun sonucunda, EnvZ'nin yoklugunda, ompC ekspresyonunun hem pH
hem de karbon kaynagi tarafindan etkilendigini gostermektedir (Martine, vd., 2000).
Thomas ve Booth, (1992) yaptiklar1 ¢aligmada, ortama glikoz ilavesinde OmpF’nin
ekspresyonunun pH 6.0 degerinde inhibe edildigini bildirmislerdir. Sato, vd., (2000)
yaptiklari calismada glukozlu ortamda pH 5.5 degerinde biiyiiyen hiicrelerde OmpF’nin
eksprese edildigini tespit etmistir. Daha Onceki g¢aligmalarda kompleks ortamlarda

tireyen hiicrelerde pH bagimli porin diizenlenmesi ortaya konmustur (Heyde ve
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Portalier, 1987; Heyde, vd., 1988). Thomas ve Booth, (1992) sadece glukoz karbon
kaynag1 olarak kullanildigi zamanda porin genlerinde pH bagimli bir diizenlemenin

oldugunu ifade etmislerdir.

2.4.2 Porin proteinlerinin metal stresindeki fonksiyonu

Bakir (Cu*?), demir (Fe*?) ve cinko (Zn*?) gibi bir cok agir metal, bakteri
biiylimesi i¢in eser miktarlarda da olsa gereklidir, ancak alimi1 fazla miktarda
gerceklestiginde toksik etki yaratmaktadir. Agir metaller serbest tiyol gruplarina
baglanarak, bakterilerin protein yapisin1 bozarak etki etmektedir (Connell ve Miller,
1984; George, 1991). Bakterilerin agir metal stresi ile basa ¢ikmaya yonelik cesitli
mekanizmalar1 vardir (Outten, vd., 2000; Roane ve Pepper, 2000; Von, vd., 2002). Bu
mekanizmalara ornek, biyofilm olusumu ve disa atim pompasidir. Bakteriyel direngte
bu sistemler anahtar rol oynamaktadirlar. Disa atim pompasi, metalleri sitoplazmadan
ve i¢ membrandan gegisini saglayarak periplazmik bosluga nakil etmeyi saglamaktadir
(Nies, 2003; Rensing ve Grass, 2003).

Escherichia coli, degisen ¢evre kosullari altinda bakir kullanimini saglamak ve
bakir toksisitesinden korunmak igin ¢oklu koruyucu sisteme sahiptir. Dis membran
boyunca metallerin taginimi demir-siderefor kompleksleri ya da porin proteinlerinden
kolaylastirilmig diflizyonla olabilecegi diisiiniilmektedir (Stenberg, vd., 2005). Gram
negatif bakterilerde OmpF ve OmpC porinleri periplazmaya metal katyonlarin
tasinmasindan sorumlu olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada E. coli ompC mutant
susunda bakira karsi duyarliligm arttigi belirlenmistir (Egler, vd., 2005). Bununla
birlikte, E. coli'nin ompF ve ompC eksik mutantlari, bakir ve giimiis direncinde hemen
hemen aym etkiyi gostermektedir (Li, vd., 1997). Bu porinlerin eksikligin, dis zarin
gecirgenligini azaltmanin yani sira, hiicrelerin bakir veya glimiis aliminda akis
pompasinin miktarini arttirmasina neden olur (Outten, vd., 2001).

Bir kofaktor olarak hizmet eden ¢inko (Zn), cesitli fizyolojik siire¢clerde 6nemli
rol oynayan mikro bir besindir (Failla,1977; Beyersmann ve Schmidt, 1999;
Hartwig,vd., 1999). Zn ve diger gecis metali iyonlari, canli hiicreler i¢in kimyasal bilgi
sunar (Vallee ve Auld, 1990). Asir1 Zn (II), varhigi toksisite gosterir ve biyolojik
sistemlerin giiglii bir bozucusu olarak hareket edebilir. Prokaryotik organizmalar,
okaryotlarda bulunan bir c¢ok hiicreden yoksun olduklarindan, mikroorganizmalari

Zn*#dan koruyan baslica mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalar Zn metalini
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ice alimi, metal iyonu emilimini ve sitoplazmik zar boyunca Zn tasinmasidir (Rosen,
1999). E. coli’de ¢inko transportunda gorevli en az 4 c¢inko transport pompasi
bulunmaktadir. Bunlardan 2 tanesi ZnuABC ve zupT diger ikisi ise ZntA ve ZitB’dir.
Cinko varliginda, bu ¢inko transport sistemlerinin porin protein seviyelerinin
diizenlenmesinde rol aldigi disiiniilmektedir (Hausinger ve Zamble, 2007). Yiiksek
Zn*? konsantrasyonlarina Escherichia coli’de direng gosterdigi bildirilmistir (Robinson,
vd., 1998). Kadmiyum klorid etkisine maruz kalmis E. coli’de OmpF sentez diizeyinde
bir azalma oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Faber, vd., 1993). Baska bir
caligmada kadmiyum metali varliginda ompA ve ompC mutantlarinin duyarlilik

kazandig1 bildirilmistir (Darcan, vd., 2016 (sozli goriisme)).

2.4.3 Porin proteinlerinin diger cevresel sartlardaki fonksiyonlari

Yetersiz besin alimi ve sinirlamasi bakterilerde biiyiime oraninin azalmasina
neden olmaktadir. Bu olay, porinlerde fizyolojik ve biyokimyasal diizenlemeleri igeren
genis bir adaptasyon saglayan stres sartlarindan birisidir. Besin yetersizliginde ki bu
diizenlemelerin sonucunda olusan porin sentezinin degismesinin bakterilerin yasami
icin 6nemli bir rol oynadig1 tespit edilmistir (Ozkanca, 1993; Liu ve Ferenci, 1998).
Aclik stresinde porinlerin diizenlenme mekanizmalar1 ile ilgili ¢aligmalar olmasina
ragmen mekanizma heniiz tam olarak ¢oziilememistir (Orruno, vd., 2017). E. coli’de
glukoz aliminin  siirlanmasinda  OmpF’nin  daha fazla sentezlendigi, azot
sinirlanmasinda ise OmpC’nin daha fazla sentezlendigi gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda, aglik stresi altinda porin sentezinin OmpR’ye bagimli oldugu ifade
edilmistir (Liu ve Ferenci, 2001). Porin proteinlerinin madde transferindeki rolleri
incelendiginde, aglik kosullar1 altinda olusan streste bakterilerin besin maddelerinin
alimin1 arttirmak i¢in membran permeabilitesini porinler ile degistirdigi ifade edilmistir
(Ferenci, 1999). Ozkanca’nin (1993, 2002) yapti§1 ¢aligmalarda da aglik stresinde porin
sentezinin diizenlendigi ortaya konulmustur. Go6l suyunda yapilan c¢alismalarda E.
coli’nin 25 °C ve 37 °C’de 38 giin aglik stresine maruz birakilmasiyla OmpF porin
protein sentez diizeyinin artis gosterdigi bildirilmistir. OmpC sentez diizeyinde ise fazla

bir degisiklik olmadigi OmpA’nin miktarinda azalma oldugu belirlenmistir (Ozkanca ve

-6
Flint, 2002). E. coli’de OmpF ve LamB gibi porinler seker alim1 i¢in 6nemlidir. 10 ve
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10-7 M glukoz konsantrasyonlarinda yaklasik 20 katlik bir artis gosterdigi belirtilmistir
(Liu ve Ferenci, 1998).

Yapay deniz suyu ile yapilan ¢alismalarda, dezenfektan 6zellikli formaldehit ve
sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi kimyasallarin E. coli ve Salmonella typhimurium’un
OmpC ve OmpF porin proteinlerinin sentez diizeyini azalttig1 tespit edilmistir (Darcan,
vd., 2001; Darcan ve Yilmaz, 2018). Yine bir baska ¢alismada gol suyu igerisinde SDS
gibi deterjan Ozellikli kimyasallara maruz kalmig E. coli’"de OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin yok olma derecesinde azaldig1 bulunmustur (Ozkanca, 1993). Darcan ve
Yilmaz, (2018) galismalarinda ¢amasir suyu ve klor ilavesinde de OmpF sentezinin
SDS’den daha az azaldigim ve H;O, ilave edildigi zaman ise degismedigini
bildirmiglerdir. OmpC sentezinde ise klor, formaldehit gibi kimyasallarin yaninda H,O,
ilave edildigi zaman da %50 oraninda azaldigi bildirilmis ve ¢amasir suyunda OmpC
sentezinde yaklasik 2 kat ve SDS ilavesinde ise 1.5 katlik bir artis oldugunu tespit
etmiglerdir. E. coli ompA mutant1 (delesyon) ile yapilan ¢alismada, SDS, kolin, asidik
ortam ve yiiksek ozmolarite de bu susun duyarlilik gosterdigi bildirilmistir. Bu porinin
mutant hale getirilmesi ile E. coli’nin gevresel streslere kars1 direnci azalmistir (Wang,
2002). Fakat E. coli’nin biiyiime ortamina salisilat veya etanol katildiginda OmpF
sentezi arttigina dair ¢alismalarda bulunmaktadir (Andersen, vd., 1989; Rosner, vd.,
1991).

Porin proteinlerinin sentez diizeylerinin biiyime sicakligina bagli olarakta
degistigi bilinmektedir (Lugtenberg, vd., 1975; Ozkanca, 1993). Ozkanca (1993) yaptig
bir ¢aligmada OmpF sentezinin 37 °C’de diisiik sicakliklara gore daha fazla azaldigi,
OmpC sentezinin ise 5 ve 15 °C’de daha fazla azalma gosterdigini bulmustur. Baska bir
calisma, OmpC'nin 37 ° C'de hayvan bagirsaginda yiliksek ozmolarite kosullar1 altinda
eksprese edildigini gostermistir (Pratt, vd., 1996).

EnvZ / OmpR sistemi ozmolarite degisikliklerine verilen yanitin bir pargasi
olarak kesfedilmistir. Bu degisiklikler, sensor kinaz EnvZ tarafindan saptanir ve
korunmus bir His 'de oto-fosforilasyona yol acar (Forst, vd., 1989; Kato vd., 1989).
Ortaya ¢ikan OmpR-P, dis zar porinleri OmpF ve OmpC'nin karsilikli sentezini modiile
eder (Hall ve Silhavy, 1981; Aiba ve Mizuno, 1990). Ortam osmolaritesi arttig1 zaman

E. coli’nin OmpC sentezi artarken, OmpF sentezi azalmaktadir. OmpC’deki artigin
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nedeni olarak, OmpF’ye gore daha kiiciik ¢apli olmasi nedeniyle hiicrenin daha az su
kaybetmesini sagladig diisiiniilmektedir (Sleator ve Hill, 2001).

Matsubara, vd., (2000) E. coli’nin porinlerinin sentez diizeyinin oksjen miktar1
ile de kontrol edildigini goéstermislerdir. Yazarlar calismalarinda E. coli hiicrelerini
OmpC ve OmpF porinlerinin  aerobik kosullar altinda sentezinin azaldigini
bildirmislerdir. Anaerobik biiyiime kosullar1 altinda, ortamin ozmolaritesine
bakilmaksizin denvZ hiicrelerinde 6nemli sayida OmpC miktari tespit edilmistir.

OmpF, OmpC ve PhoE porin proteinleri, birgok farkli antibiyotigin hiicre igi
girisinde ana kapi olarak gorev yapmaktadir (Nikaido, 2003; Pages, vd., 2008; Delcour,
2009). OmpF' nin kaybinin E. coli’de b-laktam antibiyotiklerine (Martinez-Martinez,
vd., 2000) ve fluorokinolonlara karsi diren¢ mekanizmasi gelistirdigi bildirilmistir
(Tavio, vd., 1999). Baska bir ¢alismada ise; OmpF'nin, B-laktam antibiyotikler igin ana
yol oldugu bulunmustur (Nikaido, 1989).

Proteomik galismalar, OmpC'nin E. coli'de tetrasiklin direnci i¢in 6nemli bir dis
zar proteini oldugunu gostermektedir (Zhang, vd., 2008). Baska bir ¢alismada ise yine
ompB'de (dis zar porin proteinleri ompF ve ompC'yi kodlayan genlerin bir
diizenleyicisi) ve ompF’de ki mutasyonlarin E. coli' nin B-laktam antibiyotigine
direncinin arttirdigim1  gostermektedir (Jaffe, vd., 1982). ompF mutant E. coli’nin
kloramfenikol ve tetrasikline daha direngli oldugu da gosterilmistir (Pugsley ve
Schnaitman, 1978). E. coli biyofilminde ompR ve ompX genleri daha fazla eksprese
edilmektedir. Dis zar proteini OmpX genellikle bakteriyel adezyonda yer alirken, asirt
ekspresyonunun ayni zaman da beta-laktamlara karsi direng gelisiminde rol oynadigi
tespit edilmistir (Stoorvogel, vd., 1987). Ote yandan OmpR, OmpC ve OmpF'nin
ifadesini kontrol eden iki bilesenli diizenleyici sistemin bir pargasidir. Bdylece, ompR
ve ompX'in indiiklenmesin, ompF ve ompC ekspresyonunun daha az olabilecegi
diistinilmektedir (Yuan, vd., 2011). OmpC ve OmpF'ye ek olarak, diger iki onemli
porin proteini, LamB ve FadL de daha az eksprese edilmektedir. lamB geni, lambda faj
reseptOrii olan dis zar proteini LamB'yi kodlamaktadir. Farkli antibiyotiklere direncli
birgok E. coli susunda, LamB' nin daha az eksprese edildigi bildirilmistir (Xu, vd.,
2006; Li vd., 2007; Lin, vd., 2010). Klebsiella pneumoniae'da da LamB' nin
antimikrobiyallerin penetrasyonuna katkida bulundugu bulunmustur ve eksikligi

karbapenem direncine yol a¢mistir (Garcia-Sureda, vd., 2011). Bu veriler birlikte
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incelendiginde, LamB'nin antibiyotiklerin alim1 i¢in bir porin olarak hizmet ettigi ileri
stirilmektedir (Lin, vd., 2014). fadL geni ise, uzun zincirli yag asitlerinin alinmasi i¢in
gerekli bir porin proteinini kodlar. Bu porinlerin ila¢ alimina katilimi1 i¢in dogrudan bir
kanit olmamasina ragmen, streptomisin, nalidiksik asit, klorotetrasiklin, kloramfenikol
ve kanamisine direngli E. coli hiicrelerinde ekspresyonunun az oldugu bildirilmistir (Li,
vd., 2007; Lin, vd., 2008, 2010; Zhang, vd., 2015). Nalidiksik asit (NA) direncinde E.
coli dis membran proteinlerinin roliinii karakterize etmek ig¢in proteomik metodlar
kullanilarak elde edilen sonuglara gére; TolC, OmpT, OmpC ve OmpW nin daha fazla
eksprese edildigi ve FadL’ nin ise daha az eksprese edildigi bulunmustur. TolC ve
OmpC'nin, NA direncinin kontroliinde, tanimlanan diger dis membran proteinlerine

gore daha 6nemli rol oynayabilecegi yine ayni ¢alismada vurgulanmistir (Xiang, vd.,

2008).

2.5 Biyofilm

Mikroorganizmalar, dogal ortamlarinda pH, osmolarite, sicaklik, aglik gibi
yasamlarini etkileyen veya sinirlandiran bir ¢ok stres faktoriine maruz kalmaktadirlar
(Grant ve Long, 1981). Bu zor sartlar altinda hayatta kalabilmek igin gesitli yasam
stratejileri gelistirmektedirler. Bu stratejilerden birkag1 endospor, dormansi, Kist
olusumudur. Biyofilm tabakasida, bu stres kosullarinda bakterilerin gelistirdigi bir
korunma mekanizmasidir (Poulsen, 1999 ; Nadell, vd., 2008; Singer, vd., 2010).

Biyofilm, mikroorganizmalarin sabit bir yiizeye (haraketsiz) tutunarak,
yapismasi ve orada kendi trettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka icine gomiilerek
topluluk olusturmasi olarak tanimlanabilir (Sutherland, 2001 ; Starkey, vd., 2004;
Leone, vd., 2006). Bir bagka tanimlamaya gore ise, bakterilerin birbirine ya da nemli bir
yiizeye yapisik organik bir polimer matriks i¢ine gomiilmesi olarak tanimlanmaktadir
(Poulsen, 1999). Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri tarafindan stres, aglik ve iireme
amacl iretilmektedir. Terminolojide “hiicre dis1 polimerik yap1” ya da “ekzopolisakarit
(EPS)” adi verilen, polisakkarit bazli bir ag yapisidir (Fujishige, vd., 2006).

Biyofilm tabakasi in vivo olarak canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz
yiizeylerde meydana gelebilmektedir. Bu olusan mikrobiyel biyofilmler aletlerin
tizerinde olusturduklar1 hasarlar, iirlin kontaminasyonlari, enerji kayiplart ve neden
olduklar1 enfeksiyon hastaliklar1 ile hastanelerde ¢ok fazla kayiplarin olugsmasina neden

olmaktadir (Fujishige, vd., 2006). Dolayisiyla olusan enfeksiyon hastaliklart ile
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biyofilm olusturan mikroorganizmalar arasinda da kuvvetli bir baglant1 bulunmaktadir.
Ciinkii bu mikroorganizmalar kalp i¢ zar iltihabi, periodontit, implant ve platin
tizerinde biyofilm olusturmasiyla da tehtit olusturmaktadir (Donlan ve Costerton, 2002).
Bugiine kadar yogun bir sekilde arastirilan biyofilm tabakasi sadece saglik sektorii i¢in
sorun olmamaktadir. Ayn1 zamanda endiistriyel ve evsel su sistemlerinde, su ileten
borularda, su aritma sistemlerinde, siit isleme ve dagitim tesislerinde istenmeyen tortu
ve tabakalagmalara neden olarak onemli derecede ekonomik kayiplara yol agtigi
bilinmektedir (Hallam, vd., 2001; Hall-Stoodley, vd., 2004). Olusan istenmeyen tortu
sit, su ve diger gida sanayilerinde, 1sinin yilizeyden gecisini geciktirmesi veya
engellemesi, yiizeyde olusarak sivinin siirtinme direncinin artmasi ve yilizeydeki
kimyasal siirtiinme oraninin artmasi gibi ciddi sorunlar yaratmaktadir (Kumar ve
Anand, 1998). Ayrica boru hatlarinda olusan biyofilm fiiriine tutunarak tiriinii kontamine
edebilmektedir (Poulsen, 1999) ve olusan bakteriyel biyofilm igindeki asit olusumu
nedeniyle borular korozyona ugrayabilmektedir (Jayaraman, vd., 1997).

Biyofilm tabakasi gelismis canlilar i¢in her ne kadar olumsuzluklar ve saglik
problemleri yaratsa da bakterileri nem kaybi, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel
faktorlerin degisimlerinden ve ultraviyole (UV) 1s18a maruz kalmanin doguracagi
zararlardan, mutasyon ve Olimlerden korumaktadir (Hall-Stoodley, vd., 2004).
Besinlerin  belirli  bir siire depolanmasinin ve atiklarin  uzaklastirllmasinin
kolaylastirilmas1 da bakteriler i¢in biyofilm olusumunun getirdigi diger bir avantajdir.
Bagka bir avantaji ise bakterilerin kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit (EPS) matriks
igcerisinde bulunmalar1 sonucu fagosite edilmeleri giicleserek de hiimoral immiin sistem
bilesenlerinin, antibiyotik gibi ilaglarin bakterilere ulagsmalar1 engellenmis olmaktadir
(Hall-Stoodley, vd., 2004; Cift¢i, 2005).

Biyofilm yapisinin olusumu, bakterilerin sabit ve akiskan yiizeylere baglanma
diizeyi, ortamin pH’s1 ve sicakligi, bakteri tiirli, bakteri hiicre duvarinin yapis1 (Gram
pozitif ya da Gram negatif olusu), bakteri sayisi, baglandig1 ylizeyin 6zellikleri, hiicre
hareketliligi, ortamdaki besin maddeleri igerigi ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi
birgok faktor ile degisebilmektedir (Arnold ve Silvers, 2000; Lindsay ve Von Holy,
2006 ).
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2.6 Biyofilmin Yapisi

Biyofilm kiitlesinin yaklagik %97’lik kismini su olusturmaktadir. Matriks
icindeki diger bilesenler ise; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger
proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir (Ghannoum ve O'Toole, 2001;
Flemming ve Wingender, 2010). Yani % 3’lik kismint suda ¢oziinebilen jel yapidaki
seliiloz, fimbriya, pili flagella ve amiloidler olusmaktadir (Flemming, 2016). Ancak bu
verilen  oranlar mevcut organizmalarin tiiriine, morfolojik O6zelliklerine, gelisme
ortamimnin dogasina, i¢inde bulundugu akiskanin tipine, genel oOzelliklere gore
degisebilmektedir (Allison, 2003; Patel, 2005).

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler matriks biyofilm
hiicrelerinin tutunmasini saglamaktadir. Sabit yilizeye sikica tutunan bakteriler burada
¢ogalarak once mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyiiyerek kolonileri ve koloniler
genisleyerek  biyofilm  tabakasint  olusturur. EPS  dretimi ve  miktar,
mikroorganizmalarin ylizeye doniisiimsiiz olarak tutunmasi icin gereklidir ve bu
biyofilm olusumunun bir gostergesidir (Flemming ve Wingender, 2010). Gelismis bir
biyofilmin kiitlesinin %75-90’1m1 ise EPS olusturmaktadir (Padera, 2006). EPS, mukus,
jel ya da viskoelastik davranis sergileyebilmektedir. Boylece olusan biyofilmin yapisi
protein, Ca*? iyonlar1 ve polisakkaritler ile daha da saglamlasmaktadir (Hussain, vd.,
1993). Bununla birlikte, hidrolaz, liyaz, glikozidaz, esteraz ve diger enzimler
biyofilmin bilesimine ve fiziksel 6zelliklerine etki edebilmektedir. Biyofilm yapisindaki
bu enzimlerin bir ¢ogu diisiik molekiil agirlikli parcalanma {irlinlerinin olusumuna
neden olmakta, bunlar da biyofilm i¢inde tutunan bakterilerin metabolizmasinda karbon
ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Allison, 2003).

Biyofilmin yapisi, saf kiiltiirler icin tlire odakli, ¢oklu kiiltiirler i¢in substrata
Ozgli oldugu caligmalarla gosterilmistir (Poulsen, 1999). Heterojenik biyofilm yapisi
genellikle diizensizdir. Biyofilmin yapisi, etrafindaki akis hizi ve orani, farkli tiirlerin
sayis1 ve tiiriine bagh olarak degismektedir. Biyofilmin kalinligr durgun ve c¢alkantili
akis durumlar arasinda maksimum seviyededir. Biyofilm kalinlig1 ve olusumu, durgun
alandaki kalinlik substrata, ¢alkantili akista ise akis hizinin agindirmasina bagli olarak
degismektedir (Poulsen, 1999). Biyofilm yapisinda olusan su kanallari mikrokolonilerin
hem altinda hem de arasinda bulunmakla birlikte besinlerin mikrorganizmalara ve

biyofilm tabanina taginmasi i¢in kullanilir. Hiicresel atiklar ise biyofilmin yiizeyindeki
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kanallarla saglanmaktadir. Tasima islemi, su yardimiyla ya da pasif difiizyonla
kolaylastirilarak yapilmaktadir. Su kanallarinin kolaylastirilmig difiizyon ile biyofilm
igerisine molekiil tasinmasina yardimer oldugu gibi, icteki alanlara oksijen tasidigi da
gosterilmistir (Costerton, vd., 1995). Bakteriyel tutunmada, proteinler gibi organik mo-
lekiillerin ylizeye tutunmasinin biyofilmde 6nemli bir rolii vardir. Yiizey proteinleri,
biyofilm matriksi iginde diizenli bir sekilde olusur (Lasa ve Penadés, 2006). Bu
proteinlerin bazilari, EPS varliginda biyofilm olusumunu tesvik edebilmektedir.
Biyofilm olusumunda, Biyofilm Iliskili Protein (BAP-Biofilm Associated Protein),
organizmanin yiizeye kolonize olmasi ve burada siirekli kalmasinin saglanmasi

acisindan 6nemlidir (Tormo, vd., 2005).

2.7 EPS’nin Genel Ozellikleri

Ekzopolisakkarit (EPS)’ler mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve hiicre
disina sentezlenen polisakkaritlerdir. EPS’ler, D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz veya
nadir olarak N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve glukoronik asit iceren
birimlerin tekrarlanmasi sonucu agiga ¢ikan yapilardan olugsmaktadir (Duboc ve Mollet,
2001). Ayrica hiicre duvarina baglanan EPS’ler kapsiiler ekzopolisakkarit, ortamda
serbest halde bulunanlar ise mukoz ekzopolisakkarit olarak adlandirilmaktadir
(Soyucok, vd., 2016). EPSlerin igerdigi bilesenler incelenecek olursa, ¢ok cesitli
proteinler, glikoproteinler ve glikolipitler ve bazi durumlarda DNA da igermektedirler
(Frelund, vd., 1996; Sutherlan, 2001; Starkey, vd., 2004; Branda, vd., 2005). EPS’lerin
molekiil biiyiikliikleri genel olarak 10 kDA ile 200 kDa arasinda degismektedir, bazen
de biyofilm tabakasinin biiyiikligiine gore 1000 kDa’a ¢ikabilmektedirler
(Vaningelgem, vd., 2004).

EPS’lerin  mikroorganizmalarin ¢evresini saran polimer yapilar oldugu
bilinmektedir (Cerning, 1995; Frelund, vd., 1996). EPS’lerin biiylik bir kismi, diizenli
olarak dizilmis oligosakkaritlerin tekrarlanan birimlerinden olusan heteropolisakkarit
yapida ya da tek tip sekerden olusan homopolisakkarit yapidan meydana gelmektedir
(Sutherland, 1990; Lee, vd., 2003). Biyofilmler igerisinde en ¢ok bulunan ve en
kapsamli bi¢imde incelenen ekzopolisakkaritler aljinat, selilloz ve poli-N-asetil
glukozamindir (Gacesa, 1998; Zogaj, vd., 2001; Izano, vd., 2008; Lembre, vd., 2012).

EPS’ler mikroorganizmayr su yetersizligi ya da eksikligi durumunda kurumaya,
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fagositoza, faj saldirilarina, antibiyotiklere, toksik bilesiklere ve ozmotik strese karsi
korurlar (Ruas-Madiedo, vd., 2002).

EPS’ler o ¢evrede yasayan biyofilm hiicrelerinin gézeneklilik, yogunluk, su
igerigi, yiik, hidrofobiklik ve mekanik stabiliteyi etkileyerek anlik yasam kosullarin1 da
belirlemektedir (Flemming ve Wingender, 2002). EPS iireten mikroorganizmalarin
gelistigi ortam ve optimum sartlar EPS’nin kalitesini ve verimini etkilemektedir
(Nicolaus, vd., 2010). Hiicre disinda bulunan karbonhidratlar, proteinler, peptitler
EPS’lerin ortamdan zor ayrilmasina neden olur (Cerning, 1995). Mikrobiyal EPS’ler
dogada iyonik veya iyonik olmayan formlarda bulunabilir iken farkli su siddetlerinde
coziinebilmektedirler ve bdylece bulunduklar1 yerden uzaklasirlar (Liang ve Wang,
2015). EPS’nin 6nemli gorevlerinden birisi hiicrenin kat1 yiizeylere tutunmasinda etkili
olmasidir (De Vuyst ve Degeest, 1999). Ayrica olusan kompleks yap1 antimikrobiyal
maddelerin difiizyonunu siirlandirmaktadir (Poli, vd., 2011).

EPS iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan karbon kaynaklar1 glikoz ve sakkarozdur
(Liu, vd., 2009; Rafigh, vd., 2014). Son yillarda yapilan g¢alismalarda sakkarozun
karbon kaynag1 olarak kullanilmasinin levan tipi EPS verimini artirdig1 rapor edilmistir.
Bakteriyel EPS iiretimi genellikle aerobik kosullar altinda ger¢eklesmektedir (Liu, vd.,
2010).

EPS iiretimi ve miktari, bakteriyel tireme ile de yakindan iligkilidir. EPS iiretim
miktarinin optimum kosullar altinda yiiksek seviyeye ulastigi bilinmektedir. Bakteriyel
gelisim ve EPS fretimi, besiyerine karbonhidrat, azot kaynagi, vitamin, tuz gibi
maddelerin ilavesi (Gerstel ve Romling, 2001; Donlan, 2002) ayrica inkiibasyon
sicakligi ve stiresi (Nilsson, vd., 2011), oksijen seviyesi (Shankar, vd., 1995; De Vuyst
ve Degeest, 1999; Ahimou, vd., 2007; Grosu-Tudor ve Zamfir, 2014 ), kiiltiir ortaminin
pH’sindan etkilenmektedir (De Vuyst ve Degeest, 1999; Shu ve Lung, 2004; Nilsson,
vd., 2011). Ayn1 zamanda basing ve 151k yogunlugu gibi ¢evresel baskilara yanit olarak
EPS iiretimi degisiklik gostermektedir (Bragadeeswaran, vd., 2011; Donot, vd., 2012).
Bunlara ek olarak oksidatif stres, UV 1s1n1, hiperosmolarite ve etanol gibi kimyasallara
maruz kalmakta EPS iretimini etkilemektedir (Hengge ve Aronis, 2002). Kati
yiizeylerdeki mikrobiyal kolonizasyonun ¢esitli parametrelerden etkilenebilecegi
bildirilmistir. Ornegin, belirli yiizeylerin kolonizasyon derecesinin yiizey piiriizliiliigii

ile arttigt bulunmustur (Donlan, 2002). Ayrica, mikroorganizmalarin hidrofilik
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yiizeylere gore hidrofobik ve polar olmayan ylizeylere daha hizli baglandig
bulunmugtur (Flemming ve Wingender, 2001; Donlan, 2002). Hiicre yiizeyi
hidrofobikligi, fimbria ve flagella varhig ve EPS iretiminin derecesi,
mikroorganizmalarin farkli yiizeylere tutunma oranim1 ve derecesini etkiledigi
bilinmektedir (Donlan, 2002). Bu siirece katilan gii¢ler, elektrostatik etkilesimler ve
hidrojen baglaridir (Mayer, vd., 1999; Flemming ve Wingender, 2001).

2.8 Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Biyofilm tabakasi ¢ok farkli ¢cevrelerde olusabilirken, en basit biyofilm tabakasi
bile karmasik bir dinamige sahiptir. Yapilan bir¢ok caligmada, biyofilmlerin sabit
noktalarda biyolojik doniistimlerini tamamladiklar1 gosterilmistir (O’Toole, vd., 2000).
Bakterilerde biyofilm gelisiminin baslamasi, besinlerin var olup olmamasi gibi spesifik
cevresel etmenlere bagli olarak degismektedir. Biyofilm gelisimi taze besiyeri
saglandik¢a devam eder. Ancak ortamdaki besin maddeleri tiikenince ylizey baglantilari
zayiflar ve planktonik (serbest yiizen) modlarina geri donerler. A¢lik durumu hiicrelerin
yeni taze besin kaynaklari aramalarini, ortamlara daha iyi adapte olmalarini ve
yayilmalarini saglar (Kolter ve Tormo, 1993). Bu nedenle O’Toole, vd., (2000), aclik
durumunda kullanilan metabolik yolun biitlin  biyofilm gelisim dongiisiinii
kapsayabilecegini  belirtmislerdir. Diger yandan biyofilm olusumunda yiizey
kosullarinin 6zelliklerinin bilinmesi de son derece Onemlidir. Bakteriler ylizeye
tutunarak koloni olustururlar ve ileri asamada eksopolisakkarit matriks iginde,
mikroorganizma toplulugu seklinde biyofilmler olusmaktadir (O’Toole, vd., 2000). Bu
olaylar bes basamakta incelenmektedir (Watnick ve Kolter , 2000; Lindsay ve Von
Holy , 2006).
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Sekil 2.5. Biyofilm olusum asamalar1 (1.Doniisiimli tutunma 2.Geri doniigiimsiiz
tutunma 3.Koloni gelisimi 4.Biyofilm olgunlagsmasi 5.Biyofilm hiicrelerinin koparak
ayrilmasi) (Dagostino, vd., 1991; Stoodley, vd., 2002; Monroe, 2007 ; Srey, vd., 2013).

2.8.1 Doniisiimlii tutunma

Dontisiimlii basamakta, bakteri hiicresi ylizey ile tam olarak temas etmemekte,
ancak bakteri hiicresi ile ylizey arasinda uzun mesafeli etkilesimler meydana
gelmektedir. Mikrobiyal hiicrelerin bir yiizeye tutunmasi adezyon olarak adlandirilirken,
mikrobiyal hiicreler arasindaki tutunma kohezyon olarak adlandirilir. Bakterilerin
yiizeylere adezyonu sirasindaki etkilesimler elektrostatik giicler, hidrofobik etkilesimler
ve Van der Walls giicleri olup zayif etkilesimlerdir. Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok
itici giiglerdir, ¢linkii bakteriler ve kati yilizeyler negatif yiikliidir (Poulsen, 1999;
Costerton, vd., 1995; Garrett, vd., 2008). Yiizeyle ilk temasin ger¢eklesmesinde
hidrofobik etkilesimlerin katkis1 biiyiliktiir (Costerton, vd., 1995). Hiicreler bu fazda,
durulama gibi basit yikama islemleri ile kolayca uzaklastirilabilirler. Doniistimlii
tutunma durumu, yapisan ve durgun haldeki hiicreler arasindaki dengeli dagilimin bir
sonucu olabilir. Burada mikroorganizma yiizeyin yakinindadir ama heniiz yiizeyle temas
etmemistir (Lindsay ve Von Holy, 2006). Bakterilerle yiizey arasindaki kuvvetlerin
cekilmesi ve itilmesi, bakterilerin ylizeye geri donebilir bir sekilde baglanmasina yol
acmaktadir (Dunne, 2002). Bakterilerin tutunacaklart biyotik ya da abiyotik ylizeyin
sicaklik, pH, basing, besin olarak kullanilabilecek organik ve inorganik bilesikler

bakimindan elverisli olmasi gerekmektedir (Maric ve Vranes, 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R55
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2.8.2 Doniisiimsiiz tutunma

Biyofilm olusumunda ikinci agamasi olan doniisiimsiiz tutunmada ilk tutunmay1
saglayan flagella, fimbriya ve pili gibi uzantilarin, yilizeyin elektriksel tabakasinin
fiziksel itici kuvvetlerinden daha giiglii duruma geldigi ve bakteriler ile yiizey
arasindaki etkilesimi gii¢clendirdigi bilinmektedir. Doniisiimsiiz tutunmada, baslangigta
hiicre ve yiizey arasinda meydana gelen zayif etkilesimler gibi dipol-dipol etkilesimi,
hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen
etkilesimleri olusmaktadir (Kumar ve Anand, 1998). Mikroorganizmalar doniisiimlii
olarak baglanirken, yilizeyde yasamak i¢in yeterli besin maddesinin olup olmadigini1 da
aragtirtr (Poulsen, 1999; Lejeune, 2003). Yani doniisiimlii tutunmadan doniisiimsiiz
tutunmaya gecis EPS varliginda bakterinin yapmis oldugu zayif baglarin kaliciya
dontigmesidir (Stoodley, vd., 2002). Tutunan bakterilerin merkezi biyofilm regiilatorii,
curli kodlayan operon csgAB ve csgDEFG'yi kontrol eden CsgD'dir (Romling, vd.,
1998Db). Curli altbirimleri CsgA ve CsgB, global regiilatér CsgD tarafindan pozitif
olarak diizenlenen cSgBA geni ile kodlanir (Rémling, vd., 2000). CsgD, seliiloz
sentezinin aktivasyonunda yer alan GDEF protein ailesinin bir iiyesi olan AdrA'nin
ekspresyonu yoluyla seliiloz iiretimini de etkinlestirir (Zogaj, vd., 2001; Simm, vd.,
2004). Ayrica, BapA'nin hava-sivi ara yiiziinde pelikiil olusumu i¢in gerekli oldugu ve
onun sentezlenmesinin, CsgD vasitasiyla curli ve seliilozu kodlayan genlerle koordine
oldugu gosterilmistir (R6mling, vd., 2000).

Dontigiimsiliz  tutunma asamasindan sonra biyofilm hiicrelerini ylizeyden
uzaklastirabilmek i¢in giliglii mekanik kuvvetlere, enzimlere, dezenfektanlara,
deterjanlara, (Sinde ve Carballo, 2000) ve yiiksek 1s1l islemlere ihtiyag vardir (Sinde ve
Carballo, 2000; Maukonen, vd., 2003; Augustin, vd., 2004).
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Sekil 2.6. Biyofilm olusumu i¢in gerekli hiicre dis1t matris bilesenlerinin ekspresyonunu
kontrol eden diizenleyici agin giincel modeli (Zogaj, vd., 2001; Latasa, vd., 2005).

2.8.2.1 Mikrobiyal seliiloz

Mikrobiyal seliiloz (MS), nanometre boyutlarinda ki liflerle birlikte, bitki seliillozu
ile ayn1 kimyasal formiilii sunar (Donini, vd., 2010). Sekil 2.7’de goriildiigi gibi kapali
formiilii (C¢H100s)n olan glikozidik B (1-4) baglariyla baglanan glikoz monomerlerinden
olusan bir eksopolisakkarit tipidir (Romling, 2002; Nishiyama, vd., 2003; Phisalaphong,
vd., 2008; Sheykhnazari, vd., 2011). Mikrobiyal seliilozlar serit olusturmak iizere
demetleri tutan mikrofibriller halinde toplanirlar. Uretim ¢ogunlukla sivi ve hava ara
yiiziinde gerceklesir (Johnson, vd., 1988; Beloin, vd., 2008). Bu o&zellikler bakteri
suslari, ylizey Ozellikleri ve ¢evresel kosullara bagl olarak degiskenlik gostermektedir
(Zogaj, vd., 2001; Solano, vd., 2002; Romling, vd., 2003; Zogaj, vd., 2003; Romling,
2005; Da Re ve Ghigo 2006; Uhlich, vd., 2006).

HO
HO oH
¥ OH /n
HO O

Sekil 2.7. Mikrobiyal seliilozun kimyasal yapis1 (Brown, 1987; Delmer, 1995).
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Bakteriyel selillozun fonksiyonu ve lokalizasyonu hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. Bakteriyel seliiloz sentazin (Bcs) islem dongiisii, biiyliyen bir seliiloz
zincirinin ucuna tek bir glikoz parc¢asinin eklenmesini ve bunu takiben ortaya c¢ikan
zincirin plazma membrani boyunca translokasyonunu igermektedir (Knott, vd., 2016).
Bcs  kompleksinin @ ilk  kristal  yapisi,  fotosentetik  bakteri Rhodobacter
sphaeroides'den 2013 yilinda yayinlanmistir (Morgan, vd., 2013). Bcs, bir niikleotit
bagli donérden, UDP-glukozdan, biiyiiyen bir seliiloz zincirinin sonuna tek bir glukoz
baglanmasini saglar. Bcs, seliilloz {iiretmek igin siklik-di-GMP’ye ihtiya¢ duyar
(Omadjela, vd., 2013). Bcs, en az ii¢ alt birimden (BcsA, -B ve —C) olusan bir protein
kompleksi araciligiyla seliiloz tiretir ve salgilar (Romling, 2002; Re ve Ghigo 2006).
BesA, seliiloz sentaz aktivitesi, sirasiyla diguanilat siklaz ve fosfodiesterazlar tarafindan
tiretilen ve ayrigtilan, her yerde bulunan ikinci bir mesajci olan siklik-di-GMP (c-di-
GMP) adli kiigiik bir molekiiliin baglanmasi {izerine allosterik olarak kontrol edilen bir
sitoplazmik zar proteinidir (Mayer, vd., 1991; Cantarel, vd., 2009). c-di-GMP'nin, bir
yandan planktonik hiicrelerin hareketliligini ve viriilansini, diger yandan da ¢ok hiicreli
topluluklarin hiicre yapismasi ve kaliciligini kontrol ettigi bilinmektedir (Jenal ve
Malone, 2006 ; Romling ve Amikam, 2006 ). BcsA, seliilozu sentezleyen ve i¢ zardaki
transmembran (TM) g6zenegini olusturan ve BesB’ ye baglanmis biiyiik bir periplazmik
protein olan katalitik alt birimdir. BcsB, tek bir C-terminali TM-heliksi vasitasiyla ig
membrana baglanan periplazmik bir proteindir (Saxena,vd., 1994). BcsB polimeri,
periplazma boyunca dig membrana dogru BCSA tarafindan yonlendirelebilir (Morgan,
vd., 2013). BcsA ve BcesB, bazi tiirlerde tek bir polipeptid zincirine kaynastirilir
(Saxena, vd., 1994; Keiski, vd., 2010). BcsC’nin ise, in vitro degil, invivo
olarak seliiloz sentezi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Romling, 2002; Hu, vd., 2010).

2.8.2.2 Curli

Curli gen ifadesi, hem hiicresel diizeyde hem de bir biyofilm toplulugunda
yiiksek diizeyde diizenlenmis ve koordineli bir olaydir (McCrate, vd., 2013; Depas, vd.,
2013). Curli, ekstraseliiler lif, ince agregatif fimbria olarak da bilinmektedir (Chapman,
vd., 2002). ilk olarak E. coli'de gdzlenmis olan csgD genleri Pseudomonadaceae,
Shewanellaceae ve Vibrionaceae familyalarininda da mevcuttur (Jensen, vd., 2009) ve
CsgD’nin adhezyon, kolonizasyon ve biyofilm olusumuna aracilik ettigi bildirilmistir

(Olsen, vd., 1989, 1993a; Romling, vd., 1998a; Chapman, vd., 2002; Zogaj, vd., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R98
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R98
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R158
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Bu lifler 5-12 nm ¢apinda ve degisen uzunluklardadir ( Olsén, vd., 1989; Ben, vd.,
1996 ). E. coli 'de, curli hem baslangi¢c yapismasini hem de hiicre-hiicre etkilesimini
tesvik etmektedir (Prigent-Combaret, vd., 2000; Ryu, vd., 2005; Uhlich, vd., 2006). E.
coli'nin gesitli gevresel izolatlar1 curli eksprese etme yeteneklerine gore biyofilmler
olusturmaktadirlar (Castonguay, vd., 2006; Barnhart ve Chapman, 2006; Larsen, vd.,
2007). Curli lifleri patogenezde rol oynayarak konakgi hiicre adezyonuna ve immiin
sistem aktivasyonuna yardimci olur (Gophna, vd., 2001; Bian, vd., 2000; Wang, vd.,
2006).

Curli spesifik genleri (csg), CsgDEFG ve CsgBAC olmak {iizere iki farkli
operonda bulunur (Hammar, vd., 1995; Collinson, vd., 1997; Rudd, 2000; Wang, vd.,
2008; Evans ve Chapman, 2014). CsgD ana biyofilm diizenleyicisidir ve CsgBAC
operonunun transkripsiyonu i¢in gereklidir (Hammar, vd., 1995; Romling, vd., 1998a).
csgD geni, csgBAC operonunu aktive etmesinin yani sira, biyofilm olusumu ve hiicre
yiizeyi ile iliskili yapilarin {iretiminde yer alan bir takim genleride diizenler. (Latasa,
vd., 2005; Gibson, vd., 2006). CsgA ana alt birimi, sitoplazmada sentezlenir ve hiicre
yiizeyine, katlanmamis bir protein olarak nakledilir, burada CsgB ile etkilesime
girdikten sonra hiicre dis1 amiloid polimerler olusturmak tizere toplanir (Hammar, vd.,
1996; Chapman, vd., 2002; Hammer, vd., 2007). CsgA amiloid olusumu CsgB'ye bagh
olmasina ragmen, CsgA yoklugunda da amiloid lifleri olusabilmektedir (Hammer, vd.,
2012). Son zamanlarda, periplazmik protein CsgC ise, CsgA amiloid olusumunun giiglii
ve spesifik bir inhibitorii olarak kabul edilmistir yani amiloid olusumunu engeller
(Hammar, vd., 1995; Gibson, vd., 2007; Taylor, vd., 2011; Evans, vd., 2015). Ayni
zaman da CsgDEFG promotorii E. coli'deki en karmasik diizenlenmis promoterlerden
biri olarak kabul edilmektedir (Ishihama, 2010). Csg proteinlerinin dis ylizeye
aktarilmas1 CsgG, CsgE ve CsgF proteinleri tarafindan yonlendirilir (Nenninger, vd.,
2009; Goyal, vd., 2014). CsgD, CsgB'yi kodlayan csgBA operonunun, CsgB'nin bir lif
halinde indiiklendigi hiicre disinda salgilanan yapisal alt biriminden sentezlenir
(Barnhart ve Chapman, 2006). CsgE, CsgA'nin periplazmaya donmesini bloke ederek
CsgG'nin kapagini olusturur (Shu, vd., 2016). CsgF'nin CsgG ile etkilestigi ve islevine
yardimci olabilecegi distintilmektedir (Robinson, vd., 2006; Epstein, vd., 2009;
Nenninger, vd., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3173608/?report=printable#bib40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3173608/?report=printable#bib5
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Curli'nin ifadesi, diisiikk sicaklik kosullar1 altinda aktive edilmektedir. Diigiik
azot, fosfat ve demir alimi, diisiik ozmolarite, beslenme yetersizligi, yavas biiyiime,
cevresel sinyaller ve kimyasallar tarafindan kontrol edilir (Olsen, vd., 1993a, 1993b;
Maurer, vd., 1998; Prigent-Combaret, vd., 1999; Gerstel ve Romling, 2001; Gerstel, vd.,
2003; Barnhart ve Chapman, 2006). Yapilan arastirmalar sonucunda curlinin ifadesinin
diistik sicakliklar (20° C ve 30° C arasinda) altinda aktif oldugu tespit edilmistir (Olsen,
vd., 1989; Arnqvist, vd., 1992; Olsen, vd., 1993a; Romling, vd., 1998a; Zogaj, vd., 2000
Gerstel, vd., 2003). Fakat bazi calismalarda E. coli' nin tireme sicakligi 37°C' de
biyofilm de curli fimbrialarin eksprese edilebilecegi gosterilmistir (Kikuchi, vd., 2005).

2.8.2.3 Poli-p-1,6-N-asetil-glukosamin (PGA/ PNAG)

Biyofilm olusumunda 6nem arz eden bir diger ekzopolisakkarit PGA ya da
PNAG olarak adlandirilan, p-1,6- N — asetilglukozamin (B-1,6-GIcNAc) dir. ilk olarak
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis’ te tespit edilmistir ( Mack, vd.,
1996 ; McKenny, vd., 1999; Rupp, vd., 2001 , Gotz, 2002 ; Maira, vd., 2002; Izano vd.
2007, 2008). Yakin zamanda da , E. coli K-12'de de tamimlanmistir (Wang, vd., 2004).
PGA ekzopolisakkarit polimeri hem hiicre-hiicre yapismasinda hem de
yiizeylere tutunmada rol oynar (Wang, vd., 2004; Itoh, vd., 2005; Agladze, vd., 2005;
Lopez, vd., 2010, Flemming ve Wingender, 2010 ).
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Sekil 2.8.Bakteriyal biyofilm matrislerinin bir bileseni PNAG (Pokrovskaya, vd., 2013).

PGA iiretimi pgaABCD lokusuna baghdir. Tim PGA genleri, gesitli biiyliime
kosullar1 altinda optimal biyofilm olusumu i¢in gereklidir (Wang, vd., 2004; Itoh, vd.,
2008). E. coli pgaABCD operonu, ihracati ve lokalizasyonunda yer alan proteinleri
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kodlar. Bu nedenle, PGA’nin E. coli' nin biyofilmlerini stabilize eden bir yapisma
sistemi olarak gorev aldigi bilinmektedir. PGA, bakterileri dogal konak¢1 savunmaya
kars1 korudugu i¢inde 6nemli bir viriilans faktoridir (Vuong, vd., 2004; Kropec, vd.,
2005). PgaA’nin, protein-protein etkilesimlerine aracilik ettigi ve dis membran yapisi
olusturmak icin tetratrikopeptid tekrarlarii igerdigi bilinmektedir (Itoh, vd., 2008).
PgaB’nin, bir dig zar lipoprotein oldugu tahmin edilmektedir (Wang, vd., 2004). PgaB
ayni zaman da hiicre duvan ile iliskili bir proteindir (Vuong, vd., 2004). PgaC,
polimerizasyon igin gerekli olan sitoplazmik zar proteinleridir (Gerke, vd., 1998; Itoh,
vd., 2008). Yapilan c¢aligmalar dogrultusunda PGA sentezii¢in PgaC’nin gerekli
oldugu, E. coli veya diger gram-negatif bakterilerdeki diger pga genlerine olan

bagimliligi daha belirlenmemistir (Itoh, vd., 2008).

2.8.3 Koloni olusumu
Biyofilm olusumunun en Onemli asamasi yiizey kolonizasyonudur. Yani

mikrokoloni olusumudur (Chmielewski ve Frank, 2003). Mikrokoloni olusumu, yiizeye
ilk baglanmadan sonra olusan biyofilmin ii¢ boyutlu biiyiimesine karsilik gelmektedir.
Tutunan bakteriler gelisir ve daha sonra boliiniir. Cogunlukla hiicre-hiicre etkilesimleri
nedeniyle, bu siire¢ bakterileri, homojen planktonikten ayirarak, karakteristik ve
fizyolojik 6zellikler sergiledigi heterojen bir ortamin olusmasina yol agar (Christophe,
vd., 2008). EPS ile diger planktonik hiicrelerin yakalanmasi da saglanir. Bu asamada bir
bakteri hiicresi ylizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), ayni ylizeye diger
bakteriler de koloni olusturur (ikincil koloni). Biyofilm biiyiidiikge, EPS i¢inde kapsiil

olusturmus mikroorganizmalarda da artig goriiliir (Poulsen, 1999).

2.8.4 Olgun biyofilm olusumu

Bu basamakta ise, mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar seklindeki
yapilara veya kulelere dontisiirler (Chmielewski ve Frank, 2003; Klausen, vd., 2003).
Konfokal lazer mikroskopisi ile yapilan ¢alismalar bakterilerin, kompleks
ekzopolisakkarid ile g¢evrilmis mikrokoloniler igerisinde yasadiklarin1 ortaya
koymuslardir. Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan mikrokolonilerin aralarinda,
besinlerin ulastirilmasi ve metabolik atik tiriinlerin uzaklastirilmasi igin ilkel bir dolagim
sistemi olarak gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir (Poulsen, 1999; Kumar ve
Anand, 1998; Karatan ve Watnick, 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beloin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18453280
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Biyofilm olusumunun son safhasinda ylizeye yapismada rolii oldugu kesfedilen
ve bir ¢ok E. coli susu tarafindan iiretilen bir otoagregasyon faktorii olan Antigen 43
bakteri toplanmasina neden olmaktadir (Klemm, vd., 2006). Antijen 43 (Ag43), i¢ zar
boyunca aktarim i¢in bir sinyal peptidi olan ve kendiliginden olusan ototransporter
protein grubunun bir iyesidir (Kjaergaard, vd., 2000). Bu proteinler dogrudan dis
membrana baglanir ve yiizeyden sadece yaklagik 10 nm disar1 ¢ikinti yapmaktadirlar bu
da curli veya diger fimbrialarla goriilenlerden daha yakin hiicre-hiicre etkilesimleri ile
sonuglanir ve biyofilm olusum basamaklarina dahil olur (Klemm, vd., 2006). Sivi
kiiltiirde bu 6zellik hizla topaklagsma ve kiimelenme olusumuna yol acarken bakteriyel
sedimentasyona neden olur, ayrica bakteri-bakteri yapismasini kolaylastirir ve
biyofilmin ii¢ boyutlu gelismesine yol agar (Owen, vd., 1996 ; Henderson, vd.,
1997; Hasman, vd., 1999 ; Kjaergaard, vd., 2000; Schembri, vd., 2003a; Verstraete,
vd., 2013).

2.8.5 Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Biyofilm olusumunda son asama biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasidir.
Hiicreler bu asamada planktonik fazlarina geri donerler (Sauer, vd., 2002). Artan akis
kuvveti (Stoodley, vd., 2002), i¢ enzimatik bozulma, EPS ya da yiizey baglantisi
saglayan proteinlerin agiga c¢ikmasi gibi hiicre iginde goriilen islemler biyofilm
hiicrelerinin ayrilmasinda 6nemli rol {istlenir (Boyd ve Chakrabarty, 1994; Watnick ve
Kolter, 2000; Kaplan, vd., 2004a). Ayrica ortamda besin maddelerinin tiikkenmesi de
hiicresel ayrilmalarin 6nemli bir nedeni olabilmektedir (O’Toole ve Kaplan, 2000). Bu
ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamaginin
bir pargasi olarak tek bir hiicrenin veya ¢oklu hiicrelerin kopmasinin bir sonucu da

olabilir (Poulsen, 1999).

2.9 Yiizey Kosullan

Bakteriler i¢in yilizeylerde mevcut olan ¢evresel kosullar, normal
ortamdakilerden farklidir. Yiizeylerin {izerindeki besin konsantrasyonlari, oksijenlenme,
yiizey ozmolaritesi, pH’st ve fizikokimyasal 0&zellikleri biribirinden farklh
olabilmektedir. Patojen olan veya bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar paslanmaz
celik tlizerinde hafif girintili alanlarda, aliiminyum malzemeden yapilmis piiriizsiiz

yiizeylerde, yine cam gibi piiriizsiiz alanlarda, ahsap gibi tirtikli yiizeylerde, teflon ve
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plastik materyaller gibi farkli yiizeyler lizerinde biyofilm olusturduklar1 belirlenmistir
(Barnes, vd., 1999; Trachoo, 2003; Padera, 2006; Lindsay ve VVon Holy , 2006; Kim,
vd., 2006; Planchon, vd., 2006; Perrin, vd., 2009). Naylon ve teflon yiizeyler diiz
oldugundan mikroorganizmalarin bu alanlara da yapisma ihtimali yiiksektir. E. coli
hiicrelerinin abiyotik ylizeylere yapismasi ylizey algilamasi denilen bir siiregle
baglamaktadir (Otto ve Silhavy, 2002). Bununla birlikte paslanmaz celik yiizeyler,
catlak ve yarilmalar nedeniyle piiriizlii bir ylizeye sahip olabilirler. Aliiminyum
ylizeylerin genis catlaklar1 siinger gibi goriiniim sagladigindan bu tiir ylizeylerde
mekanik yontemlerle uygulanan temizlik islemlerinde bile bakterilerin yiizeyden
uzaklastirilamadigi belirlenmistir (Barnes, vd., 1999; Trachoo, 2003; Padera, 2006;
Lindsay ve Von Holy, 2006; Kim, vd., 2006; Planchon, vd., 2006).

Cizelge 2.2. Yiizeye tutunma ve biyofilm olusumunda etkili faktorler (Kumar ve
Anand, 1998).

Kategoriler Faktorler

Piiriizli Yap1

Yii ) L
uzey Hidrofobisitesi

Fimbria Bulundurmasi
EPS Yapisi
Hidrofobisitesi
Flagella Bulundurmasi

Hiicre

pH
Sicaklik
Akis Hiz1
Katyonlar

S1vi Ortam

2.10 Sinyal Molekiiliiyle fletisim (Quorum Sensing)

Biyofilm olusumu, bakterilerin sadece bir araya gelerek belirli bir yiizeye
tutunduktan sonra oraya yapismasi ve o yiizeydeki diger tiirlerle birlikte yasamaya
devam ettikleri seklinde gerceklesen rastgele bir olay degildir. Bir¢ok organizma
aktivitelerini koordine etmek i¢in birbirlerine sinyal verirken kiiciik yayilabilir
molekiilleri kullanirlar. Biyofilm olusumunda 6énemli bir mekanizma olan ve “Quorum

Sensing (QS)” olarak adlandirilan bu islem ile bakteriler {irettikleri sinyal
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molekiillerinin yogunlugunu o6l¢ebilmekte, cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin
miktarn1 hissedebilmekte ve bu verileri digerlerine iletmesine imkan saglamaktadir
(Camara, 2007). Baska bir ifadeyle, QS ile bakteriler ¢evrelerindeki bakteriyel
popiilasyonun yogunlugunu belirler. Bir ylizeye tutunan her bakteri, ortama ‘Ben
buradayim’ mesaji veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan bakterilerin sayisi
artttkca, bu sinyalin lokal konsantrasyonlar1 artar. Bu sinyal molekiiliiniin
konsantrasyonundaki artig ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi islem
basglatilmis olur. Yani, biyofilm igerisindeki bakteriler interseliiler, diisiik molekiil
agirliklarina sahip haberciler araciligiyla haberlesmektedirler (Arnold ve Silvers, 2000 ).
Bu hiicreler arasi iletisimi saglayan mekanizma, kendiliginden sinyal iiretebilen ve
“Oto-Endiikleyici [Auto-inducer (AI)]” adi verilen molekiillerden olusur. QS
molekiillerinin oto-endiikleyici olarak da ifade edilmelerinin nedeni, iiretildikleri
hiicrenin metabolizmasi iizerinde diizenleyici etki gostermeleridir (Novick ve Muir,
1999; Donabedian, 2003 ).

Gram negatif bakterilerde QS mekanizmasinda oto-endiikleyici olarak N-acyl
homoserin lakton (AHL, AHLs, acyl-HSL veya HSL), gram pozitif bakterilerde ise
cogunlukla oligopeptidlerdir (autoinducering peptitler) (Wong, 1998). Otoendiiktorler
(Al) biyofilm olusumu iizerinde ¢aligilan ve en ¢ok arastirilan sinyallerden biridir. Su
ana kadar Al, ti¢ sinifta karakterize edilmistir; Al-1, Al-2 ve Al-3 (Reading, vd., 2009;
Papenfort ve Bassler, 2016). Her sinyal sisteminin belirli bir otoendiiktér sentaz ve
reseptorii bulunmaktadir (Reading, vd., 2009; Papenfort ve Bassler, 2016). Hem Gram
negatif hem de Gram pozitif bakteriler ortak olarak oto-endiikleyici 2’yi de (AI-2’s)
kullanmaktadir (Raffa, vd., 2005). Bu nedenle hem tiir i¢i hem de tiirler arasi iletisimde
aracilik edebilen "evrensel" bir bakteri sinyali olarak Onerilmistir (Surette, vd., 1999).
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda E. coli ve Salmonella enterica’nin hiicreden hiicreye
sinyalinde Al-2 sinyalleriyle gerceklestigi belirlenmistir. Bu sinyal molekiillerinin iistel
gelisim siiresince {iretildigi ve bakteri membranina serbestge gecebildigi ifade
edilmektedir (Ahmer, 2004). E. coli'de ise, AIl-2 membranda pasif olarak
dagilabilmektedir (Zhu ve Pei, 2008).
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2.11 Biyofilm Olusumunun Diizenlenmesi Karisan Diger Faktorler

Biyofilm belirleyicileri i¢in gen ekspresyonun diizenlemesi, genellikle karmasik
diizenleyici aglarin veya hem spesifik hem de global diizenleyicinin aktivitesini modiile
edebilen farkli ¢evresel sinyallerin bir kombinasyonunu gerektirir (Ghigo, 2003;
Landini, 2009). Cevresel faktorlerin etkisi, ¢evresel kosullardaki degisiklikleri
algilayabilen ve belirli bir hiicresel yaniti tetikleyebilen iki bilesenli diizenleyici
sistemler tarafindan gergeklestirilebilir. Iki bilesenli diizenleyici sistemler, genellikle
membranda bulunan bir sensor protein ve DNA {izerindeki belirli dizilere baglanabilen
diizenleyici bir protein tarafindan olusturulur. Transkripsiyon diizenlemesi, sensor
proteini tarafindan gerceklestirilen inaktif bir diizenleyici proteinin (genellikle
fosforilasyon) kimyasal modifikasyonu ile tetiklenir (Otto ve Silhavy, 2002). E. coli’de
biliylime ortamindaki degisikliklerin algilanmasi ve yanitlanmasi i¢in 30'dan fazla iki
bilesenli sinyal iletimi (TCST) yolu kodlanmaktadir (Gerstel, vd., 2006). Bazi iki
bilesenli diizenleyici sistemler dogrudan biyofilm olusumuna dahil olmaktadir.
Ornegin, curli biyosentezinin kontroliinde yer alan CpxA / CpxR sistemi. Bir sensor
kinaz ve fosfataz olan CpxA ve bir yanit regiilatorii olan CpxR' den olusur. Bu genler,
periplazmik bolgedeki genel stres kosullariyla indiiklenir. Boylece Cpx sistemi yiizey
algilamasinda ve yapigsmayi tesvik eder (Otto ve Silhavy, 2002). Ayrica CpxRA iki
bilesenli sistemi, yiiksek pH ve hiicre zarfi proteinlerinin asir1 {iretimine ve yanlis
katlanmasina tepki olarak aktive edilir (Pogliano J, vd., 1997; Otto ve Silhavy, 2002).
Bununla birlikte, CpxA'nin iglevini engelleyen faktorler E. coli'de biyofilm olusumunu
arttirdig1 gosterilmistir (Dorel, vd., 1999)

Coklu TCST yollar1 normalde, spesifik bir stres sinyali ile basa ¢ikmak icin
uygun gen ekspresyonunda global degisiklikleri kapsayan karmagik bir cevaba yol agan
tek veya ¢oklu stres sinyallerine tepki olarak aktive edilir. EnvZ-OmpR sisteminde, bir
ylizey ile temasin hissedilmesiyle diizenlenen stabil hiicre-yiizey etkilesimlerine
ilaveten, bu etkilesimler 6zellikle ozmolariteyi arttiran ¢evresel kosullar tarafindan da
diizenlenebilir. Bunun sonucunda csgD ekspresyonu aktive edilmektedir, bu da besin
siirlayici ortamlarla karsilasan bakteriler i¢in bir isaret gorevi goriir (Vidal, vd., 1998;
Gerstel, vd., 2006). EnvZ / OmpR sistemi, iki bilesenli bir sinyal yolunun, artan
ozmolariteye yanit olarak stabil hiicre-yiizey etkilesimlerini desteklemede bir rol

oynadig1 da goriilmektedir (Otto ve Silhavy, 2002; Kuhn, vd., 2014). E. coli OmpR
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proteininde, curli-kodlayan operonlarin hiperaktivasyonundan sorumlu bir mutasyon,
artan adezyona yol agar (Vidal, vd., 1998; Prigent-Combaret, vd., 2001; Gerstel, vd.,
2006; Brzostek, vd., 2012; Samanta, vd., 2013; Kuhn, vd., 2014).

Biyofilm olusumunda birgcok kiiresel diizenleyici protein de bulunmaktadir.
Birgok kiiresel diizenleyici, DNA baglanmasinda diistik diizeyde o6zgiillik gosterir ve
diizenleyici bolgelerinin mimarisini degistirerek birgok genin transkripsiyonunu
diizenler. Cevre kosullarma verilen yanitlarla iliskili olan H-NS ve RpoS, biyofilm
olusumunu modiile etmede rol oynar. E. coli‘de H-NS, ¢ok sayida hiicre zarfi bileseni de
dahil olmak tizere ¢ok sayida genin (E. coli K-12 genomunun yaklasik% 5')
diizenlenmesinde gorev alan bir proteindir (Soutourina, vd., 1999). Flagella, tip |
fimbriae, LPS ve kolanik asit gibi bircok hiicre zarfi bileseni dahil olmak iizere,
bunlarin ¢ogu, pH, oksijen, sicaklik ve ozmolariteyi iceren cevresel uyaranlarla
baglantilidir (Dorman ve Bhriain, 1992; Olsen, vd., 1998; Hommais, vd., 2001;
Dorman, 2004). H-NS proteininin biyofilm formasyonu ile dogrudan bir iliskisi oldugu
goriilmektedir: H-NS, promotdrler ve 670-RNA polimeraz arasindaki komplekslerin
olusumunu inhibe edebilir. H-NS proteininin bu etkisi gen susturma olarak adlandirilir
ve ayni zamanda csgBA promotoriinde de gergeklesir, boylece biiyiimenin tissel fazi
sirasinda curli alt birimlerinin yapisal birimlerinin transkripsiyonunu onler (Arnqvist,
vd., 1994). Boylece, H-NS biyofilm olusumu i¢in negatif bir belirleyici olarak
goriinmektedir (Landini ve Zehnder, 2002).

RNA polimerazin alternatif os alt birimi (RpoS proteini olarak da adlandirilir)
genel stres cevabinin ana diizenleyicisidir ve rolii hala tartismali olsa da biyofilm
olusumunu dogrudan etkilemektedir. Biiyliimenin duragan fazi sirasinda indiiklenen
bir¢cok genin ekspresyonunu yonetmektedir. Boylece, RpoS'un bir¢ok bakteri tiiriinde
biyofilm olusumunda anahtar rol oynadigi disiinilmektedir. E.coli’de RpoS, biiyiime
sinirlayict  kosullara  ve diger streslere yamit olarak csgBAC operonunun
transkripsiyonunu dogrudan aktive etmektedir (Arnqvist, vd., 1994; Gualdi, vd., 2007).
Yapilan ¢aligmalar sonucu, E. coli' nin rpoS mutantlari siirekli kiiltiirlerde biiyiirken
daha ince biyofilm olusturdugu goriilmiistiir (Adams ve McLean, 1999). RpoS'ye bagh
genlerin % 46'smin biyofilmlerde ve rpoS'nin delesyonunda farkli sekilde ifade
edildigini saptamis ve E. coli'nin topluluk olusturmayi basaramadigini gostermistir

(Schembri, vd., 2003b). Aksine, diger arastirmacilar, P. aeruginosa'daki RpoS
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ifadesinin biyofilmlerde baskilanmis oldugunu ve rpoS eksik mutantlarin yabani tip
hiicrelerden daha iyi biyofilm olusturdugunu, fakat antimikrobiyal tedaviye daha
direngli oldugunu bildirmistir (Whiteley, vd., 2000). Bu bulgular ile uyumlu olarak,
RpoS, E. coli'de tip I fimbrialarin ekspresyonunu olumsuz olarak etkilemektedir ve bu
da biyofilm olusumuna aracilik edebilir. Boylece RpoS'nin biyofilm olusumunda hem

negatif hem de pozitif bir rol oynayabilecegi diisiiniillmektedir (Dove, vd., 1999).

2.12 Calismanin Amaci

Biyofilm olusumu giinlimiizde insan sagligi ag¢isindan ¢ok 6nemli bir sorun
haline gelmistir. Bu yiizden biyofilm saglik sektoriinde ve gida sanayisinde onemli bir
sorun halinde oldugundan onlenmesi 6nem arz etmektedir. Bakteriler onlar1 6ldiirmek
ya da iiremeleri durdurmak i¢in kullanilan antibiyotiklere karsi bile biyofilm direng
mekanizmasin1  kullanmaktadirlar. Biyofilm mekanizmasinin ortaya konmasi ve
ozelliklerinin agiga ¢ikarilmasi, birgok hastaligin patogenezinin ve buna bagl olarak
tedavi yontemlerindeki basarisizliklarin anlagilmasina olanak saglayacaktir.

Bu ¢alismanin amaci, E. coli ‘nin dis membranin ¢evre ile direkt iliski icerisinde
olmas1 ve porin proteinlerinin (OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB ve PhoE)
bircok ¢evre faktorlerine karsi rolii olmasi dolayisiyla biyofilm ile iliskisini
arastirmaktir. Trandiiksiyon yoOntemiyle genlerin nakat edilmesi ardindan porin
proteinleri mutant E. coli suslari farkli pH’a sahip besi ortamlarinda 24 saat
inkiibasyona birakilarak biyofilm olusumlar1 goézlenmistir.  Ayrica ¢aligmamizda
biyofilm olusumunda metallerin etkiside arastirilmistir. Rolii oldugu tespit edilen
mutantlarin gen ekspresyonlari, biyofilm olusumuna katilan genler ile ger¢ek zamanl
PZR ile kontrol edilmistir ve biyofilmin molekiiler mekanizmasinin g¢ikartilmasi

hedeflenilmistir.



3. MATERYAL METOD

3.1 Escherichia coli Suslar:

Bu caligmada kullanilan mutant suslar1 Hiroshi Kobayashi laboratuvarindan
temin edilmis ve asagida bulunan ¢izelge 3.1°de 6zellikleri verilmistir. Komplement
hiicreler ise transformasyon yontemi kullanilarak bu ¢alismada yapilmistir. Bakterilerin
%350 gliserol (Merck) igeren Luria-Bertani (LB) broth'da stoklar1 hazirlanmis ve derin

dondurucuda -80 °C’de (Panasonik) saklanmistir. Yapilan ¢aligmalar sirasinda Luria-

Bertani agar besiyerine ekilmis ve taze kiiltiir olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan suslar.

Genotip

Kaynak

W3110 Yabani tip

Lab. stok

W3110 ompA::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 ompC::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 ompF::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 ompG::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 ompT::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 lamB::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 phoE::km

Kobayashi Lab. stok

W3110 pLATES1::ompA Bu ¢aligmada yapildi
W3110 pLATES51::ompC Bu ¢aligmada yapildi
W3110 pLATES1::ompF Bu ¢aligmada yapildi
W3110 pLATES1::ompG Bu ¢alismada yapildi
W3110 pLATES1::ompT Bu ¢aligmada yapildi
W3110 pLATE51::lamB Bu ¢aligmada yapildi
W3110 pLATES1::phoE Bu ¢alismada yapildi
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3.2 Caliymada Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlar

3.2.1 Luria-Bertani brot besiyeri

Bakteri suslarinin biiyiitiilmesi i¢in tireme ortami olarak kullanilmistir. 25 gr
Luria-Bertani brot (Merck) tartilarak 1 L distile suda ¢oziindiiriilerek 121 °C’de 15
dakika (dk) otoklavda (Niive) steril edilmistir.

3.2.2 Luria-Bertani agar besiyeri

Bakterilerin stok olarak buzdolabinda +4 °C’de saklanmasinda kullanilmustir. 15
gr Agar-Agar (Merck) ve 25 gr Luria-Bertani brot (Merck) tartilarak 1 L distile suda
coziindiiriilerek otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek ve 55°C sicakliga gelince
aseptik teknikler uygulanarak petrilere dokiilmiistiir.

3.2.3 SOB medium

Transformasyon asamasinda kullanilmistir. 4 gr bacto tryptone (BD), 1 gr yeast
extract (Merck), 0,4 ml 5M NaCl (Emsure), 0,25 ml 2M KCI (Emsure) 200 ml distile
suda c¢oziindiiriilerek pH metre (Mettler Toledo) yardimi ile pH’ s1 7’ye ayarlanmistir.

Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklavla steril edilmistir.

3.2.4 SOC medium

Transformasyon asamasinda kullanilmistir. 1,96 ml SOB medium, 20 pl 2M
Mg*? (Merck) cozeltisi karistirlarak 121°C’de 15 dk otoklavla steril edilmistir.
Soguduktan sonra 14,4 ul %50’lik glukoz (Reidel-de Haen) eklenmistir.

3.2.5 Kongo kirmizh agar
Kongo kirmizili agar besiyeri litrede 10 gr agar, 50 gr sukroz, 37 gr beyin-kalp

inflizyon buyyonu ve 0.8 gr kongo kirmizisi igerecek sekilde hazirlanmis ve otoklavda
121°C’de steril edilmistir ve 55°C sicaklifa gelince aseptik teknikler uygulanarak

petrilere dokiilmiistiir.

3.2.6 TBE hazirlama
54 gr TRIS (Ultrapure), 20 ml 0,5 M pH:8 EDTA (Merck), 27,5 gr borik asit
(Merck) tizerine 500 ml saf su eklenerek 10X TBE hazirlanmistir.
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3.2.7 TE hazirlama
1 M Tris-HCI’den final konsantrasyonu 10 mM Tris-HCI olacak sekilde 2 ml 0,5
M EDTA’dan final konsantrasyonu 1 mM EDTA olacak sekilde 400 ul konuldu ve

tizerine 200 ml saf su eklenmistir.

3.2.8 IPTG (lzopropil p-D-1-tiogalaktopironasid) hazirlama
0,1 M IPTG igin; 0,238 gr IPTG (Thermo Scientific) 9,9 ml saf suda
¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra filtre ile steril edilip, 1,5 ml’lik ependorflara 1’er ml

konularak -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.9 Tamponlarin hazirlanmasi
1,5 M MOPS (morfolinpropansiilfonik asit) (Amresco) ve 1,5 M TRIS
(hidroksimetil) (Serva) molekiiler agrliklarina gore tartilarak 50 ml saf su i¢inde

¢cozdiriilmiistiir ve koyu renkli siselere konularak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2.10 Kullanilan metallerin hazirlanmasi
CuSOqy, NiSO,4 ve ZnSO,4 metalleri final konsantrasyonlar1 0,2 M olacak sekilde
molekiiler agirliklarina gore hazirlanarak filtre yardimi ile steril edilmisir ve oda

sicakliginda saklanmistir.

3.2.11 pH degerleri
Bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in tireme ortami olarak kullanilan Luria-Bertani Brot

besiyeri asidik ortam denemeleri i¢in hazirlanan MOPS tamponu ile pH ortam1 5.5,
6.0 ve 6.5 olarak ayarlanmis ve otoklavlanmistir. Bazik ortam denemelerinde kullanilan

7.5 ve 8.0 pH ortaminda TRIS tamponu kullanilmistir.

3.3 Koloni PZR

Yabanil tip ve mutant suslarin gen bolgelerini ve kanamisin kasetlerini kontrol
etmek i¢cin ayn1 zamanda transformasyon islemi sonrasinda elde ettigimiz mutantlarin
dogrulamasinda koloni PZR yontemi kullanilmistir.

Tek bakteri kolonilerinden secilen her bir 6rnek, 20 ul distile su icerisinde diliie
edilmis ve 0,2 mI’lik PZR tiipleri icine 1pl olacak sekilde dagitilmistir. Her bir genin
dogrulamasi i¢in uygun primerler de Cizelge 3.4' de gosterilmistir. PZR reaksiyonu
hazirlandiktan sonra Cizelge 3.3’ deki reaksiyon dongii kosullarina gére PZR yapildi.



Cizelge 3.2. Bir 6rneklik koloni PZR reaksiyon karigimi
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Soliisyonlar Miktar

10X ThermaPol Reaksiyon Buffer (Biolab) 1,0 ul
10 mM dNTP Mix 0,25 ul

10 uM ileri primer (Invitrogen) 0,5 ul

10 uM geri primer (Invitrogen) 0,5 ul

2 mM Mg*? igeren MgCl, (Biolab) 0,6 ul
0,25U Tag DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 ul
dH,O 6,15 ul

Total 10 pl

Cizelge 3.3. PZR (Thermo) dongii kosullari.

94 °C 3dk 1 dongii
94 °C 1dk
56 °C 1,5dk 30 dongu
72 °C 5dk
4°C 10 dk 1 dongii
Cizelge 3.4. Kullanilan Primerler.
Primerler Dizi

Evrensel K1 geri primeri

5" CAGTCATAGCCGAATAGCCT3’

W3110::0mpA ileri primeri

5> TATGCCTGACGGAGTTCACA3’

W3110::0mpA geri primeri

5‘GGCATTGCTGGGTAAGGAATS’

W3110::ompC ileri primeri

STTTGGGGAGAATGGACTTGC3’

W3110::0ompC geri primeri

5’>CGCAACCAACAAAGAAGAGCY

W3110::ompF ileri primeri

S’TGTAGCACTTTCACGGTA3’

W3110::0mpF geri primeri

5S’ATGACGAGGTTCCATTATS’

W3110::0mpG ileri primeri

S’TATGCTCTACACCACGGTTG3’

W3110::0mpG geri primeri

5S’ACGCAGGAGTTAGGTCAACA3’

W3110::ompT ileri primeri

S’TATGCCTCTAAAGGCATGGC3’
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W3110::ompT geri primeri

S’TGTAATTGGGTTGCTGTCGCY’

W3110:

:lamB ileri primeri

S’ATGTCGTCGACTGCATAAGG3’

W3110:

:lamB geri primeri

5S’AGCCGTTGTAGGCCTGATAAY

W3110::phokE ileri primeri

S’AAGCATGGCGTTTTGTTGCG3?

W3110:

:phoE geri primeri

S’TTTCACGAGAAGCTGCGTGA3’

plate51:

:ompA ileri primeri

5’GGTGATGATGATGATGACAAGATGAAAAAGACAGC
TATCGCG3’

plate51:

:0mpA geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTTAAGCCCTGCCCTGGCGGY

plate51:

:ompC ileri primeri

5’GTGATGATGATGACGAAAGTTAAAGTACTGTC
CCTCC3’

plate51:

:ompC geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTCATTAGAACTGGTAAACCA
GACCCAGA ¥’

plate51:

:ompF ileri primeri

5’GGTGATGATGATGACAAGATGATGAAGCGCAA
TATTCTGG3’

plate51:

:ompF geri primeri

5’GGAGTGGGAAGTCATTAGAACTGGTAACGATA
CCCACAG3’

plate51:

:ompG ileri primeri

5’GGTGATGATGATGACAAGATGAAAAAGTTATT
TACCCTGTACCGC3’

plate51:

:ompG geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTCATTACGCATCTCTTATCCG
GCCTACAY

plate51:

:ompT ileri primeri

5’GGTGATGATGATGAAAAGATGCGGGCGAAACT
TCTGGGS’

plate51:

:ompT geri primeri

5’GGAGATGGGAGTCATTAATGGCTAGTTATTCCC
CGGG3’

plate51::

lamB ileri primeri

5’GGTGATGATGATGACAAGATGATGATTACTCG
AAACTTCC3’

plate51::

lamB geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTCATTACCACCAGATTTCCT
CTGGGCAC3’

plate51:

:phoE ileri primeri

5’GGTGATGATGATGACAAGATGAAAAAGAGCAC
TCTGGC3’

plate51:

:phoE geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTCATTAGGTGAAGTTAACGG
CGGCGTGAG3’

3.3.1 Agaroz jel elektroforezi

1 gr agaroz (Sigma) iizerine 100 ml 1X TBE eklenerek mikro dalgada tamamen

coziinmesi saglanmistir. 100 ml’lik agaroz uygun sicakliga geldiginde icerisine 1 pl

EtBr (Sigma) eklenmistir. Tanka taraklar yerlestirilmis ve hazirlanan jel dokiilmiistiir.
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Donduktan sonra 5 pl DNA 6rnegi 1 pl Loading Dye (Sigma) ile karistirilarak jele
yiikklenmis ve 90 mV 45 dk yiiriitilmiistiir.

34 Rolleri Oldugu Belirlenen Mutantlarin  Tamamlama Testleri {le
Dogrulamasinin Yapilmasi

Calismada biyofilm olugumunda rolleri olan mutantlara, ilgili gen bdlgeleri
iceren primerler ile ligasyon islemi gercgeklestirilerek transformasyonu yapildi. Bu
sekilde ana kromozomda mutant olan gen bolgesi ligasyon ile eksprese edilerek
tamamlanmis oldu. Daha sonra bu bakteriler ile deneyler tekrarlanarak genlerin

rollerinin dogrulanmasi yapilmistir.
3.5 Komplementasyon Deneyi

3.5.1 Primer tasarimi

aLICator™ LIC Klonalama ve Ekspresyon Set (Fermentas Vilnius, Lithuania
Kat. No: 1271) kitinin igerisindeki pLATES1 vektoriine uygun olarak caligmada
kullanilan genlerin ORF’una gore ilk ATG ve sonlandirma kodonu TAA’ya gore
primerler Cizelge 3.4’de goriildiigli gibi PRIMER3 programi ile dizayn edilmistir.

3.5.2 Primer sulandirma

10 mM Tris-HCI (Merck) 1 mM EDTA (Sigma) ile pH:7,5 TE hazirlanmistir. -
20 °C’den ¢ikarilan primerler pH:7,5 TE ile 10 kat sulandirilmigtir. 15-20 dk tamamen
¢oziindiikten sonra vortekslenerek ve 10 ul’si ependorfa almmistir. Uzerine 90 ul 10

mM pH:7,5 Tris-HCI eklenerek ve -20 °C’de dondurucuda saklanmustir.

3.5.3 Ligasyon

E.coli W3110 baktesinin DNA’s1 kullanilarak genlerin Aligatér pLATES1
vektoriine uygun dizayn edilen Cizelge 3.4'de belirtilen primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Saflagtirllan PZR {iriinii kullanilarak ligasyon islemi
gerceklestirilmistir.

Alicator pLATES1 vektoriine ligasyon basamagi su sekilde yapilmistir; 2 pl. 5X
LIC tamponu, T4 DNA polimeraz (lu / pL), 1 pL saf su, 6 pL PZR iirlinii oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. Daha sonra 0.5 M EDTA’dan 0.6 pL eklendi. Ardindan
1 uL pLATES]1 vektorii eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.



43

Xbal
Swal Smi)
-
o
sl
-Stul
Sphl
Pacl

T laco P facO | | RBS | 6xHis EKS o P T
praTes R e N T ey —_
nBT1-T2 7

Py - T7 RNA polymerase promoter

T rrnBY1-T2 - Transcription terminator

lacO - tac operator

RABS - Ribosome binding site

EKS - Enterokinase recognition sequence

WQS - WELQut protease recognition sequence
P - Py, promoter

T T7 - T7 terminator

lacl - lac repressor

| : rop - rop protein reguiates plasmid copy number

rep (pMB1) - Origin of repication (rep) of the pMB1
%@ plasmidc
’ \ bla (Ap®) - B-lactamase gene
°A1B1) 6xHis - Polyhistidine tag

Sekil 3.1. pLATE 51 vektor haritasi

PLATE vectors
~4,5 kb

3.5.4 PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

100 pl olarak hazirlanan PZR reaksiyonu karisimi iizerine 50 pl TE doyurulmus
fenol ve 50 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek vortekslenmistir. Ardindan
12000 rpm “de 5 dk oda sicakliginda santrifiije tabi tutulmustur. Ust faz alinarak tekrar
100 ul kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenmis ve vortekslenerek 12000 rpm’de 2 dk
oda sicakliginda santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Ust faz alinarak 4 pl 5M NaCl ve
200 pl etanol (%100) eklenerek -80 °C 30 dk bekletilmistir. Ardindan 12000 rmp de 20
dk 0 °C’ de santrifiij edilmistir. Pellet iizerine % 70’lik alkol eklenerek hafifce
calkalanmis ve 12000 rpm’de 5 dk 0 °C’de santrifiij edilmistir. Siipernantant dokiilerek

alkol ugurulmus ve pellet iizerine 50 ul TE eklenmis ve -20 °C’de saklanmustir.

3.5.5 Transformasyon

2 ml LB brot icerisine 25 mg/ml Km’ den 2 pl eklenerek ¢alismada yapmis
oldugumuz Cizelge 3.1 ’ de verilen E. coli W3110 mutantlarinin bu besiyerine ayr1 ayri
ekimi yapilmustir. 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakilarak transformasyon igin 6n
kiltiir hazirlanmastir.

Ertesi giin steril 9.9 ml SOB medium iizerine steril 100 pl 2 M Mg*? 10 pl 25
mg/ml Km antibiyotigi ve hazirlanan 6n kiiltiirden 50 ul eklenerek O.Dgoo degeri 0,3’ e
gelene kadar 37 °C’ de galkalamali inkiibasyona birakilmistr.
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Aseptik kosullarda hiicreler steril 6 adet santrifiij tlipline aktarilarak 5 dk buzda
sogutulmustur. 12000 rpm’ de 5 dk 4°C’ de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
uzaklagtirilarak pellet tizerine 1 ml 0,1 M soguk CaCl, eklenerek 6 ayri santrifiij
tiptindeki peletler 2 ayr1 santrifiij tiipiine toplanmistir ve yeniden homojenize edilerek
10 dk buzda bekletilmistir. Tekrar 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiije tabi
tutulmustur. Siipernatant yeniden uzaklastirilarak tiip basina 0,1 M soguk 200 pl CaCl,
eklenmistir. Daha sonra yeniden homojenize edilmistir. 30 dk buzda bekletilmistir.

1,5 ml 2 adet steril santrifiij tiiplinde bulunan 200 pl kompetent hiicre iizerine
10-100 ng olacak sekilde 2 farkli konsantrasyonda PZR {iriinii eklenerek 30 dakikadan
fazla buzda bekletme islemi uygulanmistir. Daha sonra hiicre siispansiyonlari cam
tiiplere aktarillarak 42 °C’de 2 dk 1s1 soku uygulanarak sonrasinda 2 dk buzda
bekletilmistir. Ardindan 0,8 ml SOC medium ekleyip 37 °C’ de 60 dk inkiibasyona
birakilmistir. Transfer hiicrelerinin 0,5 ml’si 1,5 ml’ lik ependorflara alinmigtir. 5000
rom 1 dk 4 °C’ de santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak 100 pul SOC medium
eklenerek yeniden siispanse edilerek uygun amfisilin antibiyotik i¢eren LB agar {izerine
yayilmis ve bir gece inkiibasyona birakilmistir. Ardindan koloniler secilip PZR yapilmis

ve dogru bant biiyiikliigii verenler ¢alismada kullanilmistir.

3.6 Yabani Tip ve Mutantlarin Normal Sartlarda Biiyiime Grafiginin Belirlenmesi

Yabanil tip W3110 ve kanamisin direngli mutantlarin biiyiimelerini kontrol
etmek i¢in bilylime grafikleri olugturulmustur. Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlar 5
ml LB Brot besiyerinde 160 rpm, 37 °C'de 18 saat calkalamali inkiibasyona birakilarak
on kiiltiir hazirlanmustir. Inkiibasyon sonrasinda bakterilerin yogunlugu ODggo NM dalga
boyunda 0,1’ e ayarlanarak 100 pl’si 15 ml nutrient brot besiyerine aktarilarak tekrar
37 °C'de 8 saat galkalamali inkiibasyona birakildi ve her 2 saatte bir érnek alinarak
biiylime grafikleri ¢izilmistir. Komplement hiicrelerinin biiyiimelerini kontrol etmek
icin ayn1 metod kullanilmistir. Fakat ortama protein ekspresyonunu indiiklemek i¢in

IPTG ilavesi yapilmistir. Deneyler en az 3 tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.7 Minimal inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Degerlerinin Belirlenmesi
Metallerin MiK degerlerinin belirlenmesi igin tek bir bakteri kolonisi 5 ml LB
broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat ¢alkalamali inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonrasinda bakterilerin ODgpp nm dalga boyunda 0,1’ e ayarlanmistir. Daha sonra 60
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ml’de 400 pl olacak sekilde stok bakteri kiiltlirii hazirlanmistir. Bu kiiltiirden 96
kuyucuklu mikro plakaya ilk kuyucukda 180 ul diger kuyucuklarda 100 pl olacak
sekilde kiiltiir eklenmistir. 180 pl’ lik kuyucuga calismada yer alan antibiyotik ve
metallerden 20 ul eklenerek seri sulandirma yapilmustir. Plakalar 37 °C' de 24 saat
inkiibe edilmis ve MIK degerleri belirlenmistir. Deneyler en az 3 tekrarli olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

3.8 Biyofilm Testi

5 ml LB broth besiyerine tek koloni bakterisinden ekim yapilarak 37°C de 160
rpm calkalama hizinda 18 saat inkiibe edilen bakteriler ODggp 0,05 olacak sekilde LB
broth besiyerinde seyreltilmistir. Ardindan steril LB Broth besiyerlerine 100 pl
aktarilmistir. Ardindan 37°C de 160 rpm’de 24 saat inkiibe edilerek biyofilm olusumu
gbzlemlenmistir. inkibasyon sonrasinda besiyeri uzaklastirilarak tiipler ii¢ kez saf su ile
nazikce yikanmistir. Olusan biyofilm yapisinin %]1°lik kristal viyole ile 20 dk
boyanmasi beklenilmistir. Boyama sonrasinda kristal viyole 3 kez saf su ile yikanarak
uzaklastirilmis ve tiipler kurutulmustur. Kuruyan tiiplere 95:5 etanol-asetik asit
cozeltisi eklenmis ve olusan kristal viyole halkasinin ¢6ziinmesi saglanmis, ¢Oziinmiis
boyanin 1 ml’si ODss nm’de spektrofotometrede (Agilespec) okutularak biyofilm
olusum (kuvvetli-zay1f) seviyeleri tespit edilmistir. Komplement hiicrelerinin
bliylimelerini kontrol etmek i¢in aym1 metod kullanilmistir. Fakat ortama protein
ekspresyonunu indiiklemek i¢in IPTG ilavesi yapilmistir. Deneyler en az 3 tekrarl
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Tiipte biyofilm olusumu, kristal viyole ile boyama
sonrasinda  absorbans  Ol¢limii  yapilarak tim  suslarin = biyofilm  iiretimi
degerlendirilmistir.

E. coli ve mutant suslarin tutunma dereceleri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmis ve degerlendirilmistir (Stepanovic, vd., 2000; Nasr, vd., 2012).

OD=<0ODc Negatif
ODc<OD<2x0Dc Zayif
2x0Dn=0D<4x0Dc Orta
4x0Dc<OD Kuvvetli

(ODc=Negatif kontroliin OD ortalamas1 + 3x negatif kontroliin standart sapmasi)
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3.9 Mikrotitrasyon Plagi Yontemi (Kantitatif Yontem)

Mikrotiter plakalardaki biyofilm kalinliginin belirlenmesi, O’Toole ve Kolter
tarafindan yazilan sekilde asagidaki gibi gerceklestirilmistir (O’ Toole ve Kolter, 1998).

5 ml LB broth besiyerine ekilen bakteriler 37°C de 160 rpm ¢alkalama hizinda
18 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 1:100 oraninda LB broth besiyerinde
seyreltildi ve 96’lik diiz tabanli platelere 150 pl aktarildi ardindan plagin kapagi
kapatilarak buharlasmanin engellenmesi icin etrafi parafilm ile kapland1 ve 37°C de 48
saat boyunca tekrar inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi besiyeri uzaklastilarak
plateler dH,O ile 3 kez dikkatli bir sekilde yikanarak kurumaya birakilmistir. Daha
sonra plate kuyularina 150 pl %0, 1’°lik kristal viyole konularak 20 dk boyunca biyofilm
katmaninin kristal viyole ile boyanmasi beklenilmistir. Boyama sonrasinda platelerden
kristal viyole 3 kez saf su ile yikanarak uzaklastirilmis ve plate kurutulmustur. Kuruyan
plateler iizerine 95:5 etanol-asetik asit c¢ozeltisi eklenerek olusan kristal viyole
halkasinin ¢oziinmesi saglanmis ve ¢oziinmiis boyanin 100 pl’si yeni platelere
aktarilmistir. Ardindan plateler dalga boyu 540 nm olan filtre ile optik ELISA okuyucu
ile okutulup biyofilm olusum (kuvvetli-zayif) seviyeleri tespit edilmistir. Bu metod cam

tiip denemeleri ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi i¢in yapilmistir.

3.10 Koloni Morfolojisi Tayini

10 g pepton (kazein) (Merck), 5 g maya ekstrakti (Merck), % 0,004 kongo
kirmiz1 (Alfa Aesar), % 0,002 coomasie brilant blue G 250 (Thermo) ve 15 g agar
(Merck) distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanmistir. Sterilizasyondan 6nce pH 7.0 +
0.2‘ye ayarlanmistir. 121 °C‘de 15 dakika steril edilmistir. Kat1 besiyerleri 55 °C‘ye
kadar sogutulduktan sonra petrilere dokiilmiistiir.

5 ml LB broth besiyerine ekilen bakteriler 37°C de 160 rpm ¢alkalama hizinda
24  saat inkiibasyona birakilmistir. “Inkiibasyon sonrasi bakteri yogunlugu goze
alinmaksizin 10 pl alinarak kongo kirmizili agar besiyerine damlatilmis ve ardindan 37
°C de, 24 saat tekrar inkiibasyona alinmistir. 24 saat sonunda petriler oda sicakligina
alinarak 48 veya 72 saat sonrasinda gozlemlenmistir. Olusan renk degisimleri Stereo

mikroskopta tespit edilerek fotograflanmigtir.
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3.11 Biyofilm Olusumun Kongo Kirmizilh Agarda Tespiti

Kongo kirmizili agar besiyerlerine tek koloni diisecek sekilde yapilan ekimler
37°C’de bir gece inkiibe edilmis ve takiben kiiltiirler oda 1s1sinda 48 saat bekletilmistir.
Besiyerinde kirmizimsi siyah, piiriizlii, kuru, seffaf koloniler biyofilm (slime) pozitif,
pembemsi-kirmizi, diiz ve merkezi koyu (6kiiz gbzii goriiniimii) koloniler yapanlar

biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir.

3.12 Taramah Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscopy)

Ornekler 24 saat LB Brot besiyerinde biiyiitiilmiistiir. On kiiltiirler LB Brot
besiyerinde yogunluklart ODgyo de 0,5 degerine ayarlanmistir. Ardindan 1 ml 6rnek
10.000 rpm’de 2 dk santriflij edilmistir. Siipernatant uzaklastilirak pellet tizerine 1 ml
PBS (pH:7) eklenerek 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Islem ard arda iki kere
tekrarlanmigtir.  Pellet PBS ile iyice yikandiktan sonra, Ornekler bir dizi etanol
¢ozeltisinde (% 20, %50, % 70 ve % 100) dehidre edimistir. Ornekler iletken karbon
bantlar lizerine damlatilarak 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha
sonra altin-paladyum bir filmle kaplanarak numuneler 15 kV'da yiiksek vakum

modunda taramali elektron mikroskobu (Zeiss Supra 40VP) kullanilarak gozlenmistir.

3.13 RNA izolasyonu
Toplam hiicresel RNA, MasterPure RNA saflastirma kiti (Epicenter, Madison,
WI) kullanilarak hazirlanmistir.  Agaroz jel iizerinde total RNA biitiinligi

degerlendirilmistir.

3.13.1 Ters Transkrisiyonlu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT - PZR)

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti (Fermentas) kullanilarak ters
transkripsiyon (RT - PZR) ile izole edilen total RNA'lardan cDNA elde etmek igin kit
protokolii takip edilmistir.

3.13.2 Gerc¢ek Zamanh PZR (Real Time PCR)

Orneklerden ters transkripsiyon PZR ile elde edilen cDNA &rnekleri real-time
PZR i¢in kalip olarak kullanilmistir. Gergek Zamanli PZR, Agilent marka SYBR green
gPZR kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Gergek Zamanli PZR i¢in gerekli

malzemeler kitin kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde ilave edilmistir.
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Cizelge 3.6. Ger¢ek Zamanli PZR de kullanilan primer listesi

Genler Gen Fonksiyonu Primer Dizileri

Transkripsiyonel aktivator Ileri Primeri 5’GACTCTACGCAGCAGGAAGG3’

nhaR protein Geri Primeri | 5’TAAGCAATTTGCGCCCTAAC3’
CSgAB operon fleri Primeri | 5’CCTCATATCAACGGCGTTTT3’

csgD transkripsiyonel i Primeri | 5’GGCTGATTCCGTGCTGTTAT3’

g dﬁzenleyjci protein Geri Primeri

quorum-sensing [leri Primeri | 5TGCCCTGTTAAATGCAGATG3’

Yo diizenleyici Geri Primeri | 3’CCTGTAACAAGCCTGGGTCT3’

3.14 istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada yapilan 3 tekrarli ¢aligmalarin sonucunda olusturulan grafiklerin

istatiksel analizler IBM SPSS 21 testine gore yapilmistir ve P< 0.05 sistemine gore

onem dereceleri belirlenmistir. Grafikteki * isaretleri 6nemlilikleri ve hata ¢ubuklari

standart sapmalar1 gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1 Yabani Tip ve Mutant Suslarin PZR Gériintiileri

Calismada kullanilan yabani tip ve mutantlar Cizelge 3.1°de verilen ileri primer
ve geri primerleri kullanilarak PZR yapilmistir. ompA’nin f-r primeri Kkullanilarak
yapilan PZR sonucu 1-2 nolu kuyucuklarda verilmis olup beklenilen baz cifti E. coli
W3110 i¢in 1328 bg¢ iken, ompA mutant1 1501 bg biiyiikliigiindedir. Aymi sekilde
ompC nin f-r primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucu 3-4. kuyucuklarda verilmis
olup beklenilen bg biiyiikliigii E. coli W3110 1373 iken , ompC mutantinda ise 1483 bg
dir. Bir diger mutat olan ompF mutantinin f-r primerleri kullanilarak elde edilmis
bantlarda 5-6 kuyucuklarda verilmistir. E. coli W3110 1436 bg, ompF mutant1 1561 bg
biyiikliigiindedir, 7-8. kuyularda ompG 'nin f-r ile E. coli W3110 1312 bg, mutant susu
1620 bg¢’dir, ompT 'nin f-r ile yapilan PZR ise E. coli W3110 1360 bg, ompT mutanti
1620 bg biiyiikliigiinde ve 9-10. kuyularda gosterilmistir. 11-12. kuyularda ise lamB’nin
f-r ile ¢alisilmis ve E. coli W3110 1539 bg, mutant susu 1412 bg olarak beklenmektedir.
Son olarak phoE f-r ile yapilan ¢aligmada E. coli W3110 1393 bg, phoE mutant1 1551
be biiytikliigiinde bant beklenmektedir ve 13-14. kuyularda verilmistir.

Sekil 4.1. Yabani tip E. coli ve mutantlariin f-r primerleri ile jel elektroforezi
goruntiisi.

(1-W3110, 2- W3110 ompA::km, 3-W3110, 4- W3110 ompC::km, 5-W3110, 6-W3110
ompF::km, 7-W3110, 8- W3110 ompG::km, 9-W3110, 10- W3110 ompT::km,
11-W3110, 12-W3110 lamB::km, 13-W3110, 14- W3110 phoE::km)
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Yabani tip ve mutant suslarin kanamisin direng¢ genlerini kontrol etmek i¢in ileri
primer ve k1 geri primerleri kullanilarak PZR yapilmistir. Elde edilen mutantlarin PZR
goriintiileri Sekil 4.2” de verilmistir. Goriildiigi gibi 1-2°e kadar olan kuyucuklarda f-k1
primerleri ile elde edilen ompA::km mutantinin PZR banti1 bulunmaktadir ve 689 bg
biiyiikliigiine sahip PZR iiriinii elde edilmistir. Ayn1 sekilde 3-4’e kadar olan kuyucuklar
da 597 bg¢ biyikligiinde ompC::km, 5-6. kuyucuklar da 661 bg biiyiikliigiinde
ompF::km , 7-8. kuyucuklar da 691 bg biiyiikligiinde ompG::km , 9-10. kuyucuklar da
740 be bliyiikligiinde ompT::km, 11-12. kuyucuklar da 605 bg biiylikliigiinde lamB::km
ve 13-14. kuyucuklar da 701 bg biiyiikligiinde phoE::km mutantlar1 bulunmaktadir.
Dolayisiyla elde ettigimiz mutantlarin k1 primerleri ile dogrulamasida yapilmis

olmaktadir.

Sekil 4.2. Yabani tip E. coli ve mutantlarmin f-k1 primerleri ile jel elektroforezi
goruntisi.
(1-W3110, 2-W3110 ompA::km, 3-W3110, 4-W3110 ompC::km, 5-W3110, 6-W3110

ompF::km, 7-W3110, 8- W3110 ompG::km, 9-W3110, 10- W3110 ompT::km,
11- W3110, 12- W3110 lamB::km, 13-W3110, 14- W3110 phoE::km)
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Yukarida elde edilen mutantlarin silinen gen bolgelerinin ¢alisilan sartlar altinda
rolleri ¢ikmasi durumunda saglamasini yapmak adina silinen genler plazmitler ile geri
verilerek komplement hiicreler elde edilmistir. Bunun igin Aligatér primerleri
kullanilarak aLICator™ LIC Klonlama ve Ekspresyon Set 1 (Fermentas Vilnius,
Lithuania Kat. No: 1271) kitinin belirledigi sekilde her biri i¢in ayr1 ayr ilgili genleri
iceren pLATES1 vektorii elde edildi. Elde edilen plazmitler izole edilip ilgili olan
mutantlara transforme edildi. Transformasyon sonrasinda olusan koloniler uygun
antibiyotik (ampisilin) kontroliiniin ardindan PZR ile dogrulandi. Segilen kolonilerden
her bir gen i¢in kendisine ait olan ileri ve geri primerleri kullanilarak PZR ile dogrulama
yapildi. Elde edilen mutantlarin plazmidinin PZR goriintiileri Sekil 4-3° de verilmistir.
Elde ettigimiz komplement hiicrelerden plate51::0mpA mutant1 1194 bg, plate51::ompC
mutanti 1254 bg, plate51::ompF mutanti 1206 bg, plate51::0mpG mutantt 1006 bg,
plate51::ompT mutanti 1054 bg, plate51::lamB mutant1 1498 bg, plate51::phoE mutanti
1156 bg¢ uzunluguna sahiptir. Sonug olarak kullanilacak olan tamamlanmis mutantlarda

elde edilmistir.

1500

1000 e

500

Sekil 4.3. E.coli ve plate51 mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
- ) - p -:OMpA, - y 4= p ..ompgC, - )
(1- w3110, 2- pLATES1 A, 3-W3110, 4- pLATES1 C, 5-W3110

6- pLATES1::ompF, 7-W3110, 8- pLATE51::0mpG, 9-W3110, 10- pLATES1::0ompT,
11-W3110, 12- pLATE51::lamB, 13-W3110, 14- pLATE51::phoE)
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4.2 E. coli W3110, Mutantlarin ve Komplementlerin Biiyiime Grafikleri

Yabani tip E. coli W3110 ve mutant suglarin LB broth besiyerinde 37°C’ de 8
saat buyiitiilerek elde edilen biiyiime grafigi Sekil 4.4'de verilmistir. Bu verilere gére
genlerin nakavt edilmesinin (genlerin yoklugunun) yabani tip ile karsilastirildiginda
biiylime acisindan bir farklilik oOlusturmadigr  goriilmektedir. Bu genlerin
komplementleri yapilmis olup biiyiime grafigi de Sekil 4.5 'de verilmistir. Komplement
hiicrelerde de biiylime agisindan bir fark gézlenmemistir. Bu sonuglar dogrultusunda

yabani tip, mutant ve komplement hiicreler ile ¢alismalar ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 4.4. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin biiyiime grafigi
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Sekil 4.5. Komplement hiicrelerin biiyiime grafigi
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4.3 E. coli W3110’nun Biyofilm Olusturma Durumunun Belirlenmesi

E. coli ile yapilan ¢alismalarda birgok izolatta, in vivo ve in vitro olarak biyofilm
olusturma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan
E. coli W3110 susunun biyofilm olusumunun arastirilmasina yonelik yapilan testlerde
E. coli ATCC 35218 (biyofilm olusumunun pozitif oldugu bilinen) susu referans olarak
kullanilmistir. Calismamizin tamaminda kullanilan LB brot besiyerinde (A) E. coli
W3110 susu biyofilm olusturmazken, (B) pozitif kontrol olarak kullandigimiz E. coli
35218 biyofilm olusturmustur. E. coli W3110’nun biyofilm olusturup olusturmamasi
veya bu mekanizmaya sahip olup olmadigi sorusunu cevaplamak igin ortama putresin
ilave edilmesi durumunda Sekil 4.6 (C)’ de gorildigi lizere biyofilm olusturdugu
gozlenmistir. Bu sonug¢ E. coli W3110’nun biyofilm olusturma mekanizmasina sahip

oldugunu gostermektedir.

A

Sekil 4.6. E. coli suglarmin pH:7.0 ortaminda biyofilm olusumu
(A: E. coli W3110, B: E. coli 35218, C: E. coli W3110 putresin ilaveli)
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4. 4 Porin Proteinlerinin Biyofilm Olusumundaki Rollerinin Belirlenmesi

Yabani tip E. coli W3110 ve mutant suslar 37°C de 160 rpm ¢alkalama hizinda
18 ve 24 saatlik inkiibasyon ardindan biliyiime olarak farklilik gdstermemistir. 18.
saatlik inkiibasyonda yabani tip W3110 ve porin mutantlarinda tiip yiizeyinde farklilik
tespit edilmemistir. 24 saatlik inkiibasyonda ise, LB broth besiyerinde E. coli
W3110’dan farkli olarak ompA, ompC ve lamB mutant E. coli suslarinda kat1 ve siv1 ara
yiiziinde zay1f biyofilm olusumu gézlenmistir. Bu olusum ompF, ompG, ompT ve phoE

mutant E. coli suslarinda gozlenmemistir.

W3110 ompA::km — ompCe:km — ompF::km — ompG::km — ompT::km  lamB::km  phoE::km

Sekil 4.7. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin inkiibasyonunun 18. saatinde
biyofilm durumu

W3110 ompA::km ompC::km ompF:km  ompG::km ompT::km lam:B:km  phoE::km

Sekil 4.8. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin inkiibasyonunun 24. saatinde
biyofilm durumu
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4.5 Biyofilm Olusumu Uzerine pH Etkisi ve Mutantlarla Tliskisi

Farkli pH degerleri, mikroorganizmalarin yasamlarin1 etkilemektedir. Bu
calismada, pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0)’in biyofilm olusumu iizerine etkisinin
arastirilmasi amaciyla yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler Sekil 4. 9 - 4.12°
de verilmistir.

Bu veriler sonucunda ompC mutant1 ortam pH’s1 5.5 oldugunda zayif biyofilm
olusturmustur. Yabanil tip E. coli W3110 susu ve diger mutantlarda ise biyofilm
olusumu tespit edilmemistir. Ortam pH’s1 6.0 oldugunda ise ompC mutantinda yine
zaylf seviyede biyofilm olusumu gézlenmistir. pH 6.0 degerinde biyofilm olusumu
diger mutantlarda gozlenmemistir. Ortamin pH degeri 6.5 oldugunda ise, ompC mutanti
yani sira OmpA mutantinda da ilk biyofilm olusumu gozlenmistir ve orta seviyededir.
Kullanilan diger ortam pH degerlerinde de ompA mutantinda ayn1 seviyenin korundugu
gozlenmistir. pH 6.5 degerinde ompC mutantindaki biyofilm olusumu orta seviye olarak
gozlenmistir. E. coli W3110 ve diger suslarda pH (5.5, 6.0, 6.5) degerlerinde biyofilm
olusumu gozlenmemistir. Notr pH degeri olan 7.0 de ise ompC mutantinda ki biyofilm
olusumu zayif biyofilme donismiis ve pH 7.5 ve 8.0’da da zayif biyofilm olarak
gozlenmigstir. Bu veriler dogrultusunda en gii¢lii biyofilm olusumu ompC igin ortam
pH’s1 6.5 degerinde gbzlenmistir. lamB mutantinda biyofilm olusumu ortam pH’lar1 7.0
ve 7.5 degerlerinde zayif biyofilm olarak gdzlenmistir. ompF, ompG, ompT ve phoE

mutantlarinda E. coli W3110 gibi ¢alisilan pH degerlerinde biyofilm tespit edilmemistir.

W3110 ompA::km  ompC::km ompF::km ompG::km ompT:km  lamB::km  phoE::km

Sekil 4.9. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 5.5 LB broth
besiyerinde biyofilm olusumu.
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W3110 ompA:km  ompCi:km  ompFi:km ompG:km  ompT::km [amB:km  phoE::km

Sekil 4.10. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 6.0 LB broth
besiyerinde biyofilm olusumu.

W3110 ompA:km  ompCikm  ompFikm ompG:km  ompT::km lamB:km  phoFE::km

Sekil 4.11. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 6.5 LB broth
besiyerinde biyofilm olusumu.
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W3110 ompA:km  ompCi:km  ompFikm ompG:km  ompT:i:km [lamB::km  phoE::km

Sekil 4.12. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarmin pH 7.0 LB broth
besiyerinde biyofilm olusumu.

W3110  ompA:km  ompC::km  ompF::km — ompG::km — ompT::km  lamB::km  phoE::km

Sekil 4.13. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin pH 7.5 LB broth
besiyerinde biyofilm olusumu.
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W30 ompA:km  ompC::km  ompF::km ompG::km  ompT:km  lamB::km  phoE::km

Sekil 4.14. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarmin pH 8.0 LB broth
besiyerinde biyofilm olusumu.

Elde edilen veriler sonucunda biyofilm olusumunda roliiniin oldugu tespit edilen
genlerin dogrulamasi komplementasyon testleriyle yapilmistir. Mutant ve komplement
hiicreler ile ayni sartlarda deneyler dogrulama amacriyla tekrarlanmistir.

Bunun sonucunda E. coli W3110 vyabani tip gibi pLATES5S1::ompA,
PLATES51::ompC ve pLATES5L1::lamB komplement hiicrelerinde biyofilm olusumu
gozlenmemistir.

W3110 ompC::km plate51::ompC W3110 ompC::km plate51::ompC

Sekil 4.15. pH 5.5 ve 6.0 degerinde E. coli W3110, ompC mutant1 ve komplement
hiicrenin dogrulama testi
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W3110 ompA::km plate51::ompA W3110 ompC::km plate51::ompC

Sekil 4.16. pH 6.5 degerinde E. coli W3110, ompA, ompC mutantlar1 ve komplement
hiicrelerin dogrulama testi

W3110  ompA::km  plateSI::ompA ~ W3110 ~ ompC::km plateS1::ompC — W3110  lamB::km  plateS1::lamB

Sekil 4.17. pH 7.0 degerinde E. coli W3110, ompA, ompC, lamB mutantlar1 ve
komplement hiicrelerin dogrulama testi
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W3110  ompA::km plateSi::ompA — W30 ompC::km plateSI::ompC — W3110 ~ lamB::km  plateSI::lamB

Sekil 4.18. pH 7.5 degerinde E. coli W3110, ompA, ompC, lamB mutantlar1 ve
komplement hiicrelerin dogrulama testi

W3110 ompA::km plate51::0mpA W3110 ompC::km plate51::0mpC

Sekil 4.19. pH 8.0 degerinde E. coli W3110, ompA, ompC mutantlar1 ve komplement
hiicrelerin dogrulama testi
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Biyofilm olusumunun pozitif oldugu bilinen E. coli ATCC 35218 susu pH
deneylerinde referans olarak kullanilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda E. coli 35218°de
biyofilm olusumu pH 5.5 ve 8.0 arasi degerlerde kuvvetli biyofilm olusumu

gbzlenmistir.

pH 5.5

Sekil 4.20. E. coli ATCC 35218 susunun farkli pH degerlerine sahip ortamda biyofilm
olusumu

Biyofilm tespitinde en sik kullanilan yontemlerden biri olan, olusan biyofilmin
kristal viyole ile boyanmasi ve ardindan optik yogunluklari okunarak elde edilen veriler
grafiklere dontstiiriilmiistiir. Bu degerler sonucunda veriler degerlendirilerek Bulgular

4.4 kistminda kapsamli olarak anlatilmistir.
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W3110 ompA::km ompC::km ompF::km ompG::km ompT::km lamB::km phoE::km

Sekil 4.21. E. coli W3110 ve porin mutantlarin pH 5.5 LB broth besiyerinde biyofilm
olusum grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére onemlidir (p < 0.05).
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W3110 ompA::km ompC::km ompF::km ompG::km ompT::km lamB::km phoE::km
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Sekil 4.22. E. coli W3110 ve porin mutantlarin pH 6.0 LB broth besiyerinde biyofilm
olusum grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gore dnemlidir (p < 0.05).
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W3110 ompA::kmompC::km ompF::km ompG::km ompT::km lamB::km phoE::km

ODg;,,Absorbans Degeri

Sekil 4.23. E. coli W3110 ve porin mutantlarin pH 6.5 LB broth besiyerinde biyofilm
olusumu grafigi. (¥) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére onemlidir (p < 0.05).
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W3110 ompA::km ompC::km ompF::km ompG::km ompT::km lamB::km phoE::km

Sekil 4.24. E. coli W3110 ve porin mutantlarin pH 7.0 LB broth besiyerinde biyofilm
olusum grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére 6nemlidir (p < 0.05).
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W3110 ompA::kmompC::km ompF::km ompG::kmompT::km lamB::km phoE::km

ODg;,, Absorbans Degeri

Sekil 4.25. E. coli W3110 ve porin mutantlarin pH 7.5 LB broth besiyerinde biyofilm
olusum grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére 6nemlidir (p < 0.05).
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W3110 ompA::km ompC::km ompF::km ompG::km ompT::km lamB::km phoE::km

Sekil 4.26. E. coli W3110 ve porin mutantlarin pH 8.0 LB broth besiyerinde biyofilm
olusum grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére 6nemlidir (p < 0.05).

Calisma sonucunda pH etkeni altinda biyofilm olusumunda roliiniin oldugu
tespit edilen genlerin dogrulamasi komplementasyon testleriyle yapilmistir.
Komplement hiicreler ile ayni sartlarda dogrulama amaciyla deneyler tekrarlanmistir.
Bunun sonucunda E. coli W3110 yabani tip gibi komplement hiicrelerde de biyofilm
olusumu gozlenmemistir ve veriler grafiklerle gorsellestirilmistir. Burada elde edilen
veriler bize nakavt edilen genin biyofilm olusturmada roliiniin olup olmadigini
ispatlamigtir.  Sonug¢ olarak ompA, ompC ve lamB genleri tamamlanarak yapilan

deneylerde E. coli W3110 ile ayni sonugu vermistir.
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w3110 ompC::km PLATE51::ompC

Sekil 4.27. pH 5.5 LB broth ortaminda E. coli W3110, ompC mutant E. coli ve
komplement hiicre plate51::ompC biyofilm sonucu.
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W3110 ompC::km pLATE51::ompC

Sekil 4.28. pH 6.0 LB broth ortaminda E. coli W3110, ompC mutant E. coli ve
komplement hiicre plate51::ompC biyofilm sonucu
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Sekil 4.29. pH 6.5 LB broth ortaminda E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC
mutant E. coli ve komplement hiicrelerin biyofilm sonucu



66

= e g
o 6] o
t = —

OD;,, Absorbans Degeri
o
w

o | -'-'L

w3110 ompA::km  pLATE51::ompA ompC:km  pLATE51::ompC lamB::km  pLATE51::lamB

Sekil 4.30. pH 7.0 LB broth ortaminda E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC
mutant E. coli, lamB mutant E. coli ve komplement hiicrelerin biyofilm sonucu
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Sekil 4.31. pH 7.5 LB broth ortaminda E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC
mutant E. coli, lamB mutant E. coli ve komplement hiicrelerin biyofilm sonucu
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Sekil 4.32. pH 8.0 LB broth ortaminda E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC
mutant E. coli ve komplement hiicrelerin biyofilm dogrulamasi1 sonucu
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Bu caligma kapsaminda calisilan tiim veriler degerlendirilerek kuvvet iliskisi
bakimindan derecelendirilmistir. Bu tablo tiipte biyofilm olusumlar1 ve kristal viyole ile
boyama sonrasi optik yogunluklar baz alinarak hazirlanmistir. Sonuglar tablo olarak
asagida sunulmaktadir. Kuvvet derecelendirilmeleri, Biyofilm pozitif= +, biyofilm
negatif= -; Kuvvetli biyofilm= +++, orta biyofilm = ++, zayif biyofilm = + seklinde

yapilmustir.

Cizelge 4.1. Farkli pH’lardaki LB Brot besiyerinde 24 saatlik biyofilm olusumunun
degerlendirilmesi

pH pH pH pH pH pH

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

W3110 - - - - - -
ompA::km - - ++ ++ ++ ++
PLATES1::0mpA - - - - - -
ompC::km + + ++ + + n
PLATES1::ompC - - - - - -
ompF::km - - - - - -
ompG::km - - - - - -
ompT::km - - - - - -
lamB::km - - - + + _
pLATES51::lamB - - - ; ; 5
phoE::km - - - - - -
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Cizelge 4.2’de ise LB brot ortaminda E. coli W3110, porin mutantlar1 ve
komplement hiicrelerin inkiibasyon baslangic pH degerleri ve 24 saatlik inkiibasyondan
sonra elde edilen pH degerleri verilmistir. Bu veriler degerlendirildiginde ise E. coli
W3110, porin mutantlar1 ve komplement hiircelerde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
kullanilan tim pH degerlerinde ortamin alkalilestigi tespit edilmistir. Biyofilm
olusumunda rolii olan ompA, ompC ve lamB mutantlarinda pH’in alkali seviyesinde
daha fazla artis oldugu belirlenmistir. Biyofilmin bir gostergesi olan EPS’lerin olusumu

diger mutantlara oranla daha fazla alkalilesmeye yol agmaktadir.

Cizelge 4.2. Farkli pH’lardaki LB Brot besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi

biyofilm olusumundaki pH degisiminin degerlendirilmesi

pH pH pH pH pH pH

SUSLAR 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
W3110 7,23+0,02 | 7,31+0,04 | 7,40+0,1 | 7,56+0,06 | 8,00+0,01 | 8,16+0,1
ompA::km 7,65+0,13 | 7,60+0,04 | 7,81+0,05 | 7,78+0,1 | 8,19+0,04 | 8,36 +0,01
pLATES51::ompA | 7,16+0,07 | 7,21+0,1 | 7,50+0,04 | 7,61+0,1 | 7,98+0,04 | 8,09+0,01
ompC::km 7,71+0,3 | 7,78+0,08 | 8,01 +0,03 | 8,13+0,01 | 8,18 +0,04 | 8,46 +0,05
pLATES51::ompC | 7,22+0,01 | 7,29+0,05 | 7,52+0,09 | 7,51+0,04 | 7,82+0,04 | 8,10+0,05
ompF::km 7,56 +0,1 7,44 £0,1 7,30+0,1 | 7,28+0,08 | 8,04+0,1 | 8,15+0,05
pLATES51::ompF | 7,25+0,06 | 7,30+0,08 | 7,4540,1 7,65+0,1 | 7,94+0,07 | 8,16+0,07
ompG::km 7,41+40,1 | 7,41+0,06 | 7,42+0,09 | 7,69+0,05 | 7,98+0,04 | 8,14+0,02
pLATES51::ompG | 7,19+0,06 | 7,27+0,1 | 7,22+0,06 | 7,52+0,4 | 7,98+0,04 | 8,13+0,06
ompT::km 7,29 +£0,06 | 7,42+0,05 | 7,47 0,08 | 7,61+0,1 | 7,94+0,09 | 8,09 +0,04
pLATES51::ompT | 7,25+0,02 | 7,31+0,06 | 7,54+0,03 | 7,72+0,1 | 8,03+0,01 | 8,03+0,01
lamB::km 7,45+0,04 | 7,38+0,04 | 7,42 +0,04 | 8,08+0,01 | 8,11 +0,02 | 8,29 +0,04
pLATES1::lamB 7,31 +0,1 7,36 +0,2 7,40 £0,1 7,64+0,2 | 7,97+0,02 | 8,13+0,1
phoE::km 7,28+0,08 | 7,38+0,09 | 7,47+0,2 | 7,66+0,06 | 7,91+0,06 | 8,04 +0,04
pLATE51::phoE | 7,22+0,06 | 7,35+0,1 | 7,75+0,09 | 7,61+0,1 | 8,01+0,03 | 8,08 +0,05
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Cizelge 4.3’de LB brot ortaminda refereans sus olarak kullanilan E. coli
35218’un inkiibasyon Oncesi ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda pH degerleri
verilmistir. Bu veriler degerlendirildiginde ortamda baslangic degerine gore 24 saat
sonrasinda ortamin pH’sinda degisim (pH artis1) tespit edilmistir. Biyofilm olusumu

gozlemlenen bu susta 24 saatlik inkiibasyon sonrasi ortamin alkalilestigi goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli pH’lardaki LB Brot besiyerinde E. coli 35218 susunun 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

pH pH pH pH pH pH

SUS 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

E. coli 35218 | 6,97+0,02 | 7,05+0,03 | 7,12+0,01 7,44+0,02 7,78+0,02 8,11+0,04

4.6 pH’1n Bakteriyal Yapismaya Etkisi

pH’in bakteriyal tutunma iizerine etkisi degerlendirildiginde; pH 5.5 ve 6.5
degerine kadar biyofilm negatif olan ompA::km mutantinda bu degerden sonra biyofilm
olusumu gozlenmektedir ve tutunma 6.5 pH degerinden sonra baslamaktadir. En fazla
tutunmayt pH 7.0 ve 7.5 degerlerinde gostermektedir. Sekil 4.33°de goriildigi {izere
alkali pH ompA::km mutantinda biyofilm olusumunu destekleyerek bakteriyal
yapismay1 arttirmistir. Bu durum pH 8.0 degerine kadar devam etmektedir. Bu degerde
ompA mutantinda zayif yapisma goriilmektedir ve Ozelligini git gide kaybetmektedir.
Biyofilm olusumu pozitif olan diger mutantlarda ayn1 yorumu yapmak giictiir ¢ilinkii
ompC::km mutanti pH 5.5 degerinde dahi biyofilm pozitif sonu¢ vermistir. Yani
yapisma pH 5.5 degerinde baglamaktadir. pH 6.5 degeri ise yapismanin en fazla oldugu
degerdir. Bu degerden sonra yani alkali pH degerinde yapigsma kademeli olarak
azalmaktadir. Sonug¢ olarak biyofilm zayiflamakta ve yapisma orani azalmaktadir.
lamB::km mutantinin ise; zayif biyofilm olusturdugu belirlenmistir. Bakteriyal yapisma
sadece pH 7.0 ve 7.5 degerinde kaydedilmistir. Asidik ve alkali pH etkisinde tutunma
Ozelligi noétr pH degerine gore daha azdir. Sonug olarak, asidik ve alkali ortam

tutunmay1 azaltmaktadir ve biyofilm olusumunu negatif etkilemektedir.
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Sekil 4.33. ompA mutant E. coli susunun farkli pH degerlerindeki adezyon durmu
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Sekil 4.34. ompC mutant E. coli susunun farkli pH degerlerindeki adezyon durmu
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Sekil 4.35. lamB mutant E. coli susunun farkli pH degerlerindeki adezyon durmu
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4.7 Biyofilm Olusumu Uzerine Metal Etkisi ve Mutantlarla fliskisi
E. coli W3110 ile 3 farkli metalin minimal inhibisyon konsantrasyon degerleri
pH 7 LB Brot besiyerinde belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de

verilmistir.

Cizelge 4.4. Yabani tip E. coli W3110 susunda metallerin minimal inhibisyon degeri.

Metaller MIK degerleri
NiSO4 492,8 pg/ml
CuSOy 468,0 pg/ml
ZnSOy 134,7 pg/ml

Biyofilm olusumunda metallerin etkisini arastirmak amaciyla bakir (Cu), nikel
(Ni) ve ¢inko (Zn) metalleri kullanilarak yapilan ¢alismada ompA, ompC ve lamB
mutantlarinda Ni ve Cu ilave edildiginde tiiplerin kati-sivi ara fazinda biyofilm yapisi
gozlenmistir. Zn metali varliginda ise E. coli W3110 ve mutantlarda biyofilm olusumu

tespit edilmemistir.

W3110 ompA::km ompC::km — ompF::km — ompG::km  ompT::km lamB::km  phoE::km

Sekil 4.36. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarin Nikel metali bulunan LB
broth besiyerinde biyofilm olusumu.
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W3110 ompA::km OmpC::km  ompF::km ompG::km  ompT::km lamB::km  phoE::km

Sekil 4.37. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarin Bakir metali bulunan LB
broth besiyerinde biyofilm olusumu.

W30 ompA:tkm  ompCikm  ompF:km  ompG:km — ompTikm  lamB:km  phoE::km

Sekil 4.38. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarin Cinko metali bulunan LB
broth besiyerinde biyofilm olusumu

Bulunan veriler sonucunda metal ilave edildiginde biyofilm olusumunda roliiniin
oldugu tespit edilen genlerin dogrulamasi1 komplementasyon testleriyle yapilmistir.
Mutant ve komplement hiicreler ayni sartlarda dogrulama amaciyla deneyler
tekrarlanmigtir. Bunun sonucunda E. coli W3110 yabanil tip gibi  komplement

hiicrelerde de biyofilm olusumu Ni, Cu ve Zn varliginda gézlenmemistir.
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W3110  ompA::km  plateS1::ompA W3110  ompC::km plateSI::ompC — W3110  lamB::km plate5]::lamB

Sekil 4.39. Nikel metali varliginda biyofilmde rolii oldugu tespit edilen suslarin
komplement testleri

W3LL0  ompA::km  plateSl:ompA ~ W3110 ~ ompC:ckm plateSL:ompC — W3110  lamB::km  plateS1:lamB

Sekil 4.40. Bakir metali varliginda biyofilmde rolii oldugu tespit edilen suslarin
komplement testleri
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Biyofilm olusumunun pozitif oldugu bilinen E. coli ATCC 35218 susu metal
deneylerinde referans olarak kullanilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda E. coli 35218°de
biyofilm olusumu Cu ve Ni metalleri varliginda biyofilm olusturuken, Zn metali

varliginda biyofilm gézlenmemistir. Dolayisiyla mutantlardan bagimsiz olarak Zn ve

biyofilm arasinda bir iligki bulunmaktadir.

CuSOa4 NiSO4 ZnS04

Sekil 4.41. E. coli ATCC 35218 susunun farkli metallerin varhiginda biyofilm
olusumlari

Metal ilave edilmis ve metal ilave edilmemis olarak yapilan biyofilm calismalari
sonucunda, Ni varliginda ompA ve lamB mutant E. coli suslarinda anlamli bir fark
goriinmemektedir. Fakat ompC mutant E. coli susunda metalsiz ortama oranla metalli
ortamda fark mevcuttur. Aymi degerlendirmeyi Cu varhiginda biyofilm
degerlendirmesinde de yapmak miimkiindiir. ompA ve lamB mutant E. coli suslar1 Cu’lu
ve Cu’suz ortam denemelerinde ayni kuvvetli biyofilm olusturmuslardir. Fakat ompC
mutantinda Cu varliginda bu fark olduk¢a yiiksektir. Bu ¢alisma sonucunda ompC
mutant E. coli susunun Ni ve Cu varhiginda daha fazla biyofilm olusturdugu
gozlemlenmistir. Zn yoklugunda olusan biyofilm ise Zn varlifinda engellenmistir.

Cinkonun biyofilmi inhibe edici etkisi goriilmektedir.



75

20 T
Ez’o 1,5 + * ok
a ] I =
g
2 10 +
=]
3 * * = N
.. : - :
S 0,5 T Ni'siz
(=]
o = = =

0,0 —- T T - T -- T - T - 1

N SR S S
@") Qv. Q(’. QQ . Q(g. Q’\ . ((Sr o%.
& & & & & O &

Sekil 4.42. Nikel varliginda ve yoklugunda LB broth besiyerinde biyofilm olusum
grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére 6nemlidir (p <0.05).
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Sekil 4.43. Bakir varliginda ve yoklugunda LB broth besiyerinde biyofilm olusumu
grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gore 6nemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.44. Cinko varliginda ve yoklugunda LB broth besiyerinde biyofilm olusum
grafigi. (*) isaretli olan barlar E. coli W3110’a gére 6nemlidir (p <0.05).

Sonuglara gore, metal varliginda komplemet hiicrelerde biyofilm olusumu
gbzlenmemistir. Zn varliginda inhibe olan biyofilm olusumu, komplement hiicrelerde

metalsiz ortamda oldugu gibi Cu ve Ni ilavesinde de olusmamastir.
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W3110 pLATE51::ompA  pLATES51::ompc pLATES51::lamB

Sekil 4.45. Nikel, Bakir ve Cinko varliginda ompA, ompC, lamB ve komplement
hiicrelerin biyofilm dogrulamasi
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Bu caligma kapsaminda c¢alisilan tiim veriler degerlendirilerek kuvvet iliskisi

bakimindan derecelendirilmistir. Bu tablo tiipte biyofilm olusumlari ve kristal viyole ile

boyama sonrasi optik yogunluklar baz alinarak hazirlanmistir. Sonuglar tablo olarak

asagida sunulmaktadir. Kuvvet derecelendirilmeleri, Biyofilm pozitif= +, biyofilm

negatif= -; Kuvvetli biyofilm= +++, orta biyofilm = ++, zayif biyofilm = + seklinde

yapilmustir.

Cizelge 4.5. Farkli metaller bulunan

olusumunun degerlendirilmesi

LB Brot besiyerinde 24 saatlik biyofilm

CuSOq4

NiSO4

ZnSO4

W3110

ompA::km

++

++

pLATES1::ompA

ompC::km

+++

++

pLATES1::ompC

ompF::km

ompG::km

ompT::km

lamB::km

pLATES51::lamB

phoE::km
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4. 8 Kullamlan Malzemenin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisinin Arastirilmasi ve
Mutantlarla Tliskisi

E. coli’nin cam tiipte ve polivinil kloriir (PVC) malzemelerde biyofilm olusum
durumu incelendiginde; 24 saatlik inkiibasyonu takiben %1 ‘lik kristal viyole ile
boyama sonrasinda absorbans Ol¢limii yapilarak tiim suslarin biyofilm {iretimi
degerlendirilmistir. Caligmada kullanilan hidrofobik cam malzeme ve hidrofilik
PVC’den yapilmis malzeme bilesenlerinin farkliligindan dolayr biyofilm olusumunda
bir farklilik olusturma durumu kontrol edilmis ve bir fark tespit edilmemistir. Biyofilm

olusturan suslar camda da PVCde de ayni oranda biyofilm olusturmustur.

W3110 ompA::km — ompCi:km — ompF::km — ompG::km ompT::km  lamB::km  phoE::km

Sekil 4.46. Cam malzeme olan deney tiiplerinde biyofilm olugumu.

W3L0  ompA:skm — ompC:ckm ompF:ckm ompGickm ompTi:km [umB::km - phok::km

Sekil 4.47. Polivinil kloriir (PVC) {izerindeki biyofilm olusumu
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4. 9 Kongo Kirmizi Baglama ile Biyofilm Tayini

E. coli W3110 iizerinde ¢alisilan suslarin biyofilm olusturma durumlari kongo
kirmizli agar besiyerinde de arastirilmistir. Yapilan ¢alismalarda kongo kirmizili agar
besiyerine tek koloni olarak ekilen kiiltiirlerin 37°C’de bir gece ve ardindan oda 1sisinda
48 saat inkiibasyonu sonrasindaki sonuglart degerlendirilmistir. Sonuglar dogrultusunda
kuru, kaba, kirmizimsi goriintiiler biyofilm pozitif olarak degerlendirilmistir. Beyaz,
parlak koloniler ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir (Freeman, vd., 1989;
Atshan, vd., 2012). Yani, kongo kirmizis1 besiyerinde suslar biiyiitiildigiinde, daha
yogun bir sekilde lekelenmis suslar (daha koyu renkle ifadesi saglanan), biyofilm
tiretimini gostermektedir (Olsen, vd., 1993a; Kart, vd., 2011).

Bu c¢alismada referans sus olarak kullanilan E. coli 35218’ nun beyin kalp
inflizyon buyyonu ile desteklenmis kongo kirmizili agar besiyerinde kongo kirmizi
baglama ile biyofilm tayini sonugu Sekil 4. 48°de goriildiigii lizere siyah goriinim
almaktadir. Fakat bizim c¢alismamizda da goriildiigii gibi biyofilm testlerinde negatif
sonug¢ veren W3110 mutant hale getirilince biyofilm olusumu gozlenen porin mutant
suglar yogun bir sekilde lekelenmis olarak gozlemlenmektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda; ompA mutant E. coli, ompC mutant E. coli ve lamB mutant E. coli
suslar1 biyofilm pozitif, yabani tip E. coli W3110, ompF mutant E. coli, ompG mutant
E. coli, ompT mutant E. coli ve phoE mutant E. coli suslari biyofilm negatif sonug

vermistir.

Sekil 4.48. E. coli 35218 referans susunun kongo kirmizli agar besiyerinde kongo
kirmizi baglama ile biyofilm tayini
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ompG ::km ompT ::km lamB ::km phoE :km

Sekil 4.49. E. coli W3110 ve mutant porinlerin  kongo kirmizi baglama ile biyofilm
tayini
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Calismada yapilan deneyler dogrultusunda biyofilm olusumunda roli oldugu
tespit edilen suslarin komplementasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Rolii oldugu
diisiiniilen ve diger suslarda beyin kalp inflizyon buyyonu ile desteklenmis kongo
kirmizli agar besiyerindeki sonuclar1 Sekil 4. 50°da verilmistir.

Bu testler sonugunda ompA, ompC ve lamB mutant E. coli suslar1 biyofilm
pozitif sonug verirken, komplement hiicreleri olan pLATES1::ompA, pLATES1::ompC
ve pLATES51::1amB sonuglar1 biyofilm negatiftir.

Diger mutantlarinda komplementleri gerceklestirilmis ve kongo kirmizili agar

besiyerinde gorsellestirilmistir.

W3110 pLATES ::.ompA  pLATEST ::ompC PLATES] ::ompF

pLATESI ::ompG  pLATESI ::ompT  pLATESI ::lamB PLATE51 ::phoE

Sekil 4.50. Komplement hiicrelerin kongo kirmizi baglama ile biyofilm tayini
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4. 10 Morfoloji Tayini

E. coli'nin kati besiyerinde biyofilm olusumunu test etmede kullanilan
morfotipler mevcuttur. Morfoloji tayininde genis ¢apli olarak kullanilan, rdar (kirmizi,
kuru ve piiriizlii), bdar (kahverengi, kuru ve piiriizlii), pdar (pembe, kuru ve piiriizlii) ve
saw (diiz ve beyaz) koloni morfotipleri mevcuttur (Rémling, 2005). rdar seliiloz ve
curli tiretimi gosterirken, bdar curli tiretimini ve pdar sadece seliiloz iretimi ve saw
biyofilm olusumu olmadigin1 géstermektedir (Latasa, vd., 2005).

Calisma sonucunda Kolonilerin 24 saatlik inkiibasyonu takiben oda 1sisinda
bekletilmesi sonucu renk farkliliklarina gore degerlendirilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda, yabani tip E. coli W3110, ompF mutant E.coli, ompG mutant E.coli, ve
phoE mutant E.coli suslar1 beyaz renkli, mukus yapilari nedeniyle saw morfotipine
sahip oldugu tespit edilmistir. ompA mutant E. coli, kirmiziya yakin, gériinliste mukus
yapisini kaybetmis ve piriizli goriinlimii nedeniyle rdar morfotipine sahiptir. ompC
mutant E. coli ve lamB mutant E.coli ise kahverengi goriinimleriyle ve petride
olusumlarinda mukus yapiyr yitirip piirlizlii goriinlim almalarindan dolayr bdar
morfotipine sahip oldugu yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir. Ayrica cam tiip lizerinde
¢ok net olarak biyofilm yapisi gozlenmeyen fakat CV ile boyamasi sonrasi biyofilm
olusumu tespit edilen ompT mutant E. coli susu da pdar morfotipine ait goriiniim elde
etmistir.

Calismada dogrulama saglamak amaciyla hazirlanmis olan komplement
hiicrelerde de deneyler tekrarlanmistir. Bu Sonuglar degerlendirildiginde; rdar
morfotipine sahip olan ompA mutant E.coli, komplement susu mukus yapili, kirmizi
rengini kaybetmekte ve saw mortipine benzer 6zellik gostermektedir. ompC mutant
E.coli ve lamB mutant E.coli suslari, bdar morfotipine sahip iken komplement suslari
yine mukus yapili ve mutanta ait kahverengi gorliniimiinden farklilasarak saw
morfotipine yakin goriiniim elde etmistir. ompT mutant susunun komplementi de saw
morfotipine ait sonug vermistir. Uygulanan stresler sonucunda biyofilmde rolii olmadigi
diistiniilen diger mutantlarinda komplement suglarindaki sonuglara bakildiginda ompF,
ompG ve phoE mutantlarda oldugu gibi saw morfotipinde gozlenmektedir. Ayrica
calisgma verileri E. coli 35218 biyofilm pozitif susu referans alinarakta

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.51. E. coli 35218 referans susunun kongo kirmizl agar besiyerinde fenotipi

S

W3110 ompA::km ompC::km ompF::km

ompG::km ompT::km lamB::km phok::km

Sekil 4. 52. Kongo kirmizli agar besiyerinde yabanil tip ve mutantlarin fenotipik
farkliliklar
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pLATE51 ::ompA pLATE51 ::ompC pLATESl ::ompF pLATE51 ::ompG

PLATES1 ::ompT pLATESL :lomB  pLATE51 ::phoE

Sekil 4.53. Kongo kirmizli agar besiyerinde komplement hiicrelerin fenotipik
farkliliklari
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Cizelge 4.6. Ilgili suslar ve morfotip farkliliklart

Genotip veya yap1 Morfotip Tlgili 6zellikler

W3110 Yabani tip saw Seliiloz - ; Curli -
W3110 ompA::km rdar Seliiloz + ; Curli +
W3110 ompC::km bdar Seliiloz -; Curli +
W3110 ompF::km saw Seliiloz - ; Curli -
W3110 ompG::km saw Seliiloz - ; Curli -
W3110 ompT::km pdar Seliiloz + ; Curli -
W3110 lamB::km bdar Seliiloz - ; Curli +
W3110 phoE::km saw Seliiloz - ; Curli -

4.11 Taramah Elektron Mikroskobu Goriintiileri (Scanning Electron Microscopy)

Biyofilm yapilarint ve hiicre morfolojilerini gorsellestirmek igin taramali
elektron mikroskobu kullanilarak alinan goriintiiler Sekil 4.54° te verilmistir. 24 saat
inkiibasyon sonucunda E. coli W3110 susu, E. coli 35218 ile karsilastirildiginda
aralarindaki farklilik goze c¢arpmaktadir. E. coli W3110 susu SEM goriintiisiinde
hiicreler arasinda bir degisim gozlenmezken, E. coli 35218 susunda hiicreler arasinda
olusan EPS maddeleri mevcuttur. Elde edilen mutantlar E. coli W3110 ile
karsilatirildiginda ompA, ompC ve lamB suslarinda hiicreler arasinda zincir seklinde
birbirine tutunmus yapilar goézlemlenmistir. E. coli W3110 da ise bu yapilar

gbzlenmemistir.
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Sekil 4. 54. E. coli W3110 ve E. coli 35218 taramali elektron mikroskop goriintiileri.

(A: E. coli W3110 susunun 24 saat pH 7 LB ortaminda goriintiisii. Biiyiitme, X10.000-
20.000. B: E. coli 35218 susunun 24 saat sonra pH 7 LB ortaminda biyofilm goriintiisii.
Biiyiitme, X 15.000-30.000)
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Sekil 4. 55. ompA mutant E. coli susunun 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi s1vi ortamdan
alinan bakterilerin SEM goriintiisii. (Biiyiitme, X10.000, 20.000).

WO =103 mm EHT=

Sekil 4. 56. ompC mutant E. coli susunun 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi sivi
ortamdan alinan bakterilerin SEM goriintiisii. (Biiyiitme, X10.000, 20.000).
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Sekil 4. 57. lamB mutant E. coli susunun 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi sivi ortamdan
alinan bakterilerin SEM goriintiisii. (Biiyiitme, X15.000, 20.000).

Sekil 4. 58. ompA ve ompC mutantlaruna ait 24 saatlik biyofilm kiitlesinin SEM
gorlntiisii. (Biyiitme, X5.000, 10.000).
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4.12 Gercek zamanh PZR (Real-Time PCR) Sonugclar:

Biyofilm de rolii oldugu diisiiniilen genlerin ekspresyon seviyelerini incelemek
igin ger¢ek zamanli PZR kullanilmistir. nhaR ve ygiU genlerinin ekspresyon seviyeleri,
ger¢ek zamanli PZR ile belirlenmistir. pH 6, 7 ve 8 degerlerinde ve ompA igin pH 7.5
ortaminda her birini temsil eden iki bagimsiz kiiltiirden izole edilmis RNA kullanilarak
yapilan ¢alisma sonucunda, gozlemlenen gen ekspresyonu katlari nhaR igin, asidik pH
ortaminda ekspresyonunda artis mevcuttur, alkali pH degerinde ise daha az eksprese
edildigi tespit edilmistir. pH 6’da W3110’°a gore ompC::km mutantinda nhaR
ekspresyonu daha fazla goriiliirken komplementte bu ekspresyon W3110’a gore daha az
oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla ompC geni mutant oldugunda nhaR miktari
artmaktadir. Aym sekilde pH 6’da biyofilm olusturmayan lamB mutantinin nhaR
ekspresyonu W3110’dan daha az oldugu belirlenmistir. Komplementininde ekspresyon
seviyesi W3110’dan daha az oldugu goriilmektedir. pH 7 ortaminda ise iki sustada
biyofilm {iretimi gozlemlenmistir ve ompC ve lamB mutantlarinda nhaR geninin
ekspresyonunda E. coli W3110’a oranla artis tespit edilmistir. Fakat biyofilm olusumu
tespit edilmeyen komplement hiicrelerde de nhaR ekspresyon seviyesinde artis
goriilmektedir. Bu sonuglara gore iki mutantin iki farkli pH degerindeki nhaR
ekspresyon seviyesindeki farklilik nedeniyle biyofilm olusumunun nhaR ekspresyon
artisiyla ilgili olabilecegi disiiniilmektedir. Biyofilm olusumu gézlemlenen pH 8
ortaminda ise ompC mutantinda nhaR geninin ekspresyonunda azalma goriilmektedir.
Ve pH 7.5 degerinde yapilan g¢aligmada da biyofilm iiretimi pozitif olan ompA
mutantinda da nhaR geninin ekspresyon seviyesinde W3110’a gore azalma tespit
edilmistir. Biyofilm olusumunda rolii oldugu diisiiniilen nhaR geninin ekspresyonunun
asidik ve alkali ortam degerlerinde biyofilm olusturan suslarda degistigi
gozlemlenmistir. Bu veriler sonucunda nhaR geninin ekspresyon seviyesinin

degisiminin biyofilm olusumunda rolii olabilecegi, fakat tek basina yeterli olmadigi
ifade edilebilir.
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nhaR

Gen Ekspresyon Degisimi

B W3110 mompc::km Mplate51::ompC M lamb::km m plate51::lamB

Sekil 4. 59. pH 6 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile nhaR geninin ekspresyon seviyesi.

nhaR

Gen Ekspresyon Degisimi

m W3110 = ompc::km m plate51::ompC m [amb::km m plate51::lamB

Sekil 4. 60. pH 7 ortaminda gergek zamanli PZR ile nhaR geninin ekspresyon seviyesi
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m W3110 = ompc::km M plate51::ompC

Sekil 4. 61. pH 8 ortaminda gergek zamanli PZR ile nhaR geninin ekspresyon seviyesi

nhaR
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mW3110 = ompA::km M plate51::0mpA

Sekil 4. 62. pH 7.5 ortaminda gergek zamanli PZR ile nhaR geninin ekspresyon
seviyesi
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Biyofilm olusumu g6zlenen ompA, ompC ve lamB mutantlarinda gercek zamanli
PZR ile ygiU ekspresyonunun seviyesi kontrol edildiginde, biyofilm olusumu
gbzlemlenen pH 6 ortaminda ompC mutantinda ygiU geninin E. coli W3110’a oranla
daha fazla eksprese edildigi, bu pH degerinde biyofilm olusumu gézlemlenmeyen lamB
mutantinda ise ygiU’nun ekspresyonun W3110’a oranla daha az oldugu belirlenmistir.
Kompelement hiicrelerde ygiU geni tiim pH degerlerinde yabani tipe oranla daha az
eksprese edilmistir. Bu sonu¢ biyofilm olusumunda ygiU’nu roliinii kismen
aciklamaktadir. pH 7 ortaminda biyofilm olusumu tespit edilen ompC ve lamB
mutantlarinda ygiU’nun ekspresyon seviyesinde W3110’a oranla artis gdzlenmektedir.
Ve bu degerde iki mutantta da biyofilm olusumu pozitif olmasinin, fakat komplement
hiicrelerde bu olgunun goriilmemesinden dolay1 bu hiicrelerde ygiU geninin ekspresyon
seviyesinde azalma tespit edilmistir. ompC mutantinda pH 8 ortaminda biyofilm
gozlemlenmistir ve ygiU ekspresyon seviyesinde de artis tespit edilmistir. pH 8
ortaminda lamB mutantinda biyofilm olusumu gézlenmemistir bu yiizden sonugun pH 6
degerine benzer ¢ikmasi beklenmektedir. Biyofilm olusumu gozlenen ortamlarda ygiU
ekspresyon seviyesinin E. coli W3110’a oranla daha fazla oldugu, biyofilm
olusturmayan ortamlarda mutantlardaki ekspresyon seviyesi W3110°na oranla azaldigi
yapilan ¢alismalarla gozlemlenmistir. Komplement suslarda ise tiim pH ortamlarinda
ygiU geninin ekspresyonunda ise azalma tespit edilmistir. Ve biyofilm olusumunda
porinlerin goérevinde haberlesme sisteminin etkin oldugu diistiniilmektedir.

Bu veriler beraber degerlendirildiginde asidik ortamlarda nhaR geninin
ekspresyonunda artis, alkali ortamlarda ise nhaR geninin ekspresyonundaki azalma
tespit edilmesi ve bu esitsizlige ragmen ayni suslarin biyofilm olusturabilmesi goz
Oniline alindiginda sadece nhaR ve biyofilm olusumu ile ilgili yorum yapmak miimkiin
degildir fakat ygiU geninin kullanilan ortam degerlerinde biyofilm tiretimi pozitif olan
suslarda ekspresyonunun artmasi ve biyofilm olusumu gozlemlenmeyen ortamlardaki
mutantlarda ise ygiU geninin ekspresyon seviyesindeki azalmanin tespit edilmesiyle
porin proteinlerinin QS mekanizmas1 kontroliinde biyofilm olusturabilecegi ve yiizey

proteinlerinin etkinlestirerek ylizeyde sag kalimi saglayabilecegi onerilmektedir.



93

ygiU

Gen Ekspresyon Degisimi
=)
wn

B W3110 m=ompc::km M plate51::ompC Mlamb::km ® plate51::lamB

Sekil 4. 63. pH 6 ortaminda gergek zamanli PZR ile yhiU geninin ekspresyon seviyesi
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Sekil 4. 64. pH 7 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile ygiU geninin ekspresyon seviyesi
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Sekil 4. 65. pH 8 ortaminda ger¢ek zamanli PZR ile ygiU geninin ekspresyon seviyesi
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Sekil 4. 66. pH 7.5 ortaminda gergek zamanli PZR ile ygiU geninin ekspresyon
seviyesi
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Curli olusumunu ve biyofilmdeki roliinii test etmek i¢cin kongo kirmizli agar
besiyerinde yapilan galismalarda ompC ve lamB mutantlarinin curliyi ifade ettigi tespit
edilmistir. Kongo kirmizina baglanma o6zelligini ve biyofilm olusumuyla iligkisi
dogrulama amaciyla yapilan gercek zamanli PZR sonuglarinda pH 7 ortaminda
biiyiitiilen hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyon ardinda ompC mutant E. coli ve lamB
mutant E. coli’de csgD geninin ekspresyon seviyesinde E. coli W3110 yabani tipe
oranla daha fazla eksprese edildigi tespit edilmistir. Komplement hiicrelerde ise
W3110’dan daha az ekspresyon mevcuttur ve biyofilm olusumu komplement hiicrelerde
mevcut degildir. Bu sonu¢ Sekil 4. 52°de verilen morfoloji farkliliklarindaki ompA,

ompC ve lamB mutant suslarinda curli olusumunun biyofilme katkisni agiklamaktadir.
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Sekil 4. 67. pH 7 ortaminda gergek zamanli PZR ile csgD geninin ekspresyon seviyesi
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5. TARTISMA-SONUC

Mikroorganizmalar, dogal ortamlarinda hayatlarin1 devam ettirebilmek icin ve
cevresel uyaranlara karsi koyabilmek icin c¢esitli savunma veya direng sistemleri
gelistirmek  zorundadirlar. Biyofilm olusumu bu savunma sistemlerinin en
onemlilerindendir. Her ne kadar mikroorganizmalar i¢in avantaj olsa da insan ve diger
canlilar i¢in biiyiik bir tehtittir. Bir ¢ok g¢evresel etkenlere maruz kalan ve bu stresler
altinda biyofilm olusturan E. coli, insan yasami i¢in de sorun haline gelmektedir. E.
coli, insan viicudunun disinda, oligotrofik su ve toprakta da gelisebilmektedir (Gordon
ve Cowling, 2003). Tatl sularda ve igme suyu kaynaklarinda E. coli igeren biyofilmler
tespit edilmistir (Moreira, vd., 2012; Ahmed, vd., 2013). Tibbi, endiistriyel ve gevresel
ortamlardaki olumsuz etkilerinden dolay1r bakteriyel biyofilmlerin Onemi agikca
goriilmektedir. Biyofilm olusumunun g¢evresel kosullar, diisiik sicaklik, pH ve besin
varhiglr veya yoklugu gibi fiziksel faktorlerden etkilendigi bilinmektedir (Arnold ve
Silvers, 2000; Lindsay, vd., 2002; Ciftgi, 2005). Bu nedenle biyofilm olusumunun
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin agiga kavusturulmasi hem bakteriyal yasami
O0grenme ve anlama a¢isindan hemde onlarla miicadele etmede oldukca dnemlidir.

Yiizeye tutunan veya serbest yiizen bakterilerin diren¢ mekanizmalarinin
biyokimyast ve molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina yonelik bircok ¢alisma
gerceklestirilmistir (Prigent-Combaret, vd., 2000; Ma ve Wood, 2009). Bununla birlikte,
biyofilm olusumu ve bu olusumun molekiiler mekanizmast veya etkileyen faktorler
hakkinda cok az sey bilinmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda pH, aclik ve
osmotik stresin bakteri yasamina etkileri oldugu agik¢a goriilmektedir (Booth, 1985;
Fletcher, 1988; Danese, vd., 2000; Stancik, vd., 2002; Jackson, vd., 2002b; Sauer, vd.,
2004; Gjermansen, vd., 2005; Thormann, vd., 2005; Hostacka ve Ciznar, 2007;
Hostacka, vd., 2010). Dis membran proteinleri (omp); birgok g¢evresel sart altinda
membrandaki oranlar1 degisebilen ve besin aliminda rol oynayan pasif diffiizyon
kanallar1 olarak gorev yapmaktadir. Porinlerin yoklugunda E. coli’nin ve diger
bakterilerin yagaminda ciddi sorunlar meydana geldigi, dogada farkli stres sartlari
altindaki yasam oranmnim azaldig1 belirlenmistir (Ozkanca, 1993; Liu ve Ferenci, 1998;
Darcan, vd., 2001). Bu nedenle porinlerin bakterilerin biyofilm olusumundaki rolleri,

varsa bu roldeki bazi ¢evresel faktorlerin etkileri bu ¢alismada arastirilmistir.
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E. coli’nin bir ¢ok farkli susu bulunmaktadir. ML30, W3110, ATCC 35218,
MG1655, EPEC (intestinal Patojenik E. coli), EHEC (Enterohemorajik E. coli),
BW25113, EAEC (Entero agregativ E. coli) bunlardan bazilaridir. Ayni sartlar altinda
bu suslardan bazilar1 biyofilm olustururken, bazilarinin biyofilm olusturmadigi
bilinmektedir (Somorin, vd., 2018). E. coli BW25113 suslarinda kolanik asitin fazla
sentezlenmesinden dolay1 biyofilm olusumunun inhibe edildigi bildirilmistir (Zhang,
vd., 2008). Ma ve Wood, (2009) calismalarinda E. coli BW25113 yabanil tipin cam
yiizeyler tiizerinde biyofilm olusturmadigini bildirmislerdir. Escherichia coli'nin
MG1655 laboratuar susunun ise sadece sinirli miktarlarda curli ve seliiloz trettigi
bildirilmistir. Fakat MG1655'in csgD’ yi asir1 eksprese eden susunda seliiloz {iretimini
olumsuz yonde etkileyerek biyofilm olusumunu engelledigide ayni ¢alismada tespit
edilmistir (Gualdi, vd., 2008). Enteroaggregative E. coli’nin (EAEC) hiicre yiizey
organelleri vasitasiyla belirli kosullar altinda biyofilm olusturabildigi bildirilmistir
(Sheikh, vd., 2001). Bagka bir ¢alismada ise E. coli K-12’nin hareketliliginin, sivi veya
yart stvi ortam iginde yiizmeleri icin flagellar aparata bagimli oldugunu ayrica
flagella'nin sadece ylizme amaciyla degil bakterilerin ylizeye yayilmasina da izin
verebildigi gosterilmistir (Pratt ve Kolter, 1998). Son zamanlarda, E. coli K-12°de
hareketlilik ile ilgili baz1 genler mutant yapildiginda biyofilm olusturma kapasiteleri
elde ettigi bildirilmistir (Wood, vd., 2006). Calismamizda kullandigimiz E. coli W3110
susu, kullanilan sartlar altinda biyofilm olusturmamistir. Ancak kullanilan bakterinin
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu, ortama ilave edilen poliamin (putresin)
vasitasiyla gosterilmistir (Sekil 4.6). E. coli K-12 laboratuvar suslari, biyofilm olusum
genleri tagimalarina ragmen her ortamda curli veya seliillozu ifade etmemektedir
(Collinson, vd., 1991; Olsen, vd., 1993a; Hammar, vd., 1995; Dorel, vd., 1999; Prigent-
Combaret, vd., 2000). Ancak, E. coli'nin bazi laboratuar suslari, inert yiizeyleri kolonize
edemezken, bazi suslari ise endiistriyel siiregler igin siirekli kiiltiirde muhafaza
edildiginde kiiltiir aparatinin duvarinda ¢iplak gozle goriilebilen, kalin bir biyofilm
olusturdugu gozlenmistir. Hidrofilik ve hidrofobik ylizeyleri kolonize etme ve
kiimelendigi yine ayn1 ¢alismalarda bildirilmistir (Dykhuizen ve Hartl, 1983; Vidal, vd.,
1998). Ayrica, seliiloz iiretimininin enterobacteriaceae'nin bazi morfotiplerinde biyofilm
olusumu i¢in gerekli oldugu da bilidirilmistir (Solano, vd., 2002; Zogaj, vd., 2003).

Fakat bazi arastirmacilar ¢alismalarinda E. coli K-12’nin baz1 suslarinda seliiloz ve
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biyosentetik genler mevcut olmasina ragmen, bu susun cevresel kosullar altinda
biyofilm olusturmadigi bildirmistir ( Zogaj, vd., 2000; Dyer, vd., 2007; Truhlar, vd.,
2015).

Plazmit gibi sonradan kazanilabilen o&zellikler ile Escherichia coli suslari
biyofilm olusturma yetenegi kazanmaktadirlar. Ornegin, E. coli K-12’nin dogal bakteri
popiilasyonlarinda kendiliginden biyofilm olusturmadigi, ancak pili sentezlenmesine
sahip konjugatif plazmitler vasitasiyla kalin, olgun biyofilmlerin gelisimini sagladig
gosterilmistir (Pratt ve Kolter, 1998; Ghigo, 2001; Sheikh, vd., 2001; Reisner, vd.,
2003; Yang, vd., 2008). Lacqua, vd., (2006) yaptiklart bir ¢alismada, E coli K-12
MG1655'in P1vir veya A fajlariile karistirildiginda, 24 saat iginde biyofilm olusum
kapasitesine sahip oldugunu gostermiglerdir. E. coli MG1655 suslar tarafindan
abiyotik biyofilm olusumunun, bakteriyofaj saldirisindan kagmak i¢in bir strateji
olusturabilecegini bildirmislerdir. Ek olarak, dis zar proteini Antijen 43, biyofilm
olusumunu fimbriadan bagimsiz sekilde arttirir ve biyofilm olusumunu kolaylastirir
(Danese, vd., 2000). Ince agregatif fimbrialar olarak adlandirilan curli ise biyofilm
olusumunu arttiran bagka bir dis yiizey eklentisidir (Smyth, vd., 1996; Vidal, vd., 1998).
Baz1 E. coli suslar1 her ortamda biyofilm olusturabilirken, bazi suslarin biyofilm
olusturmasi i¢in olmasi gereken sartlar bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan
biyofilm pozitif oldugu bilinen referans E. coli 35218 susu Zn hari¢ ¢alisilan tiim
deneysel sartlarda biyofilm olusturdugu goriiliirken, W3110 susu sadece poliamin ilave
edildigi zaman biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. E. coli tiirlerinin farkliliginda
biyofilm olusum kapasitesinin degistigi, ayn1 cinsin iki susunun ayni ortam sartlarinda
farkl etkilendigi ifade edilebilir.

E. coli’ nin biyofilm olusumunu g¢esitli genler kontrol etmektedir (Vidal, vd.,
1998; Adams ve McLean, 1999; Dorel, vd., 1999; Prigent-Combaret, vd., 2001; Corona
ve Membrillo, 2002; Jackson, vd., 2002a, 2002b). Biyofilm gelisimi sirasinda,
planktonik biiyiime ile karsilastirildiginda E. coli genomunun % 1.84"inii temsil eden 79
genin ekspresyonunun o6nemli olgiide degistigi bildirilmistir (Prigent-Combaret, vd.,
1999; Otto, vd., 2001). Bu genlerden csgBA ve csgDEF genlerinin E. coli’de curli
olusumunda rol oynadigi bilinmektedir. Bu genlerin genetik organizasyonu ve
transkripsiyonel regiilasyonu E. coli ve Salmonella enterica serovar Typhimurium

suslarinda yiliksek oranda benzerlik gostermektedir. Farkli ¢evresel sinyaller biyofilm



99

olusumunda bu genlerin ekspresyonunu etkilemektedir (Romling, vd., 1998). Fakat E.
coli'nin MC4100 ve MG1655 suslarinda, csgBA genlerinin varliginda biyofilm olusumu
gerceklesmedigini bildirmistir. Ciinkii csgD asir1 eksprese eden susunda seliiloz iiretimi,
hidrofobik polipropilen (PP) mikrotitre plakalar1 {izerinde curli aracili ylizey
yapismasint ve agregasyonu olumsuz yonde etkilemektedir (Prigent-Combaret, vd.,
2001; Gualdi, vd., 2008).

pH’1n Biyofilm Olusumuna Etkisi: Diinya ylizeyi lizerinde oldukga farkli pH
degerlerine sahip birgok ortam bulunmaktadir (Saito ve Kobayashi, 2003). Cogu
mikroorganizma en iyi, pH 6.5, 7.0 degerlerinde biiyiimektedir. Fakat bazilar1 ¢ok
asidik (6rn., Acetobacter) veya alkali kosullarda da (6rn., Candida) biiyiiyebilmektedir
(Sokollek, vd., 1998; Cleenwerck, vd., 2002). Bilindigi tizere E. coli de, genis bir pH
araliginda (pH 4.4 ila 9.2) biyiiyebilmektedir (Stancik, vd., 2002). Calismamizda
kullanilan yabanil tip ve porin mutantlar1 asidik ortam ya da alkali ortamda biiyiime
acisindan farklilik sergilemektedirler. Elde edilen sonuglara gore, biiyiime agisindan 5.5,
7 ve 8 pH degerlerinde fark mevcuttur (veriler verilmemistir). En iyi biiylimeyi pH 7
ortaminda saglayan E. coli W3110 ve porin mutant suslari asidik ortam olan 5.5
degerinde gelisimi sinirlanmaktadir. Alkali ortamda ise asidik ortamdan daha fazla
bliylime gostermekte ama notr ortam degerine gore biiylime oranlar1 yine daha azdir.
Yapilan arastirmalarda, pH degerindeki degisikliklerin, bakteriyel biiylime iizerinde
belirgin bir etkiye sahip olabildigi bildirilmistir (Rowland, 2003). Bu bilgiyi dogrulayan
veriler calismamizla uyumludur. Bagka bir c¢alismada pH'daki degisikliklerin,
mikroorganizmalar iizerinde biyosidal etkiye neden olmasindan dolay1 bakterileri
6ldiirmek i¢in kullanilabilecegi vurgulanmistir (Olson, 1993; Rowland, 2003).

Bakterilerin insan viicudu ya da g¢evresel ekosistemlerde hayatta kalabilmek ve
biiylimelerini devam ettirebilmek i¢in, dis ortamin pH’sindaki ekstrem degisikliklere
kars1 koymalar1 gerektigi bilinmektedir (Foster, 2000; Slonczewski, 2000; Stancik, vd.,
2002; Hostacka, vd., 2010). Bu yiizden bakterilerde, pH stresine karst hiicrenin
korunmasinda gorev alan mekanizmalar bulunmaktadir (Olson, 1993; Slonczewsk, vd.,
1996; Foster, 2000). Ve bu nedenle bakterilerin, yasamasi ve iiremeleri zor olan
sartlarda nasil hayatta kaldigina dair mekanizmalarin agiklanmasi igin bir¢ok calisma
yapilmistir ve hala ¢alismalar devam etmektedir (Hostacka ve Ciznar, 2007; Hostacka,

vd., 2010). Bu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilen yasam stretejilerinden biri
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biyofilm tabakasinin varligidir ve bu mikroorganizmalar i¢in avantajdir. Biyofilm
olusumu bakterilerin kendilerine dis ortam degiskenlerinden korumak i¢in kullandigi
sistemdir. Kendini bu giivenilir sistem igine hapseden bakteri hem hayatta kalmak i¢in
uygun ortam olusturur. Ayrica antibiyotik veya metallerin hiicrelere etkisini azaltir hem
de degisen pH’dan etkilenmeyerek yasamsal faliyetlerini devam ettirdigi bilinen bir
gercektir. Ayni zamanda pH degisiklikleri bakterilerin ¢esitli metabolik siireglerini
bozarak biyofilm gelisimini de destekledigi bilinmektedir (Garrett, vd., 2008). Birgok
calismada, sicaklik ve pH’in biyofilm olusumuna sebep oldugu bildirilmektedir (Del,
vd., 2015; Di Bonaventura vd., 2007; Marsh, 2009; Hostacka, vd., 2010; Nostro, vd.,
2012). Bu arastirmalar sonucunda polisakkarit {iretimi i¢in optimum pH’mn bireysel
tiirlere bagli oldugu gosterilmistir. Ancak ¢ogu bakteri igin pH 7 civarinda en iyi EPS
tiretiminin gergeklestigine dair ¢alismalar mevcuttur (Oliveira, vd., 1994; Hostacka, vd.,
2010). Fakat bu durumdan kesin ve genel bir sonu¢ ¢ikarilamaz, ¢iinkii ¢evresel
faktorlere karsi etki yine tiirlere bagimli olarak degismektedir. Heyde, vd., (1987)
yiiksek pH'ta bakteri hiicre duvarinin dis zarindaki porinlerin genislemesinin, karbon
birikmesine ve dolayisiyla daha yiiksek bir yapismaya katkida bulunabilecegini
belirtmistir. Calismamiz sonucunda; E. coli W3110 porin proteinlerinin varligina
ragmen asidik, nétr ve alkali pH degerlerinde biyofilm olusturmamistir. Fakat ompA,
ompC ve lamB porin mutant asidik, notr ve alkali pH degerlerinde biyofilm olusturmus
ve bu olusum oranlarinda farklilik gézlenmistir. lamB mutant E. coli’de pH 7 ve 7.5
degerlerinde biyofilm olusumu gézlenmistir. Ve olusan biyofilm zayif biyofilm olarak
nitelendirilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen verilerde, ompC mutant E. coli’de pH
7’ye gore zayif olsa da hem asidik ortam hem de alkali ortamlarda biyofilm olusumu
gozlenmistir. ompA mutant E. coli susunda ise, biyofilm olusumu pH 6.5 ortaminda
baslayarak daha yiiksek pH degerlerinde biyofilm olusumunun ayni seviyede devam
ettigi gbzlenmistir. Yine ¢alismamizda referans sus olarak kulllanilan E. coli 35218 susu
da kullanmilan pH degerlerinde (5.5, 6.0, 6.5, 7, 7.5 ve 8) biyofilm olusumlar
karsilagtirildiginda tiim degerlerde kuvvetli biyofilm olusumu sergilemektedir. P.
aeruginosa ve K. pneumoniae gibi farkli mikroorganizmalarla yapilan pH
denemelerinde artan pH ile biyofilm tiretiminde artis gézlendigi bildirilmistir. pH 5.5,
7.5 ve 8.5 ortamlarinda yapilan calismalarda en fazla biyofilm olusumunun pH 8.5

degerinde gozlenmistir (Hostacka, vd., 2010). Artan pH ve biyofilm {iretimi arasindaki
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benzer iligki de Stenotrophomonas maltophilia'da gosterilmistir (Di, vd., 2007). Yani,
ortaminin pH degeri ile biyofilm olusumu arasindaki bir korelasyon bulunmaktadir.
Fakat bu durumun tiirlere bagli olarak degisebilecegi unutulmamalidir. E. coli’nin bu
kadar farkli pH ortamlarinda biyofilm olusturma veya olusturamama yetenegi olmasina
karsin molekiiler mekanizma incelemelerinde bu degisimin nhaR ekspresyonu sebebiyle
olabilecegine dair bulgular bulunmaktadir. Ve bu bulgularda PgaABCD operonunun
transkripsiyonu i¢in NhaR’nin gerekli oldugu bildirilmistir (Goller, vd., 2006). E. coli’
de PgaABCD operonunun, yiiksek pH veya yiiksek Na™ya yanit olarak NhaR'nin
baglanmasiyla aktive edildigi de bilinmektedir. E. coli'de  nhaAR'in
transkripsiyonunun, ortamm pH'sinin 6.5'ten 8.5'c ¢ikarilmasiyla arttigi yapilan
caligmada gosterilmistir (Dover, vd., 1996; Dover ve Padan; 2001). Calismamizda da,
asidik ve alkali degerler karsilastirildiginda ompC mutant E. coli’ de nhaR nin asidik
ortam denemelerinde ekspresyon seviyesinde artis gozlendigi, alkali ortamda ise
ekspresyon seviyesinde azalma oldugu ve pH degerinin 6.0’dan 7.78 degerine ¢iktigi
gosterilmistir. Yine ayni mutantta azalan nhaR ekspresyonu seviyesinde pH 8 ile
baglayan ortam degerinin 8.10 ile sonlandigi gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda ise, yiiksek tuz konsantrasyonlarinin ve alkalin pH'in biyofilm olusumunu
arttirdigt ve bu etkinin katyon-duyarli diizenleyici protein NhaR'ye bagli olduguda
gosterilmistir (Goller, vd., 2006). Ayrica Shewanella oneidensis'in alkali pH'ya
maruz kalmasi nhaA ve nhaR’nin artmasina neden oldugu bildirilmistir (Leaphart,
vd., 2006). Caligmamizda elde edilen veriler degerlendirildiginde, pH 6’da biyofilm
olusumu ile nhaR korelasyonu ve pH 7’deki biyofilm olusumu ve nhaR korelasyonu
karsilastirildiginda biyofilm olusumunun daha fazla oldugu pH ortaminda nhaR geninin
ekspresyonunda da artis oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.57- Sekil 4.58). Fakat asidik
ortamda goriilen bu korelasyon alkali ortamda olmadigi gézlenmistir (Sekil 4.59). E.
coli porin mutantlarinda alkalin pH’da biyofilm olusumu azalmaktadir. Asidik pH
degerinde de mutant suslarin baglanma oranlarinda azalma gézlenmistir. Aynm sekilde
Nostro, vd., (2012) gerceklestirdigi bir ¢alismada alkali pH''n bakteriyel adezyon
tizerine etkisi S. aureus ve S. epidermidis'de calisilmistir ve alkalin pH degerinin bu
mikrroorganizmalar iizerinde baglanma yeteneklerinin inhibisyonu ile sonuclandigi
tespit edilmistir. Bir baska c¢alismada da, S. aureus'un notr pH kosullar ile

karsilagtirildiginda ¢ok asitli (pH 3) ve cok alkali (pH 12) kosullarda, biyofilm
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olusturma yetenegine sahip olmadig1 gosterilmistir (Zmantar, vd., 2010). Alkalin pH'in
bakterilerin yiizeye tutunmasini engelleyerek biyofilmi inhibe edici etkisi oldugu
bulunmustur. Fakat Goller, 2006’da yaptig1 calismasinda alkalin pH'in biyofilm
olusumunu arttirdigimi vurgulamistir bunun NhaR'ye bagli oldugunu sdylemistir.
Literatlir arastirmalar1 sonucu alkalin pH etkisinde biyofilm olusumu degiskenlik
gostermektedir. Bu veriler sonucunda bakteri hiicrelerinin fizyolojik durumu ve
cevredeki ortamin pH'sinin doniisiimsiiz tutunma (baglanma) siirecinde ¢ok 6nemli bir
rol oynadig1 gosterilmektedir. Fakat bu Oncelikle tiire baghdir farkli tiir
mikroorganizmalar benzer pH degerlerinde ki ortamlarda dahi olsalar ayni sonugu
vermeyebilirler. Ayni tiirtin farkli suslarinda dahi biyofilm olusumu degiskenlik
gosterebilmektedir. Calismamizda E. coli 35218 ile yapilan ¢alismalarda kullanilan tiim
pH degerlerinde baglanma yeteneklerinin aktif oldugu ve ylizey kolonizasyonu
saglayarak tutunma gergeklestirdigi gdzlemlenmistir.

Bu calismaya farkli bir agidan bakildiginda, eski zamanlardan beri insanlar igin
sorun haline gelen biyofilm, iginde bulundugu ortamda asit olusumu nedeniyle
borularda korozyona neden oldugu bilinmektedir (Jayaraman, vd., 1997). Bu yiizden
yiizeylerde asinma siklikla karsilagilan ve istenmeyen bir durumdur. Gida sektoriinde bu
sorun maliyet agisindan kayiplarla sonu¢lanmaktadir. Fakat asil soru her biyofilm
olusumu sonucunda asit olusumu mevcut mudur? Calismamizda, pH denemelerinde
deney kosulu olarak baslanilan tiim degerlerde (pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0) ortamin
alkalilesmesine yol agmustir. Bahl, vd., (1982) yaptiklari ¢alisma sonucunda da,
Escherichia coli'nin asidik substratlar iizerindeki biiyiimesi, ortamin alkalilesmesine yol
actigimi ve bunun karbon kaynaginin metabolizmasinin protonlarin tiketimi ile
sonuglandigini diisinmislerdir. Biyofilmin i¢inde bulundugu ortam farkli ylizeylerde
dahi gerceklesmis olsa her zaman asit iretimiyle sonug¢lanmamaktadir. Bu ¢alisma
sonucunda E. coli 35218 susunda biyofilm olusumu goézlemlenen 5.5 ortaminda

inkiibasyon sonrasi degerin 6.97 ile sonlandig1 gézlemlenmistir.

Metallerin (Cu, Ni, Zn) Biyofilm Olusumuna Etkisi: Metaller, ¢esitli
endiistriyel atik kaynaklari, sanayi dumanlari, kKimyasal maddelerin bilingsizce dogaya
salinmasi ve atik ¢oplerden ¢evreye sokulan kalic1 ¢evresel kirleticilerdir. Ayni1 zaman
da igme suyu depolarimi ve tatli su habitatlarin1 kirletir ve makro ve mikrobiyolojik

topluluklart degistirebilir (lvorra, vd., 2000; Lefcort, vd., 2002). Agir metal
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toksisitesinin bilinen mekanizmalar1 arasinda oksidatif stresi indiiklemeyi ve protein
katlanma fonksiyonunu etkilemek bulunmaktadir (Nies, 1999). Ayrica bakterilerde dis
membran boyunca metallerin tasinimi porin proteinleri ile kolaylastirilmis difiizyonla
olmaktadir (Stenberg, vd., 2005). Bakteriler agir metal stresini azaltmak i¢in gesitli
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu mekanizmalar, agir metallerin aliminin
azaltilmasi, bir metalin daha az toksik bir tiire indirgenmesini ve metalin hiicrenin digina
dogrudan aktarilmasini igerir (Nies ve Silver, 1995; Nies, 1999; Outten, vd., 2000).
Ortamda var olan metaller ayn1 zamanda biyofilm olusumunu etkilemektedir.
Metaller tarafindan indiikklenen biyofilm olusumunun, curli kodlayan genlerin
transkripsiyonel indiiksiyonundan kaynaklandigi bildirilmistir. Ayrica metallerin
varhigminda aderans (yapigsma) yapilarin1 kodlayan genler {izerindeki transkripsiyonel
bir etki olusturmasindan dolayr biyofilm olustugu bildirilmistir (Perrin, vd., 2009)
Calismamizda kullanilan metallerden Ni ve Cu metalinin biyofilm olusumuna bir
etkisinin bulunmadig: tespit edilmistir. Ciinkii nikel ve bakir ilave edilmemis pH 7
degerinde ki 24 saatlik inkiibasyondan sonra da ompA, ompC ve lamB mutantlar
biyofilm olusturmustur. ompA ve lamB porin mutantlar1 metalle ve metalsiz ortamlarda
birbirine yakin derecede biyofilm olusturmustur (Sekil 4.42, Sekil 4.43). Dolayisi ile
calismamizda Ni ve Cu varliginin bir etkisine rastlanilmamistir. Fakat ompC porin
mutantinda metalli ve metalsiz biyofilm denemelerinde 6nemli dercede fark mevcuttur
(Sekil 4.42, Sekil 4.43). E. coli 35218 susu ile yapilan ¢alismada da metalsiz ortamda
olusan biyofilm, Cu ve Ni varliginda da gézlenmistir. Perrin, vd., (2009) ¢aligmasinda
nikelin varliginda biyofilm olusumunun indiiklendigini tespit etmislerdir. Yazar
calismasinda nikelin  biyofilm olusumuna etkisinin curlinin  ekspresyonunun
artmasindan  kaynaklandigini  bildirmistir.  Yine aym1 ¢alismada artan nikel
konsantrasyonunun Escherichia coli'nin, yasam tarzlarin1 degistirerek, serbest yiizen
hiicreler olarak biiytimek yerine biyofilm yapilari gelistirdiklerini gostermistir. Baska
bir ¢alismada Desulfovibrio desulfurican’larin nikel varhiginda adezyonun daha fazla
oldugu bildrilmistir (Lopes, vd., 2005). Argueta-Figueroa, vd., (2014) calismalarinda
nikel ve bakirm Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans ve E. coli'ye karsi
antibakteriyel aktivitesini arastirdiklarinda bu metallerin  varliginda biyofilm
olusumunun inhibe olmadigin1 tespit etmislerdir. Burkholderia cepacia biyofilm

olusumunun, nikel nanopartikiil varliginda azalma gosterdigi baska bir calismada
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gosterilmistir (Habibi, vd., 2017). 2013 yilinda Mamonova, ¢aligmasinda nikelin
bakterisidal aktiviteye sahip oldugunu bu yiizden biyofilm olusumunu engelledigini ve
antibakteriyal olarak kullanabilirligi lizerine ¢alisma gergeklestirmislerdir. Literatiir
arastirmalar1 sonucunda nikelin biyofilm olusumu iizerine etkisinin mikroorganizmadan
mikroorganizmaya farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Dolayisiyla nikelin biyofilm
olusumunu arttirdigmma yonelik calismalar bulunurken biyofilm olusumunu
engelledigine yonelik c¢alismalarda oldugu goriilmektedir. Baker, vd., (2010)
calismasinda, Staphylococcus aureus susunda bakir varliginin biyofilm olusumunun
pozitif diizenleyicilerinin ifadesini bastirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda metalsiz besi ortaminda biiyiitiillen ompA, ompC ve lamB mutant
E. coli suslarinda 24 saat sonra goriilen biyofilm olusumunun, Cu ve Ni metallerinin
aksine, Zn metali varliginda olusmadigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla Zn metali
varliginda biyofilm olusumunun inhibe oldugu tespit edilmistir. Ayn1 sekilde referans
sus olan E. coli 35218 tiim pH degerlerinde biyofilm olusturuken, ortama Zn ilave
edildiginde biyofilm olusturmadigi belirlenmistir. Bu metalin varliginda hiicreler
normal seyrinde biiyiimeye devam etmistir. Metal konsantrasyonu arttirildiginda ise
hiicrelerde azalma go6zlenmistir. Shakerimoghaddam, vd., (2017) c¢alismalarinda
tiropatojenik Escherichia coli izolatlar1 i¢in kullanilan besi ortamlarinda zayif biyofilm
tiretimi gergeklesirken, ortama Zn ilavesi sonrasinda biyofilm olusumunun tamamen
inhibe edildigini tespit etmislerdir. Bu inhibisyonun izolatlarin % 30'unda biyofilm
olusumunun optik yogunlugunu orta veya giiglii seviyeden zayif seviyeye diigmesi
olarak ifade etmislerdir. Buna benzer baska c¢alismalarda da ortama ¢inko eklendiginde,
E. coli i¢in biyofilm olusumunda 6nemli bir azalma oldugu bildirilmistir (Wu, vd.,
2013; Musarrat, vd., 2015). Actinobacillus pleuropneumoniae, Salmonella
typhymurium ve Haemophilus parasuis gibi E. coli haricinde bagska mikrorganizmalarla
yapilan ¢aligmalarda ¢inko'nun biyofilmi zayif bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir
(Wu, vd., 2013). Bunlar1 destekleyen baska bir calismada, Lee, vd., (2014) yilinda
gerceklestirdigi deneyde, P. aeruginosa bakterisinde Zn’nin de iginde bulundugu Ag ”,
Cd*2,Co*?, CrO4%, Fe*?ve Sc* metallerinin biyofilm olusumunu belirgin bir
sekilde inhibe ettigini gostermislerdir. Polistiren malzeme ile kurulan deneyde ¢inkonun
% 95'ten fazla biyofilm olusumunun inhibe ettigini bildirmislerdir. Zn’nin biyofilm

olusumu iizerindeki etkisi i¢in, biyofilm olusumu sirasinda ortaya c¢ikan genler, agir
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metallere, oksijeni sinirli kosullara ve transfer ve oksidorediiktaz proteinlerine direng
icin genler igerebilecegi diisliniilmektedir (Schembri, vd., 2003b). Bununla birlikte,
yiikksek  konsantrasyonlarda  ¢inkonun, Gram-pozitif — organizma Streptococcus
suis'de biyofilm olusumunu engelledigi de gosterilmistir (Wu, vd., 2013). Yapilan
literatiir ¢aligmalar1 sonucunda Zn varliginda biyofilm olusumuna inhibisyon etkisi
goriilmektedir. Caligmamizda ayrica Zn etkisinin porin genlerinden ve bunlarin
biyofilmle iligkili mekanizmalarindan bagimsiz olarak, direkt biyofilm olusum

mekanizmast ile ilgili bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir.

OmpA Dis Membran Proteinin Biyofilmde Rolii: Bakterilerin insan viicudu
veya dis ortamlarda biiyiimeleri i¢in, dis pH’daki ekstrem degisikliklere kars1 koymalari
gerekmektedir (Stancik, vd., 2002). Birgok bakteriyel patojen, virulans faktorlerinin
ekspresyonunu indiiklemek, dokular istila etmek ve bagisiklik sisteminden kagmak,
konak ortamu ile etkilesime girmek i¢in dis zar proteinlerini kullanirlar (Kuen ve Kesty,
2005; Rasko ve Sperandio, 2010). Bu patojenler, digerlerinin yani sira, konakgi
hiicrelere baglanmak ve bakterinin girisine aracilik etmek i¢in OmpA porinini kullanir.
OmpA, 6zellikle Gram negatif basil seklindeki bakteriyel tiirler arasinda yiiksek oranda
korunan bir beta-varil porindir (Mortensen ve Skaar, 2013). OmpA yapismada da rol
oynamaktadir (Smith, vd., 2007). Ayrica OmpA'nin mutasyonunun E. coli'nin konakg1
hiicrelerle etkilesimini ve patojenitesini etkiledigi iyi bilinmektedir (Pascal, vd., 2010;
Maruvada ve Kim, 2011).

Calismamizda ompA’nin yoklugu genellikle, asidik pH degeri olan 6,5
ortaminda, alkali pH’da, nikel ve bakir metali varliginda LB Broth besiyerinde kiiltiir
aparatinin duvarinda, ¢iplak gozle goriilebilen (s1v1 ve hava ara faz arasinsa) kalin bir
biyofilm tabakast olusturdugu goriilmistir. Ayni zaman da ompA mutant E. coli
susunda cam ylizeyde hava-sivi ara fazda seliiloz iiretimi de gozlenmistir (Sekil 4.12).
Yani yabani tip E. coli’nin biyofilm {iretmeme 6zelliginin aksine, ompA geni mutant
hale getirildiginde E. coli’nin biyofilm trettigi belirlenmistir. Dolayisi ile ompA
yoklugu biyofilm olusturma mekanizmasini tetikleyen bir sonug¢ ortaya koymustur.
Ayni sekilde Ma ve Wood, (2009) yaptiklar ¢alismada E. coli BW25113 yabani tipin
farkli iki ortamda (cam ve pvc) ylizeyler {izerinde biyofilm iliretmedigini fakat ompA
mutant E. coli nin cam ortamlarda daha fazla biyofilm olusturdugunu belirtmislerdir.

Ancak ayni mutantlarin pvc ortaminda ise daha az biyofilm meydana getirdigini



106

gostermislerdir. Caligmamizda kullandigimiz tiiplin cam oldugu diisiiniildiigiinde elde
ettigimiz sonucun desteklendigi goriilmektedir. Biyofilm olusumunda ompA tarafindan
etkilenen yollar1 tanimlamak i¢in de ayni ¢alismada transkriptom analizleri yapilmastir.
Bunun sonucunda, Cpx sisteminin ompA tarafindan aktive edildigi tespit edilmistir.
Baska calismalarda, ompA'nin eksikliginde bir adhezin ve invazin olarak islev gordiigii
ve biyofilm olusumuna katildig: bildirilmistir (Gaddy, vd., 2009; Hatfaludi, vd., 2010).
Ancak literatiir arastirmalarinda ompA’nin biyofilm olusumunu destekledigine dair
caligmalarada rastlanmaktadir. OmpA'nin abiyotik yiizeylere baglanmay1 sagladigi
bildirilmistir (Lower, vd., 2005). Escherichia coli’de ompA’nin biyofilm olusumu
sirasinda asir1 eksprese edildigini ve bunun sonucunda biyofilm olusturdugu tespit
edilmistir (Orme, vd., 2006). Escherichia coli K12’den ompA geninin silinmesi hem
LB ortaminda hem de glikozlu LB ortaminda biyofilmi % 80 azalttig1 bildirilmistir
(Gonzalez, vd., 2006). Baska bakteri ornekleri ile yapilan ¢alismalarda da ompA’nin
adezyonu arttirdigia dair bilgiler sunulmaktadir. Ornegin; Acinetobacter baumannii‘de
OmpA’nin plastik yiizeyde biyofilm olusumunun bakteriyel baglanma asamasinda rol
oynadig@1 bildirilmistir (Choi, vd., 2008; Choi, vd., 2009; Gaddy, vd., 2009). Bu yiizden
OmpA’nin biyofilm olusumundaki molekiiler mekanizmaya yonelik heniiz net bir sonug
bilinmemektedir. Ancak Ma ve Wood, (2009) calismalarinda ompA’nin olmadig
durumda cpxAR sistemini indiikleyebildigi ve bu sisteminde biyofilm iiretimi i¢in
gerekli olan csgD ve adrA’yr aktive ettigini belirtmistir. adrA geninin biyofilm
olusumunda rolii ile ilgili, Romling vd., (2000) yaptiklar1 ¢aligmada cam ylizeylerde
Salmonella typhimurium ile yapilan denemede yapisma ig¢in adrA geninin
aktivasyonunun gerekli oldugu bildirilmistir. Biz de, c¢alismamizda elde edilen
sonuglardan benzer bir mekanizmanin olabilecegini, ayrica elde ettigimiz farkli pH
degerlerindeki biyofilm farkliliklarina gore nhaR ve ygiU genlerininde ompA bagimli
heniiz tespit edilemeyen bir mekanizma ile biyofilm olusumunu indiikledigini ifade
edebiliriz. ygiU geni bir QS diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. QS ise davranis
degisikliklerini tetikleyen bir popiilasyon yogunluguna bagl hiicre-hiicre sinyal iletim
tiriidiir (Waters ve Bassler, 2005; Shrout ve Nerenberg, 2012). Bakteriler stres altina
diisiik konsantrasyonda baslayan sinyaller iiretmeye baslar ve bu sinyaller popiilasyon
yogunlugu arttikga siddetlenir (Waters ve Bassler, 2005). Birgok ¢alisma, biyofilm
olusumunun QS yolaklar tarafindan biiyiik 6lgiide kontrol edildigini bildirmistir (An,
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vd., 2006; Kolter ve O'Toole, 1998; Sauer, vd., 2002; Weibel, vd., 2011). QS’de,
biyofilm olusumunu kontrol etmek i¢in hiicre dis1 polimerik maddelerin salgisinin artig1
bildirilmistir(Fuqua, vd., 2001; Marketon, vd., 2003). Calismamizda ger¢eklestirdigimiz
gercek zamanli PZR sonuglart dogrultusunda, ompA’nin ygiU genin ekspresyon
seviyesinin E. coli W3110 susuna oranla asidik ve alkali pH degerlerinde 6nemli derece
artmast ve komplement hiicrelerde bu oranin W3110 ‘a kiyasla azalmasi hiicreler arasi
etkilesim dolayisiyla biyofilm olusumuna sebep olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
sonugu dogruluyan bir veride ¢alismamizda lamB mutantinda biyofilm olusumu tespit
edilen pH 7 ortaminda ve biyofilm olusumu gézlemlenmeyen pH 6 ortaminda ygiU
genin ekspresyon seviyesindeki farklilign E. coli W3110 ile oranlanarak elde
edilmistir. ompA eksik E. coli susu ygiU geninin ekspresyonundaki artig sonucu cam
yiizeylerde adezyona sebep olmakta ve biyofilm olusumu gozlenmektedir. Ayrica SEM
goriintlilerinde ompA mutant suslarinda hiicreler arasinda hiicre dis1t maddelerin (EPS)
varlig1r gozlenmistir. Bunun sonucunda bu mutant suslarin sinyal iletimini kullandigi
hem ger¢ek zamanli PZR hem de SEM sonuglartyla birbirini dogrulamaktadir.

NhaR, E. coli K-12'deki biyofilm olusumu i¢in 6nemlidir (Goller, vd., 2006),
clinkii biyofilm adhezin PGA'nin sentezi ve sekresyonu icin gerekli olan pgaABCD
genlerinin  transkripsiyonunu aktive ettigi bildirilmistir (Wang, vd., 2004; Irie ve
Parsek, 2008). Fakat bu ¢alisma sonucunda, E. coli nhaR genini igeren W3110 yabani
tipinde biyofilm olusumu gozlenmemisken, dig membran proteini olan ompA geninin
yoklugunda biyofilm olusumu tespit edilmistir. Bunun sonucu olarak; nhaR geninin
ompA porin proteinin yoklugunda E. coli W3110’a oranla ekspresyonunda artis
gozlenmistir. Ayrica, Pga gen {lriinlerinin tahmin edilen lokalizasyonu ve biyolojik
fonksiyonlar1 baz alindiginda PGA'nin, i¢ membran tarafinda sentezlendigi ve Pga
proteinlerinin bir zarf kompleksi ile hiicre yiizeyinden tagindigi bdylece ompA porin
proteinin yoklugunda dis membranin uyarilmasini saglayarak biyofilm olusumunda rol

oynadig1 6nerilmektedir.

OmpC Dis Membran Proteinin Biyofilmde Rolii: Biyofilm olusumunda rolii
oldugu diisiiniilen diger porin proteini ompC’dir. Bunu destekleyen kanitlar sunlardir:
(i) E. coli W3110 yabani tipi kullanilan pH dgerlerinde (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0)

biyofilm olusturmazken ompC mutant E. coli suslari tim ortamlarda kati-sivi ara



108

fazinda biyofilm olusturmustur. (ii) Kullanilan metallerden Ni ve Cu varliginda da
biyofilm olusturmaya devam etmektedir. (iii)) Kongo kirmizli agar ile yapilan
calismalarda (Sekil 4. 47) lekelenme gostermistir. (iv) Morfoloji tayininde (Sekil 4. 50)
bdar morfotipi gostererek seliiloz iiretiminin olmadigi, curli olusumunun pozitif oldugu
tespit edilmistir. (v) SEM goriintillerinde (Sekil 4. 54) hiicreler arasinda EPS’ler
goriilmektedir. (vi) Ger¢ek zamanli PZR sonucunda elde edilen verilerde pH 7
degerinde ompC mutant E. coli’de csgD ekspresyon seviyesinde yabani tipe oranla artis
oldugu gozlemlenmistir. Dolayis1 ile ompC’nin yoklugunda da biyofilm olusturma
mekanizmasini tetikleyen bir sonug ortaya ¢ikmustir.

Curli olusumunun csgD tarafindan regiile edildigi ve biyofilm olusumuna sebep
oldugu bildirilmistir (R6mling, vd., 2000). Son zamanlarda ompC’nin abiyotik ylizeyler
lizerinde E. coli biyofilm olusumunun baslangic¢ basamaklar1 ile
iliskilendirilmistir (Prigent-Combaret, vd., 1999; Otto, vd., 2001). Yapilan
arastirmalarda, E. coli biyofilm olusturmasinda OmpC, OmpF ve OmpT genlerinin
ekspresyonunda artis oldugu bu ylizden adezyon ve otoagregasyonunun gerceklestigi
tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada da ompA , ompC , ompX ve osmB genlerinin E.
coli biyofilm olusumuna katkida bulunabilicegi bildirilmistir (Herman, vd., 2016).

Gergek zamanli PZR sonuglari, ompC mutantinda pH 6 ve 7 ortaminda nhaR
geninin E. coli W3110’dan daha fazla eksprese edildigi ve alkali ortam degerinde pH
8’de ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilmistir. Buna istinaden ompC mutanti
kullanilan tiim ortamlarda biyofilm olustururken ygiU geninin ekspresyon seviyesinde
de artis oldugu calismamizda gosterilmis ve bu porinin yoklugunda ygiU geninin
ekspresyon seviyesinin arttig1 bu sebeplede biyofilm olusumunda rol oynayabilecegi
onerilmektedir. Yani c¢ekirdek algilayict molekiiller ve diger polisakkaritler
biyofilmlerin daha fazla olgunlagmasini etkiler. Asidik ve alkali pH kosullarina yanit
veren nhaR geni porin mutantlarda diizenlenerek biyofilm olusumu i¢in 6nemli rol
oynamaktadir. Otto ve Silhavy, (2002) c¢alismalarinda Cpx sisteminin, pH etkisinde
salgilanan proteinlerin asir1 {retilmesi ve hiicrelerin ylizeylere tutunmasia yanit
verdigini bildirmislerdir. Ayrica bu sonuglar, ¢evre kosullarina yanit olarak biyofilm
olusumunun diizenlenmesi igin yeni bir mekanizma tanimlamakta ve bakteriyel

sagkalimi desteklemede nhaR ve ygiU’nun roliiniin olabilecegini 6nermektedir.
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LamB Dis Membran Proteinin Biyofilmde Rolii: Calismamizda lamB mutant
E. coli susunda da kullanilan pH ortamlarindan sadece pH 7 ve 7.5 degerinde biyofilm
olusturdugu go6zlenmistir. Bu mutant ompA ve ompC gibi Ni ve Cu metali varliginda
biyofilm olusumu pozitiftir. lamB geninin biyofilm olusumu hakkinda literatiirde bilgi
mevcut degildir. Caligmamiz sonucunda dig zar porini olan bu mutantin biyofilm
olusumunda rol oynamasinda ygiU geninin ekspresyon seviyesindeki artigla orantili
oldugu tespit edilmistir. Yapilan deneylerde pH 6 biyofilm olusumu goézlenmeyen bu
mutanttin ygiU geninin ekspresyonunun yabani tip E. coli W3110’a oranla daha az
olmasi, ancak pH 7 de bu genin ekspresyonundaki artig1 yabani tipe gore daha fazla
olmasi zayif biyofilmi agiklamaktadir. Ayrica lamB’nin mutant olmasinin Yiizey ile
iliskili proteinleri aktiflestirerek baglanmaya aracilik edebilecegi, boylece hiicre-hiicre
agregasyonunu saglayarak ve hiicreler arasi sinyal iletiminin aktif olmasi ile biyofilm
olusumunda rol oynadig1 dnerilmektedir.

Calismamizda pH ve metal ile yapilan deneylerde; ompF, ompG, ompT ve phoE
mutantlarindaki degisimler yabani tip W3110 ile karsilastirildiginda sonuglar benzer
olmustur. Boylece farkli sartlar altinda bu porinlerin biyofilm olusumunda rol

oynamadig1 tespit edilmistir.
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6. ONERILER

Yapilan galigmalar sonucunda Zn’nin biyofilmi inhibe edici etkisi belirlenmistir.
Mutantlardan bagimsiz olarak E. coli 35218 susunda da bu etki goriilmektedir.
Dolayisiyla Zn ve biyofilm arasinda bir iliski bulunmaktadir. Ileride yapilacak
caligmalarda Zn’nin biyofilm olusum genleri ile mi bir iliskisi oldugu yoksa Zn’nin
biyofilm olusumunda temel rol oynayan EPS, seliiloz veya curli ile kimyasal bir iliski
nedeniyle mi biyofilmi engelledigi arastirilmalidir.

NhaR'nin yapisma ve biyofilm olusumunda diizenleyici rolii birka¢ ¢alismada
vurgulanmigtir (Goller, vd., 2006). Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda NaCl, alkali pH
ve baz1 oksidatif stresler altinda sagkalimi saglamak i¢in NhaR’nin gerekli oldugu tespit
edilmistir (Padan ve Schuldiner, 1994; Toesca, vd., 2001). Bizim ¢aligmamizda yabani
tip E. coli W3110 gére, ompC mutant E. coli susunda nhaR daha az eksprese
edilmektedir. Buna ragmen bu susta biyofilm olusumu mevcuttur. Referans sus E. coli
35218 alkali pH ortaminda biyofilm olusturmaktadir. Bu ylizden yabani tipi biyofilm
olusturan susta nhaR ekspresyonu kontrol edilmeli hatta E. coli diger tiirlerinin nhaR
kullanip kullanmadiklarini belirlemek iginde ek arastirmalar gerekli olacaktir.

Escherichia coli’nin biyofilm olusumunda yiizey baglantilar1 ile koordineli
olarak calistig1 ve tip I, tip IV ve pili liretimine bagl olarak adhezyonun basladig1 bir
cok calismada bildirilmistir. Bu ¢alismada iki farkli malzeme iizerinde ¢alisilmis ve en
fazla biyofilm olusumu cam yiizey iizerinde gozlenmistir. Bu yiizden FimH, FimF,
FimD, FImC ve FimG gibi proteinlerin ekspresyon seviyelerine bakilarak yiizeyler arasi
sentezlenme oran1 degerlendirebilir.

Porin proteinlerinin biyofilm olusumundaki rolii literatiir bilgisinde yetersizdir.
Calismalarimiz sonucunda ortaya koydugumuz, ompA, ompC ve lamB genleri
sessizlestirildiginde mutant olan E. coli suslarinin  biyofilm  olusturdugu
gozlemlenmistir. Fakat molekiiler mekanizmalar1 hakkinda veriler yeterli diizeyde elde
edilememistir. Bu asamadan sonra mutant hiicrelerin sergiledigi curli, seliiloz, kolonik
asit ve pga ekzopolisakkaritllerin olugsmasinda gorevli olan genler bilinmesinden dolayi
nokta atislart ile sadece tek bir porin proteinine odaklanilmalidir. Ornegin curli
olusumunda gorevli oldugu bilinen CsgBAC ve CsgDEFG operonlarina ait her gen
CsgA, csgB, csgC, csgD, csgE, csgF, csgG bolgesi ayri ayri incelenmelidir.
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Seliiloz iiretiminde gorevli oldugu bilinen bscABZC gen bdlgesi ve seliiloz
tiretimini etkinlestirdigi bilinen adrA geni biyofilmde rolii oldugu tespit edilen porin
mutantlarda pH kosullar1 degisikliginde yine ayr1 ayr1 ekspresyon seviyeleri
incelenmelidir.

Son olarak biyofilm olusumuna katildig: bilinen polisakkaritt polimer yapisindan
olusan PGA’nin iiretiminde gorev alan pgaABCD lokusuna ait gen bdlgelerinin (pgaA,
pgaB, pgaC, pgaD) E. coli W3110 ve biyofilm olusumunda goérevli olan porin

mutantlarinin kontroliiniin yapilmasi dnerilmektedir.
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