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ÖZET 

Biyofilm, çevresel stres koşullarına karşı mikroorganizmaların oluşturduğu 

yaşam formlarıdır ve mikroorganizmalar için büyük bir avantajdır. Bu çalışmada  

Escherichia coli’nin biyofilm oluşumunda dış membranında bulunan porin 

proteinlerinin (OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB ve PhoE) rolleri 

araştırılmıştır. Ayrıca bu rolde çevresel faktörlerden pH (5.5, 6.0, 6.5, 7, 7.5 ve 8) ve 

bazı metallerin (Bakır, Nikel, Çinko) varlığının biyofilm oluşumuna etkisi de 

incelenmiştir. 

Elde edilen verilere göre, yabani tip E. coli’de görülmemesine 

rağmen ompA, ompC ve lamB mutant E. coli’nin farklı pH değerlerinde biyofilm 

oluşturduğu gözlemlenmiştir. pH 5.5, 6.0, 7, 7.5 ve 8 ortamlarında katı-sıvı ara 

fazında ompC mutant E. coli suşu biyofilm oluşturmaktadır. ompA mutant E. coli suşu 

ise hava-sıvı ve katı-sıvı ara fazlarında pH 6.5, 7, 7.5 ve 8 ortamlarında orta seviyede 

biyofilm oluşturmaktadır. lamB mutant E. coli suşu sadece pH 7 ve 7.5 ortamlarında 

katı-sıvı ara fazında biyofilm oluşturduğu tespit edilmiştir. Yabani tip  E. coli  W3110 

ve ompF, ompG, ompT ve phoE  porin mutantlarında farklı pH ortamlarında biyofilm 

oluşumu tespit edilmemiştir. Farklı metallerin varlığında yapılan biyofilm 

denemelerinde ise bakır, nikel varlığında cam tüpte ompA ve lamB mutant E. 

coli suşlarında biyofilm oluşumu metalsiz ortam denemeleriyle aynıdır. Bu yüzden 

bakır ve nikel varlığının biyofilm oluşumunda rollünün olmadığı tespit edilmiştir. 

Fakat ompC mutant E. coli suşunda bakır ve nikel varlığında daha kuvvetli biyofilm 

oluşumu tespit edilmiştir. Çalışmada kullanılan bir başka metal olan çinko varlığında  

ompA, ompC ve lamB mutant E. coli suşlarında ise ilginç bir sonuç alınmıştır.  Çinko 

olmadığı zaman bu mutant suşlarda biyofilm oluşumu görülürken, çinkonun varlığında 

biyofilm oluşmadığı tespit edilmiştir. Yabani tip  E. coli  W3110,  ompF, ompG, 

ompT ve phoE mutant suşlarında çalışılan tüm metallerde biyofilm tespit edilmemiştir.       

Dolayısıyla  ompA,  ompC  ve  lamB  genlerinin yokluğu biyofilm oluşturma 

mekanizmasını tetiklediği tespit edilmiştir. 

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

Mikroorganizmalar, besin ihtiyaçlarını karşılayabildikleri pek çok ortamda 

yaşam faaliyetlerini sürdürebilmektedirler (Chilcott ve Hughes, 2000). Fakat, doğal 

ortamlarında ani pH değişimi, yüksek osmolarite, sıcaklığın kontrolsüz artması ya da 

besinlerin sınırlanması gibi yaşamlarını etkileyen veya sınırlandıran bir çok stres 

faktörüne maruz kalmaktadırlar (Grant ve Long, 1981). Bu zor şartlar altında hayatta 

kalabilmek için çeşitli yaşam stratejileri geliştirmektedirler. Biyofilm tabakası da, bu 

stres koşullarında bakterilerin geliştirdiği savunma mekanizmalarından birisidir 

(Poulsen, 1999). Bakteriler bu savunma mekanizmasıyla  başka türler ve kendi türleri 

arasında kurdukları iletişim ile gen ifadelerini ayarlayabilirler, bu ortamda daha uzun 

süre hayatta kalabilmek için metabolizmalarını ve belirli yüzey proteinlerini 

aktifleştirerek yüzey özelliklerini değiştirebilmektedirler. Böylece savunma sistemi 

olarak kullandıkları biyofilm sayesinde çoğalmanın ve hayatta kalmanın zor olduğu 

ortamlarda dahi  yaşamlarını sürdürmeye devam etmektedirler (Chilcott  ve Hughes,  

2000). 

Biyofilm, mikroorganizmaların bir yüzeye yapışarak, kendilerinin ürettikleri 

polimerik yapıdaki jelsi bir tabaka içinde yaşayan küçük topluluklar olarak tanımlanır 

(Leone, vd., 2006; Hassan, vd., 2011). Bu mukus yapılı tabaka, bakteri hücreleri 

tarafından üretilen polisakkarit bazlı bir ağ yapısıdır. Terminolojide ise ekzopolisakkarit 

ya da ekzopolimer (EPS) adı verilmektedir (Fujishige, vd., 2006). Bu oluşan 

polisakkarit bazlı ağ yapısı, proteinler ve hücre dışı genomik DNA'yı içermektedir ve 

biyofilmlerin oluşumunda ve gelişiminde önemli bir rol oynamaktadır (Hudson, vd., 

1999; Los, vd., 2010; Gupta, vd., 2016). Bunlara ek olarak biyofilm tabakası içerisinde 

ekzopolisakkarit olan bir glikokalikste bulunmaktadır. Glikokaliks bakterinin canlı veya 

cansız yüzeylerde tutunmasını, çoğalmasını ve gelişmesini sağlayan ekstrasellüler 

polimerik bir maddedir. Aynı zamanda glikokaliks, gen transkripsiyonuna bağlı olarak 

da, farklı fenotipik özellikler gösterebilmektedir. Bu nedenle, mikroorganizmların niçin 

fenotip değişikliğine gittiği ve biyofilm yaşam tarzının nasıl düzenlendiğini anlamak 

önemlidir (Poulsen, 1999; Gupta, vd., 2016). 

Escherichia coli (E. coli) biyofilmlerinin farklı olarak ifade edilmesinde bir çok 

gen  mevcuttur (Schembri, vd., 2003b; Beloin, vd., 2004; Ren, vd., 2004). Bu genlerin 

varlığından ve farklılığından dolayı, oluşan biyofilm yapılarıda farklılık göstermektedir 
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(Beloin ve Ghigo, 2005). Yapılan çalışmalar sonucunda, biyofilm oluşumunun birbirini 

takip eden beş ardışık basamakta gerçekleştiği saptanmıştır. Aslında basit bir sistem 

olarak düşünülen biyofilm oluşumu, çok sayıda gen düzenleyici yolları içeren karmaşık 

bir olay olarak gerçekleşmektedir (Chevance ve Hughes, 2008). Öncelikle 

mikroorganizmalar aktif hücreleri ile yüzeye yakın mesafede etkileşime girerek yüzeye 

dönüşümlü olarak tutunurlar. Yüzeye dönüşümlü olarak tutunur iken o yüzeyde hayatta 

kalabilmelerini sağlayacak besin maddelerinin var olup olmadığını araştırırlar. Daha 

sonra, hücre organelleri ile kısa mesafeli etkileşimler olan dipol-dipol etkileşimi, 

hidrofobik etkileşimler ve hidrojen etkileşimleri sayesinde yüzeye dönüşümsüz olarak 

tutunmaktadırlar (Poulsen, 1999). Böylece, yüzeye tutunan bakteri burada gelişir ve 

üçüncü basamak olarak mikrokoloni oluşturmaya  başlar. Mikrokoloniler zaman içinde 

büyür ve daha yüksek yapılara dönüşürek koloni oluşturur. Bu basamakta artık olgun 

biyofilm yapısı oluşmuştur (Srey, vd., 2013). Biyofilm gelişimi ve sürekliliği taze 

besiyeri sağlandıkça devam etmektedir. Ancak, ortamdaki besin maddeleri azalmaya 

başlayınca ya da tükenince son basamakta bakterilerin yüzey bağlantıları zayıflar ve 

hücreler planktonik modlarına geri dönerler (Gün ve Ekinci, 2009).   

Escherichia coli, biyofilm oluşumunun genetik düzenlemelerinin araştırılması 

için de yararlı bir model olmuştur (Genevaux, vd., 1996; Danese, vd., 1998). E. coli’de 

biyofilm oluşumu, değişen şartlara adaptasyon, gen ekspresyonunun yeniden 

yönlendirilmesi yoluyla hücre morfolojisi, fizyolojisi ve metabolizmasını etkilemektedir 

(Sugawara ve Nikaido, 1992; Price, vd., 2004; Herzberg, vd., 2006; Sharma ve  Casey, 

2014). E. coli’de tanımlanmış farklı biyofilm türleri bulunmaktadır. Bu mekanizmaların 

farklı şekilde ifade edilmesinde biyofilmi tetikleyen genlerin farklı koşullarda 

etkileşime girmesi ve ekspresyonlarında ki değişim dolayısıyla biyofilm yapısının farklı 

şekilde oluştuğu tespit edilmiştir. Biyofilmin yapısının farklı şekilde oluşmasında temel 

olarak selüloz, curli ve amiloid lifleri de dahil olmak üzere PNAG (β-1-6-N asetil 

glukozamin) gibi eksopolisakkaritlerin farklılaşmasından kaynaklanmaktadır. Bu 

yapılar bakterilerin etrafında bir matris oluşturur (Wang, vd., 2004; Beloin, vd., 2008;  

Liu, vd., 2010). Curli yapısının oluşmasına kontrol eden genlerden biri olan csgD’nin E. 

coli'nin planktonik formdan biyofilm durumuna geçişini yönettiği belirlenmiştir 

(Barnhart ve Chapman, 2006; Gualdi, vd., 2007; Evans ve Chapman, 2014; Yaron ve 

Römling, 2014; Jain, vd., 2017). Yani csgD, curli oluşumuna müdahale ederek 
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mikroorganizmaların yüzeye tutunmasını ve orada birikmesini sağlamaktadır 

(Brombacher, vd., 2006; Serra, vd., 2013). Diğer hücre dışı matriks bileşeni de 

selülozdur (Römling, 2005). Bakterilerde selüloz üretimi, hava-sıvı ara 

yüzünde gerçekleşmektedir (Johnson, vd., 1988; Beloin, vd., 2008). Biyofilm bileşeni 

olarak önemli bir rol sergileyen selüloz, bakteriyel selüloz sentez operonu olan 

bcsABZC ve selüloz biyosentezinin aktivatörü olan adrA operonunun ifadeleriyle 

düzenlenmektedir. c-di-GMP‘nin üretiminin uyarılması adrA tarafından gerçekleştirilir 

(Solano, vd., 2002, Römling, 2005). Ve son olarak diğer bir biyofilm yapısı olan poli-a-

1,6-N-asetil-Dglukosaminde (PGA) hücrelerin yüzeye tutunmasını sağlamaktadır. Bu 

polisakkaritler adezyon, bağlanma ve mikrokoloni formasyonunu düzenleyerek selüloz 

üretiminde yardımcı rol oynamaktadır (Pratt ve Kolter, 1998; Vidal, vd., 1998; Prigent-

Combaret, vd., 2000; Zogaj, vd., 2001; Reisner, vd., 2003;  Wang, vd., 2004;  Da ve 

Ghigo, 2006). Ayrıca curli ve selülozun birlikte büyük biyofilm oluşturması da csgD 

regülatörü tarafından düzenlenmektedir (Hammar, vd., 1995; Römling, vd., 1998a; 

Römling, 2005; Evans ve Chapman, 2014; Hufnagel, vd., 2015). Bu genleri etkileyen 

çeşitli düzenleyici sistemler E. coli biyofilm oluşumunuda 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). Örneğin; EnvZ / OmpR, 

H-NS, Cpx ve Rcs sistemlerinin sıcaklık, pH, ozmotik koşullara yanıt olarak curli 

fimbriaların üretimini düzenleyerek biyofilm oluşumunu etkilediği bilinmektedir 

(Prigent-Combaret, vd., 2001; Stanley ve Lazazzera, 2004;  Jubelin, vd., 2005; Da ve 

Ghigo, 2006). csgD'nin transkripsiyonu ve curli ifadesinin düzenlenmesi de 

EnvZ/OmpR tarafından aktive edildiği bildirilmiştir (Vidal, vd., 1998; Prigent-

Combaret, vd., 2001). Ayrıca CsgD promotörünün ekspresyonu pozitif veya negatif 

olarak,  rpoS, crl ve hns gibi çeşitli transkripsiyon düzenleyicileri genler 

tarafındanda etkilenir (Römling, vd., 1998 ; Prigent-Combaret, vd., 2001; Brombacher, 

vd., 2003 ). Cpx sistemide biyofilm oluşumunu aktive etmek için yüzey algılamaya 

aracılık edebilir (Otto ve Silhavy, 2002; Lejeune, 2003).  Ayrıca QS (Quorum sensing) 

ifadesi de biyofilm oluşumunda pozitif olarak kontrol edilmektedir (Bougdour, vd., 

2006; Gualdi, vd., 2007). Son olarak RpoS’inde E. coli'de biyofilm oluşumunun 

miktarının ve başlatılmasının düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığı tespit edilmiştir. 

RpoS'nin ifadesi ve aktivasyonu, csgD'nin aktivasyonuna da yol açmaktadır ve biyofilm 

http://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/mic.0.26306-0#R32
http://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/mic.0.26306-0#R30
http://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/mic.0.26306-0#R30
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oluşumunu artırmakta ya da azaltmaktadır (Corona ve Membrillo, 2002; Mika ve 

Hengge, 2014).   

Yapılan literatür çalışmaları sonucunda E. coli’nin dış membranında bulunan 

porin proteinlerinin (OmpA,OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB, PhoE) çevre ve 

yüzey ile direkt ilişki içerisinde olması nedeniyle  biyofilm oluşumunda herhangi bir 

rolünün olup olmadığına dair yeterli bir literatür bulunmaması nedeniyle bu çalışma 

gerçekleştirilmiştir. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1 Esherichia coli ‘nin Genel Özellikleri 

Esherichia coli (E. coli), Enterobacteriaceae familyasına ait bir bakteri türüdür 

(Ünlütürk ve Turantaş, 1998). E. coli ilk olarak Alman bakteriyolog Theodor Escherich 

tarafından 1885 yılında insan kolonunda keşfedilmiştir (Feng, vd., 2002). İnsan ve çoğu 

sıcakkanlı hayvanların doğal bağırsak florasında bulunmaktadır (Berg, 1996; Gordon ve 

Cowling, 2003). Dr. Esherich, önemli bir halk sağlığı sorunu olan bebek ishalı ve 

gastroenteritten sorumlu suşların Esherichia coli olduğunu göstermiştir (Ünlütürk ve 

Turantaş, 1998; Feng, vd., 2002). 

E. coli, üzerinde oldukça fazla çalışma yapılmış olan ve halen çalışmalara devam 

edilen bir model mikroorganizmadır. Genellikle bakteri biyolojisinin anlaşılması 

amacıyla sıkça kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalar sonucunda Gram negatif (-), spor 

oluşturmayan, fakültetif anaerob bir bakteri olarak litaretüre geçmiştir. 

Enterobacteriaceae familyasına ait olan Escherichia coli, basil (çubuk) şeklinde olup 2-

6 μm boya ve 1-1,5 μm ene sahip bir bakteri türüdür. Koloni şekli yuvarlaktır ve S tipi 

koloniler yapar. Hareket organelleri olarak flagellalarını kullanır. Beslenme gereksinimi  

bakımından oldukça basit bir sisteme sahiptir. Şekerleri çeşitli ürünlere fermente 

edebilmektedir. İnsan ve hayvanların bağırsak kanalında ve dışkıda bulunmaktadır. 

Böylece E. coli’nin çevresel sularda varlığı dışkı kirlenmesinin bir belirtisidir (Madigan  

ve Matinko, 2010).  

Escherichia coli K-12'nin DNA’sında 4,639,221 baz çifti dizisi bulunmaktadır. 

4,288 gen içerdiği ve bunun 3.200 'ünün fonksiyonlarının belirlendiği öngörülmektedir. 

(Blattner, vd. 1997). 500’ün üzerinde  operon tanımlanmıştır.  Türün DNA’sının G+C 

içeriği % 48-52 arasında değişmektedir (Migula, vd., 1895; Posfai, vd., 1994). Gram 

negatif bir bakteri olan E. coli aynı zamanda bir dış membrana sahiptir  (Achouak, vd., 

2001).  
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Şekil 2.1. Escherichia coli’nin SEM’deki görüntüsü (Olsen, vd., 1989)  

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

Alem Eubacteria 

Şube Proteobacteria 

Sınıf Gamma proteobacteria  

Takım  Enterobacteriales 

Aile Enterobacteriaceae 

Cins Escherichia 

Tür Escherichia coli 

2.2 Dış Membranın Genel Özellikleri 

Ökaryotik ve prokaryotik mikroorganizmalarda aktif ve seçici bariyer özelliği 

taşıyan membranlar bulunmaktadır (Achouak, vd., 2001). Bakteriler Gram negatif (-) ve 

Gram pozitif (+) olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Gram pozitif  ve Gram negatif  

bakterilerin hücre duvar yapısında bazı temel farklılıklar mevcuttur. Gram + bakterilerin 

hücre duvarında, kalın peptidoglikan tabakası bulunur iken Gram negatif hücre 

duvarında, alttaki ince peptidoglikan tabakasına ek olarak seçici geçirgenlik bariyeri 

özelliği olan bir dış zar bulunmaktadır (Glauert ve Thornley, 1969; Freer ve Salton, 

1970; Chevalier, vd., 2000). Dış membranın varlığı Gram negatif bakterileri Gram 

pozitif’lerden ayıran temel farklılıktır. Özellikle Escherichia coli ve Salmonella 

typhimurium'un dış membran yapısı, son yıllarda yoğun olarak çalışılmıştır (Hiroshi ve 

Taiji, 1996). Dış membranın varlığı Gram negatif bakterileri olumsuz dış etkenlerden 

korumaktadır. Aynı zamanda, bu zar besin maddelerinin alınması ve atık ürünlerin 

uzaklaştırılması için küçük ve hidrofilik kanal oluşturan veya oluşturmayan proteinler 
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içerir (Nikaido  ve Vaara, 1985). İç membrana gömülü olarak bulunan proteinler, 

bakteri hücresi için büyük önem taşıyan protein translokasyonu ve sinyal iletimi gibi bir 

takım görevleri yerine getirmektedir. Escherichia coli gibi gram negatif bakteriler, 

murein sakkuluslar içeren periplazmik boşlukla sınırlandırılmış ve iki konsentrik lipit 

çift katmanlı membran ile çevrilidir. Her iki membran da bilgi ve madde geçişine 

yardımcı olan proteinler içerir (Koebnik, vd., 2000). 

Dış membran da bulunan ve önemli görevlere sahip birçok protein mevcuttur. 

Bu proteinlerden en bol bulunanı ise porin proteinleridir (Nikaido ve Vaara, 1985; 

Chevalier, vd., 2000; Schulz, 2002). Gram negatif bakterilerde bulunan porin 

proteinleri, dış membrandan küçük hidrofilik maddelerin geçişini sağlayan içi su dolu 

kanallardır (Koebnik, vd., 2000; Darcan, 2005). 

 

Şekil 2.2. Gram negatif bakterilerde iç ve dış membranının şematik gösterimi (Miura ve 

Mizushima, 1968; Glauert ve Thornley, 1969 ; Osborn, vd., 1972). 

2.3 Porin Proteinlerinin Genel Özellikleri 

Porin proteinleri, hücrelere gerekli besinlerin seçici alımını sağlayan, çevresel 

değişimlere karşı uyarılan, sentez oranları değişebilen ve hücreyi olumsuz etkenlerden  

koruyan yapılar olarak adlandırılmaktadır (Nikaido, 1994; Koebnik, vd., 2000). Aynı 

zaman da küçük moleküllerin hücre içine pasif difüzyonunu sağlamaktadır (Raffa  ve 

Raivio, 2002). İlk kez 1976 yılında dış membranda bu proteinlerin varlığı 

tanımlanmıştır ve porin ismi verilmiştir, ilk tanımlanan porinler ise Escherichia 

coli’deki OmpF ve OmpC porin proteinleri olmuştur (Nakae, 1976). E. coli’deki bu 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2857177/#A000414C37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2857177/#A000414C37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2857177/#A000414C20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2857177/#A000414C44
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proteinlerden OmpF’nin kristal yapısı ilk kez 1980 yılında, anatomik yapısı ise 1992 

yılında ortaya konulmuştur (Garavito ve Rosenbusch, 1980; Cowan, vd., 1992). 

Dış membran porin proteinleri (omp), membran permeabilitesinde rolü olan su 

dolu kanallardır. Çapları 0,6-2,3 nm arasında değişen, spesifik ya da spesifik olmayan 

geçirgenlik özelliği gösteren porin proteinleri, 600 kDa’dan küçük hidrofilik bileşiklerin 

alınımını ortalarında bulunan deliklerden sağlamaktadırlar (Achouak, vd., 2001). Bu 

proteinler dış mebranın alt kısmında bulunan peptidoglikan tabakaya kovalent olmayan 

bağlarla bağlanmışlardır. E. coli 'de yaklaşık 20'ye yakın dış membran porin proteini 

tanımlanmıştır.  OmpA, OmpF, OmpC, LamB, PhoE, OmpN, OmpX, OmpG, OmpT, 

OmpL, OmpH, OmpD, TolC ve ScrY  bunlardan bazılarıdır. Bu proteinler 

fonksiyonlarına göre (i) spesifik yani belirli çözünen maddelerin (örneğin demir 

şelatları, maltoz, maltodekstrinler, nükleositler) girişine aracılık eden özel porinler ve 

(ii) spesifik olmayan genel difüzyon kanalları içeren porinler olarak 2 gruba ayrılmıştır. 

E. coli için spesifik porinlere LamB ve PhoE, spesifik olmayan porinlere ise OmpC ve 

OmpF örnek olarak verilebilir (Koebnik, vd., 2000).  

OmpA, E. coli' nin dış membranında en iyi karakterize edilmiş ve en bol bulunan 

proteinlerden biridir (Pautsch ve Schulz, 1998; Cierpicki, vd., 2006). 325 amino asit 

uzunluğundadır (Sugawara  ve  Nikaido, 1994; Arora, vd., 2001). OmpA'nın görevinin  

çeşitli küçük çözünür maddelerin dış membrandan geçmesine izin veren, nonspesifik bir 

difüzyon kanalı olduğu düşünülmektedir (Sugawara  ve Nikaido, 1992). Ayrıca bir faj 

reseptörü (Datta, vd., 1977) ve F faktör bağımlı konjügasyonun aracısı olarak işlev 

gördüğü ve normal hücre morfolojisinin korunmasında rol oynadığı bilinmektedir (Van, 

vd., 1977; Koebnik, vd., 2000; Kleinschmidt, 2003). Hücrede monomerik yapıda 

bulunan OmpA (Arora, vd., 2000), yaklaşık otuz yıldır dış zar proteinlerinin biyogenezi 

çalışmaları için de bir model olarak hizmet etmiştir (Rosetta, 2012). 

OmpC, Genel Bakteriyel Porin (GBP) ailesinin bir üyesidir (Basle, vd., 2006).  

Peptidoglikan tabakasıyla sıkı bağlantı içerisindedir. Ayrıca iyonların ve diğer hidrofilik 

çözünenlerin dış zarı geçmesine izin veren trimerik bir porin yapısındadır (Lambert, 

1988). OmpC'nin 2.0 A çözünürlüğüne göre belirlenen kristal yapısı, 16 iplikçikli bir β-

varil yapısı ortaya koymaktadır (Basle, vd.,  2006). 

OmpF porini de Genel Bakteriyel Porin (GBP) ailesinin bir üyesidir. OmpF, 

peptidoglikan tabakasıyla sıkı bağlantı içerisindedir (Lambert, 1988) ve 600 kilo 
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daltonun altındaki şekerler, iyonlar ve amino asitler gibi çözünen maddelerin dış 

membrandan  geçişini sağlar (Cowan, vd., 1992). OmpF'nin, iç zar boyunca taşınması 

Sec sistemine bağımlıdır (Baars, vd., 2006). OmpF porinide trimerik bir porin 

yapısındadır (Cowan, vd., 1992). 

OmpG, spesifik olmayan bir dış zar kanalı olarak işlev görür. Klasik dış zar 

porinlerinden (OmpF ve OmpC) daha geniş bir kanal üretir ve monosakkaritlerin 

taşınmasında görevlidir. Ek olarak, OmpG disakkarit (sükroz) ve trisakkaridlerin 

(rafinoz) difüzyonunu kolaylaştırarak dış zar boyunca geçişini sağlar (Fajardo, vd., 

1998).  OmpG bir monomerik porindir (Conlan, vd., 2000 , Behlau, vd., 2001 , Conlan 

ve Bayley, 2003 , Yıldız, vd., 2006; Subbara ve Van, 2006 ). OmpG, kısa periplazmik 

dönüşlere sahip ve yedi tane hücre dışı ilmeği olan, 14-iplikçikli  β-varil porindir. İki 

farklı kristal biçimindeki yapıları nedeniyle, OmpG kanalının pH bağımlı olarak rol 

oynayabileceği gösterilmiştir (Yıldız, vd., 2006). 

OmpT, spesifik olan bir dış membran proteazdır ve bakterinin karşılaştığı 

yabancı peptid maddelerini yok etmede görevlidir. Hücresel lokalizasyon çalışmaları, 

OmpT'nin hücresel kutuplarda lokalize olduğunu göstermiştir (Lai,  vd., 2004). 

OmpT'nin, iç zar boyunca taşınması için Sec-translokaza hedeflemesi SecB'ye bağlıdır 

(Baars, vd., 2006). Monomer bir porin olan OmpT’nin (Vandeputte-Rutten, vd., 2001), 

denatüre edici koşullar altında etkin olduğu bilinmektedir (White, vd., 1995). Yabancı 

peptidlerin hidrolizinden sorumlu olup (Stumpe, vd., 1998), idrar yolu 

enfeksiyonlarında bir virülans belirleyicisidir (Kanamaru, vd., 2003). 

LamB, Şeker Porin (SP) ailesinin bir üyesidir. E. coli’de LamB porininin 

ortasındaki kanal maltoz ve maltodekstrinin dış zar boyunca difüzyonunu kolaylaştırır 

(Wang, vd., 1997). LamB aslen bakteriyofaj lambda için bir reseptör olarak 

keşfedilmiştir (Randall-Hazelbauer ve Schwartz, 1973). LamB porini, dış membranda 

trimer yapıda  bulunmaktadır (Arora, vd., 2000). 

Son olarak PhoE porini de, Genel Bakteriyel Porin (GBP) ailesinin bir üyesi 

olarak bilinmektedir. Bu proteinler, Gram negatif bakterilerin, mitokondriyanın ve 

plastidlerin dış membranlarında bulunur. Fosfat sınırlaması ile indüklenen PhoE, fosfat 

ve fosfor içeren bileşiklerin dış zardan verimli bir şekilde difüzyonunu 

kolaylaştırmaktadır (Korteland, vd., 1982). PhoE porinleri fosfat moleküllerini geçirdiği 

için spesifik kanal olarak kabul edilirler. PhoE kanalları özellikle negatif yüklü 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11009596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11009596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11114248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12899633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12899633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16797588
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9683502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14634457
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2857177/#A000414C1
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moleküllerin geçişi ile de ilişkilidir (Koebnik, vd., 2000). PhoE'nin gözenek girişinin 

yakınında pozitif yüklü amino asitlerin bulunması nedeniyle küçük anyonların bu 

porinden geçmesini sağlamaktadır (Benz, vd., 1984; Phoenix, 1996). Dış membranda  

PhoE porini trimer yapıda  olduğu tespit edilmiştir (Arora, vd., 2000). 

Molekül ağırlıkları bakımından karşılaştırılacak olunursa OmpA 37.2 kDa, 

OmpC 40.3 kDa, OmpF porin proteini 39.3 kDa, OmpG 34.9 kDa moleküler ağırlığa 

sahiptir. OmpT yaklaşık 35,5 kDa, LamB 49.9 kDa ve PhoE 38.9 kDa molekül 

ağırlığına sahiptir (Profiling of Escherichia coli Chromosome database). 

 
Şekil 2.3. Gram-negatif bakterilerin yapısal olarak karakterize edilmiş dış zar 

proteinlerinin biyolojik fonksiyonları (Beveridge ve Graham, 1991). 

2.3.1 Porin proteinlerinin anatomik yapısı 

Porin proteinlerinin orta kısmında bulunan deliklerin anatomik yapıları 

birbirinden farklılık göstermektedir. Porinler konformasyonel yapıları ve fizikokimyasal 

özelliklerine göre ya trimerik ya da monomerik organizasyona sahiptirler. Ortalarında 

tek kanal bulunan porinlere P. aeruginosa’nın protein P porini, 3 ayrı kanal bulunanlara 

ise OmpC, LamB ve PhoE porinleri örnek olarak verilebilir. Bazı porinlerde ise kanal 

dış yüzeyde 3 ayrı delikten orijin aldıktan sonra ortaya yakın bir noktada birleşir ve tek 

bir kanal olarak periplazmik boşluğa açılır, bu tip porinlere örnek olarak E. coli’de 

bulunan OmpF porini verilebilir (Koebnik, vd., 2000). OmpF porinin üç boyutlu yapısı 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6325185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8988389
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2857177/#A000414C1
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her bir monomeri 16 anti-paralel β zincirinden oluşan üçlü bir yapı olarak belirlenmiştir 

(Cowan, vd., 1992). 3 monomer ünitesi yüzeyde bulunan halkaların yakın ilişkileri ile 

birleşerek trimer yapıyı oluşturmaktadır. Yalnızca yüksek sıcaklıkta, SDS gibi 

deterjanların bulunduğu ortamlarda çözülebilen bu yapı, dış membran içine yerleşmiş 

yoğun bir molekül organizasyonu gerçekleştirir (Achouak, vd., 2001). 

 

Şekil 2.4. Üç farklı porin proteini yapılarının şematik üç boyutlu gösterimleri  (Engel, 

vd., 1985). 

Dış membranda bulunan porin proteinleri çok sayıda β-levha yapıları içerir 

(Koebnik, vd., 2000). Porinler pseudosiklik β fıçı yapısı ortaya koyan antiparalel β 

ipliklerden oluşur (Cowan, vd., 1992; Schirmer, 1998). Spesifik porinler 18, spesifik 

olmayan porinler ise 16 iplikli β levhaya sahiptir (Koebnik, vd., 2000). Yapılan 

çalışmalar sonucunda porin proteinleri dahil dış membranda bulunan proteinlerin 

tamamının β plakalı tabakalı protein yapısına, sitoplazmik membranda bulunan 

proteinlerin ise α heliks protein yapısına sahip olduğu ifade edilmiştir (Koebnik, vd., 

2000). Bu farklılığın dış membran proteinlerinin sentezinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir (Bernstein,  2000).  

E. coli' de iyi incelenmiş dört porin arasından OmpF, OmpC ve PhoE’nin ortak 

kökenli olduğunu düşündüren nükleotid ve amino asit dizilerinde çarpıcı benzerlikler 

görülürken, LamB de daha az benzer olmakla birlikte çeşitli bölgelerde lokal homoloji 

tespit edilmiştir (Nikaido ve Wu, 1984). LamB, diğer üç porinle hemen hemen aynı 

fiziksel özelliklere sahiptir, ancak işlevsel olarak farklıdır (Nikaido ve Vaara, 1985). 
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2.4 Porinleri Etkileyen Çevresel Faktörler  

2.4.1 Porin proteinlerinin pH stresindeki fonksiyonu  

Bakterilerin sıklıkla maruz kaldığı çevresel streslerden birisi pH’dır ve etkileri 

karmaşıktır (Russell ve Diez, 1998; Foster, 2000; Slonczewski, 2000). Asidik ve bazik 

pH’ın E. coli' nin gen ekspresyonu üzerinde birçok etkiye sahip olduğu bilinmektedir 

(Olson, 1993; Slonczewski  ve Foster, 1996; Foster, 2000). Ayrıca, E. coli por çapını 

düzenleyerek farklı pH' daki değişikliklere cevap vermektedir (Todt, vd., 1992; Pratt, 

vd., 1996).  E. coli' nin pH değişimine cevabında, dış membran (DM) proteinlerinin 

rolleride tanımlanmıştır. 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 regülasyonunda kritik rol oynamaktadır. OmpC, LamB, FadL, 

OmpX, OmpW, OmpF’nin TolC’den bağımsız bir yolla işlediği bulunmuştur, Tsx’ in 

ise TolC ile aynı yolu asit ve bazik koşullarda paylaştığı bildirilmiştir (Wu, vd., 2009). 

Heyde ve Portalier (1987) ompF, ompC ve lamB porin genlerinin nötral ve asidik pH ile 

düzenlendiğini bildirmişlerdir. Asidik pH’da E. coli’nin OmpF, LamB porininin ve 30 

kDa’luk proteinlerinin sentezinde azalma, OmpC sentezinde ise artış olduğu 

gözlenmiştir. Çalışmalarında ompF ve ompC genlerinin sentezi üzerine hem 

transkripsiyonel hem de posttranskripsiyonel düzeyde pH’ya bağlı olarak regülatör 

etkinin EnvZ bağımlı olduğunu ortaya koymuşlar, bunun yanında ompF sentezi için 

ayrıca bir düzenlemenin de varlığını vurgulamışlardır. Heyde, vd., (1998) çalışmalarını 

zamanla geliştirmiş ve farklı porinlerin (OmpF, OmpC, PhoE) işlevini farklı pH 

değerlerinde analiz etmiş ve porinlerin gözenek çapı ile pH arasında doğrudan bir ilişki 

olduğunu gözlemlemiştir. Heyde, vd., (2000) E. coli’de pH 6.0’da OmpC, pH 7.8’de ise 

OmpF’nin daha fazla sentezlendiğini bildirmiştir bu poinlere ek olarak OmpG’nin de 

pH ile ilişkili bir porin olduğu bildirilmiştir, bu porinin  kanalları nötr pH'ta açık ve 

asidik pH altında ise kapalı olduğu tespit edilmiştir (Yıldız, vd., 2006).  E. coli farklı pH 

değerlerinde porin ekspresyonunda da farklı konformasyonel değişikliklere giderek, 

farklı şekillerde cevap vermektedir. Asidik ve alkali ortamlarda hücreler normal 

büyüme değerine göre daha yavaş büyüme gösterirler (Sakuma, vd., 1998). OmpF ve 

OmpC'nin pH’ya bağımlı değişimi iyi bilinmektedir (Pratt, vd., 1996; Heyde, vd., 2000; 

Sato, vd., 2000). OmpC ve OmpF’nin osmolarite ve pH’daki değişimi koordineli olarak 

gerçekleşmektedir (Pratt, vd., 1996; Sato, vd., 2000; Heyde, vd., 2000; Chagneau, vd., 
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2001). Asidik pH'ta büyümede, OmpC’nin ekspresyonunda artış ve OmpF’nin 

ekspresyonunda azalma görülmektedir (Heyde ve Portalier, 1987; Thomas ve Booth, 

1992). Bu düzenleme OmpR / EnvZ iki bileşenli sistem aracılığıyla gerçekleştirilir 

(Heyde ve Portalier, 1987; Thomas ve Booth, 1992; Sato, vd., 2000).  

OmpF ve OmpC'nin ekspresyonu, alkali pH'ta envZ'ye ihtiyaç duyar, ancak her 

iki protein de envZ mutantında asidik pH'ta eksprese edilmektedir, bu da porin 

ekspresyonunun düşük pH'ta ozmolarite ile farklı bir şekilde düzenlendiğini 

göstermektedir (Sato, vd., 2000). Başka bir çalışmada ise, asidik pH'ın ve ortamda safra 

tuzları gibi kimyasalların varlığının OmpC'nin ekspresyonunu indüklediğini göstermiştir 

(Begic ve Worobec, 2006). lamB porin geninin nötral ve asidik pH ile düzenlendiği de 

bilinmektedir (Heyde ve Portalier, 1987). Asidik pH’da indüklenemeyen OmpA’nın 

bazik pH’da indüklendiği, OmpX’ in  pH 7’ye göre asidik ya da bazik pH’da 

indüklendiği bildirilmiştir (Lauren, vd., 2002). 

Darcan, (2009) yapmış olduğu çalışmada, üç pH’da da (5.5, 7.1, 8.3) OmpC 

porin protein sentezinde artışın olduğunu, OmpF’de ise sentezin azaldığını tespit 

etmiştir. Dolayısı ile dış membran porin proteinlerinin sentezindeki bu değişim hem 

asidik hemde alkalin stres altında büyüme için gereklidir. Sonuç olarak osmotik strese 

bağlı olarak EnvZ-OmpR iki bileşikli fosforlama sistemi tarafından kontrol edilen 2 

porinin pH bağımlı olarak da düzenlendiği görülmüştür (Saito ve Kobayashi, 2003). 

Ayrıca Darcan, (2005) çalışmasında OmpC’nin asidik pH’daki ifadesinde RpoS, H-NS, 

Acp’ın bir rolünün olmadığını tespit etmiştir. 

Glukozlu LB’de, EnvZ'nin yokluğu, pH 7.8' de ompF ekspresyonunda  azalmaya 

yol açmıştır. ompF ekspresyonu pH 6'da pH 7.8' den daha yüksek olmuştur. Bu sonuçlar 

doğrultusunda EnvZ'nin yokluğunda, ompF ekspresyonunun pH ve karbon kaynağı 

tarafından etkilendiğini göstermektedir. ompC’de ise daha düşük bir seviyede ifade 

edilmiştir. Bunun sonucunda, EnvZ'nin yokluğunda, ompC ekspresyonunun hem pH 

hem de karbon kaynağı tarafından etkilendiğini göstermektedir (Martıne, vd., 2000). 

Thomas ve Booth, (1992) yaptıkları çalışmada, ortama glikoz ilavesinde OmpF’nin 

ekspresyonunun pH 6.0 değerinde inhibe edildiğini bildirmişlerdir. Sato, vd., (2000) 

yaptıkları çalışmada glukozlu ortamda pH 5.5 değerinde büyüyen hücrelerde OmpF’nin 

eksprese edildiğini tespit etmiştir. Daha önceki çalışmalarda kompleks ortamlarda 

üreyen hücrelerde pH bağımlı porin düzenlenmesi ortaya konmuştur (Heyde ve 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stancik%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12107143
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Portalier, 1987; Heyde, vd., 1988). Thomas ve Booth, (1992) sadece glukoz karbon 

kaynağı olarak kullanıldığı zamanda porin genlerinde pH bağımlı bir düzenlemenin 

olduğunu ifade etmişlerdir.  

2.4.2 Porin proteinlerinin metal stresindeki fonksiyonu  

Bakır (Cu
+2

), demir (Fe
+2

) ve çinko (Zn
+2

) gibi bir çok ağır metal, bakteri 

büyümesi için eser miktarlarda da olsa gereklidir, ancak alımı fazla miktarda 

gerçekleştiğinde toksik etki yaratmaktadır. Ağır metaller serbest tiyol gruplarına 

bağlanarak, bakterilerin protein yapısını bozarak etki etmektedir (Connell ve Miller, 

1984; George, 1991). Bakterilerin ağır metal stresi ile başa çıkmaya yönelik çeşitli 

mekanizmaları vardır (Outten, vd., 2000; Roane ve Pepper, 2000; Von, vd., 2002). Bu 

mekanizmalara örnek, biyofilm oluşumu ve dışa atım pompasıdır. Bakteriyel dirençte 

bu sistemler anahtar rol oynamaktadırlar. Dışa atım pompası, metalleri sitoplazmadan  

ve iç membrandan geçişini sağlayarak periplazmik boşluğa nakil etmeyi sağlamaktadır 

(Nies,  2003; Rensing ve  Grass, 2003).   

Escherichia coli, değişen çevre koşulları altında bakır kullanımını sağlamak ve 

bakır toksisitesinden korunmak için çoklu koruyucu sisteme sahiptir. Dış membran 

boyunca metallerin taşınımı demir-siderefor kompleksleri ya da porin proteinlerinden 

kolaylaştırılmış difüzyonla olabileceği düşünülmektedir (Stenberg, vd., 2005). Gram 

negatif bakterilerde OmpF ve OmpC porinleri periplazmaya metal katyonların 

taşınmasından sorumlu olabilmektedir. Yapılan bir çalışmada E. coli ompC mutant 

suşunda bakıra karşı duyarlılığın arttığı belirlenmiştir (Egler, vd., 2005). Bununla 

birlikte, E. coli'nin ompF ve ompC eksik mutantları, bakır ve gümüş direncinde hemen 

hemen aynı etkiyi göstermektedir (Li, vd., 1997). Bu porinlerin eksikliğin, dış zarın 

geçirgenliğini azaltmanın yanı sıra, hücrelerin bakır veya gümüş alımında akış 

pompasının miktarını arttırmasına neden olur (Outten, vd., 2001). 

Bir kofaktör olarak hizmet eden çinko (Zn), çeşitli fizyolojik süreçlerde önemli 

rol oynayan mikro bir besindir (Failla,1977; Beyersmann ve Schmidt, 1999; 

Hartwig,vd., 1999). Zn ve diğer geçiş metali iyonları, canlı hücreler için kimyasal bilgi 

sunar (Vallee ve Auld, 1990). Aşırı Zn (II), varlığı toksisite gösterir ve biyolojik 

sistemlerin güçlü bir bozucusu olarak hareket edebilir. Prokaryotik organizmalar, 

ökaryotlarda bulunan bir çok hücreden yoksun olduklarından, mikroorganizmaları 

Zn
+2

’dan koruyan başlıca mekanizmalar bulunmaktadır. Bu mekanizmalar Zn metalini 
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içe alımı, metal iyonu emilimini ve sitoplazmik zar boyunca Zn taşınmasıdır (Rosen, 

1999). E. coli’de çinko transportunda görevli en az 4 çinko transport pompası 

bulunmaktadır. Bunlardan 2 tanesi ZnuABC ve zupT diğer ikisi ise ZntA ve ZitB’dir.  

Çinko varlığında, bu çinko transport sistemlerinin porin protein seviyelerinin 

düzenlenmesinde rol aldığı düşünülmektedir (Hausinger ve Zamble, 2007). Yüksek 

Zn
+2

 konsantrasyonlarına Escherichia coli’de direnç gösterdiği bildirilmiştir (Robinson, 

vd.,  1998). Kadmiyum klorid etkisine maruz kalmış E. coli’de OmpF sentez düzeyinde 

bir azalma olduğu  yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Faber, vd., 1993). Başka bir 

çalışmada kadmiyum metali varlığında ompA ve ompC  mutantlarının duyarlılık 

kazandığı bildirilmiştir  (Darcan, vd., 2016 (sözlü görüşme)). 

2.4.3 Porin proteinlerinin diğer çevresel şartlardaki fonksiyonları  

Yetersiz besin alımı ve sınırlaması bakterilerde büyüme oranının azalmasına 

neden olmaktadır. Bu olay, porinlerde  fizyolojik ve biyokimyasal düzenlemeleri içeren 

geniş bir adaptasyon sağlayan stres şartlarından birisidir. Besin yetersizliğinde ki bu 

düzenlemelerin sonucunda oluşan porin sentezinin değişmesinin bakterilerin yaşamı 

için önemli bir rol oynadığı tespit edilmiştir (Özkanca, 1993; Liu ve Ferenci, 1998). 

Açlık stresinde porinlerin düzenlenme mekanizmaları ile ilgili çalışmalar olmasına 

rağmen mekanizma henüz tam olarak çözülememiştir (Orruno, vd., 2017). E. coli’de 

glukoz alımının sınırlanmasında OmpF’nin daha fazla sentezlendiği, azot 

sınırlanmasında ise OmpC’nin daha fazla sentezlendiği gösterilmiştir. Yapılan 

çalışmalarda, açlık stresi altında porin sentezinin OmpR’ye bağımlı olduğu ifade 

edilmiştir (Liu ve Ferenci, 2001). Porin proteinlerinin madde transferindeki rolleri 

incelendiğinde, açlık koşulları altında oluşan streste bakterilerin besin maddelerinin 

alımını arttırmak için membran permeabilitesini porinler ile değiştirdiği ifade edilmiştir 

(Ferenci, 1999). Özkanca’nın (1993, 2002) yaptığı çalışmalarda da açlık stresinde porin 

sentezinin düzenlendiği ortaya konulmuştur. Göl suyunda yapılan çalışmalarda E. 

coli’nin 25 °C ve 37 °C’de 38 gün açlık stresine maruz bırakılmasıyla OmpF porin 

protein sentez düzeyinin artış gösterdiği bildirilmiştir. OmpC sentez düzeyinde ise fazla 

bir değişiklik olmadığı OmpA’nın miktarında azalma olduğu belirlenmiştir (Özkanca ve 

Flint, 2002). E. coli’de OmpF ve LamB gibi porinler şeker alımı için önemlidir.  10
-6 

ve 
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10
-7 

M glukoz konsantrasyonlarında yaklaşık 20 katlık bir artış gösterdiği belirtilmiştir 

(Liu ve Ferenci, 1998).  

Yapay deniz suyu ile yapılan çalışmalarda, dezenfektan özellikli formaldehit ve 

sodyum dodesil sülfat (SDS) gibi kimyasalların E. coli ve Salmonella typhimurium’un 

OmpC ve OmpF porin proteinlerinin sentez düzeyini azalttığı tespit edilmiştir  (Darcan, 

vd., 2001; Darcan ve Yılmaz, 2018). Yine bir başka çalışmada göl suyu içerisinde SDS 

gibi deterjan özellikli kimyasallara maruz kalmış E. coli’de OmpC ve OmpF porin 

proteinlerinin yok olma derecesinde azaldığı bulunmuştur (Özkanca, 1993). Darcan ve 

Yılmaz, (2018) çalışmalarında çamaşır suyu ve klor ilavesinde de OmpF sentezinin 

SDS’den daha az azaldığını ve H2O2 ilave edildiği zaman ise değişmediğini 

bildirmişlerdir. OmpC sentezinde ise klor, formaldehit gibi kimyasalların yanında H2O2 

ilave edildiği zaman da %50 oranında azaldığı bildirilmiş ve çamaşır suyunda OmpC 

sentezinde yaklaşık 2 kat ve SDS ilavesinde ise 1.5 katlık bir artış olduğunu tespit 

etmişlerdir. E. coli ompA mutantı (delesyon) ile yapılan çalışmada, SDS, kolin, asidik 

ortam ve yüksek ozmolarite de bu suşun duyarlılık gösterdiği bildirilmiştir. Bu porinin 

mutant hale getirilmesi ile E. coli’nin  çevresel streslere karşı  direnci azalmıştır  (Wang, 

2002). Fakat E. coli’nin büyüme ortamına salisilat veya etanol katıldığında OmpF 

sentezi arttığına dair çalışmalarda bulunmaktadır  (Andersen, vd., 1989; Rosner, vd., 

1991).   

Porin proteinlerinin sentez düzeylerinin büyüme sıcaklığına bağlı olarakta 

değiştiği bilinmektedir (Lugtenberg, vd., 1975; Özkanca, 1993). Özkanca (1993) yaptığı 

bir çalışmada OmpF sentezinin 37 °C’de düşük sıcaklıklara göre daha fazla azaldığı, 

OmpC sentezinin ise 5 ve 15 °C’de daha fazla azalma gösterdiğini bulmuştur. Başka bir 

çalışma, OmpC'nin 37 ° C'de hayvan bağırsağında yüksek ozmolarite koşulları altında 

eksprese edildiğini göstermiştir (Pratt, vd., 1996). 

EnvZ / OmpR sistemi ozmolarite değişikliklerine verilen yanıtın bir parçası 

olarak keşfedilmiştir. Bu değişiklikler, sensör kinaz EnvZ tarafından saptanır ve 

korunmuş bir His 'de oto-fosforilasyona yol açar (Forst, vd., 1989; Kato  vd., 1989). 

Ortaya çıkan OmpR-P, dış zar porinleri OmpF ve OmpC'nin karşılıklı sentezini modüle 

eder (Hall  ve Silhavy, 1981; Aiba  ve Mizuno, 1990). Ortam osmolaritesi arttığı zaman 

E. coli’nin OmpC sentezi artarken, OmpF sentezi azalmaktadır. OmpC’deki artışın 
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nedeni olarak, OmpF’ye göre daha küçük çaplı olması nedeniyle hücrenin daha az su 

kaybetmesini sağladığı düşünülmektedir (Sleator ve Hill, 2001). 

Matsubara, vd., (2000) E. coli’nin porinlerinin sentez düzeyinin oksjen miktarı 

ile de kontrol edildiğini göstermişlerdir. Yazarlar çalışmalarında E. coli hücrelerini  

OmpC ve OmpF porinlerinin aerobik koşullar altında sentezinin azaldığını 

bildirmişlerdir. Anaerobik büyüme koşulları altında, ortamın ozmolaritesine 

bakılmaksızın ΔenvZ hücrelerinde önemli sayıda OmpC miktarı tespit edilmiştir.  

OmpF, OmpC ve PhoE porin proteinleri, birçok farklı antibiyotiğin hücre içi 

girişinde ana kapı olarak görev yapmaktadır (Nikaido, 2003; Pages, vd., 2008; Delcour, 

2009). OmpF' nin kaybının E. coli’de b-laktam antibiyotiklerine (Martinez-Martinez, 

vd., 2000) ve fluorokinolonlara karşı direnç mekanizması geliştirdiği bildirilmiştir 

(Tavio, vd., 1999). Başka bir çalışmada ise; OmpF'nin, β-laktam antibiyotikler için ana 

yol olduğu bulunmuştur (Nikaido, 1989). 

Proteomik çalışmalar, OmpC'nin E. coli'de tetrasiklin direnci için önemli bir dış 

zar proteini olduğunu göstermektedir (Zhang, vd., 2008). Başka bir çalışmada ise yine 

ompB'de (dış zar porin proteinleri ompF ve ompC'yi kodlayan genlerin bir 

düzenleyicisi) ve ompF’de ki mutasyonların E. coli' nin β-laktam antibiyotiğine 

direncinin arttırdığını göstermektedir (Jaffe, vd., 1982). ompF mutant E. coli’nin 

kloramfenikol ve tetrasikline daha dirençli olduğu da gösterilmiştir (Pugsley ve 

Schnaitman, 1978). E. coli biyofilminde ompR ve ompX genleri daha fazla eksprese 

edilmektedir. Dış zar proteini OmpX genellikle bakteriyel adezyonda yer alırken, aşırı 

ekspresyonunun aynı zaman da beta-laktamlara karşı direnç gelişiminde rol oynadığı 

tespit edilmiştir (Stoorvogel, vd., 1987). Öte yandan OmpR, OmpC ve OmpF'nin 

ifadesini kontrol eden iki bileşenli düzenleyici sistemin bir parçasıdır.  Böylece, ompR 

ve ompX'in indüklenmesin, ompF ve ompC ekspresyonunun daha az olabileceği 

düşünülmektedir (Yuan, vd., 2011). OmpC ve OmpF'ye ek olarak, diğer iki önemli 

porin proteini, LamB ve FadL de daha az eksprese edilmektedir. lamB geni, lambda faj 

reseptörü olan dış zar proteini LamB'yi kodlamaktadır. Farklı antibiyotiklere dirençli 

birçok E. coli suşunda, LamB' nin daha az eksprese edildiği bildirilmiştir (Xu, vd., 

2006; Li vd., 2007; Lin, vd., 2010). Klebsiella pneumoniae'da da LamB' nin 

antimikrobiyallerin penetrasyonuna katkıda bulunduğu bulunmuştur ve eksikliği 

karbapenem direncine yol açmıştır (Garcia-Sureda, vd., 2011). Bu veriler birlikte 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18620846
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incelendiğinde, LamB'nin antibiyotiklerin alımı için bir porin olarak hizmet ettiği ileri 

sürülmektedir (Lin, vd., 2014). fadL geni ise, uzun zincirli yağ asitlerinin alınması için 

gerekli bir porin proteinini kodlar. Bu porinlerin ilaç alımına katılımı için doğrudan bir 

kanıt olmamasına rağmen, streptomisin, nalidiksik asit, klorotetrasiklin, kloramfenikol 

ve kanamisine dirençli E. coli hücrelerinde ekspresyonunun az olduğu bildirilmiştir (Li, 

vd., 2007; Lin, vd., 2008, 2010; Zhang, vd., 2015). Nalidiksik asit (NA) direncinde E. 

coli dış membran proteinlerinin rolünü karakterize etmek için proteomik metodlar 

kullanılarak elde edilen sonuçlara göre; TolC, OmpT, OmpC ve OmpW’nin daha fazla 

eksprese edildiği ve FadL’ nin ise daha az eksprese edildiği bulunmuştur. TolC ve 

OmpC'nin, NA direncinin kontrolünde, tanımlanan diğer dış membran proteinlerine 

göre daha önemli rol oynayabileceği yine aynı çalışmada vurgulanmıştır (Xiang, vd., 

2008). 

2.5 Biyofilm 

Mikroorganizmalar, doğal ortamlarında pH, osmolarite, sıcaklık, açlık gibi 

yaşamlarını etkileyen veya sınırlandıran bir çok stres faktörüne maruz kalmaktadırlar 

(Grant ve Long, 1981). Bu zor şartlar altında hayatta kalabilmek için çeşitli yaşam 

stratejileri geliştirmektedirler. Bu stratejilerden birkaçı endospor, dormansi, kist 

oluşumudur. Biyofilm tabakasıda, bu stres koşullarında bakterilerin geliştirdiği bir 

korunma mekanizmasıdır (Poulsen, 1999 ; Nadell, vd., 2008; Singer, vd., 2010). 

Biyofilm, mikroorganizmaların sabit bir yüzeye (haraketsiz) tutunarak, 

yapışması ve orada kendi ürettikleri polimerik yapıda jelsi bir tabaka içine gömülerek 

topluluk oluşturması olarak tanımlanabilir (Sutherland, 2001 ; Starkey, vd., 2004;  

Leone, vd., 2006). Bir başka tanımlamaya göre ise, bakterilerin birbirine ya da nemli bir 

yüzeye yapışık organik bir polimer matriks içine gömülmesi olarak tanımlanmaktadır 

(Poulsen, 1999). Bu jelsi tabaka, bakteri hücreleri tarafından stres, açlık ve üreme 

amaçlı üretilmektedir. Terminolojide “hücre dışı polimerik yapı” ya da “ekzopolisakarit 

(EPS)” adı verilen, polisakkarit bazlı bir ağ yapısıdır (Fujishige, vd., 2006).   

Biyofilm tabakası in vivo olarak canlı hücrelerde veya in vitro olarak cansız 

yüzeylerde meydana gelebilmektedir. Bu oluşan mikrobiyel biyofilmler aletlerin 

üzerinde oluşturdukları hasarlar, ürün kontaminasyonları, enerji kayıpları ve neden 

oldukları enfeksiyon hastalıkları ile hastanelerde çok fazla kayıpların oluşmasına neden 

olmaktadır (Fujishige, vd., 2006). Dolayısıyla oluşan enfeksiyon hastalıkları ile 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R189
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biyofilm oluşturan mikroorganizmalar arasında da kuvvetli bir bağlantı bulunmaktadır. 

Çünkü bu mikroorganizmalar kalp iç zarı iltihabı, periodontit, implant ve platin 

üzerinde biyofilm oluşturmasıyla da tehtit oluşturmaktadır (Donlan ve Costerton, 2002). 

Bugüne kadar yoğun bir şekilde araştırılan biyofilm tabakası sadece sağlık sektörü için 

sorun olmamaktadır. Aynı zamanda endüstriyel ve evsel su sistemlerinde, su ileten 

borularda, su arıtma sistemlerinde, süt işleme ve dağıtım tesislerinde istenmeyen tortu 

ve tabakalaşmalara neden olarak  önemli derecede ekonomik kayıplara yol açtığı 

bilinmektedir (Hallam, vd., 2001; Hall-Stoodley, vd., 2004). Oluşan istenmeyen tortu 

süt, su ve diğer gıda sanayilerinde, ısının yüzeyden geçişini geciktirmesi veya 

engellemesi, yüzeyde oluşarak sıvının sürtünme direncinin artması ve yüzeydeki 

kimyasal sürtünme oranının artması gibi ciddi sorunlar yaratmaktadır (Kumar ve 

Anand, 1998). Ayrıca boru hatlarında oluşan biyofilm ürüne tutunarak ürünü kontamine 

edebilmektedir (Poulsen, 1999) ve oluşan bakteriyel biyofilm içindeki asit oluşumu 

nedeniyle borular korozyona uğrayabilmektedir (Jayaraman, vd., 1997). 

Biyofilm tabakası gelişmiş canlılar için her ne kadar olumsuzluklar ve sağlık 

problemleri yaratsa da bakterileri nem kaybı, ısı ve pH değişiklikleri gibi çevresel 

faktörlerin değişimlerinden ve ultraviyole (UV) ışığa maruz kalmanın doğuracağı 

zararlardan, mutasyon ve ölümlerden korumaktadır (Hall-Stoodley, vd., 2004). 

Besinlerin belirli bir süre depolanmasının ve atıkların uzaklaştırılmasının 

kolaylaştırılması da bakteriler için biyofilm oluşumunun getirdiği diğer bir avantajdır. 

Başka bir avantajı ise bakterilerin kümeler halinde ve ekzopolisakkarit (EPS) matriks 

içerisinde bulunmaları sonucu fagosite edilmeleri güçleşerek de hümoral immün sistem 

bileşenlerinin, antibiyotik gibi ilaçların bakterilere ulaşmaları engellenmiş olmaktadır 

(Hall-Stoodley, vd., 2004; Çiftçi, 2005). 

Biyofilm yapısının oluşumu, bakterilerin sabit ve akışkan yüzeylere bağlanma 

düzeyi, ortamın pH’sı ve sıcaklığı, bakteri türü, bakteri hücre duvarının yapısı (Gram 

pozitif ya da Gram negatif oluşu), bakteri sayısı, bağlandığı yüzeyin özellikleri, hücre 

hareketliliği, ortamdaki besin maddeleri içeriği ve miktarı, iyon konsantrasyonu gibi 

birçok faktör ile değişebilmektedir (Arnold ve Silvers, 2000; Lindsay ve Von Holy, 

2006 ).  
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2.6 Biyofilmin Yapısı 

Biyofilm kütlesinin yaklaşık %97’lik kısmını su oluşturmaktadır. Matriks 

içindeki diğer bileşenler ise; %1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diğer 

proteinler, %1-2 nükleik asit, lipit, fosfolipitlerdir (Ghannoum ve O'Toole, 2001; 

Flemming ve Wingender, 2010). Yani % 3’lük kısmını suda çözünebilen jel yapıdaki 

selüloz, fimbriya, pili flagella ve amiloidler oluşmaktadır (Flemming, 2016). Ancak bu 

verilen  oranlar mevcut organizmaların türüne, morfolojik özelliklerine, gelişme 

ortamının doğasına, içinde bulunduğu akışkanın tipine, genel özelliklere göre 

değişebilmektedir (Allison, 2003; Patel, 2005). 

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan oluşan ekstraselüler matriks biyofilm 

hücrelerinin tutunmasını sağlamaktadır. Sabit yüzeye sıkıca tutunan bakteriler burada 

çoğalarak önce mikrokolonileri, mikrokolonilerde büyüyerek kolonileri ve koloniler 

genişleyerek biyofilm tabakasını oluşturur. EPS üretimi ve miktarı, 

mikroorganizmaların yüzeye dönüşümsüz olarak tutunması için gereklidir ve bu 

biyofilm oluşumunun bir göstergesidir (Flemming ve Wingender, 2010). Gelişmiş bir 

biyofilmin kütlesinin %75–90’ını ise EPS oluşturmaktadır (Padera, 2006). EPS, mukus, 

jel ya da viskoelastik davranış sergileyebilmektedir. Böylece oluşan  biyofilmin yapısı 

protein, Ca
+2

 iyonları ve polisakkaritler ile daha da sağlamlaşmaktadır (Hussain, vd., 

1993).  Bununla birlikte, hidrolaz, liyaz, glikozidaz, esteraz ve diğer enzimler 

biyofilmin bileşimine ve fiziksel özelliklerine etki edebilmektedir. Biyofilm yapısındaki 

bu enzimlerin bir çoğu düşük molekül ağırlıklı parçalanma ürünlerinin oluşumuna 

neden olmakta, bunlar da biyofilm içinde tutunan bakterilerin metabolizmasında karbon 

ve enerji kaynağı olarak kullanılabilmektedir (Allison, 2003). 

Biyofilmin yapısı, saf kültürler için türe odaklı, çoklu kültürler için substrata 

özgü olduğu çalışmalarla gösterilmiştir (Poulsen, 1999). Heterojenik biyofilm yapısı 

genellikle düzensizdir. Biyofilmin yapısı, etrafındaki akış hızı ve oranı, farklı türlerin 

sayısı ve türüne bağlı olarak değişmektedir. Biyofilmin kalınlığı durgun ve çalkantılı 

akış durumları arasında maksimum seviyededir. Biyofilm kalınlığı ve oluşumu, durgun 

alandaki kalınlık substrata, çalkantılı akışta ise akış hızının aşındırmasına bağlı olarak 

değişmektedir (Poulsen, 1999). Biyofilm yapısında oluşan su kanalları mikrokolonilerin 

hem altında hem de arasında bulunmakla birlikte besinlerin mikrorganizmalara ve 

biyofilm tabanına taşınması için kullanılır. Hücresel atıklar ise biyofilmin yüzeyindeki 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R69
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kanallarla sağlanmaktadır. Taşıma işlemi, su yardımıyla ya da pasif difüzyonla 

kolaylaştırılarak yapılmaktadır. Su kanallarının kolaylaştırılmış difüzyon ile biyofilm 

içerisine molekül taşınmasına yardımcı olduğu gibi, içteki alanlara oksijen taşıdığı da 

gösterilmiştir (Costerton, vd., 1995). Bakteriyel tutunmada, proteinler gibi organik mo-

leküllerin yüzeye tutunmasının biyofilmde önemli bir rolü vardır. Yüzey proteinleri, 

biyofilm matriksi içinde düzenli bir şekilde oluşur (Lasa ve Penadés, 2006). Bu 

proteinlerin bazıları, EPS varlığında biyofilm oluşumunu teşvik edebilmektedir.  

Biyofilm oluşumunda, Biyofilm İlişkili Protein (BAP-Biofilm Associated Protein), 

organizmanın yüzeye kolonize olması ve burada sürekli kalmasının sağlanması 

açısından  önemlidir (Tormo, vd., 2005).  

2.7 EPS’nin Genel Özellikleri  

 Ekzopolisakkarit (EPS)’ler mikroorganizmalar tarafından üretilen ve hücre 

dışına sentezlenen polisakkaritlerdir. EPS’ler, D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz veya 

nadir olarak N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve glukoronik asit içeren 

birimlerin tekrarlanması sonucu açığa çıkan yapılardan oluşmaktadır (Duboc ve Mollet, 

2001). Ayrıca hücre duvarına bağlanan EPS’ler kapsüler ekzopolisakkarit, ortamda 

serbest halde bulunanlar ise mukoz ekzopolisakkarit olarak adlandırılmaktadır 

(Soyuçok, vd., 2016). EPSlerin içerdiği bileşenler incelenecek olursa, çok çeşitli 

proteinler, glikoproteinler ve glikolipitler ve bazı durumlarda DNA da içermektedirler 

(Frølund, vd., 1996; Sutherlan, 2001; Starkey, vd., 2004; Branda, vd., 2005). EPS’lerin 

molekül büyüklükleri genel olarak 10 kDA ile 200 kDa arasında değişmektedir, bazen 

de biyofilm tabakasının büyüklüğüne göre 1000 kDa’a çıkabilmektedirler 

(Vaningelgem, vd., 2004). 

EPS’lerin mikroorganizmaların çevresini saran polimer yapılar olduğu 

bilinmektedir (Cerning, 1995; Frølund, vd., 1996). EPS’lerin büyük bir kısmı, düzenli 

olarak dizilmiş oligosakkaritlerin tekrarlanan birimlerinden oluşan heteropolisakkarit 

yapıda ya da  tek tip şekerden oluşan homopolisakkarit yapıdan meydana gelmektedir 

(Sutherland, 1990; Lee, vd., 2003). Biyofilmler içerisinde en çok bulunan ve en 

kapsamlı biçimde incelenen ekzopolisakkaritler aljinat, selüloz ve poli-N-asetil 

glukozamindir (Gacesa, 1998; Zogaj, vd., 2001; Izano, vd., 2008; Lembre, vd., 2012). 

EPS’ler mikroorganizmayı su yetersizliği ya da eksikliği durumunda kurumaya, 
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fagositoza, faj saldırılarına, antibiyotiklere, toksik bileşiklere ve ozmotik strese karşı 

korurlar (Ruas-Madiedo, vd., 2002).   

EPS’ler o çevrede yaşayan biyofilm hücrelerinin gözeneklilik, yoğunluk, su 

içeriği, yük, hidrofobiklik ve mekanik stabiliteyi etkileyerek anlık yaşam koşullarını da 

belirlemektedir (Flemming ve Wingender, 2002). EPS üreten mikroorganizmaların 

geliştiği ortam ve optimum şartlar EPS’nin kalitesini ve verimini etkilemektedir 

(Nicolaus, vd., 2010). Hücre dışında bulunan karbonhidratlar, proteinler, peptitler 

EPS’lerin ortamdan zor ayrılmasına neden olur (Cerning, 1995). Mikrobiyal EPS’ler 

doğada iyonik veya iyonik olmayan formlarda bulunabilir iken farklı su şiddetlerinde 

çözünebilmektedirler ve böylece bulundukları yerden uzaklaşırlar (Liang  ve Wang, 

2015). EPS’nin önemli görevlerinden birisi hücrenin katı yüzeylere tutunmasında etkili 

olmasıdır (De Vuyst ve Degeest, 1999). Ayrıca oluşan kompleks yapı  antimikrobiyal 

maddelerin difüzyonunu sınırlandırmaktadır (Poli, vd., 2011).   

EPS üretimi için en çok kullanılan karbon kaynakları glikoz ve sakkarozdur 

(Liu, vd., 2009; Rafigh, vd., 2014). Son yıllarda yapılan çalışmalarda sakkarozun 

karbon kaynağı olarak kullanılmasının levan tipi EPS verimini artırdığı rapor edilmiştir. 

Bakteriyel EPS üretimi genellikle aerobik koşullar altında gerçekleşmektedir (Liu, vd., 

2010).  

EPS üretimi ve miktarı, bakteriyel üreme ile de yakından ilişkilidir. EPS üretim 

miktarının optimum koşullar altında yüksek seviyeye ulaştığı bilinmektedir. Bakteriyel 

gelişim ve EPS üretimi, besiyerine karbonhidrat, azot kaynağı, vitamin, tuz gibi 

maddelerin ilavesi (Gerstel ve Römling, 2001; Donlan, 2002) ayrıca inkübasyon 

sıcaklığı ve süresi (Nilsson, vd., 2011), oksijen seviyesi (Shankar, vd., 1995; De Vuyst  

ve Degeest, 1999; Ahimou, vd., 2007; Grosu-Tudor ve Zamfir, 2014 ), kültür ortamının 

pH’sından etkilenmektedir (De Vuyst  ve Degeest, 1999; Shu ve Lung, 2004; Nilsson, 

vd., 2011). Aynı zamanda basınç ve ışık yoğunluğu gibi çevresel baskılara yanıt olarak 

EPS üretimi değişiklik göstermektedir (Bragadeeswaran, vd., 2011;  Donot, vd., 2012). 

Bunlara ek olarak oksidatif stres, UV ışını, hiperosmolarite ve etanol gibi kimyasallara 

maruz kalmakta EPS üretimini etkilemektedir (Hengge ve Aronis, 2002). Katı 

yüzeylerdeki mikrobiyal kolonizasyonun çeşitli parametrelerden etkilenebileceği 

bildirilmiştir. Örneğin, belirli yüzeylerin kolonizasyon derecesinin yüzey pürüzlülüğü 

ile arttığı bulunmuştur (Donlan, 2002). Ayrıca, mikroorganizmaların hidrofilik 
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yüzeylere göre hidrofobik ve polar olmayan yüzeylere daha hızlı bağlandığı 

bulunmuştur (Flemming ve Wingender, 2001; Donlan, 2002). Hücre yüzeyi 

hidrofobikliği, fimbria ve flagella varlığı ve EPS üretiminin derecesi, 

mikroorganizmaların farklı yüzeylere tutunma oranını ve derecesini etkilediği 

bilinmektedir (Donlan, 2002). Bu sürece katılan  güçler, elektrostatik etkileşimler ve 

hidrojen bağlarıdır (Mayer, vd., 1999; Flemming ve Wingender, 2001).  

2.8 Biyofilm Oluşum Mekanizması  

Biyofilm tabakası çok farklı çevrelerde oluşabilirken, en basit biyofilm tabakası 

bile karmaşık bir dinamiğe sahiptir. Yapılan birçok çalışmada, biyofilmlerin sabit 

noktalarda biyolojik dönüşümlerini tamamladıkları gösterilmiştir (O’Toole, vd., 2000). 

Bakterilerde biyofilm gelişiminin başlaması, besinlerin var olup olmaması gibi spesifik 

çevresel etmenlere bağlı olarak değişmektedir. Biyofilm gelişimi taze besiyeri 

sağlandıkça devam eder. Ancak ortamdaki besin maddeleri tükenince yüzey bağlantıları 

zayıflar ve planktonik (serbest yüzen) modlarına geri dönerler. Açlık durumu hücrelerin 

yeni taze besin kaynakları aramalarını, ortamlara daha iyi adapte olmalarını ve 

yayılmalarını sağlar (Kolter ve Tormo, 1993). Bu nedenle O’Toole, vd., (2000), açlık 

durumunda kullanılan metabolik yolun bütün biyofilm gelişim döngüsünü 

kapsayabileceğini belirtmişlerdir. Diğer yandan biyofilm oluşumunda yüzey 

koşullarının özelliklerinin bilinmesi de son derece önemlidir. Bakteriler yüzeye 

tutunarak koloni oluştururlar ve ileri aşamada eksopolisakkarit matriks içinde, 

mikroorganizma topluluğu şeklinde biyofilmler oluşmaktadır (O’Toole, vd., 2000).  Bu 

olaylar beş basamakta incelenmektedir (Watnick  ve Kolter , 2000; Lindsay  ve Von 

Holy , 2006). 
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Şekil 2.5. Biyofilm oluşum aşamaları (1.Dönüşümlü tutunma 2.Geri dönüşümsüz 

tutunma 3.Koloni gelişimi 4.Biyofilm olgunlaşması 5.Biyofilm hücrelerinin koparak 

ayrılması) (Dagostino, vd., 1991; Stoodley, vd., 2002; Monroe, 2007 ; Srey, vd., 2013). 

2.8.1 Dönüşümlü tutunma  

Dönüşümlü basamakta, bakteri hücresi yüzey ile tam olarak temas etmemekte, 

ancak bakteri hücresi ile yüzey arasında uzun mesafeli etkileşimler meydana 

gelmektedir. Mikrobiyal hücrelerin bir yüzeye tutunması adezyon olarak adlandırılırken, 

mikrobiyal hücreler arasındaki tutunma kohezyon olarak adlandırılır. Bakterilerin 

yüzeylere adezyonu sırasındaki etkileşimler elektrostatik güçler, hidrofobik etkileşimler 

ve Van der Walls güçleri olup zayıf etkileşimlerdir. Elektrostatik etkileşimler daha çok 

itici güçlerdir, çünkü bakteriler ve katı yüzeyler negatif yüklüdür (Poulsen, 1999; 

Costerton, vd., 1995; Garrett, vd., 2008). Yüzeyle ilk temasın gerçekleşmesinde 

hidrofobik etkileşimlerin katkısı büyüktür (Costerton, vd., 1995). Hücreler bu fazda, 

durulama gibi basit yıkama işlemleri ile kolayca uzaklaştırılabilirler. Dönüşümlü 

tutunma durumu, yapışan ve durgun haldeki hücreler arasındaki dengeli dağılımın bir 

sonucu olabilir. Burada mikroorganizma yüzeyin yakınındadır ama henüz yüzeyle temas 

etmemiştir (Lindsay  ve Von Holy, 2006). Bakterilerle yüzey arasındaki kuvvetlerin 

çekilmesi ve itilmesi, bakterilerin yüzeye geri dönebilir bir şekilde bağlanmasına yol 

açmaktadır (Dunne, 2002). Bakterilerin tutunacakları biyotik ya da abiyotik yüzeyin 

sıcaklık, pH, basınç, besin olarak kullanılabilecek organik ve inorganik bileşikler 

bakımından elverişli olması gerekmektedir (Maric ve Vranes, 2007). 

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

Biyofilm oluşumunda ikinci aşaması olan dönüşümsüz tutunmada ilk tutunmayı 

sağlayan flagella, fimbriya ve pili gibi uzantıların, yüzeyin elektriksel tabakasının 

fiziksel itici kuvvetlerinden daha güçlü duruma geldiği ve bakteriler ile yüzey 

arasındaki etkileşimi güçlendirdiği bilinmektedir. Dönüşümsüz tutunmada, başlangıçta 

hücre ve yüzey arasında meydana gelen zayıf etkileşimler gibi dipol-dipol etkileşimi, 

hidrofobik etkileşimler, iyon-dipol etkileşimi, iyonik ve kovalent bağlar ve hidrojen 

etkileşimleri oluşmaktadır (Kumar ve Anand, 1998). Mikroorganizmalar dönüşümlü 

olarak bağlanırken, yüzeyde yaşamak için yeterli besin maddesinin olup olmadığını da 

araştırır (Poulsen, 1999; Lejeune, 2003). Yani dönüşümlü tutunmadan dönüşümsüz 

tutunmaya geçiş EPS varlığında bakterinin yapmış olduğu zayıf bağların kalıcıya 

dönüşmesidir (Stoodley, vd., 2002). Tutunan bakterilerin merkezi biyofilm regülatörü, 

curli kodlayan operon csgAB ve csgDEFG'yi kontrol eden CsgD'dir (Römling, vd., 

1998b). Curli altbirimleri CsgA ve CsgB, global regülatör CsgD tarafından pozitif 

olarak düzenlenen csgBA geni ile kodlanır (Römling, vd., 2000). CsgD, selüloz 

sentezinin aktivasyonunda yer alan GDEF protein ailesinin bir üyesi olan AdrA'nın 

ekspresyonu yoluyla selüloz üretimini de etkinleştirir (Zogaj, vd., 2001; Simm, vd., 

2004). Ayrıca,  BapA'nın hava-sıvı ara yüzünde pelikül oluşumu için gerekli olduğu ve 

onun sentezlenmesinin, CsgD vasıtasıyla curli ve selülozu kodlayan genlerle koordine 

olduğu gösterilmiştir (Römling, vd., 2000). 

Dönüşümsüz tutunma aşamasından sonra biyofilm hücrelerini yüzeyden 

uzaklaştırabilmek için güçlü mekanik kuvvetlere, enzimlere, dezenfektanlara, 

deterjanlara, (Sinde ve Carballo, 2000) ve yüksek ısıl işlemlere ihtiyaç vardır (Sinde ve 

Carballo, 2000; Maukonen, vd., 2003; Augustin, vd., 2004). 
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Şekil 2.6. Biyofilm oluşumu için gerekli hücre dışı matris bileşenlerinin ekspresyonunu 

kontrol eden düzenleyici ağın güncel modeli (Zogaj, vd., 2001; Latasa, vd., 2005). 

2.8.2.1 Mikrobiyal selüloz 

Mikrobiyal selüloz (MS), nanometre boyutlarında ki liflerle birlikte, bitki selülozu 

ile aynı kimyasal formülü sunar (Donini, vd., 2010). Şekil 2.7’de görüldüğü gibi  kapalı 

formülü (C6H10O5)n olan glikozidik β (1-4) bağlarıyla bağlanan glikoz monomerlerinden 

oluşan bir eksopolisakkarit tipidir (Römling, 2002; Nishiyama, vd., 2003; Phisalaphong, 

vd., 2008; Sheykhnazari, vd., 2011). Mikrobiyal selülozlar şerit oluşturmak üzere 

demetleri tutan mikrofibriller halinde toplanırlar. Üretim çoğunlukla sıvı ve hava ara 

yüzünde gerçekleşir (Johnson, vd., 1988; Beloin, vd., 2008). Bu özellikler bakteri 

suşları, yüzey özellikleri ve çevresel koşullara bağlı olarak değişkenlik göstermektedir 

(Zogaj, vd., 2001; Solano, vd., 2002; Römling, vd., 2003; Zogaj, vd., 2003; Römling, 

2005; Da Re ve Ghigo 2006; Uhlich, vd., 2006). 

 

Şekil 2.7. Mikrobiyal selülozun kimyasal yapısı (Brown, 1987; Delmer, 1995). 
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Bakteriyel selülozun fonksiyonu ve lokalizasyonu hakkında çok az şey 

bilinmektedir. Bakteriyel selüloz sentazın (Bcs) işlem döngüsü, büyüyen bir selüloz 

zincirinin ucuna tek bir glikoz parçasının eklenmesini ve bunu takiben ortaya çıkan 

zincirin plazma membranı boyunca translokasyonunu içermektedir (Knott, vd., 2016). 

Bcs kompleksinin ilk kristal yapısı, fotosentetik bakteri Rhodobacter 

sphaeroides'den 2013 yılında yayınlanmıştır (Morgan, vd., 2013). Bcs, bir nükleotit 

bağlı donörden, UDP-glukozdan, büyüyen bir selüloz zincirinin sonuna tek bir glukoz 

bağlanmasını sağlar. Bcs, selüloz üretmek için siklik-di-GMP’ye ihtiyaç duyar 

(Omadjela, vd., 2013). Bcs, en az üç alt birimden (BcsA, -B ve –C) oluşan bir protein 

kompleksi aracılığıyla selüloz üretir ve salgılar (Römling, 2002; Re ve Ghigo 2006).  

BcsA, selüloz sentaz aktivitesi, sırasıyla diguanilat siklaz ve fosfodiesterazlar tarafından 

üretilen ve ayrıştılan, her yerde bulunan ikinci bir mesajcı olan siklik-di-GMP (c-di-

GMP) adlı küçük bir molekülün bağlanması üzerine allosterik olarak kontrol edilen bir 

sitoplazmik zar proteinidir (Mayer, vd., 1991; Cantarel, vd., 2009). c-di-GMP'nin, bir 

yandan planktonik hücrelerin hareketliliğini ve virülansını, diğer yandan da çok hücreli 

toplulukların hücre yapışması ve kalıcılığını kontrol ettiği bilinmektedir (Jenal ve 

Malone, 2006 ; Römling ve Amikam, 2006 ). BcsA, selülozu sentezleyen ve iç zardaki 

transmembran (TM) gözeneğini oluşturan ve BcsB’ ye bağlanmış büyük bir periplazmik 

protein olan katalitik alt birimdir. BcsB, tek bir C-terminali TM-heliksi vasıtasıyla iç 

membrana bağlanan periplazmik bir proteindir (Saxena,vd., 1994). BcsB polimeri, 

periplazma boyunca dış membrana doğru BcsA tarafından yönlendirelebilir (Morgan, 

vd., 2013). BcsA ve BcsB, bazı türlerde tek bir polipeptid zincirine kaynaştırılır 

(Saxena, vd., 1994; Keiski, vd., 2010). BcsC’nin ise, in vitro değil , in vivo 

olarak selüloz sentezi için gerekli olduğu bilinmektedir (Römling, 2002; Hu, vd., 2010). 

2.8.2.2 Curli 

Curli gen ifadesi, hem hücresel düzeyde hem de bir biyofilm topluluğunda 

yüksek düzeyde düzenlenmiş ve koordineli bir olaydır (McCrate, vd., 2013; Depas, vd., 

2013). Curli, ekstraselüler lif, ince agregatif fimbria olarak da bilinmektedir (Chapman, 

vd., 2002). İlk olarak E. coli'de gözlenmiş olan csgD genleri Pseudomonadaceae, 

Shewanellaceae ve Vibrionaceae familyalarınında da mevcuttur (Jensen, vd., 2009) ve 

CsgD’nin adhezyon, kolonizasyon ve biyofilm oluşumuna aracılık ettiği bildirilmiştir 

(Olsen, vd., 1989, 1993a; Römling, 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 çapında ve değişen uzunluklardadır ( Olsén, vd.,  1989; Ben, vd., 

1996 ). E. coli 'de, curli hem başlangıç yapışmasını hem de hücre-hücre etkileşimini 

teşvik etmektedir (Prigent-Combaret, vd., 2000; Ryu, vd., 2005;  Uhlich, vd., 2006).  E. 

coli'nin çeşitli çevresel izolatları curli eksprese etme yeteneklerine göre biyofilmler 

oluşturmaktadırlar (Castonguay, vd., 2006; Barnhart ve Chapman, 2006; Larsen, vd., 

2007). Curli lifleri patogenezde rol oynayarak konakçı hücre adezyonuna ve immün 

sistem aktivasyonuna yardımcı olur (Gophna, vd., 2001; Bian, vd., 2000; Wang, vd., 

2006). 

Curli spesifik genleri (csg), CsgDEFG ve CsgBAC olmak üzere iki farklı  

operonda bulunur (Hammar, vd., 1995; Collinson, vd., 1997; Rudd, 2000; Wang, vd., 

2008; Evans ve Chapman, 2014). CsgD ana biyofilm düzenleyicisidir ve CsgBAC 

operonunun transkripsiyonu için gereklidir (Hammar, vd., 1995; Römling, vd., 1998a). 

csgD geni, csgBAC operonunu aktive etmesinin yanı sıra, biyofilm oluşumu ve hücre 

yüzeyi ile ilişkili yapıların üretiminde yer alan bir takım genleride düzenler. (Latasa, 

vd., 2005; Gibson, vd., 2006). CsgA ana alt birimi, sitoplazmada sentezlenir ve hücre 

yüzeyine, katlanmamış bir protein olarak nakledilir, burada CsgB ile etkileşime 

girdikten sonra hücre dışı amiloid polimerler oluşturmak üzere toplanır (Hammar, vd., 

1996; Chapman, vd., 2002; Hammer, vd., 2007). CsgA amiloid oluşumu CsgB'ye bağlı 

olmasına rağmen, CsgA yokluğunda da  amiloid lifleri oluşabilmektedir (Hammer, vd., 

2012). Son zamanlarda, periplazmik protein CsgC ise, CsgA amiloid oluşumunun güçlü 

ve spesifik bir inhibitörü olarak kabul edilmiştir yani amiloid oluşumunu engeller 

(Hammar, vd., 1995; Gibson, vd., 2007; Taylor, vd., 2011; Evans, vd., 2015). Aynı 

zaman da CsgDEFG promotörü E. coli'deki en karmaşık düzenlenmiş promoterlerden 

biri olarak kabul edilmektedir (Ishihama, 2010). Csg proteinlerinin dış yüzeye 

aktarılması  CsgG, CsgE ve CsgF proteinleri tarafından yönlendirilir (Nenninger, vd., 

2009; Goyal, vd., 2014). CsgD, CsgB'yi kodlayan csgBA operonunun, CsgB'nin bir lif 

halinde indüklendiği hücre dışında salgılanan yapısal alt biriminden sentezlenir 

(Barnhart ve Chapman, 2006). CsgE, CsgA'nın periplazmaya dönmesini bloke ederek 

CsgG'nin kapağını oluşturur (Shu, vd., 2016). CsgF'nin CsgG ile etkileştiği ve işlevine 

yardımcı olabileceği düşünülmektedir (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
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3173608/?report=printable#bib5
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Curli'nin ifadesi, düşük sıcaklık koşulları altında aktive edilmektedir.  Düşük 

azot, fosfat ve demir alımı, düşük ozmolarite, beslenme yetersizliği, yavaş büyüme, 

çevresel sinyaller ve kimyasallar tarafından kontrol edilir (Olsen, vd., 1993a, 1993b; 

Maurer, vd., 1998; Prigent-Combaret, vd., 1999; Gerstel ve Römling, 2001; Gerstel, vd., 

2003; Barnhart ve Chapman, 2006). Yapılan araştırmalar sonucunda curlinin ifadesinin 

düşük sıcaklıklar (20° C ve 30° C arasında) altında aktif olduğu tespit edilmiştir (Olsen, 

vd., 1989; Arnqvist, vd., 1992; Olsen, vd., 1993a; Römling, vd., 1998a; Zogaj, vd., 2000 

Gerstel, vd., 2003). Fakat bazı çalışmalarda E. coli' nin üreme sıcaklığı 37°C' de 

biyofilm de curli fimbriaların eksprese edilebileceği gösterilmiştir (Kikuchi, vd., 2005). 

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

Biyofilm oluşumunda önem arz eden bir diğer ekzopolisakkarit  PGA ya da 

PNAG olarak adlandırılan, β-1,6- N – asetilglukozamin (β-1,6-GIcNAc) dir. İlk olarak 

Staphylococcus aureus  ve Staphylococcus epidermidis' te tespit edilmiştir ( Mack, vd., 

1996 ; McKenny, vd., 1999; Rupp, vd., 2001 , Gotz, 2002 ; Maira, vd., 2002; Izano vd. 

2007, 2008). Yakın zamanda da ,  E. coli K-12'de de tanımlanmıştır (Wang, vd., 2004). 

PGA ekzopolisakkarit polimeri hem hücre-hücre yapışmasında hem de 

yüzeylere tutunmada rol oynar (Wang, vd., 2004; Itoh, vd., 2005; Agladze, vd., 2005; 

Lopez, vd., 2010, Flemming ve Wingender, 2010 ).   

 

Şekil 2.8.Bakteriyal biyofilm matrislerinin bir bileşeni PNAG (Pokrovskaya, vd., 2013). 

PGA üretimi  pgaABCD lokusuna bağlıdır. Tüm PGA genleri, çeşitli büyüme 

koşulları altında optimal biyofilm oluşumu için gereklidir (Wang, vd., 2004; Itoh, vd., 

2008). E. coli pgaABCD operonu, ihracatı ve lokalizasyonunda yer alan proteinleri 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R74
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R4
https://pubs.acs.org/author/Pokrovskaya%2C+Varvara
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kodlar. Bu nedenle, PGA’nin  E. coli' nin  biyofilmlerini stabilize eden bir yapışma 

sistemi olarak görev aldığı bilinmektedir. PGA, bakterileri doğal konakçı savunmaya 

karşı koruduğu içinde önemli bir virülans faktörüdür (Vuong, vd., 2004; Kropec, vd., 

2005). PgaA’nın, protein-protein etkileşimlerine aracılık ettiği ve  dış membran yapısı 

oluşturmak için tetratrikopeptid tekrarlarını içerdiği  bilinmektedir (Itoh, vd., 2008). 

PgaB’nin,  bir dış zar lipoprotein olduğu tahmin edilmektedir (Wang, vd., 2004). PgaB 

aynı zaman da hücre duvarı ile ilişkili bir proteindir (Vuong, vd., 2004). PgaC, 

 polimerizasyon için gerekli olan sitoplazmik zar proteinleridir (Gerke, vd., 1998; Itoh, 

vd., 2008). Yapılan çalışmalar doğrultusunda PGA sentezi için PgaC’nin gerekli 

olduğu,  E. coli  veya diğer gram-negatif bakterilerdeki diğer pga genlerine olan 

bağımlılığı daha belirlenmemiştir (Itoh, vd., 2008). 

2.8.3 Koloni oluşumu  

Biyofilm oluşumunun en önemli aşaması yüzey kolonizasyonudur. Yani 

mikrokoloni oluşumudur (Chmielewski ve Frank, 2003). Mikrokoloni oluşumu, yüzeye 

ilk bağlanmadan sonra oluşan biyofilmin üç boyutlu büyümesine karşılık gelmektedir.  

Tutunan bakteriler gelişir ve daha sonra bölünür. Çoğunlukla hücre-hücre etkileşimleri 

nedeniyle, bu süreç bakterileri, homojen planktonikten ayırarak, karakteristik ve 

fizyolojik özellikler sergilediği heterojen bir ortamın oluşmasına yol açar (Christophe,  

vd., 2008). EPS ile diğer planktonik hücrelerin yakalanması da sağlanır. Bu aşamada bir 

bakteri hücresi yüzeyde koloni oluşturduktan sonra (ilk koloni), aynı yüzeye diğer 

bakteriler de koloni oluşturur (ikincil koloni). Biyofilm büyüdükçe, EPS içinde kapsül 

oluşturmuş mikroorganizmalarda da artış görülür (Poulsen, 1999). 

2.8.4 Olgun biyofilm oluşumu 

Bu basamakta ise, mikrokoloniler büyürler ve kompleks, mantar şeklindeki 

yapılara veya kulelere dönüşürler (Chmielewski ve Frank, 2003; Klausen, vd., 2003). 

Konfokal lazer mikroskopisi ile yapılan çalışmalar bakterilerin, kompleks 

ekzopolisakkarid ile çevrilmiş mikrokoloniler içerisinde yaşadıklarını ortaya 

koymuşlardır. Çeşitli yüksekliklerde kuleler oluşturan mikrokolonilerin aralarında, 

besinlerin ulaştırılması ve metabolik atık ürünlerin uzaklaştırılması için ilkel bir dolaşım 

sistemi olarak görev yapan su kanalları bulunmaktadır (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 oluşumunun son safhasında yüzeye yapışmada rolü olduğu keşfedilen 

ve bir çok E. coli suşu tarafından üretilen bir otoagregasyon faktörü olan Antigen 43 

bakteri toplanmasına neden olmaktadır  (Klemm, vd., 2006). Antijen 43 (Ag43),  iç zar 

boyunca aktarım için bir sinyal peptidi olan ve kendiliğinden oluşan ototransporter 

protein grubunun bir üyesidir (Kjaergaard, vd., 2000). Bu proteinler doğrudan dış 

membrana bağlanır ve yüzeyden sadece yaklaşık 10 nm dışarı çıkıntı yapmaktadırlar bu 

da curli veya diğer fimbrialarla görülenlerden daha yakın hücre-hücre etkileşimleri ile 

sonuçlanır ve biyofilm oluşum basamaklarına dahil olur (Klemm, vd., 2006). Sıvı 

kültürde bu özellik hızla topaklaşma ve kümelenme oluşumuna yol açarken bakteriyel 

sedimentasyona neden olur, ayrıca bakteri-bakteri yapışmasını kolaylaştırır ve 

biyofilmin üç boyutlu gelişmesine yol açar (Owen, vd., 1996 ; Henderson, vd., 

1997; Hasman, vd., 1999 ; Kjaergaard, vd., 2000;  Schembri, vd., 2003a; Verstraete, 

vd., 2013).   

2.8.5 Biyofilm hücrelerinin koparak ayrılması 

Biyofilm oluşumunda son aşama biyofilm hücrelerinin koparak ayrılmasıdır. 

Hücreler bu aşamada planktonik fazlarına geri dönerler (Sauer, vd., 2002). Artan akış 

kuvveti (Stoodley, vd., 2002), iç enzimatik bozulma, EPS ya da yüzey bağlantısı 

sağlayan proteinlerin açığa çıkması gibi hücre içinde görülen işlemler biyofilm 

hücrelerinin ayrılmasında önemli rol üstlenir (Boyd ve Chakrabarty, 1994; Watnick ve 

Kolter, 2000; Kaplan, vd., 2004a). Ayrıca ortamda besin maddelerinin tükenmesi de 

hücresel ayrılmaların önemli bir nedeni olabilmektedir (O’Toole ve Kaplan, 2000). Bu 

ayrılma işlemi dış kuvvetlerin etkisiyle olabileceği gibi, biyofilm oluşum basamağının 

bir parçası olarak tek bir hücrenin veya çoklu hücrelerin kopmasının bir sonucu da 

olabilir (Poulsen, 1999).  

2.9 Yüzey Koşulları  

Bakteriler için yüzeylerde mevcut olan çevresel koşullar, normal 

ortamdakilerden farklıdır. Yüzeylerin üzerindeki besin konsantrasyonları, oksijenlenme, 

yüzey ozmolaritesi, pH’sı ve fizikokimyasal özellikleri biribirinden farklı 

olabilmektedir. Patojen olan veya bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar paslanmaz 

çelik üzerinde hafif girintili alanlarda, alüminyum malzemeden yapılmış pürüzsüz 

yüzeylerde, yine cam gibi pürüzsüz alanlarda, ahşap gibi tırtıklı yüzeylerde, teflon ve 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R80
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2864707/#R168
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plastik materyaller gibi farklı yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturdukları belirlenmiştir 

(Barnes, vd., 1999; Trachoo, 2003; Padera, 2006; Lindsay ve Von Holy , 2006; Kim, 

vd., 2006;  Planchon, vd., 2006; Perrin, vd., 2009). Naylon ve teflon yüzeyler düz 

olduğundan mikroorganizmaların bu alanlara da yapışma ihtimali yüksektir. E. coli 

 hücrelerinin abiyotik yüzeylere yapışması yüzey algılaması denilen bir süreçle 

başlamaktadır (Otto ve Silhavy, 2002). Bununla birlikte paslanmaz çelik yüzeyler, 

çatlak ve yarılmalar nedeniyle pürüzlü bir yüzeye sahip olabilirler. Alüminyum 

yüzeylerin geniş çatlakları sünger gibi görünüm sağladığından bu tür yüzeylerde 

mekanik yöntemlerle uygulanan temizlik işlemlerinde bile bakterilerin yüzeyden 

uzaklaştırılamadığı belirlenmiştir (Barnes, vd., 1999; Trachoo, 2003; Padera, 2006; 

Lindsay  ve Von Holy , 2006; Kim, vd., 2006;  Planchon, vd., 2006). 

Çizelge 2.2. Yüzeye tutunma ve biyofilm oluşumunda etkili faktörler (Kumar ve 

Anand, 1998). 

Kategoriler Faktörler 

 

Yüzey 
Pürüzlü Yapı 

Hidrofobisitesi 

 

 

Hücre 

 

Fimbria Bulundurması 

EPS Yapısı 

Hidrofobisitesi 

Flagella Bulundurması 

 

 

Sıvı Ortam 

 

pH 

Sıcaklık 

Akış Hızı 

Katyonlar 

2.10  Sinyal Molekülüyle İletişim (Quorum Sensing)  

Biyofilm oluşumu, bakterilerin sadece bir araya gelerek belirli bir yüzeye 

tutunduktan sonra oraya yapışması ve o yüzeydeki diğer türlerle birlikte yaşamaya 

devam ettikleri şeklinde gerçekleşen rastgele bir olay değildir. Birçok organizma 

aktivitelerini koordine etmek için birbirlerine sinyal verirken küçük yayılabilir 

molekülleri kullanırlar. Biyofilm oluşumunda önemli bir mekanizma olan ve “Quorum 

Sensing (QS)” olarak adlandırılan bu işlem ile bakteriler ürettikleri sinyal 
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moleküllerinin yoğunluğunu ölçebilmekte, çevrelerindeki diğer mikroorganizmaların 

miktarını hissedebilmekte ve bu verileri diğerlerine iletmesine imkân sağlamaktadır 

(Camara, 2007). Başka bir ifadeyle, QS ile bakteriler çevrelerindeki bakteriyel 

popülasyonun yoğunluğunu belirler.  Bir yüzeye tutunan her bakteri, ortama ‘Ben 

buradayım’ mesajı veren bir molekül salgılar. Yüzeye tutunan bakterilerin sayısı 

arttıkça, bu sinyalin lokal konsantrasyonları artar. Bu sinyal molekülünün 

konsantrasyonundaki artış ile birlikte, biyofilm oluşumuna yönelik bir dizi işlem 

başlatılmış olur. Yani, biyofilm içerisindeki bakteriler interselüler, düşük molekül 

ağırlıklarına sahip haberciler aracılığıyla haberleşmektedirler (Arnold ve Silvers, 2000 ). 

Bu hücreler arası iletişimi sağlayan mekanizma, kendiliğinden sinyal üretebilen ve 

“Oto-Endükleyici [Auto-inducer (AI)]” adı verilen moleküllerden oluşur.  QS 

moleküllerinin oto-endükleyici olarak da ifade edilmelerinin nedeni, üretildikleri 

hücrenin metabolizması üzerinde düzenleyici etki göstermeleridir (Novick ve  Muir, 

1999;  Donabedian, 2003 ). 

Gram negatif bakterilerde QS mekanizmasında oto-endükleyici olarak N-acyl 

homoserin lakton (AHL, AHLs, acyl-HSL veya HSL), gram pozitif bakterilerde ise 

çoğunlukla oligopeptidlerdir (autoinducering peptitler) (Wong, 1998). Otoendüktörler 

(AI) biyofilm oluşumu üzerinde çalışılan ve en çok araştırılan sinyallerden biridir.  Şu 

ana kadar AI, üç sınıfta karakterize edilmiştir; AI-1, AI-2 ve  AI-3 (Reading, vd.,  2009; 

Papenfort ve Bassler, 2016). Her sinyal sisteminin belirli bir otoendüktör sentaz ve 

reseptörü bulunmaktadır  (Reading, vd., 2009; Papenfort ve Bassler, 2016). Hem Gram 

negatif hem de Gram pozitif bakteriler ortak olarak oto-endükleyici 2’yi de (AI-2’s) 

kullanmaktadır (Raffa, vd., 2005). Bu nedenle hem tür içi hem de türler  arası iletişimde 

aracılık edebilen "evrensel" bir bakteri sinyali olarak önerilmiştir (Surette, vd., 1999). 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda E. coli ve Salmonella enterica’nın hücreden hücreye 

sinyalinde Al-2 sinyalleriyle gerçekleştiği belirlenmiştir. Bu sinyal moleküllerinin üstel 

gelişim süresince üretildiği ve bakteri membranına serbestçe geçebildiği ifade 

edilmektedir (Ahmer, 2004). E. coli'de ise, AI-2 membranda pasif olarak 

dağılabilmektedir (Zhu ve Pei, 2008). 
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2.11  Biyofilm Oluşumunun Düzenlenmesi Karışan Diğer Faktörler 

Biyofilm belirleyicileri için gen ekspresyonun düzenlemesi, genellikle karmaşık 

düzenleyici ağların veya hem spesifik hem de global düzenleyicinin aktivitesini modüle 

edebilen farklı çevresel sinyallerin bir kombinasyonunu gerektirir (Ghigò, 2003; 

Landini, 2009). Çevresel faktörlerin etkisi, çevresel koşullardaki değişiklikleri 

algılayabilen ve belirli bir hücresel yanıtı tetikleyebilen iki bileşenli düzenleyici 

sistemler tarafından gerçekleştirilebilir. İki bileşenli düzenleyici sistemler, genellikle 

membranda bulunan bir sensör protein ve DNA üzerindeki belirli dizilere bağlanabilen 

düzenleyici bir protein tarafından oluşturulur. Transkripsiyon düzenlemesi, sensör 

proteini tarafından gerçekleştirilen inaktif bir düzenleyici proteinin (genellikle 

fosforilasyon) kimyasal modifikasyonu ile tetiklenir (Otto ve Silhavy, 2002). E. coli’de 

büyüme ortamındaki değişikliklerin algılanması ve yanıtlanması için 30'dan fazla iki 

bileşenli sinyal iletimi (TCST) yolu kodlanmaktadır (Gerstel, vd., 2006).  Bazı iki 

bileşenli düzenleyici sistemler doğrudan biyofilm oluşumuna dahil olmaktadır.  

Örneğin, curli biyosentezinin kontrolünde yer alan CpxA / CpxR sistemi. Bir sensör 

kinaz ve fosfataz olan CpxA ve bir yanıt regülatörü olan CpxR' den oluşur. Bu genler, 

periplazmik bölgedeki genel stres koşullarıyla indüklenir. Böylece Cpx sistemi yüzey 

algılamasında ve yapışmayı teşvik eder (Otto ve Silhavy, 2002). Ayrıca CpxRA iki 

bileşenli sistemi, yüksek pH ve hücre zarfı proteinlerinin aşırı üretimine ve yanlış 

katlanmasına tepki olarak aktive edilir (Pogliano J, vd., 1997; Otto ve Silhavy, 2002). 

Bununla birlikte, CpxA'nın işlevini engelleyen faktörler E. coli'de biyofilm oluşumunu 

arttırdığı gösterilmiştir (Dorel, vd., 1999) 

Çoklu TCST yolları normalde, spesifik bir stres sinyali ile başa çıkmak için 

uygun gen ekspresyonunda global değişiklikleri kapsayan karmaşık bir cevaba yol açan 

tek veya çoklu stres sinyallerine tepki olarak aktive edilir. EnvZ-OmpR sisteminde, bir 

yüzey ile temasın hissedilmesiyle düzenlenen stabil hücre-yüzey etkileşimlerine 

ilaveten, bu etkileşimler özellikle ozmolariteyi arttıran çevresel koşullar tarafından da 

düzenlenebilir.  Bunun sonucunda csgD ekspresyonu aktive edilmektedir, bu da besin 

sınırlayıcı ortamlarla karşılaşan bakteriler için bir işaret görevi görür (Vidal, vd., 1998; 

Gerstel, vd., 2006). EnvZ / OmpR sistemi, iki bileşenli bir sinyal yolunun, artan 

ozmolariteye yanıt olarak stabil hücre-yüzey etkileşimlerini desteklemede bir rol 

oynadığı da görülmektedir (Otto ve Silhavy, 2002; Kuhn, vd., 2014). E. coli OmpR 
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proteininde, curli-kodlayan operonların hiperaktivasyonundan sorumlu bir mutasyon, 

artan adezyona yol açar (Vidal, vd.,  1998; Prigent-Combaret, vd., 2001; Gerstel, vd., 

2006; Brzostek, vd., 2012; Samanta, vd., 2013; Kuhn, vd., 2014). 

Biyofilm oluşumunda birçok küresel düzenleyici protein de bulunmaktadır. 

Birçok küresel düzenleyici, DNA bağlanmasında düşük düzeyde özgüllük gösterir ve 

düzenleyici bölgelerinin mimarisini değiştirerek birçok genin transkripsiyonunu 

düzenler. Çevre koşullarına verilen yanıtlarla ilişkili olan H-NS ve RpoS, biyofilm 

oluşumunu modüle etmede rol oynar. E. coli'de H-NS, çok sayıda hücre zarfı bileşeni de 

dahil olmak üzere çok sayıda genin (E. coli K-12 genomunun yaklaşık% 5'i) 

düzenlenmesinde görev alan bir proteindir (Soutourina, vd., 1999). Flagella, tip I 

fimbriae, LPS ve kolanik asit gibi birçok hücre zarfı bileşeni dahil olmak üzere, 

bunların çoğu, pH, oksijen, sıcaklık ve ozmolariteyi içeren çevresel uyaranlarla 

bağlantılıdır (Dorman ve Bhriain, 1992; Olsen, vd., 1998; Hommais, vd., 2001; 

Dorman, 2004). H-NS proteininin biyofilm formasyonu ile doğrudan bir ilişkisi olduğu 

görülmektedir: H-NS, promotörler ve σ70-RNA polimeraz arasındaki komplekslerin 

oluşumunu inhibe edebilir.  H-NS proteininin bu etkisi gen susturma olarak adlandırılır 

ve aynı zamanda csgBA promotöründe  de gerçekleşir, böylece büyümenin üssel fazı 

sırasında curli alt birimlerinin yapısal birimlerinin transkripsiyonunu önler (Arnqvist, 

vd., 1994). Böylece, H-NS biyofilm oluşumu için negatif bir belirleyici olarak 

görünmektedir (Landini ve Zehnder, 2002). 

RNA polimerazın alternatif σs alt birimi (RpoS proteini olarak da adlandırılır) 

genel stres cevabının ana düzenleyicisidir ve rolü hala tartışmalı olsa da biyofilm 

oluşumunu doğrudan etkilemektedir. Büyümenin durağan fazı sırasında indüklenen 

birçok genin ekspresyonunu yönetmektedir. Böylece, RpoS'un birçok bakteri türünde 

biyofilm oluşumunda anahtar rol oynadığı düşünülmektedir. E.coli’de RpoS, büyüme 

sınırlayıcı koşullara ve diğer streslere yanıt olarak csgBAC operonunun 

transkripsiyonunu doğrudan aktive etmektedir (Arnqvist, vd., 1994; Gualdi, vd., 2007). 

Yapılan çalışmalar sonucu, E. coli' nin rpoS mutantları sürekli kültürlerde büyürken 

daha ince biyofilm oluşturduğu görülmüştür (Adams ve McLean, 1999). RpoS'ye bağlı 

genlerin % 46'sının biyofilmlerde ve rpoS'nin delesyonunda farklı şekilde ifade 

edildiğini saptamış ve E. coli'nin topluluk oluşturmayı başaramadığını göstermiştir 

(Schembri, vd., 2003b). Aksine, diğer araştırmacılar, P. aeruginosa'daki RpoS 
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ifadesinin biyofilmlerde baskılanmış olduğunu ve rpoS eksik mutantların yabani tip 

hücrelerden daha iyi biyofilm oluşturduğunu, fakat antimikrobiyal tedaviye daha 

dirençli olduğunu bildirmiştir (Whiteley, vd., 2000). Bu bulgular ile uyumlu olarak, 

RpoS, E. coli'de tip I fimbriaların ekspresyonunu olumsuz olarak etkilemektedir ve bu 

da biyofilm oluşumuna aracılık edebilir. Böylece RpoS'nin biyofilm oluşumunda hem 

negatif hem de pozitif bir rol oynayabileceği düşünülmektedir (Dove, vd., 1999). 

2.12 Çalışmanın Amacı 

Biyofilm oluşumu günümüzde insan sağlığı açısından çok önemli bir sorun 

haline gelmiştir. Bu yüzden biyofilm sağlık sektöründe ve gıda sanayisinde önemli bir 

sorun halinde olduğundan önlenmesi önem arz etmektedir. Bakteriler onları öldürmek 

ya da üremeleri durdurmak için kullanılan antibiyotiklere karşı bile biyofilm direnç 

mekanizmasını kullanmaktadırlar. Biyofilm mekanizmasının ortaya konması ve 

özelliklerinin açığa çıkarılması, birçok hastalığın patogenezinin ve buna bağlı olarak 

tedavi yöntemlerindeki başarısızlıkların anlaşılmasına olanak sağlayacaktır. 

Bu çalışmanın amacı, E. coli ‘nin dış membranın çevre ile direkt ilişki içerisinde 

olması ve porin proteinlerinin (OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB ve  PhoE) 

birçok çevre faktörlerine karşı rolü olması dolayısıyla biyofilm ile ilişkisini 

araştırmaktır. Trandüksiyon yöntemiyle genlerin nakat edilmesi ardından porin 

proteinleri mutant E. coli suşları farklı pH’a sahip besi ortamlarında 24 saat 

inkübasyona bırakılarak biyofilm oluşumları gözlenmiştir.  Ayrıca çalışmamızda  

biyofilm oluşumunda metallerin etkiside araştırılmıştır. Rolü olduğu tespit edilen 

mutantların gen ekspresyonları, biyofilm oluşumuna katılan genler ile gerçek zamanlı 

PZR ile kontrol edilmiştir ve biyofilmin moleküler mekanizmasının çıkartılması 

hedeflenilmiştir.  



37 

 

3. MATERYAL METOD 

3.1 Escherichia coli Suşları  

Bu çalışmada kullanılan mutant suşları Hiroshi Kobayashi laboratuvarından  

temin edilmiş ve aşağıda bulunan çizelge 3.1’de özellikleri verilmiştir. Komplement 

hücreler ise transformasyon yöntemi kullanılarak bu çalışmada yapılmıştır. Bakterilerin 

%50 gliserol (Merck) içeren Luria-Bertani (LB) broth'da stokları hazırlanmış ve derin 

dondurucuda -80 °C’de (Panasonik) saklanmıştır. Yapılan  çalışmalar sırasında Luria-

Bertani agar besiyerine ekilmiş ve taze kültür olarak kullanılmıştır. 

Çizelge  3.1. Çalışmada kullanılan suşlar. 

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 pLATE51::ompA Bu çalışmada yapıldı 

W3110 pLATE51::ompC Bu çalışmada yapıldı 

W3110 pLATE51::ompF Bu çalışmada yapıldı 

W3110 pLATE51::ompG Bu çalışmada yapıldı 

W3110 pLATE51::ompT Bu çalışmada yapıldı 

W3110 pLATE51::lamB Bu çalışmada yapıldı 

W3110 pLATE51::phoE Bu çalışmada yapıldı 
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3.2 Çalışmada Kullanılan Besiyerleri ve Solüsyonlar 

3.2.1 Luria-Bertani brot besiyeri  

Bakteri  suşlarının büyütülmesi için üreme ortamı olarak kullanılmıştır.  25 gr 

Luria-Bertani brot (Merck) tartılarak 1 L distile suda çözündürülerek 121 °C’de 15 

dakika (dk) otoklavda (Nüve) steril edilmiştir. 

3.2.2 Luria-Bertani agar besiyeri  

Bakterilerin stok olarak buzdolabında +4 °C’de saklanmasında kullanılmıştır. 15 

gr Agar-Agar (Merck) ve 25 gr Luria-Bertani brot (Merck) tartılarak 1 L distile suda 

çözündürülerek otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek ve 55°C sıcaklığa gelince 

aseptik teknikler uygulanarak petrilere dökülmüştür. 

3.2.3 SOB medium 

Transformasyon aşamasında kullanılmıştır.  4 gr bacto tryptone (BD), 1 gr yeast 

extract (Merck), 0,4 ml 5M NaCl (Emsure), 0,25 ml 2M KCl (Emsure) 200 ml distile 

suda çözündürülerek  pH metre (Mettler Toledo) yardımı ile  pH’ sı 7’ye ayarlanmıştır.  

Daha sonra 121 
o
C’de 15 dk otoklavla steril edilmiştir. 

3.2.4 SOC medium  

Transformasyon aşamasında kullanılmıştır.  1,96 ml SOB medium, 20 µl 2M 

Mg
+2

 (Merck) çözeltisi karıştırılarak 121
o
C’de 15 dk otoklavla steril edilmiştir. 

Soğuduktan sonra 14,4 µl %50’lik glukoz (Reidel-de Haen) eklenmiştir. 

3.2.5 Kongo kırmızlı agar  

Kongo kırmızılı agar besiyeri litrede 10 gr agar, 50 gr sukroz, 37 gr beyin-kalp 

infüzyon buyyonu ve 0.8 gr kongo kırmızısı içerecek şekilde hazırlanmış ve otoklavda 

121°C’de steril edilmiştir  ve 55°C sıcaklığa gelince aseptik teknikler uygulanarak 

petrilere dökülmüştür. 

3.2.6 TBE hazırlama  

54 gr TRİS (Ultrapure), 20 ml 0,5 M pH:8 EDTA (Merck), 27,5 gr borik asit 

(Merck) üzerine 500 ml saf su eklenerek 10X TBE hazırlanmıştır. 
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3.2.7 TE hazırlama 

1 M Tris-HCl’den final konsantrasyonu 10 mM Tris-HCl olacak şekilde 2 ml 0,5 

M EDTA’dan final konsantrasyonu 1 mM EDTA olacak şekilde 400 µl konuldu ve 

üzerine 200 ml saf su eklenmiştir.  

3.2.8 IPTG (Izopropil β-D-1-tiogalaktopironasid) hazırlama 

0,1 M IPTG için; 0,238 gr IPTG (Thermo Scientific) 9,9 ml saf suda 

çözündürülmüştür. Daha sonra filtre ile steril edilip, 1,5 ml’lik ependorflara 1’er ml 

konularak -20 
o
C’de saklanmıştır.  

3.2.9 Tamponların hazırlanması 

1,5 M MOPS (morfolinpropansülfonik asit) (Amresco) ve 1,5 M TRİS 

(hidroksimetil) (Serva) moleküler ağrlıklarına göre tartılarak 50 ml saf su içinde 

çözdürülmüştür ve koyu renkli şişelere konularak oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

3.2.10 Kullanılan metallerin hazırlanması  

CuSO4, NiSO4 ve ZnSO4 metalleri final konsantrasyonları 0,2 M olacak şekilde 

moleküler ağırlıklarına göre hazırlanarak filtre yardımı ile steril edilmişir ve oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 

3.2.11 pH değerleri 

Bakterilerin büyütülmesi için üreme ortamı olarak kullanılan Luria-Bertani Brot 

besiyeri asidik ortam denemeleri için hazırlanan  MOPS  tamponu ile pH ortamı  5.5, 

6.0 ve 6.5 olarak ayarlanmış ve otoklavlanmıştır. Bazik ortam denemelerinde kullanılan  

7.5 ve 8.0 pH ortamında TRİS tamponu kullanılmıştır.  

3.3 Koloni PZR  

Yabanil tip ve mutant suşların gen bölgelerini ve kanamisin kasetlerini kontrol 

etmek için aynı zamanda transformasyon işlemi sonrasında elde ettiğimiz mutantların 

doğrulamasında koloni PZR yöntemi kullanılmıştır.   

Tek bakteri kolonilerinden seçilen her bir örnek, 20 μl distile su içerisinde dilüe 

edilmiş ve 0,2 ml’lik PZR tüpleri içine 1μl olacak şekilde dağıtılmıştır. Her bir genin 

doğrulaması için uygun primerler de Çizelge  3.4' de gösterilmiştir.  PZR reaksiyonu 

hazırlandıktan sonra Çizelge 3.3’ deki reaksiyon döngü koşullarına göre PZR yapıldı. 
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Çizelge 3.2. Bir örneklik koloni PZR reaksiyon karışımı 

Solüsyonlar Miktar 

10X ThermaPol Reaksiyon Buffer (Biolab) 1,0 μl 

10 mM dNTP Mix 0,25 μl 

10 μM ileri primer (İnvitrogen) 0,5 μl 

10 μM geri primer (İnvitrogen) 0,5 μl 

2 mM Mg⁺² içeren MgCl₂ (Biolab) 0,6 μl 

0,25U Taq DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 μl 

dH₂O 6,15 μl 

Total 10 μl 

Çizelge 3.3. PZR (Thermo) döngü koşulları. 

94 ºC 3 dk 1 döngü 

94 ºC 1 dk  

30 döngü 56 ºC 1,5dk 

72 ºC 5 dk 

4 ºC 10 dk 1 döngü 

Çizelge  3.4.  Kullanılan Primerler. 

Primerler Dizi 

Evrensel K1 geri primeri  

 

5’ CAGTCATAGCCGAATAGCCT3’  

W3110::ompA ileri primeri  
 

5’ TATGCCTGACGGAGTTCACA3’ 

W3110::ompA geri primeri  
 

5‘GGCATTGCTGGGTAAGGAAT3’ 

W3110::ompC ileri primeri  
 

5‘TTTGGGGAGAATGGACTTGC3’ 

W3110::ompC geri primeri 
 

5’CGCAACCAACAAAGAAGAGC3’ 

W3110::ompF ileri primeri  
 

5’TGTAGCACTTTCACGGTA3’ 

W3110::ompF geri primeri 5’ATGACGAGGTTCCATTAT3’ 

W3110::ompG ileri primeri 5’TATGCTCTACACCACGGTTG3’ 

W3110::ompG geri primeri 5’ACGCAGGAGTTAGGTCAACA3’ 

W3110::ompT ileri primeri 5’TATGCCTCTAAAGGCATGGC3’ 
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W3110::ompT  geri primeri 5’TGTAATTGGGTTGCTGTCGC3’ 

W3110::lamB ileri primeri 5’ATGTCGTCGACTGCATAAGG3’ 

W3110::lamB geri primeri 5’AGCCGTTGTAGGCCTGATAA3’ 

W3110::phoE ileri primeri 
 

5’AAGCATGGCGTTTTGTTGCG3’ 

W3110::phoE geri primeri 5’TTTCACGAGAAGCTGCGTGA3’ 

plate51::ompA ileri primeri 5’GGTGATGATGATGATGACAAGATGAAAAAGACAGC

TATCGCG3’ 

plate51::ompA geri primeri 5’GGAGATGGGAAGTTAAGCCCTGCCCTGGCGG3’ 

plate51::ompC ileri primeri 5’GTGATGATGATGACGAAAGTTAAAGTACTGTC

CCTCC3’  

plate51::ompC geri primeri 5’GGAGATGGGAAGTCATTAGAACTGGTAAACCA

GACCCAGA 3’  

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

GCCTACA3’  
plate51::ompT ileri primeri 5’GGTGATGATGATGAAAAGATGCGGGCGAAACT

TCTGGG3’  

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) üzerine 100 ml 1X TBE eklenerek mikro dalgada tamamen 

çözünmesi sağlanmıştır. 100 ml’lik agaroz uygun sıcaklığa geldiğinde içerisine 1 μl 

EtBr (Sigma) eklenmiştir. Tanka taraklar yerleştirilmiş ve hazırlanan jel dökülmüştür.  
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Donduktan sonra 5 μl DNA örneği 1 μl Loading Dye (Sigma) ile karıştırılarak jele 

yüklenmiş ve  90 mV 45 dk yürütülmüştür. 

3.4 Rolleri Olduğu Belirlenen Mutantların Tamamlama Testleri İle 

Doğrulamasının Yapılması  

Çalışmada biyofilm oluşumunda rolleri olan mutantlara, ilgili gen bölgeleri 

içeren primerler ile ligasyon işlemi gerçekleştirilerek transformasyonu yapıldı. Bu 

şekilde ana kromozomda mutant olan gen bölgesi ligasyon ile eksprese edilerek 

tamamlanmış oldu. Daha sonra bu bakteriler ile deneyler tekrarlanarak genlerin 

rollerinin doğrulanması yapılmıştır. 

3.5 Komplementasyon Deneyi 

3.5.1 Primer tasarımı 

aLICator™ LIC Klonalama ve Ekspresyon Set (Fermentas Vilnius, Lithuania 

Kat. No: 1271) kitinin içerisindeki pLATE51 vektörüne uygun olarak çalışmada 

kullanılan genlerin ORF’una göre ilk ATG ve sonlandırma kodonu TAA’ya göre 

primerler Çizelge 3.4’de görüldüğü gibi PRIMER3 programı ile dizayn edilmiştir. 

3.5.2 Primer sulandırma 

10 mM Tris-HCl (Merck) 1 mM EDTA (Sigma) ile pH:7,5 TE hazırlanmıştır. -

20 
o
C’den çıkarılan primerler pH:7,5 TE ile 10 kat sulandırılmıştır.  15-20 dk tamamen 

çözündükten sonra vortekslenerek ve 10 µl’si ependorfa alınmıştır.  Üzerine 90 µl 10 

mM pH:7,5 Tris-HCl eklenerek ve -20 
o
C’de dondurucuda saklanmıştır. 

3.5.3 Ligasyon  

E.coli W3110 baktesinin DNA’sı kullanılarak genlerin Aligatör pLATE51 

vektörüne uygun dizayn edilen Çizelge  3.4'de belirtilen primerler kullanılarak PZR 

reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Saflaştırılan PZR ürünü kullanılarak ligasyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir.  

Alicator pLATE51 vektörüne ligasyon basamağı şu şekilde yapılmıştır; 2 μL 5X 

LIC tamponu, T4 DNA polimeraz (1u / μL), 1 μL saf su, 6 μL PZR ürünü oda 

sıcaklığında 5 dakika bekletildi. Daha sonra 0.5 M EDTA’dan 0.6 μL eklendi. Ardından 

1 μL pLATE51 vektörü eklenerek  5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir.  
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Şekil 3.1. pLATE 51 vektör haritası 

3.5.4 PZR ürünlerinin saflaştırılması  

100 μl olarak hazırlanan PZR reaksiyonu karışımı üzerine 50 μl TE doyurulmuş 

fenol ve 50 μl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek vortekslenmiştir. Ardından 

12000 rpm ‘de 5 dk oda sıcaklığında  santrifüje tabi tutulmuştur. Üst faz alınarak tekrar  

100 μl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenmiş ve vortekslenerek 12000 rpm’de 2 dk 

oda sıcaklığında santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. Üst faz alınarak 4 μl 5M NaCl ve 

200 μl etanol (%100) eklenerek -80
 o

C 30 dk bekletilmiştir.  Ardından 12000 rmp de 20 

dk  0 
o
C’ de   santrifüj edilmiştir. Pellet üzerine % 70’lik alkol eklenerek hafifçe 

çalkalanmış ve 12000 rpm’de 5 dk 0 
o
C’de  santrifüj edilmiştir.  Süpernantant dökülerek 

alkol uçurulmuş ve pellet üzerine 50 μl TE eklenmiş ve -20 
o
C’de saklanmıştır. 

3.5.5 Transformasyon  

2 ml LB brot içerisine 25 mg/ml Km’ den 2 μl eklenerek çalışmada yapmış 

olduğumuz Çizelge 3.1 ’ de verilen E. coli W3110 mutantlarının bu besiyerine ayrı ayrı 

ekimi yapılmıştır. 37 
o
C’ de bir gece inkübasyona bırakılarak transformasyon için ön 

kültür hazırlanmıştır.  

Ertesi gün steril 9.9 ml SOB medium üzerine steril 100 μl 2 M Mg
+2

, 10 μl 25 

mg/ml Km antibiyotiği ve hazırlanan ön kültürden 50 μl eklenerek O.D600 değeri 0,3’ e 

gelene kadar 37 
o
C’ de çalkalamalı inkübasyona bırakılmıştır.  
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Aseptik koşullarda hücreler steril 6 adet santrifüj tüpüne aktarılarak 5 dk buzda 

soğutulmuştur. 12000 rpm’ de 5 dk 4
o
C’ de santrifüj edilmiştir. Süpernatantlar 

uzaklaştırılarak pellet üzerine 1 ml 0,1 M soğuk CaCl2 eklenerek 6 ayrı santrifüj 

tüpündeki peletler 2 ayrı santrifüj tüpüne toplanmıştır ve yeniden homojenize edilerek 

10 dk buzda bekletilmiştir. Tekrar 12000 rpm’ de 5 dk 4 
o
C’ de santrifüje tabi 

tutulmuştur. Süpernatant yeniden uzaklaştırılarak tüp başına 0,1 M soğuk 200 μl CaCl2 

eklenmiştir. Daha sonra yeniden homojenize edilmiştir.  30 dk buzda bekletilmiştir.  

1,5 ml 2 adet steril santrifüj tüpünde bulunan 200 μl kompetent hücre üzerine 

10-100 ng olacak şekilde 2 farklı konsantrasyonda PZR ürünü eklenerek  30 dakikadan 

fazla buzda bekletme işlemi uygulanmıştır. Daha sonra hücre süspansiyonları cam 

tüplere aktarılarak 42 
o
C’de 2 dk ısı şoku uygulanarak sonrasında 2 dk buzda 

bekletilmiştir. Ardından 0,8 ml SOC medium ekleyip 37 
o
C’ de 60 dk inkübasyona 

bırakılmıştır. Transfer hücrelerinin 0,5 ml’si 1,5 ml’ lik ependorflara alınmıştır.  5000 

rpm 1 dk 4 
o
C’ de santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak 100 μl SOC medium 

eklenerek yeniden süspanse edilerek uygun amfisilin antibiyotik içeren LB agar üzerine 

yayılmış ve bir gece inkübasyona bırakılmıştır. Ardından koloniler seçilip PZR yapılmış 

ve doğru bant büyüklüğü verenler çalışmada kullanılmıştır.  

3.6 Yabani Tip ve Mutantların Normal Şartlarda Büyüme Grafiğinin Belirlenmesi  

Yabanil tip W3110 ve kanamisin dirençli mutantların büyümelerini kontrol 

etmek için büyüme grafikleri oluşturulmuştur. Yabanıl tip E. coli W3110 ve mutantlar 5 

ml LB Brot besiyerinde 160 rpm, 37 
o
C'de 18 saat çalkalamalı inkübasyona bırakılarak 

ön kültür hazırlanmıştır.  İnkübasyon sonrasında bakterilerin yoğunluğu OD600 nm dalga 

boyunda 0,1’ e ayarlanarak 100 μl’si  15 ml nutrient brot besiyerine aktarılarak tekrar 

37 
o
C'de 8 saat çalkalamalı inkübasyona bırakıldı ve her 2 saatte bir örnek alınarak 

büyüme grafikleri çizilmiştir.  Komplement hücrelerinin büyümelerini kontrol etmek 

için aynı metod kullanılmıştır. Fakat ortama protein ekspresyonunu indüklemek için 

IPTG ilavesi yapılmıştır. Deneyler en az 3 tekrarlı olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 

3.7 Minimal İnhibisyon Konsantrasyon (MİK) Değerlerinin Belirlenmesi  

Metallerin MİK değerlerinin belirlenmesi için tek bir bakteri kolonisi 5 ml LB 

broth besiyerinde 37 
o
C'de 18 saat çalkalamalı inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonrasında bakterilerin OD600 nm dalga boyunda 0,1’ e ayarlanmıştır. Daha sonra 60 
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ml’de 400 μl olacak şekilde stok bakteri kültürü hazırlanmıştır. Bu kültürden 96 

kuyucuklu mikro plakaya ilk kuyucukda 180 μl diğer kuyucuklarda 100 μl olacak 

şekilde kültür eklenmiştir.  180 μl’ lik kuyucuğa çalışmada yer alan antibiyotik ve 

metallerden 20 μl eklenerek seri sulandırma yapılmıştır.  Plakalar 37 
o
C' de 24 saat 

inkübe edilmiş ve MİK değerleri belirlenmiştir.  Deneyler en az 3 tekrarlı olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

3.8 Biyofilm Testi 

5 ml  LB broth besiyerine tek koloni bakterisinden ekim yapılarak  37ºC de  160 

rpm çalkalama hızında 18 saat inkübe edilen bakteriler OD600 0,05 olacak şekilde LB 

broth besiyerinde seyreltilmiştir. Ardından steril LB Broth besiyerlerine 100 μl 

aktarılmıştır. Ardından 37ºC de 160 rpm’de  24 saat inkübe edilerek biyofilm oluşumu 

gözlemlenmiştir. İnkibasyon sonrasında besiyeri uzaklaştırılarak tüpler üç kez saf su ile 

nazikçe  yıkanmıştır. Oluşan biyofilm yapısının %1’lik kristal viyole ile 20 dk 

boyanması beklenilmiştir. Boyama sonrasında kristal viyole 3 kez saf su ile yıkanarak 

uzaklaştırılmış ve tüpler  kurutulmuştur. Kuruyan tüplere 95:5 etanol-asetik asit 

çözeltisi eklenmiş ve oluşan kristal viyole halkasının çözünmesi sağlanmış,  çözünmüş 

boyanın 1 ml’si  OD540 nm’de spektrofotometrede (Agilespec) okutularak biyofilm 

oluşum (kuvvetli-zayıf) seviyeleri tespit edilmiştir. Komplement hücrelerinin 

büyümelerini kontrol etmek için aynı metod kullanılmıştır. Fakat ortama protein 

ekspresyonunu indüklemek için IPTG ilavesi yapılmıştır. Deneyler en az 3 tekrarlı 

olacak şekilde gerçekleştirilmiştir.  Tüpte biyofilm oluşumu, kristal viyole ile boyama 

sonrasında absorbans ölçümü yapılarak tüm suşların biyofilm üretimi 

değerlendirilmiştir. 

E. coli ve mutant suşların tutunma dereceleri aşağıdaki formül kullanılarak 

hesaplanmış ve   değerlendirilmiştir (Stepanovic, vd., 2000; Nasr, vd., 2012). 

 

OD≤ODc                              Negatif  

ODc<OD≤2×ODc                 Zayıf  

2×ODn≤OD<4×ODc              Orta  

4×ODc<OD                         Kuvvetli 

(ODc=Negatif kontrolün OD ortalaması + 3x negatif kontrolün standart sapması)  
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3.9 Mikrotitrasyon Plağı Yöntemi (Kantitatif Yöntem) 

Mikrotiter plakalardaki biyofilm kalınlığının belirlenmesi, O’Toole ve Kolter 

tarafından yazılan şekilde aşağıdaki gibi gerçekleştirilmiştir (O’Toole ve Kolter, 1998). 

5 ml  LB broth besiyerine ekilen bakteriler 37ºC de 160 rpm çalkalama hızında 

18 saat inkübasyona bırakılmıştır. Ardından 1:100 oranında LB broth besiyerinde 

seyreltildi ve 96’lık düz tabanlı platelere 150 μl aktarıldı ardından plağın kapağı 

kapatılarak buharlaşmanın engellenmesi için etrafı parafilm ile kaplandı ve 37ºC de 48 

saat boyunca tekrar  inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası besiyeri uzaklaştılarak 

plateler dH2O ile 3 kez dikkatli bir şekilde yıkanarak  kurumaya bırakılmıştır. Daha 

sonra plate kuyularına 150 μl  %0,1’lik kristal viyole konularak 20 dk boyunca biyofilm 

katmanının kristal viyole ile boyanması beklenilmiştir. Boyama sonrasında platelerden 

kristal viyole 3 kez saf su ile yıkanarak uzaklaştırılmış ve plate kurutulmuştur.  Kuruyan 

plateler üzerine 95:5 etanol-asetik asit çözeltisi eklenerek oluşan kristal viyole 

halkasının çözünmesi sağlanmış ve çözünmüş boyanın 100 μl’si yeni platelere 

aktarılmıştır. Ardından plateler dalga boyu 540 nm olan filtre ile optik ELISA okuyucu 

ile okutulup biyofilm oluşum (kuvvetli-zayıf) seviyeleri tespit edilmiştir. Bu metod cam 

tüp denemeleri ile elde edilen sonuçların karşılaştırılması için yapılmıştır.  

3.10 Koloni Morfolojisi Tayini 

10 g pepton (kazein) (Merck), 5 g maya ekstraktı (Merck), % 0,004 kongo 

kırmızı (Alfa Aesar), % 0,002 coomasie brilant blue G 250 (Thermo)  ve 15 g agar 

(Merck) distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanmıştır. Sterilizasyondan önce pH 7.0 ± 

0.2‘ye ayarlanmıştır.  121 °C‘de 15 dakika steril edilmiştir. Katı besiyerleri 55 °C‘ye 

kadar soğutulduktan sonra petrilere dökülmüştür. 

5 ml  LB broth besiyerine ekilen bakteriler 37ºC de  160 rpm çalkalama hızında 

24  saat inkübasyona bırakılmıştır. “İnkübasyon sonrası bakteri yoğunluğu göze 

alınmaksızın 10 μl alınarak kongo kırmızılı agar besiyerine damlatılmış ve ardından 37 

ºC de, 24  saat tekrar inkübasyona alınmıştır. 24 saat sonunda petriler oda sıcaklığına 

alınarak 48 veya 72 saat sonrasında gözlemlenmiştir. Oluşan renk değişimleri stereo 

mikroskopta tespit edilerek fotoğraflanmıştır. 
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3.11 Biyofilm Oluşumun Kongo Kırmızılı Agarda Tespiti  

Kongo kırmızılı agar  besiyerlerine tek koloni düşecek şekilde yapılan ekimler 

37°C’de bir gece inkübe edilmiş ve takiben kültürler oda ısısında 48 saat bekletilmiştir.  

Besiyerinde kırmızımsı siyah, pürüzlü, kuru, seffaf koloniler biyofilm (slime) pozitif, 

pembemsi-kırmızı, düz ve merkezi koyu (öküz gözü görünümü) koloniler yapanlar 

biyofilm negatif olarak değerlendirilmiştir. 

3.12 Taramalı Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscopy) 

Örnekler 24 saat LB Brot besiyerinde büyütülmüştür. Ön kültürler  LB Brot 

besiyerinde yoğunlukları OD600 de 0,5 değerine ayarlanmıştır. Ardından   1 ml örnek 

10.000 rpm’de 2 dk santrifüj edilmiştir.  Süpernatant uzaklaştılırak pellet üzerine 1 ml 

PBS  (pH:7) eklenerek 10.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. İşlem ard arda iki kere 

tekrarlanmıştır.  Pellet PBS ile iyice yıkandıktan sonra, örnekler bir dizi etanol 

çözeltisinde (% 20, %50, % 70 ve % 100) dehidre edimiştir. Örnekler iletken karbon 

bantlar üzerine damlatılarak 24 saat oda sıcaklığında kurumaya bırakılmıştır. Daha 

sonra altın-paladyum bir filmle kaplanarak  numuneler 15 kV'da yüksek vakum 

modunda taramalı elektron mikroskobu (Zeiss Supra 40VP)  kullanılarak gözlenmiştir. 

3.13  RNA İzolasyonu 

Toplam hücresel RNA, MasterPure RNA saflaştırma kiti (Epicenter, Madison, 

WI) kullanılarak hazırlanmıştır. Agaroz jel üzerinde total RNA bütünlüğü 

değerlendirilmiştir. 

3.13.1  Ters  Transkrisiyonlu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT - PZR) 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kiti (Fermentas) kullanılarak ters 

transkripsiyon (RT - PZR) ile izole edilen total RNA'lardan cDNA elde etmek  için kit 

protokolü takip edilmiştir. 

3.13.2  Gerçek Zamanlı PZR (Real Time PCR) 

Örneklerden ters transkripsiyon PZR ile elde edilen cDNA örnekleri real-time 

PZR için kalıp olarak kullanılmıştır. Gerçek Zamanlı PZR, Agilent marka SYBR green 

qPZR kiti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Gerçek Zamanlı PZR için gerekli 

malzemeler kitin kullanma kılavuzunda belirtildiği şekilde ilave edilmiştir. 
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Çizelge 3.6. Gerçek Zamanlı PZR de kullanılan primer listesi 

Genler Gen Fonksiyonu Primer Dizileri 

 

nhaR 

Transkripsiyonel aktivatör 

protein 

İleri Primeri 5’GACTCTACGCAGCAGGAAGG3’ 

Geri Primeri 5’TAAGCAATTTGCGCCCTAAC3’ 

 

csgD 

csgAB operon 

transkripsiyonel 

düzenleyici protein 

İleri Primeri 5’CCTCATATCAACGGCGTTTT3’ 

Geri Primeri 5’GGCTGATTCCGTGCTGTTAT3’ 

 

ygiU 

quorum-sensing 

düzenleyici 

İleri Primeri 5’TGCCCTGTTAAATGCAGATG3’ 

Geri Primeri 5’CCTGTAACAAGCCTGGGTCT3’ 

3.14  İstatistiksel Analizler 

Bu çalışmada yapılan 3 tekrarlı çalışmaların sonucunda oluşturulan grafiklerin 

istatiksel analizler  IBM SPSS 21 testine göre  yapılmıştır ve P≤ 0.05 sistemine göre 

önem dereceleri belirlenmiştir. Grafikteki * işaretleri önemlilikleri ve hata çubukları 

standart sapmaları göstermektedir. 
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4. BULGULAR 

4.1 Yabani Tip ve Mutant Suşların PZR Görüntüleri 

Çalışmada kullanılan yabani tip ve mutantlar Çizelge 3.1’de verilen ileri primer 

ve geri primerleri kullanılarak PZR yapılmıştır. ompA’nın f-r primeri kullanılarak 

yapılan PZR sonucu 1-2 nolu kuyucuklarda verilmiş olup beklenilen baz çifti E. coli 

W3110 için 1328 bç iken, ompA mutantı 1501 bç büyüklüğündedir. Aynı şekilde 

ompC’nin f-r primerleri kullanılarak  yapılan PZR sonucu 3-4. kuyucuklarda verilmiş 

olup beklenilen bç büyüklüğü E. coli W3110  1373 iken , ompC mutantında ise 1483 bç 

dir. Bir diğer mutat olan ompF mutantının f-r primerleri kullanılarak elde edilmiş 

bantlarda 5-6 kuyucuklarda verilmiştir. E. coli W3110 1436 bç, ompF mutantı 1561 bç 

büyüklüğündedir, 7-8. kuyularda ompG’nin f-r ile  E. coli W3110 1312 bç, mutant suşu 

1620 bç’dir,  ompT’nin f-r ile yapılan PZR ise E. coli W3110 1360 bç, ompT mutantı 

1620 bç büyüklüğünde ve 9-10. kuyularda gösterilmiştir. 11-12. kuyularda ise lamB’nin 

f-r ile çalışılmış ve E. coli W3110 1539 bç, mutant suşu 1412 bç olarak beklenmektedir. 

Son olarak phoE f-r ile yapılan çalışmada E. coli W3110 1393 bç, phoE mutantı 1551 

bç büyüklüğünde bant beklenmektedir ve 13-14. kuyularda verilmiştir.  

 

Şekil 4.1. Yabani tip E. coli ve mutantlarının f-r  primerleri ile jel elektroforezi 

görüntüsü. 

(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 suşların kanamisin direnç genlerini kontrol etmek için ileri 

primer ve k1 geri primerleri kullanılarak PZR yapılmıştır. Elde edilen mutantların PZR 

görüntüleri Şekil 4.2’ de verilmiştir. Görüldüğü gibi 1-2’e kadar olan kuyucuklarda f-k1 

primerleri ile elde edilen ompA::km mutantının PZR bantı bulunmaktadır ve 689 bç 

büyüklüğüne sahip PZR ürünü elde edilmiştir. Aynı şekilde 3-4’e kadar olan kuyucuklar 

da 597 bç büyüklüğünde ompC::km, 5-6. kuyucuklar da 661 bç büyüklüğünde 

ompF::km , 7-8. kuyucuklar da 691 bç büyüklüğünde ompG::km , 9-10. kuyucuklar da 

740 bç büyüklüğünde ompT::km, 11-12. kuyucuklar da 605 bç büyüklüğünde lamB::km 

ve 13-14. kuyucuklar da 701 bç büyüklüğünde phoE::km mutantları bulunmaktadır. 

Dolayısıyla elde ettiğimiz mutantların k1 primerleri ile doğrulamasıda yapılmış 

olmaktadır.  

 

Şekil 4.2. Yabani tip E. coli ve mutantlarının f-k1 primerleri ile jel elektroforezi 

görüntüsü. 

(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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Yukarıda elde edilen mutantların silinen gen bölgelerinin çalışılan şartlar altında  

rolleri çıkması durumunda sağlamasını yapmak adına silinen genler plazmitler ile geri 

verilerek komplement hücreler elde edilmiştir. Bunun için Aligatör primerleri 

kullanılarak aLICator™ LIC Klonlama ve Ekspresyon  Set 1 (Fermentas Vilnius, 

Lithuania Kat. No: 1271) kitinin belirlediği şekilde her biri için ayrı ayrı ilgili genleri 

içeren pLATE51 vektörü elde edildi.  Elde edilen plazmitler izole edilip ilgili olan 

mutantlara transforme edildi. Transformasyon sonrasında oluşan koloniler uygun 

antibiyotik (ampisilin)  kontrolünün ardından PZR ile doğrulandı.  Seçilen kolonilerden 

her bir gen için kendisine ait olan ileri ve geri primerleri kullanılarak PZR ile doğrulama 

yapıldı. Elde edilen mutantların plazmidinin PZR görüntüleri Şekil 4-3’ de verilmiştir. 

Elde ettiğimiz komplement hücrelerden plate51::ompA mutantı 1194 bç, plate51::ompC 

mutantı 1254 bç, plate51::ompF mutantı 1206 bç, plate51::ompG mutantı 1006 bç, 

plate51::ompT mutantı 1054 bç, plate51::lamB mutantı 1498 bç, plate51::phoE mutantı 

1156 bç uzunluğuna sahiptir.  Sonuç olarak kullanılacak olan tamamlanmış mutantlarda 

elde edilmiştir. 

 

Şekil 4.3. E.coli ve plate51 mutantlarının jel elektroforezi görüntüsü. 

(1- W3110,  2- pLATE51::ompA,  3-W3110, 4- pLATE51::ompC,  5-W3110,              

6- pLATE51::ompF,  7-W3110,  8- pLATE51::ompG, 9-W3110, 10- pLATE51::ompT, 

11-W3110,  12- pLATE51::lamB, 13-W3110, 14- pLATE51::phoE) 
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4. 2 E. coli W3110, Mutantların ve Komplementlerin Büyüme Grafikleri 

Yabani tip E. coli W3110 ve mutant suşların  LB broth besiyerinde 37ºC’ de 8 

saat büyütülerek elde edilen  büyüme grafiği Şekil 4.4'de verilmiştir. Bu verilere göre 

genlerin nakavt edilmesinin (genlerin yokluğunun) yabani tip ile karşılaştırıldığında 

büyüme açısından bir farklılık oluşturmadığı görülmektedir. Bu genlerin 

komplementleri yapılmış olup büyüme grafiği de Şekil 4.5 'de verilmiştir.  Komplement 

hücrelerde de büyüme açısından bir fark gözlenmemiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda 

yabani tip, mutant ve komplement hücreler ile  çalışmalar gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 4.4. Yabani tip E. coli W3110 ve  mutantların büyüme grafiği 

 

Şekil 4.5. Komplement hücrelerin büyüme grafiği 
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4.3 E. coli W3110’nun  Biyofilm Oluşturma Durumunun Belirlenmesi 

E. coli ile yapılan çalışmalarda birçok izolatta, in vivo ve in vitro olarak biyofilm 

oluşturma kapasitesine sahip olduğu bilinmektedir. Bu çalışma kapsamında kullanılan 

E. coli W3110 suşunun biyofilm oluşumunun araştırılmasına yönelik yapılan testlerde 

E. coli ATCC 35218 (biyofilm oluşumunun pozitif olduğu bilinen) suşu referans olarak 

kullanılmıştır. Çalışmamızın tamamında kullanılan LB brot besiyerinde (A) E. coli 

W3110 suşu biyofilm oluşturmazken, (B) pozitif kontrol olarak kullandığımız E. coli 

35218 biyofilm oluşturmuştur.  E. coli W3110’nun biyofilm oluşturup oluşturmaması 

veya bu mekanizmaya sahip olup olmadığı sorusunu cevaplamak için ortama putresin 

ilave edilmesi durumunda Şekil 4.6 (C)’ de görüldüğü üzere biyofilm oluşturduğu 

gözlenmiştir. Bu sonuç E. coli W3110’nun biyofilm oluşturma mekanizmasına sahip 

olduğunu göstermektedir.  

 

Şekil 4.6.  E. coli suşlarının pH:7.0 ortamında biyofilm oluşumu 

(A: E. coli W3110,  B: E. coli 35218, C: E. coli W3110 putresin ilaveli) 
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4. 4 Porin  Proteinlerinin Biyofilm Oluşumundaki Rollerinin  Belirlenmesi  

Yabani tip E. coli W3110 ve mutant suşlar 37ºC de 160 rpm çalkalama hızında 

18 ve 24 saatlik inkübasyon ardından büyüme olarak farklılık göstermemiştir. 18. 

saatlik inkübasyonda yabani tip W3110 ve  porin mutantlarında tüp yüzeyinde  farklılık 

tespit edilmemiştir. 24 saatlik inkübasyonda ise, LB broth besiyerinde E. coli 

W3110’dan farklı olarak ompA, ompC ve lamB mutant E. coli suşlarında katı ve sıvı ara 

yüzünde zayıf biyofilm oluşumu gözlenmiştir.  Bu oluşum ompF, ompG, ompT ve phoE 

mutant E. coli suşlarında  gözlenmemiştir. 

 

Şekil 4.7. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantların inkübasyonunun 18. saatinde 

biyofilm durumu 

 

Şekil 4.8. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantların inkübasyonunun 24. saatinde 

biyofilm durumu  
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4.5 Biyofilm Oluşumu Üzerine pH Etkisi ve Mutantlarla İlişkisi 

Farklı pH değerleri, mikroorganizmaların yaşamlarını etkilemektedir. Bu 

çalışmada, pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0)’ın biyofilm oluşumu üzerine etkisinin 

araştırılması amacıyla yapılan deneyler sonucunda elde edilen veriler  Şekil 4. 9 - 4.12’ 

de verilmiştir.  

Bu veriler sonucunda ompC mutantı ortam pH’sı 5.5 olduğunda zayıf biyofilm 

oluşturmuştur. Yabanil tip E. coli  W3110 suşu ve diğer mutantlarda ise biyofilm 

oluşumu tespit edilmemiştir. Ortam pH’sı 6.0 olduğunda ise ompC mutantında yine 

zayıf seviyede biyofilm oluşumu gözlenmiştir. pH 6.0 değerinde biyofilm oluşumu 

diğer mutantlarda gözlenmemiştir. Ortamın pH değeri 6.5 olduğunda ise, ompC mutantı 

yanı sıra ompA mutantında da ilk biyofilm oluşumu gözlenmiştir ve orta seviyededir. 

Kullanılan diğer ortam pH değerlerinde de ompA mutantında aynı seviyenin korunduğu 

gözlenmiştir. pH 6.5 değerinde ompC mutantındaki biyofilm oluşumu orta seviye olarak 

gözlenmiştir. E. coli W3110 ve diğer şuslarda  pH (5.5, 6.0, 6.5) değerlerinde biyofilm 

oluşumu gözlenmemiştir. Nötr pH değeri olan 7.0 de ise ompC mutantında ki biyofilm 

oluşumu zayıf biyofilme dönüşmüş ve pH 7.5 ve 8.0’da da zayıf biyofilm olarak 

gözlenmiştir.  Bu veriler doğrultusunda en güçlü biyofilm oluşumu ompC için ortam 

pH’sı 6.5 değerinde gözlenmiştir. lamB mutantında biyofilm oluşumu ortam pH’ları 7.0 

ve 7.5 değerlerinde zayıf biyofilm olarak gözlenmiştir. ompF, ompG, ompT ve phoE 

mutantlarında E. coli W3110 gibi çalışılan pH değerlerinde biyofilm tespit edilmemiştir. 

 

Şekil 4.9. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarının pH 5.5 LB broth  

besiyerinde biyofilm oluşumu. 
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Şekil 4.10. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarının pH 6.0 LB broth  

besiyerinde biyofilm oluşumu. 

 

 

Şekil 4.11. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarının pH 6.5 LB broth  

besiyerinde biyofilm oluşumu. 

 



57 

 

 

Şekil 4.12.  Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarının pH 7.0 LB broth  

besiyerinde biyofilm oluşumu. 

 

 

Şekil 4.13. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarının pH 7.5 LB broth  

besiyerinde biyofilm oluşumu. 
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Şekil 4.14. Yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarının pH 8.0  LB broth  

besiyerinde biyofilm oluşumu. 

 

Elde edilen veriler sonucunda biyofilm oluşumunda rolünün olduğu tespit edilen 

genlerin doğrulaması komplementasyon testleriyle yapılmıştır. Mutant ve komplement 

hücreler ile aynı şartlarda deneyler doğrulama amacıyla tekrarlanmıştır.   

Bunun sonucunda E. coli W3110 yabani tip gibi pLATE51::ompA,  

pLATE51::ompC ve pLATE51::lamB komplement hücrelerinde biyofilm oluşumu 

gözlenmemiştir.  

 

Şekil 4.15. pH 5.5 ve 6.0 değerinde E.  coli W3110, ompC  mutantı ve komplement 

hücrenin  doğrulama testi 
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Şekil 4.16. pH 6.5 değerinde E.  coli W3110, ompA, ompC  mutantları ve komplement 

hücrelerin  doğrulama testi 

 

 

Şekil 4.17. pH 7.0 değerinde E.  coli W3110, ompA, ompC, lamB  mutantları ve 

komplement hücrelerin  doğrulama testi 
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Şekil 4.18. pH 7.5 değerinde E. coli W3110, ompA, ompC, lamB  mutantları ve 

komplement hücrelerin  doğrulama testi 

 

 

Şekil 4.19. pH 8.0 değerinde E.  coli W3110, ompA, ompC mutantları ve komplement 

hücrelerin  doğrulama testi 
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Biyofilm oluşumunun pozitif olduğu bilinen E. coli ATCC 35218 suşu pH 

deneylerinde referans olarak kullanılmıştır. Bu sonuçlar doğrultusunda E. coli 35218’de 

biyofilm oluşumu pH 5.5 ve 8.0 arası değerlerde kuvvetli biyofilm oluşumu 

gözlenmiştir.  

 

Şekil 4.20. E. coli ATCC 35218 suşunun farklı pH değerlerine sahip ortamda biyofilm 

oluşumu 

 

Biyofilm tespitinde en sık kullanılan yöntemlerden biri olan, oluşan biyofilmin 

kristal viyole ile boyanması ve ardından optik yoğunlukları okunarak elde edilen veriler 

grafiklere dönüştürülmüştür. Bu değerler sonucunda veriler değerlendirilerek Bulgular 

4.4 kısımında kapsamlı olarak anlatılmıştır. 

 

Şekil  4.21. E. coli W3110 ve porin mutantların pH 5.5 LB broth  besiyerinde biyofilm 

oluşum grafiği.  (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 
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Şekil  4.22. E. coli W3110 ve porin mutantların pH 6.0 LB broth  besiyerinde biyofilm 

oluşum grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre önemlidir (p ≤ 0.05). 

 

 

 

Şekil 4.23. E. coli W3110 ve porin mutantların pH 6.5 LB broth  besiyerinde biyofilm 

oluşumu grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 
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Şekil 4.24. E. coli W3110 ve porin mutantların pH 7.0 LB broth  besiyerinde biyofilm 

oluşum grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 

 

 

 

Şekil 4.25.  E. coli W3110 ve porin mutantların pH 7.5 LB broth  besiyerinde biyofilm 

oluşum grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 
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Şekil 4.26. E. coli W3110 ve porin mutantların pH 8.0 LB broth  besiyerinde biyofilm 

oluşum grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 

 

Çalışma sonucunda pH etkeni altında biyofilm oluşumunda rolünün olduğu 

tespit edilen genlerin doğrulaması komplementasyon testleriyle yapılmıştır. 

Komplement hücreler ile aynı şartlarda doğrulama amacıyla deneyler tekrarlanmıştır. 

Bunun sonucunda E. coli W3110 yabani tip gibi  komplement hücrelerde de biyofilm 

oluşumu gözlenmemiştir ve veriler grafiklerle görselleştirilmiştir. Burada elde edilen 

veriler bize nakavt edilen genin biyofilm oluşturmada rolünün olup olmadığını 

ispatlamıştır.  Sonuç olarak ompA, ompC ve lamB genleri tamamlanarak yapılan 

deneylerde E. coli W3110 ile aynı sonuçu vermiştir.  

 

Şekil 4.27. pH 5.5 LB broth  ortamında E. coli W3110, ompC mutant E. coli  ve 

komplement hücre plate51::ompC biyofilm sonucu.  
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Şekil 4.28. pH 6.0 LB broth  ortamında E. coli W3110, ompC mutant E. coli  ve 

komplement hücre plate51::ompC biyofilm sonucu 

 

 

Şekil 4.29. pH 6.5 LB broth  ortamında E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC 

mutant E. coli  ve komplement hücrelerin biyofilm sonucu 
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Şekil 4.30. pH 7.0 LB broth  ortamında E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC 

mutant E. coli, lamB mutant E. coli  ve komplement hücrelerin biyofilm sonucu  

 

Şekil 4.31. pH 7.5 LB broth  ortamında E. coli W3110, ompA mutant E. coli, ompC 

mutant E. coli, lamB mutant E. coli  ve komplement hücrelerin biyofilm sonucu 

 

Şekil 4.32. pH 8.0 LB broth  ortamında E. coli W3110, ompA mutant E. coli,  ompC 

mutant E. coli  ve komplement hücrelerin biyofilm doğrulaması sonucu 
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Bu çalışma kapsamında çalışılan tüm veriler değerlendirilerek kuvvet ilişkisi 

bakımından derecelendirilmiştir. Bu tablo tüpte biyofilm oluşumları ve kristal viyole ile 

boyama sonrası optik yoğunluklar baz alınarak hazırlanmıştır. Sonuçlar tablo olarak 

aşağıda sunulmaktadır. Kuvvet derecelendirilmeleri, Biyofilm pozitif= +, biyofilm 

negatif= -; Kuvvetli biyofilm= +++, orta biyofilm = ++, zayıf biyofilm = + şeklinde 

yapılmıştır. 

Çizelge  4.1. Farklı pH’lardaki LB Brot besiyerinde 24 saatlik biyofilm oluşumunun 

değerlendirilmesi 

 pH 

5.5 

pH 

6.0 

pH 

6.5 

pH 

7.0 

pH 

7.5 

pH 

8.0 

W3110 - - - - - - 

ompA::km - - ++ ++ ++ ++ 

pLATE51::ompA - - - - - - 

ompC::km + + ++ + + + 

pLATE51::ompC - - - - - - 

ompF::km - - - - - - 

ompG::km - - - - - - 

ompT::km - - - - - - 

lamB::km - - - + + - 

pLATE51::lamB - - - - - - 

phoE::km - - - - - - 
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Çizelge 4.2’de ise LB brot ortamında E. coli W3110, porin mutantları ve 

komplement hücrelerin inkübasyon başlangıç pH değerleri ve 24 saatlik inkübasyondan 

sonra elde edilen pH değerleri verilmiştir. Bu veriler değerlendirildiğinde ise E. coli 

W3110, porin mutantları ve komplement hürcelerde 24 saatlik inkübasyon sonrası 

kullanılan tüm pH değerlerinde ortamın alkalileştiği tespit edilmiştir. Biyofilm 

oluşumunda rolü olan ompA, ompC ve lamB mutantlarında pH’ın alkali seviyesinde 

daha fazla artış olduğu belirlenmiştir. Biyofilmin bir göstergesi olan EPS’lerin oluşumu 

diğer mutantlara oranla daha fazla alkalileşmeye yol açmaktadır.  

Çizelge  4.2. Farklı pH’lardaki LB Brot besiyerinde 24 saatlik inkübasyon sonrası 

biyofilm oluşumundaki pH değişiminin değerlendirilmesi 

 

SUŞLAR 

pH 

5.5 

pH 

6.0 

pH 

6.5 

pH 

7.0 

pH 

7.5 

pH 

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 

pLATE51::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 

pLATE51::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 

pLATE51::ompF 7,25 ±0,06 7,30 ±0,08 7,45 ±0,1 7,65 ±0,1 7,94 ±0,07 8,16±0,07 

ompG::km 7,41 ±0,1 7,41 ±0,06 7,42 ±0,09 7,69 ±0,05 7,98 ±0,04 8,14±0,02 

pLATE51::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 

pLATE51::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 

pLATE51::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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Çizelge 4.3’de LB brot ortamında refereans suş olarak kullanılan E. coli 

35218’un  inkübasyon öncesi ve 24 saatlik inkübasyon sonrasında pH değerleri 

verilmiştir. Bu veriler değerlendirildiğinde ortamda başlangıç değerine göre 24 saat 

sonrasında ortamın pH’sında değişim (pH artışı) tespit edilmiştir. Biyofilm oluşumu 

gözlemlenen bu suşta 24 saatlik inkübasyon sonrası ortamın  alkalileştiği görülmektedir.  

Çizelge  4.3. Farklı pH’lardaki LB Brot besiyerinde E. coli 35218 suşunun  24 saatlik 

inkübasyon sonrası biyofilm oluşumunun değerlendirilmesi 

 

SUŞ 

pH 

5.5 

pH 

6.0 

pH 

6.5 

pH 

7.0 

pH 

7.5 

pH 

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’ın Bakteriyal Yapışmaya Etkisi  

 pH’ın bakteriyal tutunma üzerine etkisi değerlendirildiğinde;  pH 5.5 ve 6.5 

değerine kadar biyofilm negatif olan ompA::km  mutantında bu değerden sonra biyofilm 

oluşumu gözlenmektedir ve tutunma 6.5 pH değerinden sonra başlamaktadır.  En fazla 

tutunmayı pH 7.0 ve 7.5 değerlerinde göstermektedir. Şekil 4.33’de görüldüğü üzere 

alkali pH ompA::km mutantında biyofilm oluşumunu destekleyerek bakteriyal 

yapışmayı arttırmıştır. Bu durum pH 8.0 değerine kadar devam etmektedir. Bu değerde 

ompA mutantında zayıf yapışma görülmektedir ve özelliğini git gide kaybetmektedir. 

Biyofilm oluşumu pozitif olan diğer mutantlarda aynı yorumu yapmak güçtür çünkü 

ompC::km mutantı pH 5.5 değerinde dahi biyofilm pozitif sonuç vermiştir. Yani 

yapışma pH 5.5 değerinde başlamaktadır. pH 6.5 değeri ise yapışmanın en fazla olduğu 

değerdir. Bu değerden sonra yani alkali pH değerinde yapışma kademeli olarak 

azalmaktadır.  Sonuç olarak biyofilm zayıflamakta ve yapışma oranı azalmaktadır. 

lamB::km mutantının ise; zayıf biyofilm oluşturduğu belirlenmiştir. Bakteriyal yapışma 

sadece pH 7.0 ve 7.5 değerinde kaydedilmiştir. Asidik ve alkali pH etkisinde tutunma 

özelliği  nötr pH değerine göre daha azdır. Sonuç olarak, asidik ve alkali ortam 

tutunmayı  azaltmaktadır ve biyofilm oluşumunu negatif etkilemektedir. 
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Şekil 4.33. ompA mutant E. coli  suşunun farklı pH değerlerindeki  adezyon durmu  

 

 

Şekil 4.34. ompC mutant E. coli  suşunun farklı pH değerlerindeki  adezyon durmu 

 

 

Şekil 4.35. lamB mutant E. coli  suşunun farklı pH değerlerindeki  adezyon durmu 
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4.7  Biyofilm Oluşumu Üzerine Metal Etkisi ve Mutantlarla İlişkisi 

E. coli  W3110 ile 3 farklı metalin minimal inhibisyon konsantrasyon değerleri 

pH 7 LB Brot besiyerinde belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.4’de 

verilmiştir. 

Çizelge  4.4. Yabani tip E. coli  W3110 suşunda metallerin minimal inhibisyon değeri. 

Metaller MİK değerleri 

NiSO4 492,8 μg/ml 

CuSO4 468,0  μg/ml 

ZnSO4 134,7  μg/ml 

Biyofilm oluşumunda metallerin etkisini araştırmak amacıyla bakır (Cu), nikel 

(Ni) ve çinko (Zn) metalleri kullanılarak yapılan çalışmada ompA, ompC ve lamB 

mutantlarında  Ni ve Cu ilave edildiğinde  tüplerin katı-sıvı ara fazında biyofilm yapısı 

gözlenmiştir. Zn metali varlığında ise E. coli W3110 ve  mutantlarda biyofilm oluşumu 

tespit edilmemiştir. 

 

Şekil 4.36. Yabani tip E. coli  W3110 ve porin mutantların Nikel metali bulunan LB 

broth  besiyerinde biyofilm oluşumu. 
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Şekil 4.37. Yabani tip E. coli  W3110 ve porin mutantların Bakır metali bulunan LB 

broth  besiyerinde biyofilm oluşumu. 

 

 

Şekil 4.38. Yabani tip E. coli  W3110 ve porin mutantların Çinko metali bulunan LB 

broth  besiyerinde biyofilm oluşumu 

 

Bulunan veriler sonucunda metal ilave edildiğinde biyofilm oluşumunda rolünün 

olduğu tespit edilen genlerin doğrulaması komplementasyon testleriyle yapılmıştır. 

Mutant ve komplement hücreler aynı şartlarda doğrulama amacıyla deneyler 

tekrarlanmıştır. Bunun sonucunda E. coli W3110 yabanil tip gibi  komplement 

hücrelerde de biyofilm oluşumu Ni, Cu ve Zn varlığında gözlenmemiştir. 
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Şekil 4.39. Nikel  metali varlığında biyofilmde rolü olduğu tespit edilen suşların 

komplement testleri 

 

 

Şekil 4.40. Bakır metali varlığında biyofilmde rolü olduğu tespit edilen suşların 

komplement testleri 
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Biyofilm oluşumunun pozitif olduğu bilinen E. coli ATCC 35218 suşu metal 

deneylerinde referans olarak kullanılmıştır. Bu sonuçlar doğrultusunda E. coli 35218’de  

biyofilm oluşumu Cu ve Ni metalleri varlığında biyofilm oluşturuken, Zn metali 

varlığında biyofilm gözlenmemiştir. Dolayısıyla mutantlardan bağımsız olarak Zn ve 

biyofilm arasında bir ilişki bulunmaktadır.  

 

Şekil 4.41. E. coli ATCC 35218 suşunun farklı metallerin varlığında biyofilm 

oluşumları 

Metal ilave edilmiş ve metal ilave edilmemiş olarak yapılan biyofilm calışmaları 

sonucunda, Ni varlığında ompA ve lamB mutant E. coli suşlarında anlamlı bir fark 

görünmemektedir. Fakat ompC mutant E. coli suşunda metalsiz ortama oranla metalli 

ortamda fark mevcuttur. Aynı değerlendirmeyi Cu varlığında biyofilm 

değerlendirmesinde de yapmak mümkündür. ompA ve lamB mutant E. coli suşları Cu’lu 

ve Cu’suz ortam denemelerinde aynı kuvvetli biyofilm oluşturmuşlardır. Fakat ompC 

mutantında Cu varlığında bu fark oldukça yüksektir. Bu çalışma sonucunda ompC 

mutant E. coli suşunun Ni ve Cu varlığında daha fazla biyofilm oluşturduğu 

gözlemlenmiştir. Zn yokluğunda oluşan biyofilm ise Zn varlığında engellenmiştir. 

Çinkonun biyofilmi inhibe edici etkisi görülmektedir.  
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Şekil 4.42. Nikel varlığında ve yokluğunda  LB broth  besiyerinde biyofilm oluşum 

grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 

 

 

Şekil 4.43.  Bakır  varlığında ve yokluğunda  LB broth  besiyerinde biyofilm oluşumu 

grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 
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Şekil 4.44. Çinko varlığında ve yokluğunda  LB broth  besiyerinde biyofilm oluşum 

grafiği. (*) işaretli olan barlar E. coli W3110’a göre  önemlidir (p ≤ 0.05). 

 

Sonuçlara göre, metal varlığında komplemet hücrelerde biyofilm oluşumu 

gözlenmemiştir.  Zn varlığında inhibe olan biyofilm oluşumu, komplement hücrelerde 

metalsiz ortamda olduğu gibi Cu ve Ni ilavesinde de oluşmamıştır.  

 

Şekil 4.45. Nikel, Bakır ve Çinko varlığında ompA, ompC, lamB ve komplement 

hücrelerin biyofilm doğrulaması 
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Bu çalışma kapsamında çalışılan tüm veriler değerlendirilerek kuvvet ilişkisi 

bakımından derecelendirilmiştir. Bu tablo tüpte biyofilm oluşumları  ve kristal viyole ile 

boyama sonrası optik yoğunluklar baz alınarak hazırlanmıştır. Sonuçlar tablo olarak 

aşağıda sunulmaktadır. Kuvvet derecelendirilmeleri, Biyofilm pozitif= +, biyofilm 

negatif= -; Kuvvetli biyofilm= +++, orta biyofilm = ++, zayıf biyofilm = + şeklinde 

yapılmıştır.  

Çizelge  4.5. Farklı metaller bulunan  LB Brot besiyerinde 24 saatlik biyofilm 

oluşumunun değerlendirilmesi 

 CuSO4 NiSO4 ZnSO4 

W3110 - - - 

ompA::km ++ ++ - 

pLATE51::ompA - - - 

ompC::km +++ ++ - 

pLATE51::ompC - - - 

ompF::km - - - 

ompG::km - - - 

ompT::km - - - 

lamB::km + + - 

pLATE51::lamB - - - 

phoE::km - - - 
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4. 8  Kullanılan Malzemenin Biyofilm Oluşumu Üzerine Etkisinin Araştırılması ve 

Mutantlarla İlişkisi 

E. coli’nin cam tüpte ve polivinil klorür (PVC) malzemelerde biyofilm oluşum 

durumu incelendiğinde; 24 saatlik inkübasyonu takiben %1 ‘lik kristal viyole ile 

boyama sonrasında absorbans ölçümü yapılarak tüm suşların biyofilm üretimi 

değerlendirilmiştir. Çalışmada kullanılan hidrofobik cam malzeme ve hidrofilik 

PVC’den yapılmış malzeme bileşenlerinin farklılığından dolayı biyofilm oluşumunda 

bir farklılık oluşturma durumu kontrol edilmiş ve bir fark tespit edilmemiştir. Biyofilm 

oluşturan suşlar camda da PVCde de aynı oranda biyofilm oluşturmuştur.  

 

Şekil 4.46. Cam malzeme olan deney tüplerinde biyofilm oluşumu. 

  

Şekil 4.47.  Polivinil klorür (PVC)   üzerindeki biyofilm oluşumu 
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4. 9 Kongo Kırmızı Bağlama İle Biyofilm Tayini 

E. coli W3110 üzerinde çalışılan suşların biyofilm oluşturma durumları kongo 

kırmızlı agar besiyerinde de araştırılmıştır. Yapılan çalışmalarda kongo kırmızılı agar 

besiyerine tek koloni olarak ekilen kültürlerin 37°C’de bir gece ve ardından oda ısısında 

48 saat inkübasyonu sonrasındaki sonuçları değerlendirilmiştir. Sonuçlar doğrultusunda 

kuru, kaba, kırmızımsı görüntüler biyofilm pozitif olarak değerlendirilmiştir. Beyaz, 

parlak koloniler ise biyofilm negatif olarak değerlendirilmiştir (Freeman, vd., 1989; 

Atshan, vd., 2012). Yani, kongo kırmızısı besiyerinde suşlar büyütüldüğünde, daha 

yoğun bir şekilde lekelenmiş suşlar (daha koyu renkle ifadesi sağlanan), biyofilm 

üretimini göstermektedir (Olsen, vd., 1993a; Kart, vd., 2011).  

Bu çalışmada referans suş olarak kullanılan E. coli 35218’ nun beyin kalp 

infüzyon buyyonu ile desteklenmiş kongo kırmızılı agar besiyerinde kongo kırmızı 

bağlama ile biyofilm tayini sonuçu Şekil 4. 48’de görüldüğü üzere siyah görünüm 

almaktadır. Fakat bizim çalışmamızda da görüldüğü gibi biyofilm testlerinde negatif 

sonuç veren W3110 mutant hale getirilince biyofilm oluşumu gözlenen porin mutant  

suşlar yoğun bir şekilde lekelenmiş olarak gözlemlenmektedir. Bu sonuçlar 

doğrultusunda; ompA mutant E. coli, ompC mutant E. coli ve lamB mutant E. coli  

suşları biyofilm pozitif, yabani tip E. coli  W3110, ompF mutant E. coli, ompG mutant 

E. coli, ompT mutant E. coli ve phoE mutant E. coli suşları biyofilm negatif sonuç 

vermiştir. 

 

Şekil 4.48.  E. coli 35218 referans suşunun  kongo kırmızlı agar besiyerinde kongo 

kırmızı bağlama ile biyofilm tayini 
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Şekil 4.49. E. coli W3110 ve mutant porinlerin  kongo kırmızı bağlama ile biyofilm 

tayini 
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Çalışmada yapılan deneyler doğrultusunda biyofilm oluşumunda rolü olduğu 

tespit edilen suşların komplementasyon deneyleri gerçekleştirilmiştir. Rolü olduğu 

düşünülen ve diğer suşlarda beyin kalp infüzyon buyyonu ile desteklenmiş kongo 

kırmızlı agar besiyerindeki sonuçları Şekil 4. 50’da verilmiştir.  

Bu testler sonuçunda ompA, ompC ve lamB mutant E. coli suşları biyofilm 

pozitif sonuç verirken, komplement hücreleri olan pLATE51::ompA, pLATE51::ompC 

ve pLATE51::lamB sonuçları biyofilm negatiftir. 

 Diğer mutantlarında komplementleri gerçekleştirilmiş ve kongo kırmızılı agar 

besiyerinde görselleştirilmiştir. 

 

Şekil 4.50. Komplement hücrelerin  kongo kırmızı bağlama ile biyofilm tayini 
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4. 10  Morfoloji Tayini 

E. coli'nin katı besiyerinde biyofilm oluşumunu test etmede kullanılan 

morfotipler mevcuttur. Morfoloji tayininde geniş çaplı olarak kullanılan, rdar (kırmızı, 

kuru ve pürüzlü), bdar (kahverengi, kuru ve pürüzlü), pdar (pembe, kuru ve pürüzlü) ve 

saw (düz ve beyaz)  koloni morfotipleri mevcuttur (Römling, 2005). rdar selüloz ve 

curli üretimi gösterirken, bdar curli üretimini ve pdar sadece selüloz üretimi ve saw 

biyofilm oluşumu olmadığını  göstermektedir (Latasa, vd., 2005). 

Çalışma sonucunda  kolonilerin 24 saatlik inkübasyonu takiben oda ısısında 

bekletilmesi sonucu renk farklılıklarına göre değerlendirilmiştir. Bu bilgiler 

doğrultusunda, yabani tip E. coli W3110, ompF mutant E.coli, ompG mutant E.coli, ve 

phoE mutant E.coli suşları beyaz renkli, mukus yapıları nedeniyle saw morfotipine 

sahip olduğu tespit edilmiştir. ompA mutant E. coli, kırmızıya yakın, görünüşte mukus 

yapısını kaybetmiş ve pürüzlü görünümü nedeniyle rdar morfotipine sahiptir.  ompC 

mutant E. coli ve lamB mutant E.coli ise kahverengi görünümleriyle ve petride 

oluşumlarında mukus yapıyı yitirip pürüzlü görünüm almalarından dolayı bdar 

morfotipine sahip olduğu yapılan çalışmalarla tespit edilmiştir. Ayrıca cam tüp üzerinde 

çok net olarak biyofilm yapısı gözlenmeyen fakat CV ile boyaması sonrası biyofilm 

oluşumu tespit edilen ompT mutant E. coli suşu da pdar morfotipine ait görünüm elde 

etmiştir.  

Çalışmada doğrulama sağlamak amacıyla hazırlanmış olan komplement 

hücrelerde de deneyler tekrarlanmıştır. Bu sonuçlar değerlendirildiğinde; rdar 

morfotipine sahip olan ompA mutant E.coli, komplement suşu mukus yapılı, kırmızı 

rengini kaybetmekte ve saw mortipine benzer özellik göstermektedir. ompC mutant 

E.coli ve lamB mutant E.coli suşları, bdar morfotipine sahip iken komplement suşları 

yine mukus yapılı ve mutanta ait kahverengi görünümünden farklılaşarak saw 

morfotipine yakın görünüm elde etmiştir. ompT mutant suşunun komplementi de saw 

morfotipine ait sonuç vermiştir. Uygulanan stresler sonucunda biyofilmde rolü olmadığı 

düşünülen diğer mutantlarında komplement suşlarındaki sonuçlara bakıldığında ompF, 

ompG ve phoE mutantlarda olduğu gibi saw morfotipinde gözlenmektedir. Ayrıca 

çalışma verileri E. coli 35218 biyofilm pozitif suşu referans alınarakta 

değerlendirilmiştir. 
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Şekil 4.51.  E. coli 35218 referans suşunun  kongo kırmızlı agar besiyerinde fenotipi   

Şekil 4. 52. Kongo kırmızlı agar besiyerinde yabanil tip ve mutantların fenotipik  

farklılıkları 



84 

 

 

Şekil 4.53. Kongo kırmızlı agar besiyerinde komplement hücrelerin fenotipik  

farklılıkları 
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Çizelge  4.6. İlgili suşlar ve morfotip farklılıkları 

Genotip veya yapı Morfotip İlgili özellikler 

W3110 Yabani tip saw Selüloz - ; Curli - 

W3110 ompA::km rdar Selüloz + ; Curli + 

W3110 ompC::km bdar Selüloz -;  Curli + 

W3110 ompF::km saw Selüloz - ; Curli - 

W3110 ompG::km saw Selüloz - ; Curli - 

W3110 ompT::km pdar Selüloz + ; Curli - 

W3110 lamB::km bdar Selüloz - ; Curli + 

W3110 phoE::km saw Selüloz - ; Curli - 

4.11  Taramalı Elektron Mikroskobu Görüntüleri (Scanning Electron Microscopy) 

Biyofilm yapılarını ve hücre morfolojilerini görselleştirmek için taramalı 

elektron mikroskobu kullanılarak alınan görüntüler Şekil 4.54’ te verilmiştir. 24 saat 

inkübasyon sonucunda E. coli W3110 suşu, E. coli 35218 ile karşılaştırıldığında 

aralarındaki farklılık göze çarpmaktadır. E. coli W3110 suşu SEM görüntüsünde 

hücreler arasında bir değişim gözlenmezken, E. coli 35218 suşunda hücreler arasında 

oluşan EPS maddeleri mevcuttur. Elde edilen mutantlar E. coli W3110 ile 

karşılatırıldığında ompA, ompC ve lamB suşlarında hücreler arasında zincir şeklinde  

birbirine tutunmuş yapılar gözlemlenmiştir. E. coli W3110 da ise bu yapılar 

gözlenmemiştir.  
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Şekil 4. 54.  E. coli W3110 ve E. coli 35218 taramalı elektron mikroskop görüntüleri. 

(A: E. coli W3110 suşunun  24 saat pH 7 LB ortamında görüntüsü. Büyütme, X10.000-

20.000.  B: E. coli 35218 suşunun 24 saat sonra pH 7 LB ortamında biyofilm görüntüsü. 

Büyütme,  X 15.000-30.000) 
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Şekil 4. 55.  ompA mutant E. coli suşunun  24 saatlik inkübasyonu sonrası sıvı ortamdan 

alınan bakterilerin   SEM görüntüsü. (Büyütme, X10.000, 20.000). 

 

Şekil 4. 56.  ompC mutant E. coli suşunun  24 saatlik inkübasyonu sonrası sıvı 

ortamdan  alınan bakterilerin  SEM görüntüsü.  (Büyütme, X10.000, 20.000). 
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Şekil 4. 57.  lamB mutant E. coli  suşunun 24 saatlik inkübasyonu sonrası sıvı ortamdan 

alınan bakterilerin SEM görüntüsü.  (Büyütme, X15.000, 20.000). 

 

Şekil 4. 58.  ompA ve ompC  mutantlarıına ait  24 saatlik biyofilm kütlesinin SEM 

görüntüsü.  (Büyütme,  X5.000, 10.000). 
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4.12  Gerçek zamanlı PZR (Real-Time PCR) Sonuçları  

Biyofilm de rolü olduğu düşünülen genlerin ekspresyon seviyelerini incelemek 

için gerçek zamanlı PZR kullanılmıştır. nhaR ve ygiU genlerinin ekspresyon seviyeleri, 

gerçek zamanlı PZR ile belirlenmiştir. pH 6, 7 ve 8 değerlerinde ve ompA için pH 7.5 

ortamında her birini temsil eden iki bağımsız kültürden izole edilmiş RNA kullanılarak 

yapılan çalışma sonucunda, gözlemlenen gen ekspresyonu katları nhaR için, asidik pH 

ortamında ekspresyonunda artış mevcuttur, alkali pH değerinde ise daha az  eksprese 

edildiği tespit edilmiştir. pH 6’da W3110’a göre ompC::km mutantında nhaR 

ekspresyonu daha fazla görülürken komplementte bu ekspresyon W3110’a göre daha az 

olduğu belirlenmiştir. Dolayısıyla ompC geni mutant olduğunda nhaR miktarı 

artmaktadır. Aynı şekilde pH 6’da biyofilm oluşturmayan lamB mutantının nhaR 

ekspresyonu W3110’dan daha az olduğu belirlenmiştir. Komplementininde ekspresyon 

seviyesi W3110’dan daha az olduğu görülmektedir. pH 7 ortamında ise iki suştada 

biyofilm üretimi gözlemlenmiştir ve  ompC ve lamB mutantlarında nhaR geninin 

ekspresyonunda E. coli W3110’a oranla artış tespit edilmiştir. Fakat biyofilm oluşumu 

tespit edilmeyen komplement hücrelerde de nhaR ekspresyon seviyesinde artış 

görülmektedir. Bu sonuçlara göre iki mutantın iki farklı pH değerindeki nhaR 

ekspresyon seviyesindeki farklılık nedeniyle biyofilm oluşumunun nhaR ekspresyon 

artışıyla ilgili olabileceği düşünülmektedir. Biyofilm oluşumu gözlemlenen pH 8 

ortamında ise ompC mutantında nhaR geninin ekspresyonunda azalma görülmektedir. 

Ve pH 7.5 değerinde yapılan çalışmada da biyofilm üretimi pozitif olan ompA 

mutantında da nhaR geninin ekspresyon seviyesinde W3110’a göre azalma tespit 

edilmiştir. Biyofilm oluşumunda rolü olduğu düşünülen nhaR geninin ekspresyonunun 

asidik ve alkali ortam değerlerinde biyofilm oluşturan suşlarda değiştiği 

gözlemlenmiştir. Bu veriler sonucunda nhaR geninin ekspresyon seviyesinin 

değişiminin biyofilm oluşumunda rolü olabileceği, fakat tek başına yeterli olmadığı 

ifade edilebilir.  
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Şekil 4. 59. pH 6 ortamında gerçek zamanlı PZR ile nhaR geninin ekspresyon  seviyesi. 

 

Şekil 4. 60. pH 7 ortamında gerçek zamanlı PZR ile nhaR geninin ekspresyon  seviyesi 

-0,6 

-0,4 

-0,2 

0 

0,2 

0,4 

G
e

n
 E

ks
p

re
sy

o
n

 D
e

ği
şi

m
i 

W3110 ompc::km plate51::ompC lamb::km plate51::lamB 

nhaR 

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

G
e

n
 E

ks
p

re
sy

o
n

 D
e

ği
şi

m
i 

W3110 ompc::km plate51::ompC lamb::km plate51::lamB 

nhaR 



91 

 

 

Şekil 4. 61. pH 8 ortamında gerçek zamanlı PZR ile nhaR geninin ekspresyon  seviyesi 

 

Şekil 4. 62. pH 7.5 ortamında gerçek zamanlı PZR ile nhaR geninin ekspresyon  

seviyesi 
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Biyofilm oluşumu gözlenen ompA, ompC ve lamB mutantlarında gerçek zamanlı 

PZR ile ygiU ekspresyonunun seviyesi kontrol edildiğinde, biyofilm oluşumu 

gözlemlenen pH 6 ortamında ompC mutantında ygiU geninin E. coli W3110’a oranla 

daha fazla eksprese edildiği, bu pH değerinde biyofilm oluşumu gözlemlenmeyen lamB 

mutantında ise ygiU’nun ekspresyonun W3110’a oranla daha az olduğu belirlenmiştir.  

Kompelement hücrelerde ygiU geni tüm pH değerlerinde yabani tipe oranla daha az 

eksprese edilmiştir. Bu sonuç biyofilm oluşumunda ygiU’nu rolünü kısmen 

açıklamaktadır. pH 7 ortamında  biyofilm oluşumu tespit edilen ompC ve lamB 

mutantlarında ygiU’nun ekspresyon seviyesinde W3110’a oranla artış gözlenmektedir.  

Ve bu değerde iki mutantta da biyofilm oluşumu pozitif olmasının, fakat komplement 

hücrelerde bu olgunun görülmemesinden dolayı bu hücrelerde ygiU geninin ekspresyon 

seviyesinde azalma tespit edilmiştir. ompC mutantında pH 8 ortamında biyofilm 

gözlemlenmiştir ve ygiU ekspresyon seviyesinde de artış tespit edilmiştir. pH 8 

ortamında lamB mutantında biyofilm oluşumu gözlenmemiştir bu yüzden sonuçun pH 6 

değerine benzer çıkması beklenmektedir. Biyofilm oluşumu gözlenen ortamlarda ygiU 

ekspresyon seviyesinin E. coli W3110’a oranla daha fazla olduğu, biyofilm 

oluşturmayan ortamlarda mutantlardaki ekspresyon seviyesi W3110’na oranla azaldığı 

yapılan çalışmalarla gözlemlenmiştir. Komplement suşlarda ise tüm pH ortamlarında 

ygiU geninin ekspresyonunda ise azalma tespit edilmiştir. Ve biyofilm oluşumunda 

porinlerin görevinde haberleşme sisteminin etkin olduğu düşünülmektedir.  

Bu veriler beraber değerlendirildiğinde asidik ortamlarda nhaR geninin 

ekspresyonunda artış, alkali ortamlarda ise nhaR geninin ekspresyonundaki azalma 

tespit edilmesi ve bu eşitsizliğe rağmen aynı suşların biyofilm oluşturabilmesi göz 

önüne alındığında sadece nhaR ve biyofilm oluşumu ile ilgili yorum yapmak mümkün 

değildir fakat ygiU geninin kullanılan ortam değerlerinde biyofilm üretimi pozitif olan 

suşlarda ekspresyonunun artması ve biyofilm oluşumu gözlemlenmeyen ortamlardaki 

mutantlarda ise ygiU geninin ekspresyon seviyesindeki azalmanın tespit edilmesiyle 

porin proteinlerinin QS mekanizması kontrolünde biyofilm oluşturabileceği ve yüzey 

proteinlerinin etkinleştirerek yüzeyde sağ kalımı sağlayabileceği önerilmektedir.  
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Şekil 4. 63. pH 6 ortamında gerçek zamanlı PZR ile yhiU geninin ekspresyon  seviyesi 

 

Şekil 4. 64. pH 7 ortamında gerçek zamanlı PZR ile ygiU geninin ekspresyon  seviyesi 
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Şekil 4. 65. pH 8 ortamında gerçek zamanlı PZR ile ygiU geninin ekspresyon  seviyesi 

 

Şekil 4. 66. pH 7.5 ortamında gerçek zamanlı PZR ile ygiU geninin ekspresyon  

seviyesi 
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Curli oluşumunu ve biyofilmdeki rolünü test etmek için kongo kırmızlı agar 

besiyerinde yapılan çalışmalarda ompC ve lamB mutantlarının curliyi ifade ettiği tespit 

edilmiştir. Kongo kırmızına bağlanma özelliğini ve biyofilm oluşumuyla ilişkisi 

doğrulama amacıyla yapılan gerçek zamanlı PZR sonuçlarında pH 7 ortamında 

büyütülen hücrelerde 24 saatlik inkübasyon ardında ompC mutant E. coli ve lamB 

mutant E. coli’de csgD geninin ekspresyon seviyesinde E. coli W3110 yabani tipe 

oranla daha fazla eksprese edildiği tespit edilmiştir. Komplement hücrelerde ise 

W3110’dan daha az ekspresyon mevcuttur ve biyofilm oluşumu komplement hücrelerde 

mevcut değildir. Bu sonuç Şekil 4. 52’de verilen morfoloji farklılıklarındaki ompA, 

ompC ve lamB mutant suşlarında curli oluşumunun biyofilme katkısnı açıklamaktadır.  

 

Şekil 4. 67. pH 7 ortamında gerçek zamanlı PZR ile csgD geninin ekspresyon  seviyesi 
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5. TARTIŞMA-SONUÇ 

Mikroorganizmalar, doğal ortamlarında hayatlarını devam ettirebilmek için ve 

çevresel uyaranlara karşı koyabilmek için çeşitli savunma veya direnç sistemleri 

geliştirmek zorundadırlar. Biyofilm oluşumu bu savunma sistemlerinin en 

önemlilerindendir. Her ne kadar mikroorganizmalar için avantaj olsa da insan ve diğer 

canlılar için büyük bir tehtittir. Bir çok çevresel etkenlere maruz kalan ve bu stresler 

altında biyofilm oluşturan E. coli, insan yaşamı için de sorun haline gelmektedir.  E. 

coli,  insan vücudunun dışında, oligotrofik su ve toprakta da gelişebilmektedir (Gordon 

ve Cowling, 2003). Tatlı sularda ve içme suyu kaynaklarında E. coli içeren biyofilmler 

tespit edilmiştir (Moreira, vd., 2012; Ahmed, vd., 2013). Tıbbi, endüstriyel ve çevresel 

ortamlardaki olumsuz etkilerinden dolayı bakteriyel biyofilmlerin önemi açıkça 

görülmektedir. Biyofilm oluşumunun çevresel koşullar, düşük sıcaklık, pH ve besin 

varlığı veya yokluğu gibi fiziksel faktörlerden etkilendiği bilinmektedir (Arnold ve 

Silvers, 2000; Lindsay, vd., 2002; Çiftçi, 2005). Bu nedenle biyofilm oluşumunun 

altında yatan moleküler mekanizmaların açığa kavuşturulması hem bakteriyal yaşamı 

öğrenme ve anlama açısından hemde onlarla mücadele etmede oldukça önemlidir.  

Yüzeye tutunan veya serbest yüzen bakterilerin direnç mekanizmalarının 

biyokimyası ve moleküler mekanizmasının anlaşılmasına yönelik birçok çalışma 

gerçekleştirilmiştir (Prigent-Combaret, vd., 2000; Ma ve Wood, 2009). Bununla birlikte, 

biyofilm oluşumu ve bu oluşumun moleküler mekanizması veya etkileyen faktörler 

hakkında çok az şey bilinmektedir. Yapılan araştırmalar sonucunda  pH, açlık ve 

osmotik stresin bakteri yaşamına etkileri olduğu açıkça görülmektedir (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). Dış membran proteinleri (omp); birçok çevresel şart altında 

membrandaki oranları değişebilen ve besin alımında rol oynayan pasif diffüzyon 

kanalları olarak görev yapmaktadır. Porinlerin yokluğunda E. coli’nin ve diğer 

bakterilerin yaşamında ciddi sorunlar meydana geldiği, doğada farklı stres şartları 

altındaki yaşam oranının azaldığı belirlenmiştir (Özkanca, 1993; Liu ve Ferenci, 1998; 

Darcan, vd., 2001). Bu nedenle porinlerin bakterilerin biyofilm oluşumundaki rolleri, 

varsa bu roldeki bazı çevresel faktörlerin etkileri bu çalışmada araştırılmıştır.  
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E. coli’nin bir çok farklı suşu bulunmaktadır. ML30, W3110, ATCC 35218, 

MG1655, EPEC (İntestinal Patojenik E. coli), EHEC (Enterohemorajik E. coli), 

BW25113, EAEC (Entero agregativ E. coli) bunlardan bazılarıdır. Aynı şartlar altında  

bu suşlardan bazıları biyofilm oluştururken, bazılarının biyofilm oluşturmadığı 

bilinmektedir (Somorin, vd., 2018). E. coli BW25113 suşlarında kolanik asitin fazla 

sentezlenmesinden dolayı  biyofilm oluşumunun inhibe edildiği bildirilmiştir (Zhang, 

vd., 2008). Ma ve Wood, (2009) çalışmalarında E. coli BW25113 yabanil tipin cam 

yüzeyler üzerinde biyofilm oluşturmadığını bildirmişlerdir. Escherichia coli'nin 

MG1655 laboratuar suşunun ise sadece sınırlı miktarlarda curli ve selüloz ürettiği 

bildirilmiştir. Fakat MG1655'in csgD’ yi aşırı eksprese eden suşunda selüloz üretimini 

olumsuz yönde etkileyerek biyofilm oluşumunu engellediğide aynı çalışmada tespit 

edilmiştir (Gualdi, vd., 2008). Enteroaggregative  E. coli’nin (EAEC) hücre yüzey 

organelleri vasıtasıyla belirli koşullar altında biyofilm oluşturabildiği bildirilmiştir 

(Sheikh, vd., 2001). Başka bir çalışmada ise  E. coli K-12’nin hareketliliğinin, sıvı veya 

yarı sıvı ortam içinde yüzmeleri için flagellar aparata bağımlı olduğunu ayrıca 

 flagella'nın sadece yüzme amacıyla değil bakterilerin yüzeye yayılmasına da izin 

verebildiği gösterilmiştir (Pratt ve Kolter, 1998).  Son zamanlarda, E. coli K-12’de 

 hareketlilik ile ilgili bazı genler mutant yapıldığında biyofilm oluşturma kapasiteleri 

elde ettiği bildirilmiştir (Wood, vd., 2006). Çalışmamızda kullandığımız E. coli W3110 

suşu, kullanılan şartlar altında biyofilm oluşturmamıştır. Ancak kullanılan bakterinin 

biyofilm oluşturma yeteneğine sahip olduğu, ortama ilave edilen poliamin (putresin) 

vasıtasıyla  gösterilmiştir (Şekil 4.6).  E. coli K-12 laboratuvar suşları, biyofilm oluşum 

genleri taşımalarına rağmen her ortamda curli veya selülozu ifade etmemektedir 

(Collinson, vd., 1991; Olsen, vd., 1993a; Hammar, vd., 1995; Dorel, vd., 1999; Prigent-

Combaret, vd., 2000). Ancak, E. coli'nin bazı laboratuar suşları, inert yüzeyleri kolonize 

edemezken, bazı suşları ise endüstriyel süreçler için sürekli kültürde muhafaza 

edildiğinde kültür aparatının duvarında çıplak gözle görülebilen, kalın bir biyofilm 

oluşturduğu gözlenmiştir. Hidrofilik ve hidrofobik yüzeyleri kolonize etme ve 

kümelendiği yine aynı çalışmalarda bildirilmiştir (Dykhuizen ve Hartl, 1983; Vidal, vd., 

1998). Ayrıca, selüloz üretimininin enterobacteriaceae'nin bazı morfotiplerinde biyofilm 

oluşumu için gerekli olduğu da bilidirilmiştir (Solano, vd., 2002; Zogaj, vd., 2003). 

Fakat bazı araştırmacılar çalışmalarında E. coli K-12’nin bazı suşlarında selüloz ve 
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biyosentetik genler mevcut olmasına rağmen, bu suşun çevresel  koşullar altında 

biyofilm oluşturmadığı bildirmiştir ( Zogaj, vd., 2000; Dyer, vd., 2007;  Truhlar, vd., 

2015 ).    

Plazmit gibi sonradan kazanılabilen özellikler ile Escherichia coli suşları 

biyofilm oluşturma yeteneği kazanmaktadırlar. Örneğin, E. coli K-12’nin doğal bakteri 

popülasyonlarında kendiliğinden biyofilm oluşturmadığı, ancak pili sentezlenmesine 

sahip konjugatif plazmitler vasıtasıyla kalın, olgun biyofilmlerin gelişimini sağladığı 

gösterilmiştir (Pratt ve Kolter, 1998; Ghigo, 2001; Sheikh, vd., 2001; Reisner, vd., 

2003; Yang, vd., 2008). Lacqua, vd., (2006) yaptıkları bir çalışmada, E coli K-12 

MG1655'in P1 vir veya λ fajları ile karıştırıldığında, 24 saat içinde biyofilm oluşum 

kapasitesine sahip olduğunu göstermişlerdir. E. coli  MG1655 suşları tarafından 

abiyotik biyofilm oluşumunun, bakteriyofaj saldırısından kaçmak için bir strateji 

oluşturabileceğini bildirmişlerdir. Ek olarak, dış zar proteini Antijen 43, biyofilm 

oluşumunu fimbriadan bağımsız şekilde arttırır ve biyofilm oluşumunu kolaylaştırır 

(Danese, vd., 2000). İnce agregatif fimbrialar olarak adlandırılan curli ise biyofilm 

oluşumunu arttıran başka bir dış yüzey eklentisidir (Smyth, vd., 1996; Vidal, vd., 1998). 

Bazı E. coli suşları her ortamda biyofilm oluşturabilirken, bazı suşların biyofilm 

oluşturması için olması gereken şartlar bulunmaktadır. Çalışmamızda kullanılan 

biyofilm pozitif olduğu bilinen referans E. coli 35218 suşu Zn hariç çalışılan tüm 

deneysel şartlarda biyofilm oluşturduğu görülürken, W3110 suşu sadece poliamin ilave 

edildiği zaman biyofilm oluşturduğu tespit edilmiştir. E. coli türlerinin farklılığında 

biyofilm oluşum kapasitesinin değiştiği, aynı cinsin  iki suşunun aynı ortam şartlarında 

farklı etkilendiği ifade edilebilir. 

E. coli’ nin biyofilm oluşumunu çeşitli 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 gelişimi sırasında, 

planktonik büyüme ile karşılaştırıldığında E. coli genomunun % 1.84'ünü temsil eden 79 

genin ekspresyonunun önemli ölçüde değiştiği bildirilmiştir (Prigent-Combaret, vd., 

1999;  Otto, vd., 2001). Bu genlerden csgBA ve csgDEF genlerinin E. coli’de curli 

oluşumunda rol oynadığı bilinmektedir. Bu genlerin genetik organizasyonu ve 

transkripsiyonel regülasyonu E. coli ve Salmonella enterica serovar Typhimurium 

suşlarında yüksek oranda benzerlik göstermektedir. Farklı çevresel sinyaller biyofilm 
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oluşumunda bu genlerin ekspresyonunu etkilemektedir (Römling, vd., 1998). Fakat E. 

coli'nin MC4100 ve MG1655 suşlarında, csgBA genlerinin varlığında biyofilm oluşumu 

gerçekleşmediğini bildirmiştir. Çünkü csgD aşırı eksprese eden suşunda selüloz üretimi, 

hidrofobik polipropilen (PP) mikrotitre plakaları üzerinde curli aracılı yüzey 

yapışmasını ve agregasyonu olumsuz yönde etkilemektedir (Prıgent-Combaret, vd., 

2001; Gualdi, vd., 2008). 

pH’ın Biyofilm Oluşumuna  Etkisi: Dünya yüzeyi üzerinde oldukça farklı pH 

değerlerine sahip birçok ortam bulunmaktadır (Saito ve Kobayashi, 2003). Çoğu 

mikroorganizma en iyi, pH 6.5, 7.0 değerlerinde büyümektedir. Fakat bazıları çok 

asidik (örn., Acetobacter) veya alkali koşullarda da (örn., Candida) büyüyebilmektedir 

(Sokollek, vd., 1998; Cleenwerck, vd., 2002). Bilindiği üzere E. coli de, geniş bir pH 

aralığında (pH 4.4 ila 9.2) büyüyebilmektedir (Stancik, vd., 2002). Çalışmamızda 

kullanılan yabanil tip ve porin mutantları asidik ortam ya da alkali ortamda büyüme 

açısından farklılık sergilemektedirler. Elde edilen sonuçlara göre, büyüme açısından 5.5, 

7 ve 8 pH değerlerinde fark mevcuttur (veriler verilmemiştir). En iyi büyümeyi pH 7 

ortamında sağlayan E. coli W3110 ve porin mutant suşları asidik ortam olan 5.5 

değerinde gelişimi sınırlanmaktadır. Alkali ortamda ise asidik ortamdan daha fazla 

büyüme göstermekte ama nötr ortam değerine göre büyüme oranları yine daha azdır.  

Yapılan araştırmalarda, pH değerindeki değişikliklerin, bakteriyel büyüme üzerinde 

belirgin bir etkiye sahip olabildiği bildirilmiştir (Rowland, 2003). Bu bilgiyi doğrulayan 

veriler çalışmamızla uyumludur. Başka bir çalışmada pH'daki değişikliklerin, 

mikroorganizmalar üzerinde biyosidal etkiye neden olmasından dolayı bakterileri 

öldürmek için kullanılabileceği vurgulanmıştır (Olson, 1993; Rowland, 2003).  

Bakterilerin insan vücudu ya da çevresel ekosistemlerde hayatta kalabilmek ve 

büyümelerini devam ettirebilmek için, dış ortamın pH’sındaki ekstrem değişikliklere 

karşı koymaları gerektiği bilinmektedir (Foster, 2000; Slonczewski, 2000; Stancik, vd., 

2002; Hostacka, vd., 2010). Bu yüzden bakterilerde, pH stresine karşı hücrenin 

korunmasında görev alan mekanizmalar bulunmaktadır (Olson, 1993; Slonczewsk, vd., 

1996; Foster, 2000). Ve bu nedenle bakterilerin, yaşaması ve üremeleri zor olan 

şartlarda nasıl hayatta kaldığına dair mekanizmaların açıklanması için birçok çalışma 

yapılmıştır ve hala çalışmalar devam etmektedir (Hostacka ve Ciznar, 2007; Hostacka, 

vd., 2010). Bu yapılan çalışmalar sonucunda tespit edilen yaşam stretejilerinden biri 



100 

 

biyofilm tabakasının varlığıdır ve bu mikroorganizmalar için avantajdır. Biyofilm 

oluşumu bakterilerin kendilerine dış ortam değişkenlerinden korumak için kullandığı 

sistemdir. Kendini bu güvenilir sistem içine hapseden bakteri hem hayatta kalmak için 

uygun ortam oluşturur. Ayrıca antibiyotik veya metallerin hücrelere etkisini azaltır hem 

de değişen pH’dan etkilenmeyerek yaşamsal faliyetlerini devam ettirdiği bilinen bir 

gerçektir.  Aynı zamanda pH değişiklikleri bakterilerin  çeşitli metabolik süreçlerini 

bozarak biyofilm gelişimini de desteklediği bilinmektedir (Garrett, vd., 2008). Birçok 

çalışmada, sıcaklık ve pH’ın biyofilm oluşumuna sebep olduğu bildirilmektedir (Del, 

vd., 2015; Di Bonaventura vd.,  2007; Marsh, 2009; Hostacká, vd., 2010; Nostro, vd.,  

2012). Bu araştırmalar sonucunda polisakkarit üretimi için optimum pH’ın bireysel 

türlere bağlı olduğu gösterilmiştir. Ancak çoğu bakteri için pH 7 civarında en iyi EPS 

üretiminin gerçekleştiğine dair çalışmalar mevcuttur (Oliveira, vd., 1994; Hostacká, vd., 

2010). Fakat bu durumdan kesin ve genel bir sonuç çıkarılamaz, çünkü çevresel 

faktörlere karşı etki yine türlere bağımlı olarak değişmektedir. Heyde, vd., (1987) 

yüksek pH'ta bakteri hücre duvarının dış zarındaki porinlerin genişlemesinin, karbon 

birikmesine ve dolayısıyla daha yüksek bir yapışmaya katkıda bulunabileceğini 

belirtmiştir. Çalışmamız sonucunda; E. coli W3110 porin proteinlerinin varlığına 

rağmen asidik, nötr ve alkali pH değerlerinde biyofilm oluşturmamıştır. Fakat ompA, 

ompC ve lamB porin mutant asidik, nötr ve alkali pH değerlerinde biyofilm oluşturmuş 

ve bu oluşum oranlarında farklılık gözlenmiştir.  lamB mutant E. coli’de  pH 7 ve 7.5 

değerlerinde biyofilm oluşumu gözlenmiştir.  Ve oluşan biyofilm zayıf biyofilm  olarak 

nitelendirilmiştir.  Bu çalışmadan elde edilen verilerde,  ompC mutant E. coli’de  pH 

7’ye  göre zayıf olsa da hem asidik ortam hem de alkali ortamlarda biyofilm oluşumu 

gözlenmiştir. ompA mutant E. coli  suşunda ise, biyofilm oluşumu pH 6.5 ortamında 

başlayarak  daha yüksek pH değerlerinde biyofilm oluşumunun aynı seviyede devam 

ettiği gözlenmiştir. Yine çalışmamızda referans suş olarak kulllanılan E. coli 35218 suşu 

da kullanılan pH değerlerinde (5.5, 6.0, 6.5, 7, 7.5 ve 8) biyofilm oluşumları 

karşılaştırıldığında tüm değerlerde kuvvetli biyofilm oluşumu sergilemektedir. P. 

aeruginosa ve K. pneumoniae gibi farklı mikroorganizmalarla yapılan pH 

denemelerinde artan pH ile biyofilm üretiminde artış gözlendiği bildirilmiştir. pH 5.5, 

7.5 ve 8.5 ortamlarında yapılan çalışmalarda en fazla biyofilm oluşumunun pH 8.5 

değerinde gözlenmiştir (Hostacka, vd., 2010).  Artan pH ve biyofilm üretimi arasındaki 
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benzer ilişki de Stenotrophomonas maltophilia'da gösterilmiştir (Di, vd., 2007). Yani, 

ortamının pH değeri ile biyofilm oluşumu arasındaki bir korelasyon bulunmaktadır. 

Fakat bu durumun türlere bağlı olarak değişebileceği unutulmamalıdır. E. coli’nin bu 

kadar farklı pH ortamlarında biyofilm oluşturma veya oluşturamama yeteneği olmasına 

karşın moleküler mekanizma incelemelerinde bu değişimin nhaR ekspresyonu sebebiyle 

olabileceğine dair bulgular bulunmaktadır. Ve bu bulgularda PgaABCD operonunun 

transkripsiyonu için  NhaR’nin gerekli olduğu bildirilmiştir (Goller, vd., 2006).  E. coli' 

de  PgaABCD operonunun, yüksek pH veya yüksek Na
+
’ya yanıt olarak NhaR'nin 

bağlanmasıyla aktive edildiği de bilinmektedir. E. coli'de  nhaAR'ın  

transkripsiyonunun,  ortamın  pH'sının 6.5'ten 8.5'e çıkarılmasıyla arttığı yapılan 

çalışmada gösterilmiştir (Dover, vd., 1996; Dover ve Padan; 2001).  Çalışmamızda da, 

asidik ve alkali değerler karşılaştırıldığında ompC mutant E. coli’ de nhaR’nin asidik 

ortam denemelerinde ekspresyon seviyesinde artış gözlendiği, alkali ortamda ise 

ekspresyon seviyesinde azalma olduğu ve pH değerinin 6.0’dan 7.78 değerine çıktığı  

gösterilmiştir. Yine aynı mutantta azalan nhaR ekspresyonu  seviyesinde pH 8 ile 

başlayan ortam değerinin 8.10 ile sonlandığı gösterilmiştir.  Son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda ise, yüksek tuz konsantrasyonlarının ve alkalin pH'ın biyofilm oluşumunu 

arttırdığı ve bu etkinin katyon-duyarlı düzenleyici protein NhaR'ye bağlı olduğuda 

gösterilmiştir (Goller, vd.,  2006 ). Ayrıca  Shewanella oneidensis'in  alkali pH'ya  

maruz kalması  nhaA  ve  nhaR’nin  artmasına  neden olduğu bildirilmiştir (Leaphart, 

vd., 2006). Çalışmamızda elde edilen veriler değerlendirildiğinde, pH 6’da biyofilm 

oluşumu ile nhaR korelasyonu ve pH 7’deki biyofilm oluşumu ve nhaR korelasyonu 

karşılaştırıldığında biyofilm oluşumunun daha fazla olduğu pH ortamında nhaR geninin 

ekspresyonunda da artış olduğu gözlenmektedir (Şekil 4.57- Şekil 4.58).  Fakat asidik 

ortamda görülen bu korelasyon alkali ortamda olmadığı gözlenmiştir (Şekil 4.59). E. 

coli porin mutantlarında alkalin pH’da biyofilm oluşumu azalmaktadır. Asidik pH 

değerinde de mutant suşların bağlanma oranlarında azalma gözlenmiştir. Aynı şekilde 

Nostro, vd., (2012) gerçekleştirdiği bir çalışmada alkali pH'ın bakteriyel adezyon 

üzerine etkisi S. aureus ve  S. epidermidis'de çalışılmıştır ve alkalin pH değerinin bu 

mikrroorganizmalar üzerinde bağlanma yeteneklerinin inhibisyonu ile sonuçlandığı 

tespit edilmiştir. Bir başka çalışmada da, S. aureus'un nötr pH koşulları ile 

karşılaştırıldığında çok asitli (pH 3) ve çok alkali (pH 12) koşullarda, biyofilm 
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oluşturma yeteneğine sahip olmadığı gösterilmiştir (Zmantar, vd., 2010). Alkalin pH'ın 

bakterilerin yüzeye tutunmasını engelleyerek biyofilmi inhibe edici etkisi olduğu 

bulunmuştur. Fakat Goller, 2006’da yaptığı çalışmasında alkalin pH'ın biyofilm 

oluşumunu arttırdığını vurgulamıştır bunun NhaR'ye bağlı olduğunu söylemiştir.  

Literatür araştırmaları sonucu alkalin pH etkisinde biyofilm oluşumu değişkenlik 

göstermektedir. Bu veriler  sonucunda bakteri hücrelerinin fizyolojik durumu ve 

çevredeki ortamın pH'sının dönüşümsüz tutunma (bağlanma) sürecinde çok önemli bir 

rol oynadığı gösterilmektedir. Fakat bu öncelikle türe bağlıdır farklı tür 

mikroorganizmalar benzer pH değerlerinde ki ortamlarda dahi olsalar aynı sonuçu 

vermeyebilirler. Aynı türün farklı suşlarında dahi biyofilm oluşumu değişkenlik 

gösterebilmektedir. Çalışmamızda  E. coli 35218 ile yapılan çalışmalarda kullanılan tüm 

pH değerlerinde bağlanma yeteneklerinin aktif olduğu ve yüzey kolonizasyonu 

sağlayarak tutunma gerçekleştirdiği gözlemlenmiştir.  

Bu çalışmaya farklı bir açıdan bakıldığında, eski zamanlardan beri insanlar için 

sorun haline gelen biyofilm, içinde bulunduğu ortamda asit oluşumu nedeniyle 

borularda korozyona neden olduğu bilinmektedir (Jayaraman, vd., 1997). Bu yüzden 

yüzeylerde aşınma sıklıkla karşılaşılan ve istenmeyen bir durumdur. Gıda sektöründe bu 

sorun maliyet açısından kayıplarla sonuçlanmaktadır. Fakat asıl soru her biyofilm 

oluşumu sonucunda asit oluşumu mevcut mudur?  Çalışmamızda, pH denemelerinde 

deney koşulu olarak başlanılan tüm değerlerde (pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0) ortamın 

alkalileşmesine yol açmıştır. Bahl, vd., (1982) yaptıkları çalışma sonucunda da, 

Escherichia coli'nin asidik substratlar üzerindeki büyümesi, ortamın alkalileşmesine yol 

açtığını ve bunun karbon kaynağının metabolizmasının protonların tüketimi ile 

sonuçlandığını düşünmüşlerdir. Biyofilmin içinde bulunduğu ortam farklı yüzeylerde 

dahi gerçekleşmiş olsa her zaman asit üretimiyle sonuçlanmamaktadır. Bu çalışma 

sonucunda E. coli 35218 suşunda biyofilm oluşumu gözlemlenen 5.5 ortamında 

inkübasyon sonrası değerin 6.97 ile sonlandığı gözlemlenmiştir.  

Metallerin (Cu, Ni, Zn) Biyofilm Oluşumuna  Etkisi: Metaller, çeşitli 

endüstriyel atık kaynakları, sanayi dumanları, kimyasal maddelerin bilinçsizce doğaya 

salınması ve atık çöplerden çevreye sokulan kalıcı çevresel kirleticilerdir. Aynı zaman 

da içme suyu depolarını ve tatlı su habitatlarını kirletir ve makro ve mikrobiyolojik 

toplulukları değiştirebilir (Ivorra, vd., 2000;  Lefcort, vd., 2002). Ağır metal 
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toksisitesinin bilinen mekanizmaları arasında oksidatif stresi indüklemeyi ve protein 

katlanma  fonksiyonunu etkilemek bulunmaktadır (Nies,  1999). Ayrıca bakterilerde dış 

membran boyunca metallerin taşınımı porin proteinleri ile kolaylaştırılmış difüzyonla 

olmaktadır (Stenberg, vd., 2005). Bakteriler ağır metal stresini azaltmak için çeşitli 

direnç mekanizmaları geliştirmiştir. Bu mekanizmalar, ağır metallerin alımının 

azaltılması, bir metalin daha az toksik bir türe indirgenmesini ve metalin hücrenin dışına 

doğrudan aktarılmasını içerir (Nies ve Silver, 1995; Nies, 1999;  Outten, vd., 2000).   

Ortamda var olan metaller aynı zamanda biyofilm oluşumunu etkilemektedir. 

Metaller tarafından indüklenen biyofilm oluşumunun, curli kodlayan genlerin 

transkripsiyonel indüksiyonundan kaynaklandığı bildirilmiştir. Ayrıca metallerin 

varlığınında aderans (yapışma) yapılarını kodlayan genler üzerindeki transkripsiyonel 

bir etki oluşturmasından dolayı biyofilm oluştuğu bildirilmiştir (Perrin, vd., 2009)  

Çalışmamızda kullanılan metallerden Ni ve Cu metalinin biyofilm oluşumuna bir 

etkisinin bulunmadığı tespit edilmiştir. Çünkü  nikel ve bakır  ilave edilmemiş pH 7 

değerinde ki 24 saatlik inkübasyondan sonra da ompA, ompC ve lamB mutantları 

biyofilm oluşturmuştur. ompA ve lamB porin mutantları metalle ve metalsiz ortamlarda 

birbirine yakın derecede biyofilm oluşturmuştur (Şekil 4.42, Şekil 4.43).  Dolayısı ile 

çalışmamızda Ni ve Cu varlığının bir etkisine rastlanılmamıştır. Fakat ompC porin 

mutantında metalli ve metalsiz biyofilm denemelerinde önemli dercede fark mevcuttur 

(Şekil 4.42, Şekil 4.43). E. coli 35218 suşu ile yapılan çalışmada da metalsiz ortamda 

oluşan biyofilm, Cu ve Ni varlığında da gözlenmiştir. Perrin, vd., (2009) çalışmasında 

nikelin varlığında biyofilm oluşumunun indüklendiğini tespit etmişlerdir. Yazar 

çalışmasında nikelin biyofilm oluşumuna etkisinin curlinin ekspresyonunun 

artmasından kaynaklandığını bildirmiştir. Yine aynı çalışmada artan nikel 

konsantrasyonunun Escherichia coli'nin, yaşam tarzlarını değiştirerek, serbest yüzen 

hücreler olarak büyümek yerine biyofilm yapıları geliştirdiklerini göstermiştir. Başka 

bir çalışmada Desulfovibrio desulfurican’ların nikel varlığında adezyonun daha fazla 

olduğu bildrilmiştir (Lopes, vd., 2005). Argueta-Figueroa, vd., (2014) çalışmalarında 

nikel ve bakırın Staphylococcus aureus,   Streptococcus mutans ve E. coli'ye  karşı 

antibakteriyel aktivitesini araştırdıklarında bu metallerin varlığında biyofilm 

oluşumunun inhibe olmadığını tespit etmişlerdir. Burkholderia cepacia biyofilm 

oluşumunun, nikel nanopartikül varlığında azalma gösterdiği başka bir çalışmada 
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gösterilmiştir (Habibi, vd., 2017).  2013 yılında Mamonova, çalışmasında nikelin 

bakterisidal aktiviteye sahip olduğunu bu yüzden biyofilm oluşumunu engellediğini ve 

antibakteriyal olarak kullanabilirliği üzerine çalışma gerçekleştirmişlerdir. Literatür 

araştırmaları sonucunda nikelin biyofilm oluşumu üzerine etkisinin mikroorganizmadan 

mikroorganizmaya farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. Dolayısıyla  nikelin biyofilm 

oluşumunu arttırdığına yönelik çalışmalar bulunurken biyofilm oluşumunu 

engellediğine yönelik çalışmalarda olduğu görülmektedir. Baker, vd., (2010) 

çalışmasında, Staphylococcus aureus suşunda bakır varlığının biyofilm oluşumunun 

pozitif düzenleyicilerinin ifadesini bastırdığını bildirmişlerdir.   

Çalışmamızda metalsiz besi ortamında büyütülen ompA, ompC ve lamB mutant 

E. coli suşlarında 24 saat sonra görülen  biyofilm oluşumunun, Cu ve Ni metallerinin 

aksine, Zn metali varlığında oluşmadığı gözlemlenmiştir. Dolayısıyla Zn metali 

varlığında biyofilm oluşumunun inhibe olduğu tespit edilmiştir. Aynı şekilde referans 

suş olan E. coli 35218 tüm pH değerlerinde biyofilm oluşturuken, ortama Zn ilave 

edildiğinde biyofilm oluşturmadığı belirlenmiştir. Bu metalin varlığında  hücreler 

normal seyrinde büyümeye devam etmiştir. Metal konsantrasyonu arttırıldığında ise 

hücrelerde azalma gözlenmiştir. Shakerimoghaddam, vd., (2017) çalışmalarında 

üropatojenik  Escherichia coli izolatları için kullanılan besi ortamlarında zayıf biyofilm 

üretimi gerçekleşirken, ortama  Zn ilavesi sonrasında biyofilm oluşumunun tamamen 

inhibe edildiğini tespit etmişlerdir. Bu inhibisyonun izolatların % 30'unda biyofilm 

oluşumunun optik yoğunluğunu orta veya güçlü seviyeden zayıf seviyeye düşmesi 

olarak ifade etmişlerdir. Buna benzer başka çalışmalarda da ortama çinko eklendiğinde, 

E. coli için biyofilm oluşumunda önemli bir azalma olduğu bildirilmiştir (Wu, vd., 

2013; Musarrat, vd., 2015). Actinobacillus pleuropneumoniae,  Salmonella 

typhymurium ve  Haemophilus parasuis gibi E. coli haricinde başka mikrorganizmalarla 

yapılan çalışmalarda çinko'nun biyofilmi zayıf bir şekilde  inhibe ettiği tespit edilmiştir 

(Wu, vd., 2013). Bunları destekleyen başka bir çalışmada, Lee, vd., (2014) yılında 

gerçekleştirdiği deneyde, P. aeruginosa bakterisinde  Zn’nin de içinde bulunduğu Ag 
+
, 

Cd 
+ 2

 , Co 
+ 2

 , CrO 4 
2-

 , Fe 
+ 2

 ve Sc 
3+

  metallerinin biyofilm oluşumunu belirgin bir 

şekilde inhibe ettiğini göstermişlerdir. Polistiren malzeme ile kurulan deneyde çinkonun  

% 95'ten fazla biyofilm oluşumunun inhibe ettiğini bildirmişlerdir. Zn’nin biyofilm 

oluşumu üzerindeki etkisi için, biyofilm oluşumu sırasında ortaya çıkan genler, ağır 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501314000652#!
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metallere, oksijeni sınırlı koşullara ve transfer ve oksidoredüktaz proteinlerine direnç 

için genler içerebileceği düşünülmektedir (Schembri, vd., 2003b). Bununla birlikte, 

yüksek konsantrasyonlarda çinkonun, Gram-pozitif organizma Streptococcus 

suis'de biyofilm oluşumunu engellediği de gösterilmiştir (Wu, vd., 2013). Yapılan 

literatür çalışmaları sonucunda Zn  varlığında biyofilm oluşumuna inhibisyon etkisi 

görülmektedir. Çalışmamızda ayrıca Zn etkisinin porin genlerinden ve bunların 

biyofilmle ilişkili mekanizmalarından bağımsız olarak, direkt biyofilm oluşum 

mekanizması ile ilgili bir etkiye sahip olduğu düşünülmektedir.  

OmpA Dış Membran Proteinin Biyofilmde Rolü: Bakterilerin insan vücudu 

veya dış ortamlarda büyümeleri için, dış pH’daki ekstrem değişikliklere karşı koymaları 

gerekmektedir (Stancik, vd., 2002). Birçok bakteriyel patojen, virulans faktörlerinin 

ekspresyonunu indüklemek, dokuları istila etmek ve bağışıklık sisteminden kaçmak, 

konak ortamı ile etkileşime girmek için dış zar proteinlerini kullanırlar (Kuen ve  Kesty, 

2005; Rasko ve Sperandio, 2010). Bu patojenler, diğerlerinin yanı sıra, konakçı 

hücrelere bağlanmak ve bakterinin girişine aracılık etmek için OmpA porinini kullanır. 

OmpA, özellikle Gram negatif basil şeklindeki bakteriyel türler arasında yüksek oranda 

korunan bir beta-varil porindir (Mortensen ve Skaar,  2013). OmpA yapışmada da rol 

oynamaktadır (Smith, vd., 2007). Ayrıca OmpA'nın mutasyonunun E. coli'nin konakçı 

hücrelerle etkileşimini ve patojenitesini etkilediği iyi bilinmektedir (Pascal, vd., 2010; 

Maruvada ve  Kim, 2011).   

Çalışmamızda ompA’nın yokluğu genellikle, asidik pH değeri olan 6,5 

ortamında, alkali pH’da, nikel ve bakır metali varlığında LB Broth besiyerinde kültür 

aparatının duvarında, çıplak gözle görülebilen (sıvı ve hava  ara faz arasınsa) kalın bir 

biyofilm tabakası oluşturduğu görülmüştür. Aynı zaman da ompA mutant E. coli 

suşunda cam yüzeyde hava-sıvı ara fazda selüloz üretimi de gözlenmiştir (Şekil 4.12). 

Yani yabani tip E. coli’nin biyofilm üretmeme özelliğinin aksine, ompA geni mutant 

hale getirildiğinde E. coli’nin biyofilm ürettiği belirlenmiştir. Dolayısı ile ompA 

yokluğu biyofilm oluşturma mekanizmasını tetikleyen bir sonuç ortaya koymuştur.  

Aynı şekilde Ma ve Wood, (2009) yaptıkları çalışmada E. coli BW25113 yabani tipin 

farklı iki ortamda (cam ve pvc) yüzeyler üzerinde biyofilm üretmediğini fakat ompA 

mutant E. coli’nin cam ortamlarda daha fazla biyofilm oluşturduğunu belirtmişlerdir. 

Ancak aynı mutantların pvc ortamında ise daha az biyofilm meydana getirdiğini 
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göstermişlerdir. Çalışmamızda kullandığımız tüpün cam olduğu düşünüldüğünde elde 

ettiğimiz sonucun desteklendiği görülmektedir. Biyofilm oluşumunda ompA tarafından 

etkilenen yolları tanımlamak için de aynı çalışmada transkriptom analizleri yapılmıştır. 

Bunun sonucunda, Cpx sisteminin ompA tarafından aktive edildiği tespit edilmiştir. 

Başka çalışmalarda, ompA'nın eksikliğinde bir adhezin ve invazin olarak işlev gördüğü 

ve biyofilm oluşumuna katıldığı bildirilmiştir (Gaddy, vd., 2009; Hatfaludi, vd., 2010). 

Ancak literatür araştırmalarında ompA’nın biyofilm oluşumunu desteklediğine dair 

çalışmalarada rastlanmaktadır. OmpA'nın abiyotik yüzeylere bağlanmayı sağladığı 

bildirilmiştir (Lower, vd., 2005). Escherichia coli’de ompA’nın biyofilm oluşumu 

sırasında aşırı eksprese edildiğini ve bunun sonucunda biyofilm oluşturduğu tespit 

edilmiştir  (Orme, vd., 2006). Escherichia coli K12’den ompA geninin silinmesi  hem 

LB ortamında hem de glikozlu LB ortamında biyofilmi % 80 azalttığı bildirilmiştir 

(González, vd., 2006). Başka bakteri örnekleri ile yapılan çalışmalarda da ompA’nın 

adezyonu arttırdığına dair bilgiler sunulmaktadır. Örneğin; Acinetobacter baumannii'de 

OmpA’nın plastik yüzeyde biyofilm oluşumunun bakteriyel bağlanma aşamasında rol 

oynadığı bildirilmiştir (Choi, vd., 2008; Choi, vd., 2009; Gaddy, vd., 2009). Bu yüzden 

OmpA’nın biyofilm oluşumundaki moleküler mekanizmaya yönelik henüz net bir sonuç 

bilinmemektedir. Ancak Ma ve Wood, (2009) çalışmalarında ompA’nın olmadığı 

durumda cpxAR sistemini indükleyebildiği ve bu sisteminde biyofilm üretimi için 

gerekli olan csgD ve adrA’yı aktive ettiğini belirtmiştir. adrA geninin biyofilm 

oluşumunda rolü ile ilgili, Römling vd., (2000) yaptıkları çalışmada cam yüzeylerde 

Salmonella typhimurium ile yapılan denemede yapışma için adrA geninin 

aktivasyonunun gerekli olduğu bildirilmiştir. Biz de, çalışmamızda elde edilen 

sonuçlardan benzer bir mekanizmanın olabileceğini, ayrıca elde ettiğimiz farklı pH 

değerlerindeki biyofilm farklılıklarına göre nhaR ve ygiU genlerininde ompA bağımlı 

henüz tespit edilemeyen bir mekanizma ile biyofilm oluşumunu indüklediğini ifade 

edebiliriz. ygiU geni bir QS düzenleyici olarak görev yapmaktadır. QS ise davranış 

değişikliklerini tetikleyen bir popülasyon yoğunluğuna bağlı hücre-hücre sinyal iletim 

türüdür (Waters ve Bassler, 2005; Shrout ve Nerenberg, 2012). Bakteriler stres altına 

düşük konsantrasyonda başlayan sinyaller üretmeye başlar ve bu sinyaller popülasyon 

yoğunluğu arttıkça şiddetlenir (Waters ve Bassler, 2005). Birçok çalışma, biyofilm 

oluşumunun QS yolakları tarafından büyük ölçüde kontrol edildiğini bildirmiştir (An, 
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vd., 2006; Kolter ve O'Toole, 1998; Sauer, vd., 2002; Weibel, vd., 2011). QS’de, 

biyofilm oluşumunu kontrol etmek için hücre dışı polimerik maddelerin salgısının artığı 

bildirilmiştir(Fuqua, vd., 2001; Marketon, vd., 2003). Çalışmamızda gerçekleştirdiğimiz 

gerçek zamanlı PZR sonuçları doğrultusunda, ompA’nın ygiU genin ekspresyon 

seviyesinin E. coli W3110 suşuna oranla asidik ve alkali pH değerlerinde önemli derece 

artması ve komplement hücrelerde bu oranın W3110 ‘a kıyasla azalması hücreler arası 

etkileşim dolayısıyla biyofilm oluşumuna sebep olabileceğini düşündürmektedir. Bu 

sonuçu doğruluyan bir veride çalışmamızda lamB mutantında biyofilm oluşumu tespit 

edilen pH 7  ortamında ve biyofilm oluşumu gözlemlenmeyen pH 6 ortamında ygiU 

genin ekspresyon seviyesindeki farklılığı  E. coli W3110  ile oranlanarak elde 

edilmiştir. ompA eksik E. coli suşu ygiU geninin ekspresyonundaki artış sonucu cam 

yüzeylerde adezyona sebep olmakta ve biyofilm oluşumu gözlenmektedir. Ayrıca SEM 

görüntülerinde ompA mutant suşlarında hücreler arasında hücre dışı maddelerin (EPS) 

varlığı gözlenmiştir. Bunun sonucunda  bu mutant suşların sinyal iletimini kullandığı 

hem gerçek zamanlı PZR hem de SEM sonuçlarıyla birbirini doğrulamaktadır.   

NhaR, E. coli K-12'deki biyofilm oluşumu için önemlidir (Goller, vd., 2006), 

çünkü biyofilm adhezin PGA'nın sentezi ve sekresyonu için gerekli olan pgaABCD 

genlerinin  transkripsiyonunu aktive ettiği bildirilmiştir (Wang, vd., 2004; Irie ve 

Parsek, 2008). Fakat bu çalışma sonucunda, E. coli nhaR genini içeren W3110 yabani 

tipinde biyofilm oluşumu gözlenmemişken, dış membran proteini olan ompA geninin 

yokluğunda biyofilm oluşumu tespit edilmiştir. Bunun sonucu olarak; nhaR geninin 

ompA porin proteinin yokluğunda E. coli W3110’a oranla ekspresyonunda artış 

gözlenmiştir. Ayrıca, Pga gen ürünlerinin tahmin edilen lokalizasyonu ve biyolojik 

fonksiyonları baz alındığında PGA'nın, iç membran tarafında sentezlendiği ve Pga 

proteinlerinin bir zarf kompleksi ile hücre yüzeyinden taşındığı böylece ompA porin 

proteinin yokluğunda dış membranın uyarılmasını sağlayarak biyofilm oluşumunda rol 

oynadığı önerilmektedir.  

OmpC Dış Membran Proteinin Biyofilmde Rolü:  Biyofilm oluşumunda rolü 

olduğu düşünülen diğer porin proteini ompC’dir. Bunu destekleyen kanıtlar şunlardır: 

(i) E. coli W3110 yabani tipi  kullanılan pH dğerlerinde (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0) 

biyofilm oluşturmazken ompC mutant E. coli suşları tüm ortamlarda katı-sıvı ara 
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fazında biyofilm oluşturmuştur. (ii) Kullanılan metallerden Ni ve Cu varlığında da 

biyofilm oluşturmaya devam etmektedir. (iii) Kongo kırmızlı agar ile yapılan 

çalışmalarda (Şekil 4. 47)  lekelenme göstermiştir. (iv) Morfoloji tayininde (Şekil 4. 50) 

bdar morfotipi göstererek selüloz üretiminin olmadığı, curli oluşumunun pozitif olduğu 

tespit edilmiştir. (v) SEM görüntülerinde (Şekil 4. 54) hücreler arasında EPS’ler 

görülmektedir. (vi) Gerçek zamanlı PZR sonucunda elde edilen verilerde pH 7 

değerinde  ompC mutant E. coli’de csgD ekspresyon seviyesinde yabani tipe oranla artış 

olduğu gözlemlenmiştir. Dolayısı ile ompC’nin yokluğunda da biyofilm oluşturma 

mekanizmasını tetikleyen bir sonuç ortaya çıkmıştır.  

Curli oluşumunun csgD tarafından regüle edildiği ve biyofilm oluşumuna sebep 

olduğu bildirilmiştir (Römling, vd.,  2000). Son zamanlarda ompC’nin abiyotik yüzeyler 

üzerinde  E. coli  biyofilm oluşumunun başlangıç basamakları ile 

ilişkilendirilmiştir (Prigent-Combaret, vd., 1999; Otto, vd., 2001). Yapılan 

araştırmalarda, E. coli biyofilm oluşturmasında OmpC, OmpF ve OmpT genlerinin 

ekspresyonunda artış olduğu bu yüzden adezyon ve otoagregasyonunun gerçekleştiği 

tespit edilmiştir.  Başka bir çalışmada da ompA , ompC , ompX  ve osmB  genlerinin E. 

coli  biyofilm oluşumuna katkıda bulunabiliceği bildirilmiştir (Herman, vd., 2016). 

Gerçek zamanlı PZR sonuçları, ompC mutantında pH 6 ve 7 ortamında nhaR 

geninin E. coli W3110’dan daha fazla eksprese edildiği ve alkali ortam değerinde pH 

8’de ekspresyonunda azalma olduğu tespit edilmiştir. Buna istinaden ompC mutantı 

kullanılan tüm ortamlarda biyofilm oluştururken ygiU geninin ekspresyon seviyesinde 

de artış olduğu çalışmamızda gösterilmiş ve bu porinin yokluğunda ygiU geninin 

ekspresyon seviyesinin arttığı bu sebeplede biyofilm oluşumunda rol oynayabileceği 

önerilmektedir. Yani çekirdek algılayıcı moleküller ve diğer polisakkaritler 

biyofilmlerin daha fazla olgunlaşmasını etkiler. Asidik ve alkali pH koşullarına yanıt 

veren  nhaR geni porin mutantlarda düzenlenerek biyofilm oluşumu için önemli rol 

oynamaktadır. Otto ve Silhavy, (2002) çalışmalarında Cpx sisteminin, pH etkisinde 

salgılanan proteinlerin aşırı üretilmesi ve hücrelerin yüzeylere tutunmasına yanıt 

verdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca bu sonuçlar, çevre koşullarına yanıt olarak biyofilm 

oluşumunun düzenlenmesi için yeni bir mekanizma tanımlamakta ve bakteriyel 

sağkalımı desteklemede nhaR ve ygiU’nun rolünün olabileceğini önermektedir. 
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LamB  Dış Membran Proteinin Biyofilmde Rolü: Çalışmamızda lamB mutant 

E. coli suşunda da kullanılan pH ortamlarından sadece pH 7 ve 7.5 değerinde biyofilm 

oluşturduğu  gözlenmiştir. Bu mutant ompA ve ompC gibi Ni ve Cu metali varlığında 

biyofilm oluşumu pozitiftir.  lamB geninin biyofilm oluşumu hakkında literatürde bilgi 

mevcut değildir. Çalışmamız sonucunda dış zar porini olan bu mutantın biyofilm 

oluşumunda rol oynamasında ygiU geninin ekspresyon seviyesindeki artışla orantılı 

olduğu tespit edilmiştir. Yapılan deneylerde pH 6 biyofilm oluşumu gözlenmeyen bu 

mutanttın ygiU geninin ekspresyonunun yabani tip E. coli W3110’a oranla daha az 

olması, ancak pH 7 de bu genin ekspresyonundaki artışı yabani tipe göre daha fazla 

olması zayıf biyofilmi açıklamaktadır. Ayrıca lamB’nin mutant olmasının  yüzey ile 

ilişkili proteinleri aktifleştirerek   bağlanmaya aracılık edebileceği, böylece hücre-hücre 

agregasyonunu sağlayarak ve  hücreler arası sinyal iletiminin aktif olması ile biyofilm 

oluşumunda rol oynadığı önerilmektedir.   

Çalışmamızda pH ve metal ile yapılan deneylerde; ompF, ompG, ompT ve phoE 

mutantlarındaki değişimler yabani tip  W3110 ile karşılaştırıldığında sonuçlar benzer 

olmuştur. Böylece farklı şartlar altında bu porinlerin biyofilm oluşumunda rol 

oynamadığı tespit edilmiştir.  
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6. ÖNERİLER 

Yapılan çalışmalar sonucunda Zn’nin biyofilmi inhibe edici etkisi belirlenmiştir. 

Mutantlardan bağımsız olarak E. coli 35218 suşunda da bu etki görülmektedir. 

Dolayısıyla Zn ve biyofilm arasında bir ilişki bulunmaktadır. İleride yapılacak 

çalışmalarda Zn’nin biyofilm oluşum genleri ile mi bir ilişkisi olduğu yoksa Zn’nin 

biyofilm oluşumunda temel rol oynayan EPS, selüloz veya curli ile kimyasal bir ilişki 

nedeniyle mi biyofilmi engellediği araştırılmalıdır.  

NhaR'nin yapışma ve biyofilm oluşumunda düzenleyici rolü birkaç çalışmada 

vurgulanmıştır (Goller, vd., 2006). Ayrıca yüksek konsantrasyonlarda NaCl, alkali pH 

ve bazı oksidatif stresler altında sağkalımı sağlamak için NhaR’nin gerekli olduğu tespit 

edilmiştir (Padan ve Schuldiner, 1994; Toesca, vd., 2001). Bizim çalışmamızda yabani 

tip  E. coli W3110 göre, ompC mutant E. coli suşunda nhaR daha az eksprese 

edilmektedir.  Buna rağmen bu suşta biyofilm oluşumu  mevcuttur. Referans suş E. coli 

35218 alkali pH ortamında biyofilm oluşturmaktadır. Bu yüzden yabani tipi biyofilm 

oluşturan suşta nhaR ekspresyonu kontrol edilmeli hatta E. coli diğer türlerinin nhaR 

kullanıp kullanmadıklarını belirlemek içinde ek araştırmalar gerekli olacaktır. 

Escherichia coli’nin biyofilm oluşumunda yüzey bağlantıları ile koordineli 

olarak çalıştığı ve tip I, tip IV ve pili üretimine bağlı olarak adhezyonun başladığı bir 

çok çalışmada bildirilmiştir.  Bu çalışmada iki farklı malzeme üzerinde çalışılmış ve en 

fazla biyofilm oluşumu cam yüzey üzerinde gözlenmiştir. Bu yüzden FimH, FimF, 

FimD, FimC ve FimG gibi proteinlerin ekspresyon seviyelerine bakılarak yüzeyler arası 

sentezlenme oranı değerlendirebilir.  

Porin proteinlerinin biyofilm oluşumundaki rolü literatür bilgisinde yetersizdir. 

Çalışmalarımız sonucunda ortaya koyduğumuz, ompA, ompC ve lamB genleri 

sessizleştirildiğinde mutant olan E. coli suşlarının biyofilm oluşturduğu 

gözlemlenmiştir.  Fakat moleküler mekanizmaları hakkında veriler yeterli düzeyde elde 

edilememiştir. Bu aşamadan sonra mutant  hücrelerin sergilediği  curli, selüloz, kolonik 

asit ve pga ekzopolisakkaritllerin oluşmasında görevli olan genler bilinmesinden dolayı 

nokta atışları ile sadece tek bir porin proteinine odaklanılmalıdır. Örneğin curli 

oluşumunda görevli olduğu bilinen CsgBAC ve CsgDEFG operonlarına ait her gen 

csgA, csgB, csgC, csgD, csgE, csgF, csgG bölgesi ayrı ayrı incelenmelidir.  
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Selüloz üretiminde görevli olduğu bilinen bscABZC gen bölgesi ve selüloz 

üretimini etkinleştirdiği bilinen adrA geni biyofilmde rolü olduğu tespit edilen porin 

mutantlarda pH koşulları değişikliğinde yine ayrı ayrı ekspresyon seviyeleri 

incelenmelidir.  

Son olarak biyofilm oluşumuna katıldığı bilinen polisakkaritt polimer yapısından 

oluşan PGA’nın üretiminde görev alan pgaABCD lokusuna ait gen bölgelerinin (pgaA, 

pgaB, pgaC, pgaD) E. coli  W3110 ve biyofilm oluşumunda görevli olan porin  

mutantlarının kontrolünün yapılması önerilmektedir. 
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