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Son yillarda hiicreler arasindaki iletisim paradigmasinin aydinlatiimasiyla beraber bakterilerin cesitli hiicre
disi sinyallere yanit olarak gen ekspresyon modellerini degistirebilmeleri bilyiik ilgi cekmektedir. Ozellikle
cogunlugu algilama [quorum sensing (QS)] olarak adlandirilan bakteri poptlasyonlari arasindaki hiicre ici
ve hiicreler arasi iletisim, fizyolojik ve genetik faaliyetlerin koordinasyonu icin énemli bir ara¢ olmaktadir.
QS calismalarinin, 6zellikle gida kaynakl patojenlerdeki enfeksiyoz siireclerin diizenleyici mekanizmalarini
aydinlatmak icin 6nemi biyuktir. Salmonella’da bulunan QS mekanizmalarinin aydinlatiimasi, bu bakteriyle
muicadelede virlilans faktorlerini etkisizlestirmek acisindan énemlidir. Bu calismada Salmonella’'nin QS akti-
vitesinde anahtar rol oynayan /uxS geni mutantlarinin olusturulmasi ve bu mutasyonun bakteride bulunan
virtilans genlerinin ifadesi tizerine etkisinin ve sentetik N-hekzanoil-homoserin lakton (C6HSL)'un Salmonella
dogal sus ve luxS geni mutantlarinin biyofilm olusumuyla Al-2 sinyal yolag (izerine etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. luxS geni mutantlari, homolog bdlge rekombinasyonunu esas alan, kloramfenikol gen ka-
setiyle s6z konusu gen bdélgesinin rekombinasyonu yoluyla gerceklestirilmistir. Bu sekilde elde edilen /uxS
mutantlarinda, Salmonella patojenitesinde 6nemli rollere sahip sekiz farkl viriilans geninin (hilA, invA, inv,
glgC, fimF, fliF, IpfA, gyrA) ifadesi kantitatif gercek zamanli revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
[quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (rRT-qPCR)] yontemiyle dogal sus-
larla karsilastirmali bir sekilde belirlenmistir. Bu calismalar sonucunda, luxS geni bakimindan mutant olan
suslarda, incelenen her bir genin ifadesinin 6nemli dl¢lide azaldigi saptanmistir. Salmonella suslarinin bagil
Al-2 aktiviteleri zamana bagli olarak incelenmis ve en yliksek aktivitenin dordlinci saatte gerceklestigi, ayrica
luxS mutantlarinin Al-2 aktivitelerinin, dogal susa kiyasla azaldigi tespit edilmistir. Son olarak, C6HSL'un Sal-
monella Typhimurium DMC4, SL1344 dodal suslari ve mutantlarinin biyofilm aktivitesini en ¢cok 72. saatte
arttirdid tespit edilmistir. Sonug olarak, bu bulgularla C6HSL'un tiim suslarda QS iletisimini uyardigi, buna
bagli olarak da Salmonella’nin biyofilm olusumunu ve otoindiiktor aktivitesini arttirdigina dair gticlii kanitlar
sunulmustur. Bu durum, Salmonella’'nin dis sinyallere karsi QS sistemlerini kullanarak yanit olusturdugunu
gostermektedir. Ayrica bu patojenin biyofilm olusumunu 6nlemeye yonelik stratejilerin gelistirilmesi icin
turler arasi iletisim mekanizmalari hakkinda ek bilgi saglayabilecek arastirmalara katkida bulunulmustur.
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Salmonella’da Cogunlugu Algilama Sistemlerinin Biyofilm Olusumu ve Viriilans Uzerine Etkisi

ABSTRACT

In recent years, as the paradigm of communication between cells has been clarified, the ability of bac-
teria to change their gene expression patterns in response to various extracellular signals has attracted
great interest. In particular, intracellular and intercellular communication between bacterial populations,
called quorum sensing (QS), is essential for coordinating physiological and genetic activities. QS studies
are critical, particularly in elucidating the regulatory mechanisms of infectious processes in food-borne
pathogens. Elucidating the QS mechanisms in Salmonella is effective in silencing the virulence factors in
the fight against this bacterium. The aims of this study were; to create luxS gene mutants that play a vital
role in the QS activity of Salmonella and to determine the effect of this mutation on the expression of
virulence genes in the bacteria and to determine the impact of synthetic N-hexanoyl-homoserine lactone
(C6HSL) on biofilm formation and Al-2 signaling pathway of Salmonella wild strain and /uxS gene mu-
tants. luxS gene mutants were constructed by recombining the gene region with the chloramphenicol
gene cassette based on homologous region recombination. In the /uxS mutants obtained in this way,
the expression of eight different virulence genes (hilA, invA, inv, glgC, fimF, fliF, IpfA, gyrA), which have
essential roles in Salmonella pathogenicity, was determined by quantitative real-time reverse transcriptase
polymerase chain reaction (rRT-gPCR) method and compared with natural strains. As a result of these
studies, it was determined that the expression of each gene examined was significantly reduced in luxS
mutant strains. The relative Al-2 activities of Salmonella strains were analyzed depending on time. It was
determined that the highest activity occurred at the fourth hour and the Al-2 activities of /uxS mutants
were reduced compared to the wild strain. Finally, it was determined that C6HSL increased the biofilm
activity of Salmonella Typhimurium DMC4, SL1344 wild strains, and mutants, mainly at the 72" hour.
In conclusion, our results proved that C6HSL stimulated QS communication in all strains and increased
biofilm of Salmonella formation and autoinducer activity. This situation determines that Salmonella re-
sponds to external signals by using QS systems. In addition, this research contributed to provide addi-
tional information on interspecies communication mechanisms to develop strategies to prevent biofilm
formation of this pathogen.

Keywords: S.Typhimurium; QS; luxS; AHL; C6HSL.

GIRiS

Cogunlugu algilama [quorum sensing (QS)] hticre yogunluguna bagl, transkrip-
tomik regulasyon saglayan hiicreler arasi iletisim mekanizmasidir. QS bakterilerde; bi-
yofilm olusumu, viriilans aktivitesi, biyoliiminesans, enzim uretimi gibi fenotipik akti-
vitelerin kontrol mekanizmasidir. Bu sistem, otoindiikleyici [auto inducer (Al)] olarak
adlandirilan bir takim sinyal molekdllerini icermektedir. Al’ler kullanilarak gerceklestirilen
bu iletisim sistemleri hem gram-pozitif ve hem de gram-negatif bakterilerde bulunmak-
tadir’2. Ayrica her iki grup da Al-2 adi verilen molekiiller sayesinde tiirler arasi iletisim
kopruleri kurabilmektelerdir. Salmonella’da tanimlanmis g tip QS mekanizmasi vardir.
Bunlardan ilki, Al-l olarak adlandirilan AHL'lerin kullanildi§i sistemdir®->. Luxl ad verilen
bir protein AHL'leri sentezler ve diger bakteriler bu sinyal molekiliini algilayarak hiicre
icine tasir ve gerekli gen ifadesini diizenler®’. Salmonella’'nin Al-l sisteminde ise LuxI
proteini yoktur ve SdiA adi verilen uxR gen ailesinin bir Gyesi olan protein AHL lerin al-
gilanmasinda gorev almaktadir. Bu nedenle Salmonella, AHL sentezleyemez ancak diger
turlerin salgiladigi AHL leri algilayarak kendi viriilans genlerinin ekspresyonunu duzen-
leyebilmektedir®?.
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Salmonella’da en iyi tanimlanmig QS sistemi Al-2 sistemidir. Al-2 sinyal molekill, LuxS
enzimi tarafindan sentezlenmektedir'®. Diger bakteri tarafindan algilanan ve hiicre icine
tasinan Al-2 birtakim genlerin transkripsiyon asamasinda diizenlenmesini saglar. Yapilan
cahismalarda Al-2 sinyal yolaginin, Salmonella patojenite adasi 1 (PI-1)’de bulunan virG-
lans genlerinin ifadesini etkiledigi belirlenmis ve luxS geninde meydana gelen mutasyon-
larin biyofilm olusumu basta olmak lizere pek ¢ok virtlans geninin ifadesini ciddi oranda
azalttigi tespit edilmistir''2. Yine yapilan calismalarda Salmonella enterica’da P1-1'de
bulunan hilA, invA ve invF gibi viriilans genleriyle biyofilm olusumunun sekillenmesinde
gorev alan glgC, fliF, IpfA ve fimF genlerinin AHL'lerin varliginda pozitif yonde regiile
edildigi belirlenmistir'. Bu durum QS sistemlerinin Salmonella’da 6nemli bir global re-
gtlator oldugunu kanitlamaktadir.

Bu calismada, kloramfenikol gen kasetiyle /uxS geni delesyonu saglanmis ve bu genin
cesitli virtilans genleri Gzerindeki ifade etkinligi degerlendirilmistir. hilA, konakgi hiicrenin
Salmonella tarafindan istila edilmesiyle ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir.
invA, bakterilerin periplazmik membranindaki bir protein olan invA'y1 kodlar ve bu pro-
tein sayesinde konakgi epitel hiicreleri istila edilir. inv, Salmonella’nin konakg¢i hiicrelere
invazyonunda gorev almaktadir ve bakteri patojenitesinde etkili bir faktor olan tip Il
salgr sisteminin aktive olmasini saglamaktadir. glgC, glikojenin Gretilmesi icin gerekli bir
yapi tasi olan ADP-glikozun biyosentezini saglayan enzimi kodlar. Salmonella’da glikojen
biyosentezinin dlizenlenmesi biyofilm olusum asamalarinda buyiik 6nem arz etmektedir.
Bakterinin hareket mekanizmalariyla iliskili genlerden olan fimF, tip 1 fimbrialari; IpfA,
uzun polar fimbria proteinini; fliF ise flagellumun bazal govdesine ait bir proteini kod-
lamaktadir. gyrA, Salmonella’da kinolon bilesiklerine karsi diren¢ saglayan bir virllans
genidir. Bu genler, patojenlerin ylizeylere yapismasinda, biyofilm olusumunda, konakgi
hicrelerine invazyonda ve bakteri-konakgi etkilesimlerindeki stirecte oldukca 6nemliler-
dir. Ayrica PI-1’de QS ve viriilans genlerinin diizenleyici basamaklari arasinda bir baglanti
olmasi, Salmonella’da Al-2 sinyal yolaginin bloke edilmesinin virtlanslik ve patojenitede
onemli rol oynayan elemanlarinin zayiflatiimasi veya ortadan kaldiriimasinda 6nemli bir
korunma stratejisi olabilecegine isaret etmektedir''>.

Bu calismada, N-heksanoil-L-homoserin lakton (C6HSL) varliginda Salmonella typhi-
murium DMC4 ve SL1344 suslarinin Al-2 sinyal aktiviteleri ve biyofilm olusturma kapasi-
telerini degerlendirmek amaclanmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler, Salmonella
enfeksiyonlarinda /uxS geni ve QS mekanizmalarinin 6nemini, etki mekanizmalart ile or-
taya koymaktadir.

GEREC ve YONTEM
Kullanilan Bakteriler ve Gelisim Kosullari

S.enterica subsp. enterica serovar Typhimurium DMC4, tarafimizca tanimlanan bir
sus olup kultir koleksiyonumuzdan; S.enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
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SL1344, American Type Culture Collection (ATCC)'dan temin edildi. Bu suslarin /uxS geni
bakimindan mutantlari ise bu calisma kapsaminda elde edildi. S.Typhimurium DMC4
ve SL1344 suslarinin gelisimi icin Luria-Bertani Buyyon LB g/L; 10 g tripton, 5 g maya
ekstrakt;, 10 g NaCl), mutant suslar icin 20 mg/mL kloramfenikol antibiyotigi iceren
LB-Buyyon besiyeri kullanildi. Suslar 37 °C’de 18 saat boyunca 200 rpm’de gelistirildi. Bi-
yofilm calismalarinda ise tuzsuz LB-Buyyon (LB-NaCl) besiyerleri kullanildi. Vibrio harveyi
otoindukleyici biyodeneme (AB) ortaminda (pH 7.2 g/L; 17.5 g NaCl, 12.3 g MgSO,,, 2
g casamino asit, 10 ml KH,PO,, T0 ml 0.1 M L-Arjinin, 10 ml Gliserol) 30 °C’de 18 saat
boyunca gelistirildi'®.

$.Typhimurium DMC4 ve SL1344'iin luxS Geni Bakimindan Mutantlarinin Eldesi

luxS geninin lambda red rekombinaz sistemiyle insersiyonal inaktivasyonu gercekles-
tirildi. Elli niikleotit uzunlugunda primerler kullanilarak kloramfenikol direng kaseti, pKD3
plazmidinden saglandi (Tablo I). luxS genine homolog kollar iceren kloramfenikol direng
gen kaseti Touchdown PCR yontemi kullanilarak elde edildi (Thermal Cycler Bio-Rad,
ABD). PCR driinii, pKD46 plazmidini taslyan susa transforme edildi ve mutantlar, spesifik
primerlerle yapilan PCR ile dogrulandi'’.

S.Typhimurium’da Al-2 Aktivitesinin Tespiti

Dogal suslarin ve onlarin luxS geni bakimindan mutantlarinin aktif kdlttrleri 6000
rom’de 10 dakika santrifiij edildi, stipertanantlar 0.22 pm por capl filtreden gecirildi.
V.harveyi BB170 pozitif kontrol olarak kullanildi. V.harveyi BB170 kiiltirleri 1:5000 ora-
ninda seyreltildikten sonra 90 pl‘lik porsiyonlar halinde, 96 kuyucuklu liminesans mik-
roplaklara (Nunc™F96 MicroWell™, Danimarka) dagitildi. Salmonella siipertanantindan
10 pl eklenerek plaklar, dort saat 30 °C, 200 rpm’de inkiibasyona birakildi ve Perkin-
Elmer Victor V3 cihazi kullanilarak [iminometrik él¢ctimleri alindi. Al-2 sinyalleme aktivi-
tesinin yiizdesi, asagidaki formiille RLU (Relative Light Unit-Bagil Isik Unitesi) cinsinden
hesaplandi'®:

%AI-2 sinyal aktivitesi= [RLUSalmonella/RLU pozitif kontrol] x 100

Salmonella’da Biyofilm ve Viriilans iliskili Genlerin ifade Diizeylerinin Belirlen-
mesi

Oncelikle Salmonella suslarindan GeneAll Hybrid-R RNA izolasyon kiti kullanilarak
RNA ekstraksiyonu yapildi. RNA 6rneklerinden cDNA sentezi “A.B.T. cDNA Synthesis Kit

Tablo 1. luxS Mutantlarinin Olusturulmasi icin Kullanilan Primerler’?

Primerler Diziler

luxS F (CmR) 5’-ACT AAA TGC CAT TAT TAG ATA GCT TCG CAG TCG ATC ATA CCC GGA
TGC AAG TGT AGG CTG GAG CTG CTT C -3/

JuxS R (CmR) 5'-ATG CAG TTC CTG CAG TTT TTC TTT CGG CAG CGC CAG CTC TTT ATT

GCT GTA TGG GAA TTA GCC ATG GTC C -3/
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with Rnase Inhibitér (Tiirkiye)” kiti kullanilarak gerceklestirildi. ifade diizeyleri belirle-
necek genlerin primer dizileri Campos Galvao ve arkadaslarinin'® 2015 yilinda yapmis
olduklar ¢alismadan alindi. Genlerin amplifikasyonlari A.B.T.TM 2X qPCR SYBR-Green
MasterMix kiti kullanilarak, 96 kuyucuklu pleytlerde, Light Cycler 480 (Roche, ABD) ci-
haziyla gergeklestirildi.

rRT-qPCR verilerini analiz etmek amaciyla oncelikle 6rnek gruplar belirlendi.
S.Typhimurium DMC4 ve SL1344 dogal suslar kontrol grubu, bu suslarin luxS geni ba-
kimindan mutantlar da calisma (test) grubu olarak ifade edildi. Verilerin normalizasyon
islemi icin 16S referans geni kullanildi. Genlerin ifade seviyeleri Livak Metoduna (2-AACt)
gore hesaplandi [2-AACt= 2(CtH-CtR)K-(CtH-CtR)T (K: Kontrol grubu, T: Test grubu,
CtH: Hedef genin ortalama Ct degeri, CtR: Referans genin ortalama Ct degeri)]'.

C6HSL'un Biyofilm Olusumu Uzerine Etkisi

C6HSL 10 mM asetonitril (Asco) icerisinde ¢oziindirilerek konsantrasyonu 10 uM
olarak ayarlandi ve kontrol olarak, konsantrasyonu besiyerinin %1‘ini gecmeyecek sekil-
de asetonitril uygulamasi yapildi®. Biyofilm denemelerine polistiren plak kuyucuklarina
100 pl LB-NaCl ile 30 pl aktif bakteri klttri ve 50 nM C6HSL ilave edildi. C6HSL icerme-
yen plaklar negatif kontrol, sadece asetonitril iceren plaklar pozitif kontrol olarak kullanil-
di. Plaklar statik kosullarda 20 °C’de 24, 48, 72 saat inkuibe edildi ve akabinde kuyucuklar
Uc defa steril fizyolojik serum (%0.85 NaCl) ile yikanarak planktonik hiicreler ortamdan
uzaklastirildi. Kuyulara %95 metanol eklendi ve 15 dakika inkiibasyona birakildi, ardin-
dan kuyulara 130 pl %0.1 kristal viyole aktarildi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda
tutuldu. Plaklar steril suyla t¢ kez yikandi ve kuyucuklara 130 pl %33 glasiyal asetik asit
ilave edildi, ardindan 45 dakika oda sicakliginda beklendi. Coziinen kristal viyole, OD595
nm’de ELISA okuyucuda (Biorad, ABD) &lciildii'3.

Salmonella suglarinin biyofilm tretim kapasiteleri, negatif kontrol lzerinden cut-off
OD [sinir esik (ODc)] degeri hesaplandiktan sonra dort kategoride degerlendirildi. Suslar,

” "

ODc degerine gore Urettikleri biyofilm dizeyi bakimindan “Uretici olmayan”, “zayif”,
“orta” ve “glicli” olmak lzere belirlendi. Tim calismalar Gg tekrar olarak yapildi ve so-
nuglarin ortalamasi alindi. Biyofilm tretim kapasitelerinin degerlendiriimesinde kullanilan
“cut-off” déniisimleri asagidaki sekilde belirlendi?%;

OD < ODc; Uretici degil

ODc < OD < 2xODc; zayif Uretici

2x0ODc < OD < 4xODc; orta diizey uretici
4x0ODc < OD; giigli uretici

C6HSL'un Al-2 Aktivitesi Uzerine Etkisi

Salmonella suslari 5 ml LB besiyerinde (mutantlar, kloramfenikol iceren LB) 18 saat
37 °C'de, aktiflestirildikten sonra kilttrler, 6000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi
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ve slpertanantlar 0.22 pm por capli filtreden gecirildi. V.harveyi BB170 susu 18 saat
30 °C’de AB-broth besiyerinde gelistirilerek 1:5000 oraninda seyreltildi ve 96 kuyucuklu
liminesan mikroplaklara doksanar pl olarak dagitildi. Kuyulara Salmonella suslarindan
10 pl, C6HSL'dan 50 nM konsantrasyonda ilave edildi. Kontrol olarak; yalnizca asetonit-
ril ve yalnizca AB besiyeri iceren kuyular hazirlanarak dort saat boyunca 30 °C’de 200
rpm’de inklibasyona birakildi. Sonugclar Perkin-Elmer Victor V3 liminometre cihazi ile
olcuildi.

istatistiksel Analiz

Calismada uygulanan tim deneyler tic bagimsiz zamanda, g paralel tekrar olarak
yapildi. Biyofilm bulgularinin ve Al-2 aktivite tespitinin istatistiksel degerlendirilmesinde
kiimelenmis tekrarlayan varyans analizi (nested repeated measures ANOVA), gen ifadesi-
nin istatistiksel analizi icin ise ANOVA ve Student’s t testi kullanildi.

BULGULAR

Kloramfenikol direng kaseti iceren pKD3 plazmidi, Escherichia coli MZ2997 susundan
ve pKD46 plazmidi, E.coliDH5a susundan izole edilmistir pKD46 plazmidi, S.Typhimurium
DMC4 ve SL1344 suslarina elektroporasyon yontemiyle aktariimistir. Transformantlar,
ampisilin (100 pl/mL) iceren Luria-Bertani Agar (LBA) besiyerinde secilmistir.

Kloramfenikol direnc kasetinin olusturulmasi icin pKD3 kalip olarak kullaniimstir. To-
uchdown PCR ile luxS gen bolgesine homoloji gosteren primerlere sahip kloramfenikol
gen kaseti elde edilmistir. Kloramfenikol direng kaseti, pKD46 plazmidini iceren suslara
aktarilmig ve luxS geni bakimindan mutant suslar (AluxS) elde edilmistir. Mutant hiicre-
lerde kloramfenikol kasetinin varligi, luxS genine ait dogrulama primerleri kullanilarak
kontrol edilmistir (Sekil 1-3).

MARKER DMC4 DMC4 SL1344 SL1344 ADMC4 ADMC4 ASL1344 ASL1344

Sekil 1. Dogal tip ve mutant suslardan genomik DNA izolasyonu. 1. kuyu: Molekiiler belirte¢
Tkb DNA; 2. ve 3. kuyu: S.Typhimurium DMC4; 4. ve 5. kuyu: S.Typhimurium SL1344; 6. ve 7.
kuyu: AluxS DMC4; 8. ve 9. kuyu: AluxS SL1344.
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MARKER DMC4 SL1344 SL1344

Sekil 2. Dogal tip suslarin PCR dirtinti [517 baz cifti (bp)]. 1. kuyu: Molektiler belirtec: 1kb DNA;
2. kuyu: NK: Negatif kontrol; 3. ve 4. kuyu: S.Typhimurium DMC4; 5. ve 6. kuyu: S. Typhimurium
SL1344.

MARKER NK ADMC4 ADMC4 ADMC4 ASL1344 ASL1344 ASL1344

Sekil 3. Mutant suslarin PCR dirtinii (1104 bp-kloramfenikol gen kaseti). 1. kuyu: Molekdiiler
belirtec: Tkb DNA; 2. kuyu: NK: Negatif kontrol; 3, 4 ve 5. kuyu: AluxS DMC; 4, 6, 7 ve 8. kuyu:
AluxS SL1344.

Salmonella suslarinin Al-2 aktivitesi bagil isik tnitesi (Relative Light Unit-RLU) cinsin-
den saptanmistir. Mutant suglarda dogal suslara kiyasla Al-2 aktivitesinde diisme oldugu
gOzlenmistir (p< 0.01) (Sekil 4). Suslarin bagil otoindiktor aktivitesinin istatistiksel an-
lamlihgini incelemek icin i¢ ice kiimelenmeden dolay: tekrarlayan varyans analizi modeli
(nested repeated measures ANOVA) kurulmustur. Bu analize gore gruplar arasindaki fark-
higin istatistiksel olarak 0.01 giiven seviyesinde anlamli oldugu saptanmistir.
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Sekil 4. Salmonella suslarinin bagil Al-2 aktivitesi.

S.Typhimurium DMC4, SL1344 ve bu suglarin mutantlarindan total RNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi yapilmis ve hilA, invA, inv, glgC, fimF,
fliF, IpfA ve gyrA genlerinin ifade seviyeleri rRT-gPCR ile belirlenmistir. cDNA seri dills-
yonlari hazirlanmis ve 16S housekeeping genine ait standart egri grafigi olusturulmustur
(Sekil 5).

rRT-qPCR sonucu elde edilen dongi esik [cycle threshold (Ct)] degerlerinden gen-
lerin mutantlardaki ifadesinde azalmalar oldugu belirlenmistir. Uc farkli zamanda (ic
paralel tekrar olarak gerceklestirilen deneylerin sonuclari istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmustur (p< 0.01). rRT-qPCR veri analizinde Livak metodu kullaniimis, 2-AACt deger-
leri belirlenmistir (Tablo Il). Mutant suglarin ifade degerlerine “1.00” verilerek normalize
edilmistir. hilA geni, DMC4 susunda mutantina kiyasla 1488.87 kat, SL1344 susunda

Standart Egri

- o o— .
§ 25 Rﬂ_"-——_‘
3 By 550
z 20 ’ e N
7} ““%—-____b_q_
.51 5 q-_\_-‘-__h"“-_
10 B
N4 .
1 2 3 4 5 6

Log Konsantrasyon

Sekil 5. 16S standart egri.
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Tablo II. Biyofilm ve Viriilans Genlerinin Ifade Seviyelerinin Normalize Edilmis Kat Farki (2-AACt) Degerleri
Kat Farki hilA inv invA fliF fimF glgC IpfA gyrA
DMC4 WT 1488.87 657.11  2418.67 3104.19 144.01 302.33 418.76  494.56
DMC4 AluxS 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
SL1344 WT ~ 7858.29 14462.21 112533.9 262144 21769.19 21027.65 13124.73 168.9
SL1344 AluxS  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

mutantina kiyasla 7858.29 kat daha fazla tespit edilmistir DMC4 susunda mutantina
kiyasla, inv geni 657.11; invA geni 2418.67; flif geni 3104.19; fimF geni 144.01; glgC
geni 302.33; IpfA geni 418.76; gyrA geni 494.56 kat daha fazla saptanmistir. SL1344
susu, mutant susa kiyasla, inv geni, 14462.21; invA geni 112533; fliF geni 262144; fimF
geni 21769.19; glgC geni 21027.65; IpfA geni 13124.73; gyrA geni 168.9 kat daha fazla
tespit edilmistir.

S.Typhimurium DMC4 ve mutant susunun biyofilm olusumuna C6HSL'un etkisi ince-
lendiginde, her iki susta da Ozellikle 72. saatte bu artisin daha fazla oldugu belirlenmistir
(Sekil 6). S.Typhimurium SL1344 susunda ise C6HSL etkisiyle biyofilm uretimi 48 ve 72.
saatlerde 24. saate oranla daha yiiksek diizeyde indiiklenmistir (Sekil 7). Uc farkli zamanda
U¢ tekrarli olarak yapilan calismada, i¢ ice kiimelenmis varyans analizi (nested repeated me-
asures ANOVA) yapilmistir. Bu analize gore suslarin biyofilm olusumlarina C6HSL'un etkisi
0.01 guiven seviyesinde anlamli bulunmustur. S.Typhimurium SL1344 susunun luxS geni
bakimindan mutanti, 24. saatte biyofilm olusturma kapasitesi bakimindan orta diizeyde
bulunmustur. Diger suslarin tamami ise giclii biyofilm ureticileri olarak degerlendirilmistir.
Coziicu olarak kullanilan asetonitril biyofilm olusumunda etkili bulunmamustir.

BIYOFILM AKTIVITESI

3.000

2.500

2.000

1,500 I I I

1.000 ' = ' I I I

0.500

900 DMC4 - iAl S AliS DMC4

ux ux|
DMGA RMCACEESL +Acetonitril Aluxs DMCA DMC4+C6HSL ~ +Acetonitril

H 24 saat 1.257 1.426 1.262 0.203 0.294 0.214

48.saat 1.549 1.573 1.547 0.873 0.898 0.876
m72.saat 2.040 2.363 2.105 1.149 1.502 1.183

Sekil 6. C6HSL'un, S.Typhimurium DMC4 ve AluxS susunun biyofilm aktivitesi izerine etkisi.
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BIYOFILM AKTIVITESI

2.500
2.000 I
1.500 1 d:
1.000 "
1 I
0.500 I
0-000 i iSL1344 -SL1344 - AliS SL1344 AIﬁS SL1344
ux ux
BLI344 +C6HSL +Acetonitril | AluxS SL1344 | 0 ~epor +Acetonitril
w24 saat 0.245 0313 0.274 0.137 0214 0.134
m 48 saat 1315 1.589 1.401 0.671 0.987 0.674
72.saat 1.594 1.987 1.583 0.778 1.014 0.774

Sekil 7. C6HSL'un, S.Typhimurium SL1344 ve AluxS susunun biyofilm aktivitesi lizerine etkisi.

AI-2 AKTIVITESI

26
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16 :I:
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AluxS AluxS
NK C6HSL Asetonitril DMC4 +]224}_[C;L 4 A?::Igl?wil 311\2254 DMC4 DMC4
+C6HSL  +Acetonitril
= |.saat 1 2 2 8 10 9 3 5 4
2. saat 1 1 1 10 16 9 4 6 3

= 3. saat 2 2 0 9 14 8 6 9 5
m 4. saat 1 3 2 11 16 12 7 10 7

Sekil 8. C6HSL'un S.Typhimurium DMC4 ve AluxS suslarinin Al-2 aktivitesi tizerine etkisi.

C6HSL'un, S.Typhimurium DMC4 susunun otoindUktor aktivitesini arttirdigr tespit

edilmistir. Artig uygulamanin ikinci saatinde en yuksek seviyede meydana gelmistir. Bu
susun luxS mutantinda ise en yuksek artigin 3 ve 4. saatlerde gerceklestigi saptanmistir.
Cozucu olarak kullanilan asetonitril ise etkisiz bulunmustur (Sekil 8).

S.Typhimurium SL1344 ve AluxS susunun C6HSL varliginda, otoindiiktor aktivitele-
rinde artislarin meydana geldigi tespit edilmistir. Dogal susta bu artis, ikinci saatte en
yuksek degere ulasmistir. Mutant susta ise en yuksek otoinduktor aktivite artisi birinci

saatte saptanmustir (Sekil 9). C6HSL'un suslarin Al-2 aktivitesine etkileri kiimelenmis tek-
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AI-2 AKTIVITESI

; I I
]
iba makl ﬁTj ill "I I‘i iIiI iil ilii

5
S 12
3
6
4
2
o
2 AluxS AluxS
ux. ux.
NK COHSL  Asctonitril ~ SL13a4  SL1334 SLIS44 = Alus SL1344 SL1344
: FCOHSL  +Acetonitril
= 1. saat 1 2 2 ° 10 10 2 s 3
2. saat 1 1 1 1 15 10 5 6 4
3. saat 2 2 0 13 15 11 3 5 4
m 4. saat 1 3 2 18 19 19 6 8 5

Sekil 9. C6HSL'un, S.Typhimurium SL1344 ve AluxS suslarinin Al-2 aktivitesi lizerine etkisi.

rarlayan varyans analizi (nested repeated measures ANOVA) ile incelenmistir. Sonuclar
0.01 gtiven diizeyinde anlamli bulunmustur.

TARTISMA

S.Typhimurium, olusturdugu biyofilm yapisi ile tibbi, endustriyel ve cevresel dlcekte
ciddi sorunlara yol agmaktadir?'. Bu sorunlarla miicadelenin oldukca zorlu ve maliyetli
olmasi nedeniyle biyofilm yapilarina karsi daha etkili yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bakteriyel iletisimin 6nemli elemani olan QS mekanizmasi aydinlatildik¢a, bu sistemde
bulunan genlerin ayni zamanda bakterilerin virtilans genleriyle diizenli bir iliskide oldugu
goriilmistir?. luxS geni, Salmonella’da Al-2 adi verilen sinyal molekiillerinin sentezini
gerceklestirir. Bugline kadar yuritilen bircok arastirmada /uxS geninin, S.Typhimurium,

E.coli ve V.harveyi'de otoindiiktor sentezi ve QS iletisimi icin gerekli oldugu saptanmis-
tir23-23,

E.colive $.Typhimurium ile yapilan calismalar Al-2'nin bakterilerin cevreye uyumunu,
osmolaritesini, pH dengesini ve karbonhidrat kaynaklarina ulagim mekanizmasini etki-
ledigini, bu sayede bu bakterilerin patojenitesinden buiyiik olctide sorumlu oldugunu
gdstermistir?. Ayrica yapilan bir baska calismada mutant /uxS geninin P1’de bulunan
bir takim viriilans genlerinin ekspresyon seviyesine etkisine bakilmis ve yapilan rRT-gPCR
sonucunda QS icin olduk¢a 6nemli olan inv ve hilA genlerinin ekspresyon seviyelerinde
ciddi bir azalma tespit edilmistir'2. 2023 yilinda yapilan bir calismada Salmonella’nin an-
tibiyotige duyarli bir susu ile /uxS mutantinda Al-2 aktivitesinin ilag¢ direnci tizerine olan
dlzenleyici etkisi rRT-gPCR ile incelenmis ve Al-2 aktivitesi bakimindan yetersiz olan mu-
tant suslarin florokinolon antibiyotiklerine dért kat daha hassas olduklar belirlenmistir?3.
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Bu literatir verileri 1siginda tasarlanan calismada /uxS geninin, S.Typhimurium’da Al-2
sinyal aktivitesi ve Pl-kodlanan ve biyofilm olusumundan, glikoz katabolizmasindan, fla-
jella ve fimbria sentezinden ve invazyondan sorumlu genlerin ifade seviyeleri Gzerinde
yuksek diizeyde etkinlik gosterdigi belirlenmistir. /JuxS mutantlarinda Al-2 aktivitesinin ve
incelenen tim genlerin transkripsiyon seviyelerinin 6nemli 6lctide diismesi (p< 0.01), bu
genin kodladidi proteinin S.Typhimurium’da Al-2 ve PI-I genlerini ve dolayisiyla patoje-
niteyi pozitif yénde regiile eden global bir regiilatér oldugunun net kanitlanidir. Ozellikle
luxS geninin S.Typhimurium’da PI-lI'nin global bir regilatori olduguna dair bulgulari-
miz, bu konuda elde edilen ilk bulgulardir.

Salmonella’da QS mekanizmasinda Ug farkh otoindiktorin islev gordigli saptan-
mustir. Al-1 adi verilen sistemde Salmonella, otoindiktor (AHL) sentezi yapamaz ancak
SdiA adi verilen Al-l reseptori bulunur. Bu sayede Salmonella, diger bakterilerden gelen
sinyalleri algilayabilmektedir. Bu sinyallerin algilanmasi sonucu Salmonella’nin, biyofilm
olusumunu ve viriilans gen ifadesini diizenledigi, degisik arastirmalarda saptanmistir®.
Ancak bu calismalar cogu kez AHL sentezleyen bakterilerle birlikte yurutildiginden,
s0z konusu etkinin AHL Ureten bakterilerin diger metabolitleri ile iliskili olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu calismada ise, C6HSL'un disaridan tatbiki ile Salmonella’'nin dogal
sus ve luxS mutantlarinin biyofilm aktivitesinde ve Al-2 sinyal molekilinin sentezinde
meydana gelen degisimler incelenmistir. Bakterilerin biyofilm olusumlari degerlendiril-
diginde ortamda bulunan C6HSL'un dogal ve mutant suslarin biyofilm aktivitelerinde
onemli bir artig olusturdugu tespit edilmistir (p< 0.01). Ayrica bu calismada, C6HSL'un
S.Typhimurium DMC4 ve SL1344’Gn hem dogal hem [uxS mutantlarinda Al-2 sinyal
aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. C6HSL'un, Al-2 sinyal aktivitesini arttirarak QS sis-
temlerinin regulasyonuna katildigina isaret eden bu bulgu, alanindaki ilk bulgudur ve
Salmonella’da QS sistemlerinin cevresel uyaricilara karsi yanit olusturmada oynadigi roliin
detayl bir sekilde anlasilmasinda buyik onem tagimaktadir.
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dan 224-21L0430014 kodlu “Cogunlugu Algilama Sinyal Yolaginin Laktik Asit Bakterileri
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