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Mikroorganizmalarin ~ birbirleriyle olan etkilesimlerini incelemek,
mikrorganizmalar1 daha iyi tanima firsatin1 ayrica onlarla nasil miicadele
edecegimizin ipuglarmi bulmamizi saglamaktadir. Antibiyotigin kesfi, biyofilm
olusumlar1 ve quorum sensing gibi mekanizmalar bu etkilesimlerin arastirilmasi
sonucu  ortaya ¢ikmistir.  Mikroorganizmlarin  gelistirdikleri  direng
mekanizmalari, mikroorganizmalara karg1 miicadelemizde mevcut yontemlerin
etkisini  azaltmakta bu da yeni mekanizmalarin arastirilmasini zorunlu
kilmaktadir. CDI (Kontak Bagimli Inhibisyon) mekanizmasi ozellikle tiir ici
rekabette bakterilerin birbirlerini inhibe ettikleri bir mekanizma olarak karsimiza
cikmaktadir. CDI mekanizmasina sahip olan bakteriler kendi tiirii i¢ginde CDI
mekanizmasina sahip olmayan bakterilerin reseptdrlerine baglanarak onlarin
icersine toksin salmakta ve bu toksin hedef bakteride bakteriyostatik bir etki

gostermektedir. Bu baglamda sunulan tez calismasinin amaci Protues ve



Salmonella tiirlerinin  CDI mekanizmalarinin  aydinlatilmasidir.Bu  tez
calismasinda hem Amerikan Kiiltiir Koleksiyonuna ait hem de kendi izolatlarimiz
olan ¢esitli Proteus ve Salmonella tiirleriyle c¢alisilmistir. NCBI’da
ASM226535v1 numarali kayitlh Proteus mirabilis susuna ait RefSeq:
WP_094959879.1 numarali proteinin CdiB, WP_094959878.1 numaral1 proteinin
CdiA ve WP_063108584.1 numarali proteinin ise Cdil proteini olabilecegi
saptanmustir. Proteus mirabilis ATCC® 43071 susundan homolog rekombinasyon
yontemiyle CDI negatif olan Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI :: ampR
mutant susu elde edilmis ve bu susa ait kontakt bagimli inhibisyon mekanizmasi

cesitli parametrelerle aydinlatilmistir.

Anahtar Kelimeler: Proteus, Salmonella, Kontakt bagimli inhibisyon


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=protein&term=WP_094959879.1&dopt=GenBank

ABSTRACT

INVESTIGATION OF
CONTACT-DEPENDENT INHIBITION MECHANISM

IN SOME GRAM NEGATIVE BACTERIA

Muhammed Hasan AKYIL

Doctor of Philosophy, Department of BIOLOGY
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CTHANGIR

JUNE 2021, 60 pages

Examining the interactions of microorganisms with each other provides us with the
opportunity to get to know microorganisms better and find clues on how to deal with
them. The discovery of antibiotics, biofilm formation and mechanisms such as quorum
sensing emerged as a result of investigating these interactions. Due to the resistance
mechanisms developed by microorganisms, the effect of existing methods decreases in
our fight against microorganisms, and this makes it necessary to investigate new
mechanisms. CDI (Contact Dependent Growth Inhibition) mechanism emerges as a
mechanism by which bacteria inhibit each other, especially in competition within the
species. After bacteria with CDI mechanism bind to the receptors of bacteria that do not
have the CDI mechanism, they release toxins into them, and this toxin toxin causes a
bacteriostatic effect in the target bacteria. In this context, the aim of the presented thesis
is to elucidate the CDI mechanisms of Protues and Salmonella species. In this thesis,

various Proteus and Salmonella species, both from the American Cultural Collection and



our own isolates, were studied. It was determined that the RefSeq: WP_094959879.1
protein belonging to the Proteus mirabilis strain registered in NCBI with the number
ASM226535v1 could be CdiB, the protein numbered WP_094959878.1 could be CdiA
and the protein numbered WP_063108584.1 could be the Cdil protein. CDI negative
Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI :: ampR mutant strain was obtained from
Proteus mirabilis ATCC® 43071 strain by homologous recombination method and the
contact-dependent inhibition mechanism of this strain was elucidated with various

parameters.

Keywords: Proteus, Salmonella, Contact Dependent Growth Inhibition
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin birbirleriyle iliskisi, birbirlerine kars1 sergiledikleri stratejileri 20.
yiizyilin baslarindan beri mikrobiyal hastaliklara karst miicadelede 11k tutmustur.
Antibiyotigin  kesfi ile bu miicadelede c¢ok biliyik bir adim atilmistir.
Mikroorganizmalarin antibiyotige karsi diren¢ kazanmalari, bilingsiz antibiyotik
kullaninmiyla hiz kazanmistir ve c¢ogu goriise gore bakterilerin diren¢ kazanma
yetilerinden 6tiirli 6niimiizde insanoglunu bekleyen bir kiiresel kriz bulunmaktadir [1].

Bu durum mikroorganizmalarla miicadelede yeni arayislar getirmektedir.

CDI (Kontak bagimli inhibisyon) mekanizmas1 dzellikle tiir i¢i rekabette bakterilerin
birbirlerini inhibe ettikleri bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CDI
mekanizmasia sahip olan bakteriler kendi tiirii i¢inde CDI mekanizmasina sahip
olmayan bakterilerin reseptorlerine baglanarak onlarin igersine toksin salmakta ve bu
toksin hedef bakteride bakteriyostatik bir etki gostermektedir. Kontak bagimli inhibisyon
mekanizmasi ¢ok enteresan bir sekilde farkl tlirlerden ziyade sadece tiir i¢i inhibisyona
neden olmaktadir. Fakat CDI 6zellikle spesifik olarak bir bakteri tiiriinii inhibe etmesi
genis spekturumlu antibiyotiklere kiyasla bakterilere karsi olan bu miicadelemizde
olumlu karsilanmaktadir. Bununla birlikte Cdi toksininin, bakteriyosinler gibi
salinmamas1 ve hedef hiicrenin igersine dogrudan birakilmasi da olumlu
ozelliklerindendir. CDI mekanizmasinin bakterilere karst kullanilmasiyla, tipki

probiyotikler gibi bakteriyoterapi kapsamina girmesi beklenmektedir.

2005 yilinda Aoki ve arkadaslari tarafindan E.coli’de kesfedilen bu mekanizmanin
cogunlukla Gram negatif bakterilerde bulundugu disiiniilmekteydi[2]. E.coli,
Pseudomonas, Acinetobacte, Burkholderia ve Enterobacter gibi bazi Gram negatif
bakterilerde CDI mekanizmasinin ve CDI genlerinin kesfi
gerceklestirilmistir[3][4][5].Protues ve Salmonella tiirlerinin CDI mekanizmasina sahip

oldugu diisiiniilse de heniiz bu tiirlerde CDI ile ilgili ¢alismalar yapilmamustir.

Bu ¢aligmada Protues ve Salmonella tiirlerinin CDI mekanizmalarinin aydinlatilmasi
amaclanmistir. Bu baglamda, hem ATCC suslar hem de kendi izolatlarimiz kullanilmig
In-Slico analizler gergeklestirilmistir. Proteus mirabilis susuna ait Cdi genleri rapor

edilmistir. Bunula yanisira CDI mekanizmasini etkileyen faktorler incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikroorganizmalar Arasi Etkilesim

Mikroorganizmalar ayni ortamda bulunan diger mikroorganizma gruplarina karsi besin
kaynaklar1 kullanabilmek ve kendilerine alan olusturabilmek i¢in siirekli rekabet
icindedirler[6]. Giiniimiize kadar yapilan pek ¢ok ¢alisma sonucu, mikroorganizmalarin
sahip olduklar1 aktif mekanizmalar sayesinde diger mikroorganizmalarin kolonilesmesini
engelleyebilecegi veya Oldiirebilecegi ortaya c¢ikmustir[7].  Mikroorganizmalar
antimikrobiyal metabolit, enzim veya toksin iireterek, siderefor salinimi yaparak, diger
mikroorganizma tiirlerine kars1 rekabette Ustiinliik kazanmaktadirlar. Bunun yanisira
biyofilm olusturabilme 6zellikleri ve birbirleri ile iletisim saglamalarina yarayan Quorum
Sensing (Cogunlugu algilama) mekanizmasi da bu rekabette mikroorganizmalara avantaj

saglamaktadir [8][9].

Mikroorganizmalarin rekabeti iki grupta toplanabilir: Var olan kaynaklarin tiiketilmesine
dayal1 somiiriicii rekabet (Pasif rekabet) veya organizmalarin birbirlerine direk zarar
verdigi aktif rekabet. Somiiriicii rekabette mikroorganizma sirli kaynagin rakibine
ulagmasini engelleme yoluna gitmektedir. Bu, besin alimimin artmasi veya besinleri
toplayan molekiillerin hiicre disina salgilanmasi yoluyla gerceklesir. Ornegin,
Saccharomyces cerevisiae ve Escherichia coli, oksijen mevcut oldugunda metabolik
olarak fermentasyondan solunuma gecebilir, bu da yiiksek tireme oranlari ancak diisiik
verim olusturarak besin maddelerini rakiplerinden daha hizli elde etmelerine olanak tanir.
Besinleri toplayan molekiillerin hiicre disina salgilanmasina en iyi 6rnek proteaz enzimi
ve sidereforlardir. Mikroorganizmalarin 6zellikle besin rekabetinde en ¢ok kullandiklari
enzimlerin basinda proteaz enzimi gelmektedir. Dis ortama salinan proteaz enziminin
gorevi elastin, fibrin ve kollejen gibi proteinlerin sindirimini gergeklestirmek bu sayede
hiicre icine alinimini saglamaktir. Bu mekanizma sayesinde mikroorganizma iiremesinin
hizlamas: i¢in gerekli niitrientleri saglamaktadir[10]. P.aeruginosa siderefor salinimini
cevredeki demir molekiillerini baglamak i¢in gerceklestirir. Piyoverdin adi verilen
P.aeruginosa 'daki bu kii¢iik molekiiller bakteri i¢in gerekli demiri baglayarak bakteriye

rekabette Ustiinliik kazandirmaktadirlar[11][12].

Mikroorganizmalar olusturduklar1 biyofilm sayesinde diger mikroorganizmalarin

kendilerine tehdit olusturan molekiillerinden korunmaktadir. Ayrica adhezyon



kabiliyetleri, adhezyon kabiliyeti daha az olan mikroorganizmalar1 karsi besin
rekabetinde  iistinlik saglamaktadir[13]. Buna karsiik mikroorganizmalarin
antiadhezyon engelleyici biyosidal 6zelligi olmayan polisakkaritler {irettigi de

bilinmektedir [14].

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen antimikrobiyal molekiiller, mikroorganizmalar
arasindaki rekabette ¢cok onemli bir yer tutmaktadir [7]. Bu antimikrobiyal maddeleri

bakteriyosinler, peptitler ve toksinler olusturmaktadir[15][16].

Hiicre disina salinan bilesikler vasitasiyla gergeklesen etkilesime en iyi 6rneklerden birisi
de Quorum Sensing mekanizmasidir. Sinyal molekiilii konsantrasyonu belirli bir esik
degere ulastiginda cesitli grup davraniglarini tetikleyebilmektedir[17]. Aymi sekilde
rekabet icinde bulunduklari mikroorganizmalarin birbirleriyle haberlesmesini kesmek
icin de ¢esitli metabolitler iretmektedirler. Quorum quenching adi verilen bu olayda rakip
mikroorganizmalar tarafindan iretilen agil-homoserin laktonlart (AHLS ) inhibe

edilmesiyle ger¢eklesmektedir [18].

Mikroorganizmalar arasindaki etkilesim, hiicre disina salinim1 gergeklestirilen bilesikler
vasitastyla olabildigi gibi mikroorganizmalarin birbirleriyle temaslar1 ile de

gerceklesmektedir[17].

Mikroorganizmalarin birbirleriyle temasi ile gergeklestirilen etkilesim Tip I, Tip IV, Tip

V ve Tip VI sekresyon sistemleri vasitasiyla olugsmaktadir[19].

Mikrobiyal rekabeti daha net bir sekilde anlamak, mikroorganizmalarin davranigini daha
Iyi anlamamiz1 ve endiistriyel, ¢evresel ve tibbi amaglar igin mikrobiyal topluluklari

kontrol edip, manipiile edebilmemizi saglayacaktir[20].

2.2. Tip V sekresyon sistemi

Bakteriler; iletisim, virulans faktorleri, yiizeylere yapisma, kendi disindaki bakterilerin
inhibisyonu veya besin kazanimi amaci ile hiicre disina protein salgilarlar. Gram negatif

bakterilerde 9 ayr1 sekresyon sistemi tanimlanmistir[21].



2.2.1. Tip V sekresyon sistemi ve CDI (Kontak Bagimh inhibisyon) mekanizmasi

Tip V salgilama sisteminin proteinlerine genellikle ototransportorler (ATS) denir. Tip V
salgilama sistemi, zarda [-barrel translokator alanina sahip sadece bir polipeptid
zincirinden ve bir hiicre dis1 efektor bolgesinden olusur. Ayrica proteinlerin yapisina bagl
olarak Tip V sekresyon sistemleri alt gruplara ayrilmaktadir (Sekil 2.2.). Tip Va
sekresyon sistemine Escherichia coli’de proteaz sekresyonu [22], Tip Vc sekresyon
sistemine Yersinia enterocolitica ‘da adhesyon proteini [23], Tip Vd sekresyon sistemine
Fusobacterium nucleatum’da lipaz sekresyonu [24], Tip Ve sekresyon sistemine ise yine

Escherichia coli 'de adezyon proteinleri [25] 6rnek olarak verilebilir.

Sekil 2.1 : Tip V Sekresyon sisteminin alt gruplari [21]

Tip Vb sekresyon sistemi ayn1 zamanda Two-Partner Secretion olarak adlandirilan ikili-
ortakli sekresyon sistemidir. Kontak Bagimli Inhibisyon (CDI) mekanizmasi Tip Vb

sekresyon sisteminin en 6nemli 6rneklerindendir[26] [27].



2.3. CDI (Kontak Bagimh inhibisyon) mekanizmasi

Aoki ve arkadaglar yaptiklari ¢alismada yabanil tip Escherichia coli EC93 izolatlarinin,
E. coli K-12 izolatlarinin sivi  besiyerinde iiremelerini inhibe ettiklerini
saptamiglardir[28]. Bu inhibisyon ekstraseliiler bir antibakteriyal toksin ile degil; E. coli
EC93 susunun, E. coli K-12 susuna direk temas etmesiyle ile gergeklesmektedir[29].
Yapilan g¢aligmalarindan ardindan inhibisyona sebep olan cdiBAI gen kiimesi izole
edilmis ve bu mekanizma “Contact Dependent Growth Inhibition (CDI)” olarak
adlandirilmistir[2]. Bu iki bakteri birbirine temas ettiginde EC93 susundan K-12 susuna
aktarilan toksinin K-12’de bu bakteriyostatik etkiyi yaptig1 saptanmistir. S6z konusu
toksinin Aoki ve arkadaslarinin daha sonradan CDI adinm1 verdikleri bir protein grubu
vasitastyla gerceklestigi saptanmistir. Bu CDI protein grubunun yine ayni isimde bir gen
kiimesi tarafindan regiile edildigi ve CDIA, CDIB ve CDII olmak iizere ii¢ ayr1 protein
ile kontak bagimli inhibisyonun gerceklestigi saptanmistir. CdiBAI gen kiimesi, birbiriyle
iliskisi olan cdiA, cdiB ve cdil olmak tizere ii¢ farkli genin ekspiresyonunu kontrol
etmektedir. cdiA geninin ekspresyonu sonucu olusan CDIA proteinin E.coli K-12
susunda inhibisyona sebep oldugu ve bu inhibisyonu sadece E.coli EC93 susu
logertikmik fazda meydana getirebildigini saptanmustir[2]. Aoki ve arkadaslar cdiA*B*
E.coli susunu kloramfenikol ile muamele ettiklerinde inhibisyonun gerceklesmedigini
dolayistya mekanizmanin ¢alisabilmesi i¢in protein sentezinin de  gerekli oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica inhibitor bakteriler ile hedef bakterileri farkli oranla ayni ortama
eklendiginde aym etkiyi saptamiglardir. CDI" suslar 1/10 oraninda eklendiginde bile
ortamdaki sayilar1 108 kat arttign ama CDI™ suslarin sayisinin degismedigini ortaya

koymuslardir[2].
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Sekil 2.2: CDI+ ve CDI- sus oranlarinin inhibisyona etkisi[2]

Ayrica bu inhibitor etkinin bir kolisin olup olmadigin1 anlamak amaciyla EC93’{in iireme
egrisinde, logaritmik fazina kolisin inhibitdr arttiricist olan mitomisin C eklendiginde
EC93’iin inhibisyon etkisini kaybettigi saptanmistir. E.coli EC93 ile E.coli K-12 suslari
arasindaki bu etkilesimin kontak bagimli bir inhibisyon olup olmadigini anlamak i¢in
0,4-um biiytikliigiinde membran filtre kullanmis ve inhibisyon gézlenmemistir. Biitiin
bu deney sonuclarinda Aoki ve arkadaglar1 cdiAB genlerinin kontroliinde kontak bagiml

bir inhibisyon oldugu ortaya konulmustur. [2].

Kontak bagimli inhibisyon mekanizmasini cdiBAI gen kiimesi regiile ederken bu genlerin
ekspresyonundan olusan CdiB ve CdiA proteinleri inhibisyonda etkin rol oynamaktadir.
Cdil proteini ise otoimmiin gorevini lstlenmektedir[30] . CdiB proteini dis membran
tizerinde bir por olusturarak CdiA proteinin sekresyonundan sorumludur. CdiB ve CdiA
proteinleri tipki diger ikili partner sekresyon sistemlerine benzemektedir[31]. CdiA
proteini amin terminali CdiB proteinine tutunurken karboksil terminali diga dogru
bakmaktadir. Karboksil terminali CdiA-CT olarak tanimlanan bolge hedef hiicre ile
baglant1 kurulduktan sonra CdiA proteninden kirilarak hedef hiicrenin igerisine girmekte

ve inhibisyona sebep olmaktadir[30]. CdiA-CT bolgesi VENN ( Valin- Gliitamik asit-



Gliitamik asit- Asparajin) amino asitlerinden olusan bir motiften sonra tiire 6zgii olarak
farklilasmaktadir[32][33]. CdiA ayni zamanda hedef hiicrenin reseptoriinii tantyan ve ona

baglanan bolgeyi de barindirmaktadir [34].
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Sekil 2.3: CdiA yiizey topolojisi modeli ve toksin salinimi[34]

Hedef bakteri hiicresi icerisine giren CdiA-CT hedef hiicrede, protein motif giicii
dagitma, DNA’y1 degrade etme ve tRNA’y1 etkileme gibi ¢esitli yollarla inhibisyona
sebep olmaktadir[35][36][37][38]. Cdil proteini ise CDI* bakterileri otoimmuniteden
koruma gorevini istlenmektedir. Cdil proteinleri CdiA-CT toksinini bloke ederek

bakterileri kendi kendilerini inhibe etmelerinden korumaktadir[32].

CDI" bakteriler ayni tiir igerisindeki CDI" bakterileri inhibe etmektedir. Ayni tiir
icerisindeki CDI" diger bakterilere immunite proteinine sahip olduklari igin inhibisyon
etkisi gostermemektedir. Farkli tiirden bir bakteriye ise herhangi bir reseptorel baglanma
s06z konusu olmamaktadir. Dolayisiyla CDI mekanizmas1 sadece ayni tiiriin igerisindeki

bakteriler arasinda gergeklesen bir mekanizmadir [39].
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Sekil 2.4: CDI* bakterilerin diger bakterilere etkisi; [40]

Yapilan caligmalarda CdiA benzeri proteinlerin gesitli bakteri tiirlerinde biyofilm
olusumunda etkili oldugu saptanmustir; Erwinia chysanthemii, Xylella fastidiosa, N.
meningitidis, Xanthomonas axonopodis, B. thailandensis, E. coli ve P.
aeruginosa.[41][42][43][44]. Ayrica Ruhe ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada CdiA’nin
reseptorlerden bagimsiz olarak hiicreler arasi adhezyon olusturdugunu saptamislardir.
Reseptor mutant suslarda CdiA-CdiA etkilesimlerinin bu adhezyona sebebiyet

verdiklerini ileri stirmiiglerdir [44].

CDI bakteriden uzanan bir gubuk goriiniimiinde olmaktadir. Bu yiizden CDI i¢in “Cubuk
tizerindeki toksin” benzetmesi yapilmaktadir[45]. Ruhe ve arkadaslar1 Elektron
kriyotomografisiyle ¢ektikleri goriintiide CdiA proteininin hiicre yiizeyininden yaklagik
33 nm uzunlugunda oldugunu gostermislerdir (Sekil 2.6) [34].



Sekil 2.5: CdiA’nin Elektron kriyotomografisinde goriintiisii [34]

Ozetle; Kontak bagimli inhibisyon mekanizmasi bakterilerin tiir ici rekabette birbirlerini
inhibe etmek amaciyla kullandiklar1 ayn1 zamanda ayni tiire ait bakterilerin birbirleriyle

haberlesme sagladiklari bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir[46].

2.4. Bakteriler Aras1 Temasa Dayal Sinyallesme

Quorum Sensing ile bakterilerin ¢ogunluklarini algilayip, gen ifadelerinde degisiklikler
meydana getirdikleri bilinmektedir[47]. Yapilan son calismalarda Quorum sensing
mekanizmasindan ayr1 olarak bakterilerin birbirlerine temas ederek de gen ifadelerinde
degisiklikler olusturdugu saptanmistir. Garcia ve arkadaslar1 Burkholderia ile yaptiklari

calismalarda CDI mekanizmasinin biyofilm olusumunda etkin rol oynadigini saptarken,



bu olusumun sadece bakteri hiicrelerinin birbirlerine yapismasi ile gergeklesmedigini de
gostermislerdir. Biyofilmin olugmasi i¢in aktif toksin alanlarinin da degisminin gerekli
oldugunu saptanmistir. Bu gozlem birbirlerine kontak olarak baglanan bakteri
hiicrelerinin  kendi aralarinda sinyal gonderme fonksiyonuna sahip oldugunu

gostermektedir [48].

Cotter ve meslektaslarinin son g¢alismalari; toksinin, biyofilm ile ilgili varsayilan bir
transkripsiyonel regiilatdriin gen ekspresyonundaki degisikliklerle iligkili oldugunu
ortaya koymustur[46]. Jones ve arkadaslar tarafindan CdiACT-CdilE264 kompleksinin
DNA’ya baglandigi saptanmis ve buna bagli olarak toksin bagisikligi protein
kompleksinin gen ekspresyonunu diizenlemek ic¢in bir transkripsiyon faktorii olarak
hareket edebilecegi ileri siriilmiistir [49]. Ayrica pek ¢ok ¢alismada CDI
mekanizmasinin tRNA’y1 pargaladigi belirtilmistir[39][50][51].

2.5. CDl tipleri

CDI mekanizmasinin ilk olarak E.coli ile kesfedilmesinin ardindan, diger bir¢ok
bakteride de CDI mekanizmasmin varligi saptanmaya caligilmistir [28]. Ortaya ¢ikan
tabloda, temelde birbirinin aynisi olup yapisal bazi farkliliklarindan dolayr CDI iki ayr1
tip olarak degerlendirilmeye baslanmistir. Bu farkliliklarin ilk olarak Burkholderia’da
kesfedilmesinden dolayi, CDI tipleri; E.coli tipi ve Burkholderia tipi olmak iizere iki ana

grupta toplanmisdir[30][36].

CDI gen kiimesi E.coli’de cdiBAI seklinde siralanirken Burkholderia cinsinde cdiAIB
seklinde siralanmaktadir. CDIA-CT kisminin baslangici e.coli’de  VENN peptit
motifinden olusurken, Burkholderia’da bu motif genellikle (Q/E)LYN peptit motifinden
olusmaktadir[50].
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2.6. Enterobakteriler

flk defa 1937 de Rahn tarafindan tanimlanan Enterobakteriler; Gammaproteobacteria
simifi ve Enterobacterales takimi igerisine dahil olan genis bir bakteri ailesidir
[52].Enterobakteriler, memelilerin barsaklarinda kolaylikla kolonize olabilmektedirler.
Saglikli bireylerin barsak ortaminda genelde diisiik seviyededirler. Mikrobiyotaya iki
durumda hakim olmaktadirlar: bebek bagirsaginda veya yetiskin bagirsaginin disbiyozu
sirasinda [53][54]. Memeli bagirsaklarinda en sik goriilen Enterobacteriaceae tiirlerinden
biri Escherichia coli'dir. Bununla birlikte, Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve Proteus
gibi diger cinslerden tiirler hem saglikli bebeklerden hem de yetiskinlerden siklikla izole
edilebilir. Son donemlerde Proteus cinsi, Morganellaceae familyasina altinda
simiflandirilmaktadir ve Enterobateriaceae ile birlikte Enterobacteriales takimini

olusturmaktadir[55].

Escherichia
Shigella

Salmonella
Citrobacter

Enterobacter
Klebsiella

!

Erwinia (non-GI)

Serratia

Yersinia

— Morganella

Proteus

Sekil 2.6 : Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinin arasindaki iliski [56]

Entereobakteriler ailesine mensup bakteriler Gram negatif ve genelde kiigiik basil
seklinde olup, fakiiltatif anaerobdurlar. Genelde spor olusturmazlar. Flagellalari
sayesinde hareketlidirler. Enterik bakterilerin ortak 6zellikleri su sekilde siralanabilir;
ortalama biiyiikliikleri 6 um civarinda, Mac Conkey agarda iyi iireyebilmektedirler,

Glikoz fermantasyonundan asit ve baz iiretebilmektedirler, katalaz pozitif, oksidaz
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negatiftirler.[57]. Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Proteus ve Shigella bu aileye ait

en ¢ok bilinen bakteri cinsleridir[52].

Bakteri tiirleri TDA|VP |ONPG Indol Sitrat
Escherichia coli ORRIONIC) (+) Q)

Citrobacter spp OENIORIC) Degisken (+)

Shigella spp. () |() () S.sonei harig | (+) )

Salmonella enterica |(-) [(-) |(-) S.arizonae harig | (-) (+) S. typhi harig
Yersinia spp. () |(-) |Degisken Degisken )
Enterobacter spp ORI () (+)

Klebsiella spp. COERICNC (-) K.oxytoca harig | (+)

Serratia spp. ORI () (+)

Proteus spp GIRIONIG (-) P.vulgaris hari¢ | Degisken
Morganella morganii | (+) | () |(-) (+) )

Providencia spp. ) 6|6 (+) (+)

Cizelge 2.1 : Enterobacteriaceae familyasi liyelerini tanimlamada kullanilan

yontemler.[58]
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2.6.1. Proteus

Proteus cinsine ait bakteriler Enterobakterilerin genel 6zelliklerini tagimasinin yaninda,
stiziilme (swarming) ozelligi ile diger iyelerden ayrilmaktadir[59]. Proteus biyokimyasal
testleri; oksidaz negatif, katalaz pozitif, indole ve VVoges Proskauer negatif, metil red ve
sitrat testleri pozitif, HoS iiretimi ve iireaz testi de pozitif sonu¢ vermektedir. Proteus
cinsine ait bakteriler topraktan, durgun sulardan, memelilerin bagirsak yolundan ve

dolayisiyla kanalizasyonlardan izole edilebilmektedir[60].

Proteus cinsine ait bakteriler, idrar yollar1 enfeksiyonu, menenjit, organ apseleri, yeni
dogan bebeklerde kordon enfeksiyonu gibi ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadirlar [61].
Bunlara ek olarak, P. mirabilis enfeksiyonlari idrar taslarinin (iirolitiyazis) olusumuna
neden olabilmektedir[62].

2.6.1.1. Proteus mirabilis

Ik olarak 1885 yilinda iiriitiilmiis etten izole edilen P. mirabilis, Enterobacteriaceae
familyasina ait gram-negatif, hareketli, fakiiltatif anaerobik bir basildir. Diger Proteus
tiirleri gibi topraktan, durgun sudan, memelilerin bagirsak yolundan ve bunun sonucunda
da kanalizasyondan izole edilebilir[60]. P. mirabilis dimorfiktir, yani iki farkl
morfolojiye sahiptir ve bu 6zelligi bagisiklik sisteminden kagmasini kolaylastirir. P.
mirabilis, idrar yolu enfeksiyonunu kolaylastiran 6nemli viriilans faktorlerine sahiptir. Bu
faktorlerden biri, P. mirabilis'in swarm (yayilma) kabiliyetidir, yani flagella sayesinde
yiizey boyunca hareket edebilir. Yayilma kabiliyetinin yaninda gii¢lii bir iireaza sahip
olmas1 0Ozellikle idrar yolu enfeksiyonunda etkili olmasinin sebepleri arasinda

gosterilmektedir[63].
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Sekil 2.7: Proteus mirabilis’in yayilma hareketi[63]

P. mirabilis'in diger virulans faktorleri ise ftrettikleri toksin, Quorum sensing
mekanizmasi, adhezyon ve immiin sistemden kagabilme kabiliyetleridir[64]. Epitel
yiizeylere baglanabilme yetenegi 6zellikle idrar yolu enfeksiyonlarinda biiyiik 6nem
arzetmektedir. Genomik analizler P. mirabilis'in 17 potansiyel fimbriyal adhezyona sahip
oldugunu gostermektedir. P. mirabilis hemolizin toksini tiretmektedir ki bu toksin
konakg1 hiicre membraninda por acarak zarara yol agmaktadir. Bu toksin idrar yolunda
piyelonefrite neden olmaktadir. Proteus toksik Aglutinin, bobrek ve mesane hiicrelerini
parcalama kabiliyetine sahiptir[65]. P. mirabilis irettigi ZapA sayesinde konakgi hiicrede
birincil ve ikincil immiin yanitlardan kagabilmektedir. ZapA immunoglobulin Al (IgA1l),
IgA2 ve IgG zincirlerini kirarak bu islemi gergeklestirmektedir[66]. P. mirabilis ayrica

olusturdugu biyofilm sayesinde ¢ogu zararl dis etkenlerden korunabilmektedir[67].

2.6.2. Salmonella

Salmonella cinsine ait bakteriler de Proteus cinsi bakteriler gibi Enterobakterlerin genel
ozelliklerini tasir. Bu grubun icersindeki bakteriler oksidaz negatif, katalaz pozitif, indole
ve Voges Proskauer negatif, metil red ve sitrat testleri pozitif ve iireaz negatif sonug

vermektedir. Bunun yani sira HoS iiretmektedirler[68]. Salmonella suslarinin sebep
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oldugu bir gida zehirlenmesi olan Salmonellozun iki klinik belirtisi bulunmaktadir: Tifo
atesi ve gastroenterit. Salmonella enterica serovars Typhi ve Paratyphi A, B ve C tifo ve
tifo benzeri ateslerden sorumludur. Bu patojenler yalnizca insanlari enfekte eder ve fekal-
oral yolla kontamine gida ve suyla veya kisiden kisiye yayilma yoluyla bulasir. Bu
sistemik hastalik, her y1l diinya ¢apinda tahmini 20 milyon vakaya ve 200.000 dliime yol
acmaktadir. Tifo atesi, bakterilerin karacigeri, dalag1 ve kemik iligini kolonize ettigi
sistemik bir enfeksiyonla karakterizedir. Vakalar genellikle halsizlik, bas agrisi, ates,
miyalji ve kii¢lik iist solunum semptomlarindan 6nce kisa bir mide bulantis1 ve ishal
ndbeti bildirir. Komplikasyonlar, bakterinin safra kesesinde kalic1 olabilecegi niiksetme

veya kronik tasiyicilikla sonuglanan kalict enfeksiyonu igerir[58].

2.6.3. Proteus ve Salmonella teshisinde kullanilan besiyerleri

Proteus ve Salmonella cinsine ait bakterileri diger Enterobakterilerden ayirmak i¢in XLD
(Ksiloz Lizin Deoksikolat) Agar, HE (Hektoen enterik) Agar, SS (Salmonella Shigella)
Agar, TSI ( Uglii seker demir) Agar kullanilmaktadir. Her iki gruba ait bakteriler HzS
tiretiminden kaynakli SS Agar, HE Agar ve XLD Agarda siyah koloni olusturmaktadirlar.
Ayrica SS Agarda pembe olan besiyeri ile XLD’de kirmiz1 olan besiyeri sar1 renge
donmektedir. TSI agar da ise agarin orta kisminda siyah bir bolge olusurken besiyerinin

dip kisminda sar1 besiyerinin ist kisminda ise kirmizi renk olusmaktadir. [69][70][71].

Sekil 2.8: Salmonella enteridis susunun SS agar ve XLD agar lizerinde goriintiisii [72]
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar ve Plazmitler

Bu calismamizda, hem ATCC suslar hem de kendi izolatlarimiz olan Proteus ve

Salmonella tiirlerine ait suslar kullanilmustir.

3.1.1. ATCC Suslar

Ozellikle in-silico ¢alismalar i¢in kullanacagimiz cizelge 3.1°de belirtilen Proteus ve

Salmonella tiirlerine ait ATCC suglar Hemakim adli firmadan saglanmustir.

Proteus Suslari

1 | Proteus hauseri ATCC® 13315
2 | Proteus mirabilis ATCC® 25933
3 | Proteus mirabilis ATCC® 29245
4 | Proteus mirabilis ATCC® 33583
5 | Proteus mirabilis ATCC® 35659
6 | Proteus mirabilis ATCC® 43071
7 | Proteus mirabilis ATCC® 7002
8 | Proteus vulgaris ATCC® 33420
9 | Proteus vulgaris ATCC® 49132
10 | Proteus vulgaris ATCC® 6380
11 | Proteus vulgaris ATCC® 6896
12 |Proteus vulgaris ATCC® 8427
Salmonella Suslar
13 |Salmonella bongori ATCC® 43975
14 | Salmonella enterica subsp. Arizonae ATCC® 13314
15 |Salmonella enterica subsp. Enterica serovar abaetetuba ATCC® 35640
16 |Salmonella enterica subsp. Enterica serovar anatum ATCC® 9270
17 | Salmonella enterica subsp. Enterica serovar enteritidis ATCC® 13076

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ATCC suslar
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Temin edilen bu ATCC suslar oncelikle LB agar besiyerine, ardindan kontrol amaglh SS
agar ve XLD agar besiyerlerine inokiile edilmistir. Her hangi bir kontaminasyon
ihtimaline kars1 15 giin arayla Kkiiltiirlerin pasaji gergeklestirilmis ve ayrica uzun siireli

muhafaza i¢in % 20’lik gliserollii besiyerine inokiilasyonu gerceklestirilmistir.

3.1.2. Yabanil Suslar

Yabanil tip suslarda CDI mekanizmasinin bulunup bulunmadigini arastirmak amaciyla,
Proteus ve Salmonella tiirlerine ait yabanil tip sus izolasyon c¢alismalari

gerceklestirilmistir.

3.1.2.1. Yabanil Suslarin izolasyonlar

Enterik bakterileri grubuna ait Proteus ve Salmonella suslarinin izolasyonu igin Beytepe
Kampiisii bolgesinden toprak, atik su ve gaita Orneklerinden izolasyon c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Alinan 6rnekler ayr1 ayr1 serum fizyolojik ¢o6zelti icersine aktarilmig
ve 37 °C’de 150 rpm hizda 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Her bir serum
fizyolojikten 100’er pl alinarak gesitli besiyerlerine inokiilasyonu gerceklestirilmistir.
Calismamizda Niitrient agar genel besiyeri olarak, SS agar, HE agar ve XLD agar segici

ayirt edici besiyerleri olarak kullanilmastir.

SS agar, HE agar ve XLD agar iizerinde siyah ve gri koloniler veya swarming hareketi
gozlenen petrilerdeki bakteriler, Salmonella veya Proteus tiirleri olabilecegi igin pozitif

olarak isaretlendi. Daha sonra bu suslara biyokimyasal testler uygulandi.

3.1.2.2. Yabaml Suslarin Biyokimyasal Testleri ve Adlandirilmasi

Proteus veya Salmonella oldugu tahmin edilen suslara Oksidaz, Katalaz, indole, Metil
red ve Sitrat testleri uygulanmistir, ayrica kontrol amaglh TSI agara inokiilasyonlar1 da
gerceklestirilmistir. Oksidaz negatif, Katalaz pozitif, indole ve Voges Proskauer negatif,

Metil red ve Sitrat testleri pozitif olan suslar muhtemel Proteus ve Salmonella olarak

17



isaretlenmistir. Ureaz testi pozitif olanlar Proteus negatif olanlar ise Salmonella olarak

isaretlenmistir.

3.1.3. Plazmitler

CDI mekanizmasimin etkisinin gézlemlenebilmesi i¢in CDI pozitif ve negatif suslara
floresan proteini igeren plazmitler eklenmistir. Bu ¢alismada kullanilan yesil floresan
proteini iceren pBbB5k-GFP ve kirmizi floresan proteini iceren pBbASk-RFP plazmitleri

Addgene tarafindan temin edilmistir.

Sekil 3.1 : Yesil ve Kirmizi floresan protein iceren plazmitler

Plazmitler belirlenirken promotdr olarak lac UVS promotorii igeren plazmitler tercih
edilmistir. Boylelikle besiyerine IPTC (izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit) eklenmesiyle
promotdrler, floresan proteini kodlayan bolgeyi aktif hale getirmekte ve floresan proteini
iiretimi gergeklesmektedir. Ayrica plazmitlerin aktarilmasi sirasinda her iki plazmit igin
de selektif besiyerlerinin ayni olmasi i¢in Kanamisin (Kan) direng genine sahip pBbB5k-
GFP ve pBbA5k-RFP plazmitleri tercih edilmistir. Plazmitler E.coli DH5alpha susu ile
temin edilmis olup, bu suslardan plazmit ekstraksiyonu Macherey-Nagel marka hazir

kitler kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2 : pPBbB5k-GFP ve pBbA5K-RFP plazmitlerinin haritalar
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Oncelikle E.coli DH5 alpha suslar1 50 pg/mL kanamisin antibiyotigi ve 5 pg/mL IPTC
iceren LB agar besiyerine inokiile edilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan
petriler incelenmis ve UV 151k altinda pBbB5k-GFP plazmitini igeren suslarin yesil
renkte, pBbA5k-RFP plazmitini i¢eren suslarin kirmizi renkte oldugu gézlemlenmistir.
Ardindan Plazmit ekstraksiyon islemini ger¢eklestirmek tizere her iki sus LB (50 ug/mL
Kan + 5 pug/mL IPTC) s1v1 besiyerlerine inokiile edilmis ve 24 saat 37 °C ‘de, 150 rpm
hizda inkiibasyona birakilmistir. Ekstraksiyon i¢in hazir kit prosediirii gergeklestirilmis

ve ekstraktlar jel elektroforezinde yiiriitilmistiir.

3.2. CDI * ve CDI ~ Mikroorganizmalarin Belirlenmesi

Proteus ve Salmonella ATCC suglarinin CDI mekanizmasina sahip olup olmadiklarinin
taranmasi amaciyla 6nce in-slico ¢aligmalar gergeklestirilmistir. E.coli ve Burkholderia

gibi CDI genine sahip model organizmalarla kiyaslanmasi gergeklestirilmistir.

3.2.1. CDI Gen Bélgelerinin Taranmas: In-Silico analizi

Bahsedildigi iizere CDI mekanizmasina sahip bakterilerde iki ayri CDI modeline
rastlanilmistir. Bu baglamda Proteus ve Salmonella tiirlerine ait ATCC suslarda VENN
ve NX(E/Q)LYN protein motifleri taranmustir.

3.2.2. Muhtemel CDI gen boélgesinin diger bakteri gruplariyla kiyaslanmasi

In-Silico analiz sonucu bulunan gen bolgeleri ile litaratiirde belirtilen diger

mikroorganizmalarin gen bolgelerinin kiyaslanmasi gerceklestirilmistir.
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3.3. CDI ~mutant suslarin olusturulmasi

CDI mekanizmasiyla iligkili olabilecegi tahmin edilen gen kiimesinin tespit edilmesinin
ardindan, diger suslarda da benzer yapilarin oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden CDI"
suglar aramaktansa cdi gen kiimesinin silinmesiyle CDI" mutant suslar elde edip,
calismanin bundan sonraki kismininda CDI * olarak belirlenen suslarda bulunan cdi
geninin homolog rekombinasyon yontemiyle ¢ikarilip yerine ampisilin direng geninin
(Amp R) eklenmesiyle, Acdi BAI mutant suslar elde edilmistir.

3.3.1. AmpR geninin ekstraksiyonu

Bu asamadan sonra sadece Proteus mirabilis suslariyla devam edilmistir. Bunun igin
Addgene firmasindan temin ettigimiz pBbB7a-GFP plazmitine ait AmpR genini ekstrakte
etmek i¢in primer dizayn edilmistir. Bu primerler homolog rekombinasyonda
kullanilacag: i¢in tasarlanirlarken primerlerin 6n kismina Cdi geninyle yer degisiminin
gerceklesmesini saglayacak dizilimler eklenmistir. Bu amagla ilk olarak belirlenen

primerler ;

Forvard (F1) : TATGAGTAAACTTGGTCTGA

Revers (R1) : GTGGCACTTTTCGGGGAA

Daha sonra Proteus mirabilis susunda belirlenen cdi gen bolgesinin primerleri dizayn

edilmistir.

Forvard (F2): ATACCACAGATCGCAAGTAATCATATGCA

Revers (R2) :TATCTCTGTCCCCTTATTGGCTGATCCCGTAG
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Nihai primerler bu iki primerin birlestirilmesi ile elde edilmistir.

Forward:
ATACCACAGATCGCAAGTAATCATATGCATTATGAGTAAACTTGGTCTGA

Revers:
TATCTCTGTCCCCTTATTGGCTGATCCCGTAGGTGGCACTTTTCGGGGAA

Belirlenen bu primerler ile pBbB7a-GFP plazmitine ait plazmit DNA’sindan AmpR geni
polimer zincir reaksiyonlariyla ¢ogaltilmistir. Kesilip ¢ogaltilan AmpR geni oniinde ve
arkasinda bulunan diziler sayesinde hedeflenen gen bolgesi ile degisimi

amaclanmaktadir.

3.3.2. Proteus mirabilis Acdi B A 1 olusturulmasi

Cizelge 3.1 de verilen 7 adet Proteus mirabilis’ suslarinin tamamimndan Acdi B A 1

olusturmak istedigimiz i¢in bu agamada tiim suslar bu prosese tabi tutulmustur.

3.3.2.1. Proteus mirabilis’in Kompetent hale getirilmesi

AmpR geninin Proteus mirabilis suslarina aktarilmas icin dncelikle bu suslar kompetent
hale getirilmistir. Kompetent hale getirilme islemi igin ilgili protokoller revize edilerek

gerceklestirilmistir[73].

e 0,5 ml LB besiyerine kompetent hiicre haline getirilmek istenilen bakteri inokiile

edilmistir.
e Ardindan 37 °C 150 rpm de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
e Buradan 250 pl alinip ve 25 ml LB besiyerine inokiile edilmistir.
e 25 saat inkiibasyon ( 37 °C de 150 rpm)gerceklestirilmistir.

e 5 dk 4000 rpm de 4 °C de 3 defa santrifiij edilip, Ilk iki seferde siipernatant
dokiiliip tstiine ilave 25 ml 1M CaCly ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son santrifiij

isleminden sonra iistiine 2ml 1M CaClz + %20 Gliserol ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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3.3.2.2. Kompetent hale getirilmis suslara aktarimin gerceklestirilmesi

AmpR geninin Proteus mirabilis suslarina akatirrmin gerceklestirilmesi bu sayede bu geni

ile Proteus suslarinda bulunan cdi BAI geninin homolog rekombinasyonla yer

degistirmesi amaclanmaktadir. Aktarim islemi 1ilgili protokoller revize edilerek

gerceklestirilmistir[73].

1ng AmpR genini, 100 pl kompetent hiicreye ilave edilip, 30 dakika inkiibasyon

birakilmigtir. Bu inkiibasyon islemi buz tizerinde gerceklestirilmistir.

Is1 soku saglamak i¢in bu karigim 45 saniye 42°C’de su banyosunda inkiibasyona

brrakilmstir.

Su banyosundan ¢ikarilip 1-2 dk buzda inkiibasyon gergeklestirilmistir.
250 ul SOC besiyerine inokiile edilmistir.

37°C’de 1 saat 150 rpm de inkiibasyon gerceklestirilmistir.

LB agar besiyerine(Ampisilinli) 50 ul boncuk ekim gergeklestirimistir.
37 °C gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

Petrilerin kontrolii gergeklestirilmistir. Ampisilin iceren bu petrilerde iireyen

bakteriler CDI" (Acdi BAI) olarak belirlenmislerdir.

3.3.2.3. CDI ~ (Proteus mirabilis Acdi BAI ) suslarin kontroliiniin gerceklestirilmesi

Elde ettigimiz mutant susun kontroliiniin gerceklestirilmesi amaciyla belirledigimiz Cdi

geni yerine ampR geni igerip icermedigi incelenmistir. Bunun icin bakterinin DNA’s1

ekstrakte edilip bu DNA 6rneginde ilgili gen taranmustir.

Tarama isleminde; ampR geni taranacagi i¢in beklenilen uzunluk 800 baz ¢iftlik bir bolge

olmasi 6n goriilmektedir. Pozitif kontrol olarak Proteus mirabilis susu kullanilmistir.
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Kontrol i¢in ampR genini ekstrakte i¢in tasarlanan primerler tekrar kullanilmistir;

Forvard (F1) : TATGAGTAAACTTGGTCTGA

Revers (R1) : GTGGCACTTTTCGGGGAA

3.4. CDlI etkisinin gozlemlenmesi

CDI etkisinin g6zlemlenmesi amaciyla CDI" sugslara yesil floresan proteini igeren

pBbB5k-GFP plazmiti, CDI suslara ise kirmizi floresan proteini igeren pBbASk-RFP

plazmiti aktarilmigtir. Her iki plazmitin de aktarilmasi islemi ilgili protokoller revize

edilerek gerceklestirilmistir[73]. Oncelikle CDI* ve CDI™ suslar kompetent hale

getirilmistir;

0,5 ml LB besiyerine kompetent hiicre haline getirilmek istenilen bakteri inokiile

edilmistir.

Ardindan 37 °C 150 rpm de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Buradan 250 ul alinip ve 25 ml LB besiyerine inokiile edilmistir.
2,5 saat inkiibasyon ( 37 °C de 150 rpm)gerceklestirilmistir.

5 dk 4000 rpm de 4 °C de 3 defa santrifiij edilip, ik iki seferde siipernatant
dokiiliip tstiine ilave 25 ml 1M CaCly ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son santrifiij

isleminden sonra {istiine 2ml 1M CaClz + %20 Gliserol ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Ardindan aktarim islemi gerceklestirilmistir,

1pg plazmit, 100 pl kompetent hiicreye ilave edilip, 30 dakika inkiibasyon

birakilmistir.Bu inkiibasyon islemi buz iizerine gerceklestirilmistir.

Is1 soku saglamak i¢in bu karisim 45 saniye 42°C’de su banyosunda inkiibasyona

birakilmustir.
Su banyosundan ¢ikarilip 1-2 dk buzda inkiibasyon gergeklestirilmistir.
250 pl SOC besiyerine inokiile edilmistir.

37°C’de 1 saat 150 rpm de inkiibasyon gergeklestirilmistir.
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e %10’luk IPTG iceren Kanamisinli LB agar besiyerine 50 ul boncuk ekim
gerceklestirilmistir.

e 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmaistir.

e Petrilerin kontrolii gerceklestirilmistir. Kanamisin igeren bu petrilerde iireyen
bakterilere plazmit aktarimi gergeklesmis olarak not edilmistir. Ayrica UV 151k
altinda kirmiz1 floresan proteini i¢en suslarda kirmizi renk, yesil floresan proteini

iceren suslarda yesil renk gozlemlenmesi taranmistir.

Ayrica ¢alismanin ilerleyen safhalarinda CDI'in  etkisinin suslara etkisini
gozlemlemek amaciyla cizelge 3.1.°de verilen biitiin suslara ve kendi izolatlarimiz
olan P1, P2 ve S2’ye de, hem kirmizi hem de yesil floresan proteini igeren plazmitler

ayr1 ayr1 aktarilmigtir.

3.4.1. Kalitatif Analiz

CDI* Proteus suslarin CDI" Proteus suslarina etkisini olup olmadigini gézlemlemek igin
oncelikle Kalitatif analiz gerceklestirilmistir. Bu baglamda her iki sus 100 mI’lik LB
broth besiyerine inokiilasyonlar1 gergeklestirilmis ve 12 saat 37 °C de 150 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her iki 6rnekten 100 pl alinrak,100 m1’lik LB broth
besiyeri igersinde karistirilmustir. 1’er saat arayla drnekler alinip, Kan®’li besiyerlerine
aktarilmistir. 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan

besiyerleri incelenmistir.

3.4.2. Kantitatif Analiz

CDI" Proteus suslarin CDI" Proteus suslarina etkisini 6lgmek amaciyla Kantitatif analiz
gerceklestirilmistir. Bu baglamda her iki sus 100 ml’lik LB broth besiyerine
inokiilasyonlar1 gergeklestirilmis ve 12 saat 37 °C de 150 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra her iki 6rnekten 100 ‘er ul alinarak, 100 ml’lik LB broth
besiyerlerinin igerisinde karistirilmigtir. Daha sonradan 37 °C’de 150 rpm’de 3 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan ornekler Floresan
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Spektrofotometresinde incelenmistir. Kor olarak herhangi bir floresan proteini icermeyen

LB sivi1 kiiltiirde tiretilmis Proteus mirabilis 43071 susu kullanilmistr.

Floresan spektrofotometresinde kirmizi ve yesil floresan proteinlerinin maksimum
uyarim ve maksimum emisyon degerleri farkli oldugu icin her iki protein i¢in maksimum
uyarim ve maksimum emisyon degerleri ayr1 ayr1 ayarlanarak tek seferde olgiilmiistiir.
Yani bir reaksiyon tiipiiniin i¢inde yesil floresan proteinlerini dl¢timleri belirli bir dalga
boyunda Olgiiliirken kirmizi floresan proteini i¢in farkli dalga boyunda ol¢timler

gergeklestirilmistir.

Literatlir taramalarmin ardindan yesil floresan proteininin Olgiimleri i¢in ayarlanan
maksimum uyarim degeri 488 nm, maksimum emisyon degeri 507 nm, kirmiz1 floresan
proteininin Ol¢limleri i¢in ayarlanan maksimum uyarilma degeri 584 nm maksimum

emisyon degeri 607 nm olarak belirlenmistir[74][75].

3.5. CDI mekanizmasini etkileyen faktorler

Bu asamada Kontak Bagimli Inhibisyon mekanizmasin etkileyen faktdr incelenmistir.
Bu baglamda CDI* ve CDI suslarin orani, iireme ortami inkiibasyon siiresi, reaksiyon

ortam1 inkiibasyon siiresi ve reaksiyon ortami sicakligi incelenmistir.

3.5.1. Reaksiyon ortaminin inkiibasyon siiresi

CDI* ve CDI susglarin reaksiyon ortaminda gegirdigi inkiibasyon siiresinin etkisini
gozlemlemek amaciyla her iki sus ayr1 ireme ortamlarinda 37 °C’de 150 rpm’de 12 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her iki ortamdan 100°er pl alinarak reaksiyon
ortamina aktarilmistir. Reaksiyon ortamindan 1’er saat arayla alinan 6rnekler floresan
spektrofotometresiyle Ol¢iimleri gergeklestirilmistir. Yesil floresan proteini igin
maksimum uyarim degeri 488 nm, maksimum emisyon degeri 507 nm, kirmiz1 floresan
proteini i¢in maksimum uyarilma degeri 584 nm maksimum emisyon degeri 607 nm

olarak dl¢iimler gerceklestirilmistir.
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3.5.2. CDI* ve CDI" suslarmm oram

Bu asamada CDI" ve CDI ~ suslarin farkli oranlarda reaksiyon ortaminda olmalari
durumunda CDI mekanizmasinin nasil etkilenecegini saptamak amacglanmistir. Bu
baglamda ayri ayr lireme ortamlarinda iiretilen CDI™ ve CDI ~ suslar farkli oranlar
denenerek ayni reaksiyon ortamina eklenmistir. Ureme ortamlarinda 12 saat 37 °C’de 150
rpm’de {retildikten sonra kiiltiirlerden reaksiyon ortamma 1/2, 1/3/, 1/4 ve 1/5
oranlarinda ekleme yapilmigtir. Reaksiyon ortaminda 3 saat inkiibasyonun ardindan
olgiimler gergeklestirilmistir. Hem CDI* suslarin hem de CDI ~ suslarin oranlarinin fazla
olmasit durmu ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her bir Ornek icin 2 adet Olgiim
gergeklestirilmistir, birincisi CDI* ve CDI ~ suslarin reaksiyon ortamina alinmadan 6nce,
ikincisi suslarin reaksiyon ortamina aktarimindan sonra 3. saatte gerceklestirilmistir.
Yesil floresan proteini i¢in maksimum uyarim degeri 488 nm, maksimum emisyon degeri
507 nm, kirmiz1 floresan proteini i¢in maksimum uyarilma degeri 584 nm maksimum

emisyon degeri 607 nm olarak ol¢iimler gergeklestirilmistir.

3.5.3. Ureme ortamu inkiibasyon siiresi

Yapilan ¢aligmalarda CDI mekanizmasimin etkisinin sadece logaritmik fazda oldugu
rapor edildiginden[2], bu parametrenin etkisinin gézlemlenmesi amaglanmistir. Ureme
ortaminda tiretilen CDI" suslardan; 2., 12., ve 36. saatlerde 100’er ul alinarak reaksiyon
ortamina eklenmistir. Reaksiyon ortaminda CDI" ve CDI" suslarlarin birlikte inkiibasyon
asamasindan sonra floresan spektrofotometresinde Olgtimler gergeklestirilmistir. Yesil
floresan proteini i¢in maksimum uyarim degeri 488 nm, maksimum emisyon degeri 507
nm, kirmiz1 floresan proteini i¢in maksimum uyarilma degeri 584 nm maksimum emisyon

degeri 607 nm olarak ol¢iimler gerceklestirilmistir.
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3.5.4. Reaksiyon ortaminin sicakhgi

Reaksiyon ortaminin sicakligmin CDI mekanizmasina etkisini gozlemlemek amaciyla
her iki sus ayr1 lireme ortamlarinda 37 °C’de 150 rpm’de 12 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan her iki ortamdan 100’er pl alimarak reaksiyon ortamina
aktarilmistir. Reaksiyon ortaminin sicakligr 30, 37 ve 45 °C olmak iizere 3 ayr1 degerde
ayarlanarak olgtimler gergeklestirilmistir. Yesil floresan proteini i¢in maksimum uyarim
degeri 488 nm, maksimum emisyon degeri 507 nm, kirmizi floresan proteini igin
maksimum uyarilma degeri 584 nm maksimum emisyon degeri 607 nm olarak 6l¢iimler

gerceklestirilmistir.

3.6. Diger suslarin olusturulan CDI ~ (Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI ::

ampR) susuna etkisinin saptanmasi

Bu asamada tablo 3.1. de verilen ATCC suslariin ve bu ¢alisma kapsaminda izole edilen
P1, P2 ve S1 suslarimin CDI hale getirilen Proteus mirabilis susuna(Proteus mirabilis

ATCC® 43071 Acdi BAI :: amp®) etkisini arastirmak amagclanmistir. Bahsi gecen
suglarm  CDI mekanizmasint kullanarak meydana getirebilecekleri inhibisyonu
gozlemlemek amaciyla boliim 3.4.1.’de bahsedildigi gibi bu suglara hem yesil hem de

kirmiz1 floresan proteini igeren plazmitler aktarilmigtir.

Belirledigimiz bu suslarin CDI” Proteus suslarina etkisini 6l¢gmek amaciyla; (her sus i¢in
ayr1 ayr1 olmak iizere) 100 ml’lik LB broth besiyerine inokiilasyonlar1 gerceklestirilmis
ve 12 saat 37 °C de 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her iki 6rnekten
100 ‘er pl alinarak, 100 mI’lik LB broth besiyerlerinin igersinde karigtirilmistir. Daha
sonradan 37 °C’de 150 rpm’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
ornekler Floresan Spektrofotometresinde incelenmistir. Kor olarak LB sivi kiiltiirde
tiretilmis herhangi bir floresan proteini igermeyen suslarin orijinal hali kullanilmistir.
Yesil floresan proteini i¢in maksimum uyarim degeri 488 nm, maksimum emisyon degeri
507 nm, kirmiz1 floresan proteini i¢in maksimum uyarilma degeri 584 nm maksimum

emisyon degeri 607 nm olarak Slgiimler gerceklestirilmistir.
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Olusturulan Proteus mirabilis susu (Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI :: ampF)
CDI bir sustur. Dolayistyla bu ¢alismada kullandigimiz diger suslardan CDI bir sus varsa
bunu tespit etmemiz sadece olusturulan bu susla miimkiin olmayacagindan ¢izelge 3.1.
de bahsedilen tiim suslarla ve bu ¢alisma kapsaminda izole edilen P1, P2 ve S1 izolatlarla,

CDI" olan Proteus mirabilis ATCC® 43071 etkilesimi incelenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar ve Plazmitler

4.1.2. Yabanil Suslar

Beytepe bolgesinden alinan toprak, atik su ve gaita drneklerinden 32 adet izolattan 2

tanesinin muhtemel Proteus, 1 tanesinin de muhtemel Salmonella oldugu belirlenmis ve

bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere P1, P2 ve S1 olarak adlandirlmislardir.

Izolatlarin segici besiyerlerinde olusturduklar1 koloniler ve biyokimyasal testleri Cizelge

4.1°de belirtilmistir.

koloniler siyah

koloniler siyah

koloniler siyah

Metil . H,S
XLD Agar SS Agar Hektoen Agar Sitrat | Indol
Red Uretimi
Besiyeri kirmizi- | Besiyeri sari, Besiyeri yesil
P1 |gri koloniler gri- | kolonilerin kolonilerin orta + + - +
siyah ortasi siyah bolgesi siyah
Besiyeri kirmizi | Besiyeri sari, Besiyeri yesil
P2 | gri, koloniler gri- | kolonilerin kolonilerin orta + + - +
siyah ortasi siyah boélgesi siyah
Besiyeri kirmizi | Besiyeri sari Besiyeri yesil
S1 + + - +

Cizelge 4.1. Izole edilen P1, P2 ve S1 mikroorganizmalarinin segici besiyerlerinde

olusturduklar1 koloniler ve bazi biyokimyasal testleri
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4.1.3. Plazmitler

E.coli DH5alpha igersinde temin edilen pBbBS5Sk-GFP ve pBbAS5k-RFP plazmitleri
ekstraksiyon sonucu Jel elektorforezinde yliriitiilmiis ve yaklasik 4500 baz cifti
biytikligiinde fragmentler tespit edilmistir (Sekil 4.1.).

pBbB5k-GFP PBbASkK-RFP

4500 bp

Sekil 4.1 : Ekstrakte edilen pBbB5k-GFP ve pBbA5k-RFP plazmitlerinin jel

elektroforez sonucu goriintiileri

4.2. CDI* ve CDI ~ Mikroorganizmalarin Belirlenmesi
4.2.1. CDI Gen Bolgelerinin Taranmasi In-Silico analiz

Cizelge 3.1°de Proteus ve Salmonella suslarinda; E.coli ve Burkholderia suslarinda
CdiA-CT gen bolgesinde bulunan VENN ve QLYN benzeri protein motiflerini kodlayan
genler taranmis bu taranma sonucu Proteus mirabilis susunda cdi geni olabilecegi tahmin

edilen gen bolgesi tesbit edilmistir.

NCBI’da ASMZ226535v1 numarali kayitli Proteus mirabilis susuna ait RefSeq:
WP_094959879.1 numarali proteinin CdiB, WP_094959878.1 numarali proteinin CdiA
ve WP_063108584.1 numarali proteinin ise Cdil proteini olabilecegii saptanmuistir.
NCBI’da kayitli RefSeq numarasi GCF_014605875.1 olan E.coli susunun blastlanmasi ile
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elde edilen bu sonuglarda VENN motifi tespit edilmistir. Tesbit edilen protein kiimesinin

amino asit sekansi fasta formatinda ek-1 de verilmistir.

A01000013.1 ~ | Find: ol 1= A Tools + | ¥ Tracks » ¥, Download ~

3 K a2 K |81 K 88 K 79 K |?8 K |?? kK 7B K |?5 K |?4 S T3k |?2 K |?1 [ |TB K |89 K |B

CHISE RS12145
WP 7a1

CHISE RE12155 CHISE RSL
sell repeat fanily p.. P B34 9558

CHISE RSt2ics [ CHI9E RS12140 [
WP 79,1 WP_BEZ165554.1 [

Sekil 4.2 : ASM226535v1 Proteus mirabilis suguna ait cdi genleri ile iligkili oldugu
diistiniilen WP_094959879.1, WP_094959878.1 ve WP_063108584.1 proteinlerinin

grafik goriintiisii

4.2.2. Muhtemel CDI gen bolgesinin diger bakteri gruplariyla kiyaslanmasi

Proteus mirabilis susuna ait CDI mekanizmasi ile iliskili oldugu diisiiniilen genler, E.coli
GCF_014605875.1 RefSeq numarali susun cdi genleri ile blastlanmis ve Proteus mirabilis
susuna ait CdiB proteini oldugu disiiniilen protein E.coli CdiB proteinini ile %29
benzerlik géstermistir. Bunun yani sira E.coli CdiB proteini 588 amino asitten olusurken,
Proteusa ait belirlenen proteinin 575 amino asitten olusmasi ve yaklasik benzer
biiyiikliikkte olmasi yine bu proteinin Cdi B proteini olma ihtimalini artirmaktadir. Bu iki
proteinin yapisal benzerlikleri géz Oniinde bulunduruldugunda, her iki proteinin de
yapisal 6zelliklerinden hemolizin aktivasyon/ sekresyon proteini oldugu bilinmektedir.

Buna gore Proteus mirabilis susuna ait CdiA proteini oldugu diisiiniilen protein E.coli
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CdiA proteinini ile %33 benzerlik géstermistir. Bunun yani sira E.coli CdiA proteini 3312
amino asitten olusurken, Proteus a ait belirlenen proteinin 3619 amino asitten olugmasi
ve her iki proteinin yaklasik biiyiikliikte oldugu belirlenmistir. Yapisal olarak ise
Proteus’a ait proteinin tipki E.coli’ye ait CdiA proteini gibi tekrar eden FHA beta —
helikal yapilarin oldugu ve bu proteinin Tip V sekresyon sistemine bagli oldugu tespit
edilmistir. CdiB ve CdiA gibi her iki proteinin ardi ardina gelmesi ve bu proteinleri
kodlayan genlerin bir gen kiimesi olusturmasi bu iki proteinin CDI ile iliskili oldugu
kanisini gii¢clendirmistir. Yine Proteus’a ait WP_094959878.1 RefSeq numarali proteinin
(CdiA) karbon terminalinde VENN amino asitlerinden olusan bir motif i¢erdigi de
gozlemlenmistir. Cdil proteinlerinin kiyaslamasinda organizmalar tiire 6zgii bir immiin
sisteme sahip oldugu i¢in benzerlik oraninin yiiksek olmasi beklenmemektedir. Yapilan
blastlama sonucu anlamli bir benzerlik ¢ikmamistir. Fakat boyutlarinin yine birbirlerine
yaklagik olmasi ve hemen diger proteinleri kodlayan genlerin arkasindan gelmesi olumlu
olarak degerlendirilmistir. Proteus’a ait WP_063108584.1 proteni 101 amino asitten
olusurken E.coli’ye ait Cdil (AAZ57199.1) proteini 79 amino asitten olusmaktadir. CdiA
proteinin karboksil terminali CdiA-CT’de bulunan VENN motifinden sonra gelen amino
asit dizilimi CDI mekanizmasinda asil toksin kismini olusturdugu bilinmektedir. Proteus
mirabilis susuna ait Cdi geni olarak tahmin edilen bégede VENN motifinden sonra gelen
toksin kodlayan dizilim ile E.coli’ye ait ayn1 bolge kiyaslandiginda toksin kistmlarinin
bir benzerlik igermedigi saptanmigtir. Hatta E.coli susuna ait VENN motifiyle baglayan
toksinin genelde 169 baz ¢iftinden olustugu goriiliirken Proteus ‘a ait belirledigimiz bu
gende VENN motifi ile baslayan toksinin 306 baz ciftinden olustugu saptanmistir.
Literatiirde hem toksin kisminin hem de immiinite kisminin tiire 6zgii oldugundan
bahsedilmektedir. Dolayisiyla ¢aligmamizin bundan sonraki kisminda WP_094959879.1

proteinini kodlayan geni ile baslayan gen kiimesi; Cdi gen kiimesi olarak ele alinmistir.
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4.3. CDI ~ mutant suslarin olusturulmasi
4.3.1. AmpR geninin ekstraksiyonu

Ekstrakte edilen AmpR geni Jel elektroforezde yiiriitiilmiis ve beklenildigi gibi yaklasik
800 baz ¢ifti biiyiikliigiinde fragmentler saptanmistir (Sekil 4.3.). Burada Cdi geni ile yer
degistirmek istedigimiz genin AmpR geni olmasinin 2 temel nedeni mevcuttur. Oncelikle
Cdi geni ile homolog rekombinasyon sonucu yer degistirdikten sonra marker gorevi
iistlenmesi. Yani Amp™’li besiyerinde bakteriye selektif bir dzellik kazandirmasidir.
Bunun disinda CDI etkisini gézlemleyebilmek i¢in Proteus susuna aktaracagimiz floresan
proteini iceren plazmitlerin Kan® geni igermesidir. Boylelikle Plazmit aktarim
sonuclarinin etkilenmemesi i¢in iki ayr1 antibiyotige direncli bir mutant sus elde edilmis

olacaktir.

Sekil 4.3 : Ekstrakte edilen AmpR geninin Jel Elektroforezde goriintiisii
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4.3.2. Proteus mirabilis Acdi B A 1 olusturulmasi

Proteus mirabilis Acdi B A I mutant sus elde edilmesi asamasinda aktarimin
gerceklestirilmesi igin Proteus suslariin kompetent hale getirilmesinin aktarim verimini
artirdign  saptanmistir. On isleme tabi tutulan Proteus suslarinin; kompetent hale
getirilmeyen suslara nazaran, aktarmak istedigimiz DNA fragmentlerini alma yetileirinin

daha ¢ok yiikseldigi saptanmustir.

Cdi geni ile yer degistirme yetisi kazandiracak primerler eklenen AmpR geninden olusan
DNA fragmentlerinin aktarimin ardindan LB agar besiyerine(Ampisilinli) boncuk ekim
gerceklestirilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan besiyeri iizerinde {ireme

gozlemlenmistir(Sekil 4.4).

Sekil 4.4 : Proteus mirabilis Acdi BAI'nin LB AmpR besiyerinde boncuk ekim

goruntusu
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Aktarim gergeklestirilirken kompetent hiicre miktarinin azalmasi (100 pl’den daha az) ve
aktarilan AmpR genin miktarinin artmasimin (1 pg’dan daha fazla) aktarim olasiligini
diistirdligii gézlemlenmistir. Kompetent hiicreler her ne kadar -20C*’de saklanilsada,
tekrar tekrar kullanilmasinin yine aktarim ihtimalini diistirdiigli saptanmustir. Literatiire
bakildiginda bakteriyal gen transformasyonunda aktarilan gen miktarinin
transformasyonu etkileyen en 6nemli etkenlerden biri oldugu vurgulanmis ve 1 pg’a
kadar  gen miktar1 arttitk¢a transformasyon oraninin arttigi, 1 pg’dan sonra

transformasyon oraninin azaldigi ileri siiriilmustiir[76].

Aktarimin ve homolog rekombinasyonun gerceklesmesi durumunda Proteus mirabilis
susunun Cdi gen kiimesi yerine ampR geni yerlesmis olacagindan ampisilin iceren LB
agar besiyerinde liremesi beklenmektedir. Ampisilinli LB agar besiyerinde lireyen
suglardan kontrol amacgli gen taramasi yapilmistir. Ampisilinli LB agar besiyerinde
tireyen suslardan ekstrakte edilen bakteriyel genom DNA’sinda (F1) ve (R1) primerleri
ile yapilan tarama sonucu yaklasik 800 baz ¢ifti uzunlugunda fragmentler saptanmigtir
(Sekil 4.5). Ote yandan Proteus mirabilisin ATCC suslarindan yapilan DNA

ekstraksiyolarinda bdyle bir fragmente rastlanmamustir.

Cizelge 3.1°de verilen 7 adet Proteus mirabilis susunun her birine aktarim
gerceklestirilmis en verimli sonug elde ettigimiz Proteus mirabilis ATCC® 43071 susu

model organizma olarak bu agsamadan sonraki ¢alismalarda kullanilmigtir.
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Sekil 4.5 : Mutant suslardan ekstrakte edilen AmpR geninin Jel Elektroforezde

goruntusu

Calismanin bundan sonraki asamalarinda, Proteus mirabilis ATCC® 43071 susundan
CDI* olarak, bu susun Cdi genini ¢ikarip yerine amp"® genini ekledigimiz susundan ise

(Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI :: amp®) CDI ~ olarak bahsedilecektir.

4.4. CDI etkisinin gozlemlenmesi

CDI etkisinin gozlemlenmesi amaciyla CDI* suslara yesil floresan proteini igeren
pBbB5k-GFP plazmiti, CDI" suslara ise kirmiz1 floresan proteini igeren pBbASk-RFP
plazmiti aktarilmistir. Plazmit aktarim isleminden sonra yesil floresan proteini igeren

CDI" suglar UV 1s1k altinda yesil renkli gézlemlenirken, kirmizi floresan proteini igeren

CDI suslar UV 1s1k altinda kirmizi renkli gozlemlenmistir(Sekil 4.6.). Ayrica gizelge
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3.1.’de verilen ve kendi izolatlarimiz olan P1,P2 ve S1 suslarina da hem kirmizi hem yesil

floresan proteini igeren plazmitlerin aktarilmasi basariyla gergeklestirilmistir.

Sekil 4.6 : Kirmiz1 ve yesil floresan proteini igeren plazmitlerin; CDI” ve CDI * suglara

aktarilmasinin ardindan UV 151k altinda goriintiileri

Floresan proteini igeren plazmitlerin aktarilmas: sayesinde dis goriintii olarak

biribirlerinin aynisi iki susun ayirt edilmesi saglanmistir.

4.4.1. Kaltitatif Analiz

CDI* Proteus suglarin CDI" Proteus suslarina etkisini olup olmadigini gézlemlemek igin
oncelikle Kalitatif analiz gerceklestirilmistir. Bu baglamda her iki susun 100 mI’lik LB
broth besiyerine inokiilasyonlar1 gerceklestirilmis ve 12 saat 37 °C de 150 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her iki 6rnekten 100 pl alinrak,100 ml’lik LB broth

besiyeri icersinde karistirilmistir. 1’er saat arayla 6rnekler alinip, Kan®’li besiyerlerine

38



aktarilmistir. 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan

besiyerleri UV 151k altinda incelenmistir.

Yesil Floresan
proteini iceren suslar

Kirmizi Floresan

proteini iceren suslar

Sekil 4.7 : CDI™ ve CDI " suslara birbirlerine etkisinin kaltitatif olarak analzi

Kaltitatif analiz floresan proteinlerinin de yardimiyla CDI etkisinin olup olmadigim
gozlemlemek amaciyla yapilmistir. Petriler incelendiginde yesil floresan proteinine sahip
CDI+ suslarin sayica CDI- suslardan fazla oldugu saptanmistir. CDI etkisinin niimerik
olarak ifade edilebilmesi i¢in floresan spektrofotometresiyle 6l¢iimler yapilarak kantitatif

analiz gergeklestirilmistir.

4.4.2. Kantitatif Analiz

Boliim 3.4.2 “‘de belirtilen deney diizenegi ayarlanmis ve 3 ayri1 paralel ile sonuglar elde
edilmistir. Cizelge 4.2. ‘de maksimum uyarim ve maksimum emisyonda okunan degerler

verilmisgtir.
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EX488,0_EMS507,0

EX584,0 EM607,0

T1 50,747 -0,062
T2 51,781 0,053
Kor
T3 54,053 0,277
ORT 52,194 0,089
T1 268,305 31,868
N T2 272,950 26,074
CDI
IE; 269,340 30,450
ORT 270,198 29,464
T1 93,033 1384,105
T2 92,536 1371,840
CDI
73 91,407 1382,400
ORT 92,325 1379,448
T1 342,731 136,540
+
CDlI T2 346,979 138,242
&
cDI" IE; 342,466 131,289
ORT 344,059 135,357

Cizelge 4.2. CDI" suslarin CDI suslara etkisinin floresan spektrofotometresinde dlgiilen

Floresan spektrofotometresinde elde edilen sonuglar, CDI" suslar ile CDI negatif suslarin
ayni ortama tabi tutulduklarinda ayr1 ayr1 olduklar1 ortama nazaran sayilarinda
degisiklikler meydana geldigini gostermektedir. CDI* suslarin sayisinda bir azalma
gozlemlenmezken CDI suglarda belirgin derecede azalma goze ¢arpmaktadir. CDI* ve

CDI" suslar birlikte ayn1 ortamda iken yesil floresan spektrum degerlerinde meydana

gelen artig ise CDI' suslarda bulunan kirmizi floresan proteininden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

degerleri
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127,33%

Ll .
CDI v CDI CDI v CDI
aralarinda temas yokken temas oldugunda

Sekil 4.8 : CDI" suslarin CDI suslarla etkilesimi sonucu yiizdelik degisim

CDI" suslar CDI suslar1 tamamen ortadan kaldirmamakta bakteriostatik etki gostererek

tiremelerini ve sayilarini artirmlarini engelledigi 6n goriilmektedir.

Aoki ve arkadaglarmin yapmis oldugu ¢alismada CDI suslarin sayis1 degismezken CDI*
suslarda artigin belirli bir seviyeye kadar aritmetik olarak arttigim1 gostermislerdir. Bu
artigin reaksiyon ortaminin ilk saatlerinde gergeklestigini 1. saatten sonra ise stabil hal
aldigmi saptamiglardir. Bu ¢alismada reaksiyon ortaminin 3. saati Olgiildiigiinden
buldugumuz sonuglarin literatiire uygun oldugu gézlemlenmistir. Bu agamadan sonra
CDI mekanizmasini etkileyen faktorlerin (suslarin orani inkiibasyon siireleri ve reaksiyon

ortaminin sicaklig ) etkisi aragtirilmistir.
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4.5. CDI mekanizmasini etkileyen faktorler

Cd1 mekanizmasini etkileyen faktorleri inceledigimizde bazi faktorlerin mekanizmay1

pozitif yonde tetikledigi baz1 faktorlerin de CDI mekanizmasini engelledigi saptanmustir.

CDI mekanzimasinin daha iyi anlagilmasinda bu faktorlerin etkisinin irdelenmesinin

gerekli oldugu kanisina ulasilmistir.

4.5.1. Reaksiyon ortaminin inkiibasyon siiresi

CDI" suslarla CDI" suslarin bir araya koyulduklar1 reaksiyon ortaminda CDI" suslarin
CDI" suslara ne zaman etkilesime gectiklerini saptanmasi amaciyla bu asama
gerceklestirilmistir. Floresan spektrofotometresinde yaptigimiz Slglimler sonucu
reaksiyon ortamima ilk konulduklari andan itibaren CDI" suslarin etkisi agikca

goriilmektedir (Cizelge 4.3.) .

f}f{i‘;s:sy;’:n":ﬁ'e‘; EX488,0_EMS507,0 | EX584,0 EM607,0
0.dk 123,52 135,256
60. dk 224,353 140,52
120. dk 344,059 135,357
180. dk 352,697 129,057
240. dk 348,257 130,639

Cizelge 4.3. Reaksiyon ortami inkiibasyon siiresinin, CDIl mekanizmasina etkisi

Yapilan 6l¢iimler incelendiginde 120. dakikaya kadar CDI" suslarin sayisinda belirgin bir
atis gozlemlenirken CDI" suslarin baskilandigi ve sayilarinin bellirli bir oranda devam
ettigi gozlemlenmistir. 120. dakikadan sonra CDI+ suslarin artis1 yavaslamis 180.

dakikada maksimum seviyeye ulastiktan sonra sabit bir degerde devam etmistir.

Reaksiyon ortaminda meydana gelen bu etkilesimi bakteri sayist agisindan

degerlendirebilmek maksadiyla reaksiyon tiiplerindeki bakteriyel soliisyon 10* oraninda
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sulandirilmis ve LB agara (+IPTG, +Kan) inokiilasyonlar1 gergeklestirilmis 24 saat 37

°C’de inkiibasyonun ardindan bakteri sayimlar gerceklestirilmistir.

Sekil 4.9.°da agikca goriildiigii gibi CDI* suslarin CDI” suslara bakteriyostatik bir etki
gergeklestirdigi gozlemlenmektedir. 120.dakikadan sonra CDI* suslarin sayisindaki
artisin yavaslamasinin besiyerinde bakteriyel kiiltlir yogunluguna ulasilmasindan o6tiirii

oldugu diistintilmektedir.

r 1

5
10
_ 10*
- 3
= 10
m 2
v 1
-
U 10
==
— o]
M 10
o

B0. dk 120. dk 180. dk 240. dk

Zaman

Sekil 4.9 : Reaksiyon ortami inkiibasyon siiresinin CDI" ve CDI suslarin bakteri

sayisina etkisi

180.dakikada maksimum degerlere ulagildigindan bundan sonraki asamalarda reaksiyon

ortami inkiibasyon siiresi 3 saat olarak ele alinmastir.

4.5.2. CDI* ve CDI" suslarm oram

Boliim 3.5.2.°de belirtildigi tizere; bu asamada CDI* ve CDI™ suslarin oranlarinin, CDI

mekanizmasina etkisini gozlemlemek amaglanmistir. Maksimum etki 180. dakikada
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gbzlemlendigi i¢in; prosesi de gézlemlemek amaciyla dl¢timler hem 0. dakikada hem de

180. dakikada gerceklestirilmistir (Cizelge 4.4.)

0.dk 180. dk
CDI*/CDI - | EX488,0_EM507,0 | EX584,0_EM607,0 | EX488,0_EM507,1 | EX584,0_EMG607,1
1/1 123,520 135,256 350,523 140,252
1/2 133,778 168,698 345,658 177,528
1/3 142,255 224,369 365,522 235,693
1/4 160,523 287,565 345,455 298,560
1/5 162,532 354,789 344,086 360,215
2/1 522,367 145,088 802,323 150,236
3/1 700,008 142,669 1052,315 155,425
4/1 869,445 155,501 1394,451 166,656
5/1 1109,357 167,758 1845,233 176,580

Cizelge 4.4. CDI" ve CDI suslarin oranin CDI mekanizmasina etkisi

CDI suslarinin orani1 5 kata kadar artilmasina karsin CDI" suslarin etkisinin beklenildigi
gibi devam ettigi gozlemlenmistir. CDI* suslarin orani artirildiginda da CDI suslarin

tiremelerini inhibe ettikleri ve bakteriyostatik bir etki gosterdikleri saptanmuigtir.

Bu etkilesimin boliim 4.5.1.°deki gibi bakteri sayis1 acisindan degerlendirebilmek
maksadiyla reaksiyon tiiplerindeki bakteriyel soliisyon 10* oraninda sulandirilmis ve LB
agar (+IPTG, +Kan) besiyerine inokiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. 24 saat
inkiibasyonun ardindan bakterilerin sayimlar1 gergeklestirilmis ve yilizde olarak

hesaplamalar yapilmistir (Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.).
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Sekil 4.10 : CDI* / CDI suslarin oranin CDI mekanizmasina etkisi
180
160 154
g 140
2120 wol 00" 1DD mém 1000
0 100 ' l
[
E:E 60
40
20
0
11
CDI f’ CDI”
CDI + suslar 0.dk CDI - suslar 0.dk
» CDI + suslar 180.dk m CDI - suslar 180.dk

Sekil 4.11 : CDI"/ CDI" suslarin oranin CDI mekanizmasina etkisi
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CDI * ve CDI ~ suslarin oran1 degigsse de CDI mekanizmasinin bundan etkilenmedigi
saptanmigtir. CDI" suslarin oransal olarak daha az olduklart durumda da daha fazla
olduklar1 durumda da CDI - suslar1 inhibe edebildikleri gbézlemlenmistir. Aoki ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada bu oran 1/10 seviyelerine kadar denenmis ve etkilesimin
yine de gergeklestigi gozlemlenmistir[2]. Aoki ve arkadaglar1 CDI suslarin saysinin hig
degismedigini CDI * suslarin sayisinda ise belirgin artislarin gozlemlendigini rapor

etmislerdir[2].

Aoki ve arkadaslariin 2011 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada yaptiklar1 “Cubuk
tizerindeki toksin” benzetmesinde oldugu gibi CDI" suglarin CDI* susglari inhibe
edebilmesi i¢in bu cubuk goriinimlii uzantilarin CDI™ reseptorlerine baglanmasinin
yeterli oldugu bilinmektedir. O yiizden reaksiyon ortaminda karsilasabildikleri miiddetge
CDI* ve CDI ~suslarinin oraninin bu mekanizma i¢in dnemli olmadig1 gézlemlenmistir.
Bu sonu¢ ise CDI merkezli tedavi yontemleri gelistirilmesinde pozitif olarak

degerlendirilmektedir. Ciinkii az miktarda CDI" susun bile etkili olabilecegi saptanmustir.

4.5.3. Ureme ortamu inkiibasyon siiresi

Literatlirde CDI mekanizmasimin etkili olabilmesi i¢in protein sentezinin de

gerceklesmesi gerektiginden bahsedilmektedir. Ozellikle CDI'1n logaritmik fazda etkili
oldugu rapor edilmistir [2]. Bu asamada iireme ortaminda iiretilen CDI* ve CDI suslarin
reaksiyon ortamina alindiginda tireme ortamindaki inkiibasyon siirelerinin inhibisyona ne
derece etkili oldugu arastirilmistir. Boliim 3.5.3’de bahsedildigi gibi deney diizenegi

hazirlanmis ve dlgiimler gerceklestirilmistir (Cizelge 4.5.)

Ureme ortam

inkiibasyon siiresi

EX488,0_EM507,0

EX584,0_EM®607,0

2. saat 335,35 1235,654
12. saat 344,059 135,357
36. saat 325,693 1379,586
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Suslarin ireme ortaminda inkiibasyon siireleri farkli olsa da reaksiyon ortaminda her biri
3’er saat inkiibasyona birakilmistir. Tk asamada iireme ortaminda 2 saat inkiibe edilen
suslarin daha sonra reaksiyon ortamina aktarildiklarinda, her iki susun da iiremelerinde
bir engelle karsilasilmadigi gozlemlenmistir. 36 saat inkiibe edilen suslar da benzer
sekilde reaksiyon ortamina aktarildiklarinda her iki susun yine {iremelerini inhibe eden
bir etken olmadigi saptanmustir. 12 saat inkiibe edilen suslarda ise CDI" susun CDI" susun

tiremesini inhibe gézlemlenmistir.

Elde edilen bu sonuglarin 1s18inda CDI mekanizmasinin etkili olabilmesi i¢in; CdiB
proteinin porlarda bir bariyer gorevi iistlenmesi, CdiA proteinin bir ¢gubuk gibi hiicre
disina uzanmasi gerekmektedir ki bunlarin da gergeklesebilmesi igin bakteri lireme
egrisinde logaritmik fazda olmas1 gerekmektedir. Heniiz lag fazinda proteinlerin de tam
sentezlenmesi gergeklesmedigi igin CDI etkisiz kalmaktadir. Durgunluk fazinda ise
muhtemelen CDI etkisiz hale geldigi diisiiniilmektedir. Cizelge 4.5.’de de gorildigi
tizere logaritmik faza kadar tretilip reaksiyon ortamina aktarilan suslarda CDI etkisini
gbézlemlemek miimkiin olmaktadir. Sekil 2.5.°de Ruhe ve arkadaslarinin CdiA’nin
Elektron kriyotomografisinde goriintiisii elde ettikleri ¢alismada goriintiiniin bakterinin
logaritmik fazdayken elde edildigi rapor edilmistir. Ozetle; CDI mekanizmasinin
bakterinin logaritmik fazda etkili olan proteinler tarafindan gergeklestigi sonucuna

ulasilmaktadir.

4.5.4. Reaksiyon ortaminin sicakhgi

Bolim 3.4.5°de belirtildigi gibi deney diizenegi ayarlanip 6l¢iimler gergeklestirilmistir.
Reaksiyon ortam sicakliginin etkisinin belirlenmesinde 3 farkli sicaklik belirlenmistir.
Belirlenen bu sicakliklar bakterinin iiremesi i¢in gerekli optimum sicakliktan ayri olarak
2 farkli sicaklik degeri (30 °C - 45 °C) denenmistir. Bu dogrultuda Cdi proteinlerinden
herhangi biri olusurken bu sicakliklardan etkilenip etkilenmeyecegini ve dolayisiyla CDI

etkisinin sicaklikla ne 6l¢iide degistigini gézlemlenmistir (Cizelge 4.6.).
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Olgiimler kiyaslandiginda; normal reaksiyon sicakligi olan 37 °C’de yesil ve kirmizi
floresan proteinlerinin verdigi emisyon ve uyarilma degerlerine yakin degerler
saptanmistir. 30 °C ve 45 °C meydana gelen kiigiik diisiislerin CDI mekanizmasindan ayr1
bakterinin {iremesi i¢in kosullarin tam uygun olmamasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Reaksiyon
ortaminin EX488,0_ EM507,0 | EX584,0 EM607,0
sicakhig
30 eC 315,363 135,698
37°C 352,697 129,057
45 °C 302,852 130,639

Cizelge 4.6. Reaksiyon ortaminin sicakliginin CDI mekanizmasina etkisi

Reaksiyon ortaminda meydana gelen bu etkilesimi bakteri sayis1 agisindan
degerlendirebilmek maksadiyla reaksiyon tiiplerindeki bakteriyel soliisyon 10* oraninda
sulandirilmis ve LB agara (+IPTG, +Kan) inokiilasyonlari ger¢eklestirilmis 24 saat 37 °C
inkiibasyonun ardindan bakteri sayimlar1 gerceklestirilmistir(Sekil 4.12).

Calismamizin  basinda Proteus mirabilis susunda yapilan In-Slico analizlerde
WP_094959878.1 numarali proteinin CdiA olarak 6n goriilmiistii. Bu proteinin yapisi
incelediginde hemaglutinin tekrarli bir yapidan olustugu gézlemlenmistir. Ozellikle ok
sayida filamentous haemagglutinin beta-helikal terkarli yapidan olustugu bu yapininda

sicakliga belirli bir diizeye kadar dayanabildigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.12 : Reaksiyon ortami sicakliginin CDI* ve CDI" suslarin bakteri sayisina etkisi

Sicakliga bagli bakteri sayisinda kiiglik degisiklikler olsa da bu degisikliklerin CDI
kaynakli olmadig1 diisiiniilmektedir.

4.6. Diger suslarin olusturulan CDI ~ (Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI ::

ampR) susa etkisinin saptanmasi

Her ne kadar CDI* Proteus suglarinin olusturulan CDI" proteus suslarina etkisi saptanmig
olsa da; bu asamada, ¢alisma kapsaminda izole edilen izolatlar ile temin edilen diger
ATCC suslarin da kontak bagimli inhibisyondan ne derece etkilendigini saptamak
amaclanmigtir. Bolim 3.6°’da bahsedildigi gibi, temin edilen biitiin ATCC suslara
(Cizelge 3.1. Salmonella suglar1 dahil) ayrica kendi izolatlarimiza hem yesil hem de
kirmiz1 floresan proteini igeren plazmitler aktarilmistir. Ayr1 ayri {liretim ortamlarinda

inkiibe edilen suslar reaksiyon ortamina aktarilip dl¢imler gerceklestirilmistir.
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Olgiimler degerlendirildiginde; bazi suslarin olusturulan Proteus mirabilis ATCC®
43071 Acdi BAI :: amp® susunun {iremesini inhibe ettigi ve bu susa bakteriyostatik bir

etki gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.7.)

Proteus Suslar Salmonella Suslar

Proteus hauseri ATCC® 13315 = | Salmonella bongori ATCC® 43975 -
Proteus mirabilis ATCC® 25933 + ia;?g%e'l';e]rge”ca subsp. Arizonae -
Proteus mirabilis ATCC® 29245 + SS;':“Z:Z' ll;ijt:ttirljzils;gscﬁ)@ir?gi(fa -
Proteus mirabilis ATCC® 33583 + | Saimonella enterica subsp, Epterica -
Proteus mirabilis ATCC® 35659 + fﬂngelfteezzfxzs;‘cbzp@ E;Ze;éca -
Proteus mirabilis ATCC® 7002 + |s1 -
Proteus vulgaris ATCC® 33420 -

Proteus vulgaris ATCC® 49132 -

Proteus vulgaris ATCC® 6380 -

Proteus vulgaris ATCC® 6896 -

Proteus vulgaris ATCC® 8427 -

pl =

p2 +

Cizelge 4.7. CDI" Proteus susuna etkili diger suslar

ATCC suslardan hig bir Salmonella susunun olusturulan CDI" Proteus mirabilis ATCC®
43071 Acdi BAI :: ampR ) susuna etki etmedigi gdzlemlenmistir. Ayn1 zamanda S1
susunun da ATCC suslar gibi bir etki etmedigi saptanmistir. CDI’in 6zellikle tiir ici

rekabette etkili bir mekanizma oldugu bilinmektedir. Salmonella suslarinin hig¢ bir etki
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gostermemesinin nedeni CDI mekanizmalar1 olsa bile CDI" Proteus susunda bu
mekanizmaya ait olan  CdiA-CT’nin baglanacak bir reseptdor bulamamasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Cizelge 4.7. incelendiginde Proteus mirabilis ATCC suslarin hepsinin CDI susa etki
ettigi goriilmektedir. Ote yandan Proteus hauseri ve Proteus vulgaris suslarmn ise
Salmonella suslar1 gibi bir etki etmedigi gézlemlenmistir. Proteus suslarinin 16S rRNA
bazli filgenetik agc1 goz oniinde bulunduruldugunda elde edilen sonuglarin makul oldugu
distiniilmektedir (Sekil 4.13.). Proteus hauseri ve Proteus vulgaris birbirlerine daha

yakin akraba iken Proteus mirabilis bu ikisine gore uzak akraba kalmaktadir.

08 |_— WcCu244
Proteus myxofaciens NCIMB 13273 (DQ885259)
100 |— Proteus hauseri DSM14437T (FR733709)
Proteus vulgaris DSM 30118 (AJ233425)
50 Proteus mirabilis NCTC 11938 (DQ885256)
ﬂteus penneri NCTC 12737 (DQ885258)

Proteus morganii CIP A2317 (AJ301681)

100

72 —— Providencia alcalifaciens CIP 82907 (AJ301684)

0l providencia rettgeri DSM 4542 (AM040492)

Escherichia coli ATCC 117757 (X80725)

—
0.002

Sekil 4.13 :16S rRNA analizine gére Proteus tiirlerinin filogenetik agaci[77]

P1 ve P2 olarak adlandirilan kendi izolatlarimizdan ise CDI susa kars1 P1 herhangi bir
inhibisyon etkisi gostermezken, P2 tipki diger Proteus mirabilis suslar1 gibi CDI” Proteus
susuna bakteriyostatik bir etki gdstermistir. Bu sonug izole ettigimiz P2’nin bir CDI
mekanizmasina sahip olabilecegi ayrica Proteus mirabilis susuna da yakin akraba

olabilecegi kanisini olusturmustur.

Izole edilen P1 susu iginse iki ihtimal séz konusudur. P1 susu; Salmonella ve etki
gostermeyen diger Proteus suslari gibi Proteus mirabilis’e uzak akraba olabilir. Bu

yiizden CDI mekanizmasina sahip olup olmadigi hakkinda net bir fikir yiiriitilemez.
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Ikinci ihtimalle P1 susunun Proteus mirabilis susuna yakin bir akraba iliskisi olsa da CDI
negatif oldugu icin bir etki gdstermemesidir. Iste bu ikinci durumdan &tiirii son olarak
CDI* Proteus mirabilis ATCC® 43071 sus ile P1 susunun etkilesimi incelenmistir.
Boliim 3.6. da bahsedildigi sekilde olgiimler gergeklestirilmis fakat her iki susda da bir

inhibisyon gozlemlenmemistir.
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5. YORUM

CDI (Kontak bagimli Inhibisyon) mekanizmas1 dzellikle tiir i¢i rekabette bakterilerin
birbirlerini inhibe ettikleri bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CDI
mekanizmasina sahip olan bakterilerin kendi tiirii i¢inde CDI mekanizmasina sahip
olmayan bakterilerin reseptorlerine baglanarak onlarin igerisine toksin salmakta ve bu

toksin bakteride bakteriyostatik bir etki gostermektedir.

CDI toksinin herhangi bir bakteriyosinden farki ortama salinmamasidir. CDI
mekanizmasi sayesinde spesifik olarak hedef hiicreye baglanma ve toksinin bu hiicrenin
igerisine aktarilmasi séz konusudur. Ozellikle genis spektrumlu antibiyotik kullanim
sonucu normal floranin da etkilenmesine karsin CDI toksini ve CDI mekanizmasi bizzat
hedef hiicreyi inhibe etmeyi miimkiin kilmaktadir. CDI mekanizmasinda CdiA proteini
kars1 reseptore baglanmakta ve CdiA-CT kismi hedef hiicreye aktarilmaktadir. Her ne
kadar Proteus susu bir bagka Proteus susunu inhibe etse de oOzellikle gen
manipiilasyonlariyla; CdiA protenininde gerceklestirilecek degisimlerle, patojen olmayan
bir E.coli susu ile patojen bir Proteus susunu inhibe etmek olasi goriilmektedir. CDI
mekanizmasi tiir i¢i rekabette cdi geni olmayan tiirlere karsi bakteriye bir avantaj
saglamaktadir. Ama her iki tiirde de cdi geni varsa lrettikleri Cdil proteini nedeniyle
birbirlerine etkilememektedirler. Daha once bahsedildigi gibi Cdil proteini CdiA-CT
spesifik olarak etki gostermektedir. Yani E.coli’ye ait CdiA-CT’ye kars1 Proteus’un Cdil
proteini herhangi bir koruma saglamamaktadir. Dolayisiyla Proteus susunun CdiA-CT ve
Cdil proteinlerini kodlayan genini; E.coli ait CdiA-CT ve Cdil proteinlerini kodlayan
genlerlerle degistirerek mutant suslar olusturmak ve CDI pozitif de olsa Proteus suslarini

inhibe etmek miimkiin olmaktadir.

CDI mekanizmast; bakterilerin hem tiir i¢i haberlesmelerini saglamasi (Quorum Sensing
sistemine benzer), hem de biyofilm olusturabilme yetilerini artirabilmesi yoniiyle dikkat
cekmektedir. CDI mekanizmasmin Oniimiizdeki yillarda daha da aydimnlatilmasiyla

birlikte bakterilerle miicadelede 6nemli bir rol oynayacagi ongoriilmektedir.

Yapilan bu tez calismasi kapsaminda yapilan calismalar ve literatiire olan katkisi

maddeler halinde siralanacak olursa:
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Contact Dependent Growth Inhibation olarak adlandirilan CDI terimi, Kontak

Bagimli Inhibisyon olarak Tiirk¢eye ¢evrilerek literatiire kazandirilmistir.

Cizelge 3.1. de verilen Amerikan Kiiltiir Koleksiyonuna ait Proteus ve Salmonella
suslar1 temin edilmis ve bu suslar daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere
Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali kiiltiir

koleksiyonuna eklenmistir.

Iki farkl1 Proteus ve bir Salmonella susu bu ¢alisma kapsaminda izole edilmis ve
diger ATCC suslar gibi Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji

Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonuna eklenmistir.

Yesil floresan proteini igeren pBbB5k-GFP ve kirmizi floresan proteini igeren
pBbASk-RFP plazmitleri Addgene firmasi tarafindan temin edilmis ve sonraki

calismalarda kullanilmak {izere stoklanmustir.

Calisma kapsaminda AmpR genini ekstrakte ettigimiz pBbB7a-GFP plazmiti de
Addgene firmasi tarafindan temin edilmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmak

tizere stoklanmustir.

NCBI’da ASM226535v1 numarali kayitli Proteus mirabilis susuna ait RefSeq:
WP_094959879.1 numarali proteinin CdiB, WP_094959878.1 numaral1 proteinin
CdiA ve WP_063108584.1 numarali proteinin ise Cdil proteini olabilecegi

saptanmistir.

[k defa Proteus tiiriinde CDI gen kiimesinin ve CDI mekanizmasimin varligi

saptanmistir.

Homolog rekombinasyon yontemiyle Proteus mirabilis ATCC® 43071 susundan
CDI negatif olan Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI :: ampR mutant susu
elde edilmistir. Bu sus ihtiya¢ halinde kullanilmas1 i¢in Hacettepe Universitesi

Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonuna eklenmistir.

CDI pozitif Proteus mirabilis ATCC® 43071 susuyla, bu ¢alisma kapsaminda
olusturulan CDI negatif  Proteus mirabilis ATCC® 43071 Acdi BAI :: ampR

susunun etkilesimi saptanmistir.

CDI mekanizmasimi etkileyen -inkiibasyon siiresi, reaksiyon siiresi, reaksiyon
sicakligr ve CDI pozitif ile CDI negatif suslarin orani- gibi faktorlerin etkisi

incelenmistir.
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Proteus mirabilis susuna ait CDI mekanizmasinin ¢alisma prensibi igersinde

optimum kosullar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.1 de verilen ATCC suslarla CDI negatif Proteus mirabilis ATCC®
43071 Acdi BAI :: ampR susunun etkilesimi saptanmistir.
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