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OZET

Staphylococcus epidermis ve Staphylococcus aureus’ a ait
Quorum Sensing sinyal molekiillerinin Lactococcus lactis’in
Nisin uretimi uizerine etkisi (Quorum Sensing Cross-Talk

analizi)

Murat Kemal AVCI

Quorum sensing (QS), bakterilerin “otoindiikleyici” denilen sinyal
molekiilleri araciligiyla, ortamdaki hiicre/sinyal molekiilii yogunluguna bagh olarak

iletisim kurabilmelerini saglayan bir mekanizmadir.

Bu calismada 6zellikle hastane kaynakli hastaliklarin bas etmeni olmakla
birlikte siit gibi gidalarda yaygin olarak goriilen Staphylococ suslar1 ve giiniimiizde
dogal gida koruyucusu olarak kullanilan tek bakteriyosin olan Nisin antibiyotigini

iireten Lactococcus lactis kullanildi.

Tez calismas1 kapsaminda ilk olarak Staphylococcus epidermidis ATCC
14990 ve Staphylococcus aureus A950227 suslarma ait tireme egrileri (ODggp x
Zaman grafigi) belirlenerek, farkli bakteri yogunlugunun elde edilecegi siireler tespit
edildi [6rnegin lag faz1 (t;), eksponansiyel faz baslangici (t;) ve sonu (t3)]. Bakteriler,
belirlenen siire sayis1 kadar (6rnegin t;_ ty, t3 siirelerinin her biri i¢in 1 adet) siv1 besi
yerinde iiremeye birakildi. Her bir besiyeri, sirayla, belirlenen siirenin (t;, ta, t3)
sonunda santrifiij edildi. Kiiltiir iist sivilar1 sadece sinyal peptitleri icerecek sekilde
ozel filtrelerle (Centricon 3 kDa) siiziildii ve bu sinyal peptitlerin siipernatanttaki

varligt MALDI-MS yontemiyle tespit edildi.

Bu sekilde hazirlanan kiiltiir iist sivilart Lactococcus lactis ATCC 11454
susunun ekilecegi sivi besiyerlerine c¢esitli kombinasyonlarda ilave edildi.
Staphylococcus siipernatanti ve GM17 besiyeri karistminda bir gece iiremeye
birakilan L. lactis ATCC 11454 iin siipernatant1 alindi. L. lactis ATCC 11454’ e ait
siipernatantin indikatdr sus {lizerinde inhibisyon etkisi damlatma yOntemiyle

incelendi ve olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 degerlendirildi.



Boylece Staphylococcal siipernatanta bagl olarak L. lactis ATCC 11454’ iin
Nisin antibiyotigini iiretim kapasitesinde bir artis veya azalis olup olmadigi
arastirildi. Sonu¢ olarak Staphylococcal sinyal peptitlerini iceren siipernatantin L.
lactis ATCC 11454’ te Nisin iiretimini artirmadigi, diger bir ifadeyle Staphylococcus
genusu ile Lactococcus genusu arasmnda Quorum Sensing mekanizmasi agisindan

pozitif bir korelasyon olmadig tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Quorum Sensing, cross-talk, Staphylococcus aureus, S.

epidermidis, Lactococcus lactis, Nisin, Sinyal peptitleri (AIPs), MALDI-MS).
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SUMMARY

The effect of Quorum Sensing signal molecules of
Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus on
Nisin production of Lactococcus lactis (Quorum Sensing

Cross-Talk analysis)

Murat Kemal AVCI

Quorum sensing (QS) is a mechanism by which bacteria communicate each
other using some signal molecules called “autoinducer” according to cell or signal

molecule density.

The species used in this study have been choosen in painstakingness:
Staphylococci are the main cause of nosocomial infections as well as exist in foods
such as milk commonly. Lactococcus lactis produce antibiotic of Nisin which is

unige bacteriocine have being used as a food protective, nowadays.

In this study, first of all, growth curves of Staphylococcus epidermidis ATCC
14990 and Staphylococcus aureus A950227 (ODgoo x Time graphics) were
determined. According to these graphics, the time in which different cell density
could be obtained were choosen [i.e., lag phase (t;), beginning (t,) and end (t3) of
exponantial phase]. The strains were inoculated in batch cultures as amount as the
time choosen (i.e. each cultures were inoculated just for t; t; or t3). Each cultures
were centrifugated at the end of the time determined (t;, t>, t3), by turns. Supernatants
were filtrated by special filters to assure if there are signal peptides in the
supernatants. Then, the presence of this molecules in supernatants were shown by

MALDI-MS..

Supernatants prepared were added to the batch culteres in which Lactococcus
lactis ATCC 11454 will be inoculated in different stages. In the combinations of
Staphylococcal supernatants and GM17 broth, L. lactis was growth overnight and

then its supernatants were obtained. The indicator strains were exposed by the
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supernatant of L. lactis ATCC 11454 and the diameters of inhibition zones appered

due to the supernatants were studied.

By means of all applications above, it was aimed to see whether there are any
increase or decrease in the capacity of Nisin production of L. lactis ATCC 11454
related to Staphylococcal supernatants. As a result, we reach that the supernatants
including Staphylococcal autoinducer peptides (AIPs) did not increase Nisin
production of L. lactis ATCC 11454. In another words, there is no positive
correlation between the genus of Staphyloccoccus and Lactococcus in respect of

Quorum Sensing mechanisms.

Keywords : Quorum Sensing, cross-talk, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,

Lactococcus lactis, Nisin, autoinducer signal peptides (AIPs), MALDI-MS.
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RESIMLER DIZiNi
Resim Sayfa
1.1 Konuyla ilgili yurt dis1 yaymlarinda Quorum Sensing mekanizmasina atifta
bulunan bir karikatiir: “Herkes hazir m1? Yemege baslayabilir miyiz!” 2
1.2 S. epidermidis’in tarama elektron mikrosbu goriimii. (Vuong ve ark., 2004’den

1.3

14

2.1

2.2

2.3

24

alimmustir). 20

S. epidermidis wt ve izogenik agr mutant susuna ait protein profilleri SDS-
PAGE analizi. Ekzoproteinler: 1: agr+, 2: agr mutant. Yiizey-baglh proteinler

(SDS ile kaynatilarak hazirlanan): 3: agr+, 4: agr mutant. Yiizey-bagh
proteinler (liyostafin ile muamele edilerek hazirlanan): 5: agr+, 6: agr mutant.

(Voung ve ark., 2000’ den alinmistir.) . 23

Agar ortaminda lipaz ve proteaz aktivitesi. A) Proteaz aktivitesi B) Lipaz
aktivitesi. Her iki mutant tiirtinde hem proteaz hem de lipaz aktivitisinde

azalma goriilmektedir (Voung ve ark., 2000’den alinmistir.). 24

Tez ¢alismasinda kullanilan bakteriyel suslar. A) L. lactis ATCC 11454 (Nisin
tireticisi) B) M. luteus RSKK 1123 (indikator sus) C) L. plantarum ATCC 8014
(indikator sus) D) S. epidermidis ATCC 14990 E) S. aureus A950227 F) S.
epidermidis 1457 agr (+)) S. epidermidis 1457 agr (-). 34

Nisaplin, Nisinin ticari olarak hazirlanan formu. A) 25 g’lik Nisaplin kutusu

B) Acik halde saf Nisin. 36

Ultrafitrasyon amaciyla kullanilan 0zel filtre; Centricon-3. A) Santrifiije
konulmadan 6nce, B) Santrifiijden sonra siiziilen kisim (filtrat), C) Santrifiijden
sonra filtrenin {stiinde kalan kisim, D) Geri kazamim icin santrifiije

konulmadan 6nce. 37

-80 °C’ta saklanacak stoklarmin hazirlanmasi. A) Saf halde Gliserol, B)
Gliserolle karistirilmig bakteri kiiltiirleri buz igerisinde, C) Numunelerin -80

°C’ta bekletildigi 6zel buzdolaba. 41



2.5

2.6

2.7

2.8

29

XV

+4 °C’ta saklanacak stoklar. Deneylerde kullanilacak her bir susun broth ve
agar besiyerlerinde beser adet stogu hazirlandi. A) S. epidermidis ATCC
14990/TSB, B) S. epidermidis ATCC 14990/ TSA, C) S§. aureus
A950227/TSB, D) S. aureus A950227/TSA, E) S. epidermidis 1457 wt/TSB,
F) S. epidermidis 1457 wt/TSA, G) S. epidermidis 1457 agr (-)/TSB, H) S.
epidermidis 1457 agr (-)/TSA. 42

+4 °C’ta saklanacak stoklar. Deneylerde kullanilacak her bir susun broth ve
agar besiyerlerinde beser adet stogu hazirlandi. I) L. lactis ATCC 11454/GM17
Broth, J) L. lactis ATCC 11454/GM17 Agar K) M. luteus RSKK 1123/LLB
Broth, L) M. luteus RSKK 1123/LB Agar M) L. plantarum ATCC 8014/MRS
Broth, N) L. plantarum ATCC 8014/MRS Agar. 43

L. lactis ATCC 11454 susunda Nisin aktivitesinin belirlenmesi. A) Damlatma
yontemi sonucunda olusan koloniler, B) Bir koloni grubunun yakin goriiniim, C

ve D) Indikator suslarda goriilen inhibisyon zonlar1. 45
Nisin aktivitesinin gozlendigi bir petriden goriiniimler. 46
L. lactis ATCC 11454’iin Nisin aktivitesinin nokta ekim yOntemiyle

incelenmesi. A) Ekim Oncesi petrinin {istten goriiniimii. B) Ekim sonrasi

olusan inhibisyon zonlar1. 48

2.10 L. lactis ATCC 11454’tin Nisin aktivitesinin siipernatant damlatma yontemiyle

2.11

incelenmesi. Besiyeri TSA, indikator sus S. epidermidis. A) Ekim Oncesi
petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi iistten goriiniim C) Inhibisyon

zonlar1. 49

L. lactis ATCC 11454’tin Nisin aktivitesinin siipernatant damlatma yontemiyle
incelenmesi. Besiyeri GM17, indikator sus L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi
petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi alttan goriinim C) Inhibisyon

zonu, yakindan goriiniim. 49
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2.14

2.15

2.16

2.17

2.18
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L. lactis ATCC 11454’iin Nisin aktivitesinin siipernatant damlatma yontemiyle
incelenmesi. Besiyeri MRS, indikator sus L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi
petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi iistten goriiniim C) Inhibisyon

zonlar1. 49

L. lactis ATCC 11454’tin Nisin aktivitesinde disk yonteminin uygulanmasi.
Disklere bakteri Kkiultiiri emdilirdi. Besiyeri TSA, indikatdr sus
S. epidermidis. A) Ekim Oncesi petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi

alttan goriinim C) Disklerin yakindan goriiniimii. 50

L. lactis ATCC 11454’tin Nisin aktivitesinde disk yonteminin uygulanmasi.
Disklere bakteri Kkiiltiirii emdirildi. Besiyeri MRS, indikator sus
L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi

alttan goriiniim C) Disklerin yakindan goriiniimii. 50

L. lactis ATCC 11454’tin Nisin aktivitesinde disk yonteminin uygulanmasi.
Disklere bakteri siipernatanti emdirildi. Besiyeri TSA, indikator sus
S.epidermidis A) Ekim Oncesi petrinin {listten goriiniimii. B) Ekim sonrasi

alttan goriiniim C) Disklerin yakindan goriiniimii. 51

L. lactis ATCC 11454’iin Nisin aktivitesinde disk yonteminin uygulanmasi.
Disklere  siipernatant emdirildi. Besiyeri MRS, indikatdér  sus

L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonras1

alttan goériiniim C) Inhibisyon zonlar1. 51
Ultrafiltrasyon sonucunda elde edilen Staphylococcal siipernatantlar. Ok ile
gosterilen kisimlar 3 kDa’dan kiigiik olan molekiilleri iceriyor. 78
Uc farkli zamanda iiretilen Staphylococ kiiltiirlerinden elde edilen

siipernatantlarin  L.lactis ATCC 11454’te Nisin {retimine etkinin disk
yontemiyle incelenmesi. A) Disk1-9, B) Disk10-18, C) Disk19-27, D) Disk28-
36 E) Kontrol. [S. aureus A950227 susunun 5 saatlik kiiltiiriine ait siipernatant
kullanilmadig: i¢in 6, 18 ve 30 nolu diskler konulmadi] 86
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Uc farkli zamanda iiretilen Staphylococ kiiltiirlerinden elde edilen
siipernatantlarin L. lactis ATCC 11454 ’te Nisin iiretimine etkisinin damlatma
yontemiyle incelenmesi. A) Disk1-9, B) Disk10-18, C) Disk19-27, D) Disk28-
36. E) Kontrol. 86

Uc farkli zamanda iiretilen Staphylococ kiiltiirlerinden elde edilen
siipernatantlarin L lactis ATCC 11454’te Nisin iiretimine etkisinin kuyu
yontemiyle incelenmesi. A) Disk1-9, B) Disk10-18, C) Disk19-27, D)
Disk28-36 E) Kontrol. 87

L. lactis ATCC 11454°’te Nisin aktivitesinin disk yontemiyle incelenmesi. Uc
farkli tireme fazindaki Staphylococ Kkiiltiiriine ait siipernatantlar kullanilmistir.
A) I.GRUP/1, Disk-1-6 B) I.GRUP/2, Disk-7-12, C) II.GRUP/1, Disk-13-18,
D) II.GRUP/2, Disk-19-24, E) II.GRUP/1, Disk-25-30 F) III. GRUP/2, Disk-
31-36, G) V.GRUP/1, Disk-49-54, I) V.GRUP/2, Disk-55-60 87

L. lactis ATCC 11454’te Nisin aktivitesinin damla yontemiyle incelenmesi.
Uc farkh iireme fazindaki Staphylococ Kiiltiiriine ait siipernatantlar
kullanilmigtir. A) LGRUP/1, Disk-1-6 B) .GRUP/2, SPN-7-12, C) II.GRUP/1,
SPN-13-18 D) II.GRUP/2, SPN-19-24, E) IIIL.GRUP/1, SPN-25-30 F)
III.GRUP/2, SPN-31-36, G)V.GRUP/1, SPN-49-54, I) V.GRUP/2, SPN-55-60.

88

L. lactis ATCC 11454 ’te Nisin aktivitesinin kuyu yontemiyle incelenmesi. Uc
farkli tireme fazindaki Staphylococ Kkiiltiiriine ait siipernatantlar kullanilmistir.
A) L.GRUP/1, SPN-1-6 B) I.GRUP/2, SPN-7-12, C) II.GRUP/1, SPN-13-18
D) II.GRUP/2, SPN-19-24, E) III.GRUP/1, SPN-25-30 F) III.GRUP/2, SPN-
31-36, G) V.GRUP/1, SPN-49-54 1) V.GRUP/2, SPN-55-60. 88

U¢ farkhh iireme siiresine tabi tutulan Staphylococcal Kiiltiirlere ait
siipernatantlarin 2 ml toplam hacimde (5’li kombinasyonlu) GM17 ile karigimi
sonucunda elde edilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantlarinda Nisin
aktivitesi. Indikator sus olarak M. luteus RSKK 1123 susu kullanildu. 89
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Resim.20’nin tekraridir. Ug farkl iireme siiresine tabi tutulan Staphylococcal
kiiltiirlere ait siipernatantlarin 2 ml toplam hacimde (5°li kombinasyonlu)
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GIRIS

Bakterilerin birbirleri ile iletisim kurabildiklerinin kesfedilmesi yasadigimiz
diinyada yer alan ‘basit ve tek hiicreli’ organizmalarla ilgili genel goriislerimizi
degistirmistir. Bu kiiciik canlilar, bizim kullandigimiz dil yerine, besiyeri ortamina
salgiladilar1 “sinyal molekiilleri” ni kullanirlar. Bakteriler, bu sinyal molekiillerini
bulunduklar1 ortama salgilamakla kalmaz ayni zamanda populasyonda bulunan
sinyal ~ molekiillerinin  miktarin1  (konsantrasyonunu) da  algilayabilirler

(www.nottingham.ac.uk/quorum/).

Bakteriler, bizdeki “sozciik” lere karsilik gelen bir takim “kimyasal sinyal
molekiilleri’ni kullanarak iletisim kurmaktadir. Bu iletisim siirecinde,
“otoindiikleyici [autoinducer, (AI)]”’ denilen sinyal molekiillerini sirasiyla salgilar,

algilar ve sonugta bu molekiillere yamt verirler.

Hemen hemen bakterisiz bir ortam olmadigi, herkes tarafindan bilinen bir
gercektir. Bu baglamda mikroorganizmalar, giinliik hayatimizin bir parcas: haline
gelmis durumdadir. Her ne kadar bazi 6zellikleriyle insanoglu i¢in faydali olsa da
karsilagtigimiz bir cok cevresel sorunlarin, cesitli hastalik ve oliimciil durumlarin
kaynag1 da yine bakterilerdir. Dolayisiyla, bilimsel caligmalar, bu canlilarin yararl
ozelliklerini arttirmaya, zararli Ozelliklerini engellenmeye yoOnelik arastirmalar

tizerinde yogunlasmistir.

Quorum Sensing (QS) mekanizmasi, derinliklerine dogru inildikce bakteriler
arasinda kullanilan bu lisanin sifrelerini daha ileri diizeylerde ¢ozmemize yardimci
olacak, buna baglh olarak da veterinerlik, gida, tip, farmakoloji, ziraat ve

biyoteknoloji gibi alanlarda uygulamaya yonelik atilimlar yapmamizi saglayacaktir.



1.1. Quorum Sensing (Yogunluga Bagh Algilama)

Mekanizmasi

Sinyal molekiillerinin algilanmasi, bakterinin bulundugu ortamda diisiik veya
yiiksek miktardaki populasyon yogunlugunu ayirt edebilmesini miimkiin kilmakta ve
bu sayede ortamda hiicre sayisindaki degisiklige cevap olarak gen ekspresyonunun
populasyon diizeyinde kontrolii saglanmaktadir. Bu olay ‘“Quorum Sensing”
olarak ifade edilmektedir. Bagka bir deyimle Quorum Sensing, bir bakteri
populasyonunda gen ekspresyonunun, biitiin bir popiilasyonun gen ekspresyonu
dikkate alinarak koordineli bir sekilde gerceklesmesini ve kontrol edilmesini

saglayan bir iletisim mekanizmasidir (Schauder ve Bassler, 2001) (Resim 1.1).

Resim 1.1: Konuyla ilgili yurt dig1 yayinlarinda Quorum Sensing mekanizmasina
atifta bulunan bir karikatiir: “Herkes hazir m1? Yemege baslayabilir miyiz!”.

QS mekanizmasi, prokaryot ve okaryot kavramlar1 arasindaki farkin
karistirlmasma neden olmaktadir. Ciinkii bu mekanizma sayesinde tek hiicreli
prokaryotik mikroorganizmalar, ¢cok hiicreli Okaryotik organizmalar gibi hareket
etmekte ve bu da onlara tek baslarma elde edemeyecekleri bir takim avantajlar
kazandirmaktadir. Bircok bakteriyel davranis, QS mekanizmasiyla kontrol
edilmektedir. Simbiyozis, viriilans, antibiyotik iiretimi ve biyofilm olusumu bu

davranislardan bazilaridir (www.nottingham.ac.uk/quorum/).



Populasyon igerisindeki bakteriler, ‘“‘otoindiikleyici (AI)” denilen kimyasal
molekiilleri salgilayarak ve bu molekiillere yanit vererek diger bakterilere varliklarini
bildirirler. Quorum Sensing denilen bu iletisim mekanizmasi ilk kez 1960’larda deniz
bakterisi Vibrio fischeri’de biyoliiminesans olayinda gosterilmistir. Mekanizmanin

kesfedilis siireci su sekilde gerceklesmistir:

Yapilan calismalarda deniz biyoliiminesans bakterisi Vibrio fischeri sivi
kiiltiirlerde yetistirilmekteydi ve bu kiiltiirlerde 151k olusumunun yalnizca ortamdaki
bakteri sayisinin ¢ok fazla oldugu yogunluklarda meydana geldigi gozlenmistir

(Greenberg, 1997).

Bu olayla ilgili ilk aciklamalar, Kkiiltiir ortammnm bir biyolilminesans
inhibitorii icerdigi ve bu inhibitoriin bakteriler tarafindan ¢ok fazla sayiya ulasilarak
ortamdan uzaklastirnldig1 seklinde olmustur (Kempner ve Hanson, 1968). Ancak
ortamdaki  bakteriler, lireme siirecinin baslangicinda ilgili maddelere maruz
birakilarak yetistirildiginde, biyoliiminesans olayinin diisiik hiicre yogunlugunda da
indiiklendigi goriilmiistiir. Buna bagl olarak, daha sonra biyoliiminesans olayinin bir
inhibitér maddenin ortamdan uzaklastirilmas: yoluyla degil de, bir aktivator
molekiiliin (Al) birikerek artmasi sonucu meydana geldigi anlagilmistir (Eberhard,
1972; Nealson ve ark., 1970). Bu molekiil, bakteriler tarafindan iiretilmektedir ve
yeterli konsantrasyon diizeyine ulastiginda biyoliiminesans1 aktive etmektedir. Ilgili
bakteriler otoindiikleyici molekiillerin  konsantrasyonunu izleyerek hiicre

yogunlugunu algilayabilmektedir.
V. fischeri tarafindan iiretilen molekiil ilk kez 1981°de Eberhard ve ark.
tarafindan izole edilmis, 6zellikleri belirlenmis [Acil-Homoserin Lakton (AHL veya

HSL) tiirevi] ve N-(3-oxohexanoil)-homoserin lakton (3-oxo-C6-HSL) olarak
tanimlanmustir (Sekil 1.1) (Eberhard ve ark., 1981).

] ]
o )J\/u\/\
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Sekil 1.1 : 3-OXO-C6-HSL



V. fischeri’ye ait QS mekanizmasi i¢in gerekli olan genlerin analizi ilk kez
1983°de Engebrech ve Greenberg tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligma, bugiin diger QS
sistemlerine Ornek teskil eden, V. fischeri’ deki QS mekanizmasinin esas modelini

ortaya ¢ikartmistir (Egland ve Greenberg, 1999).

Bunu takip eden yillarda, AHL’ ye bagli calisan QS mekanizmalarinin sadece
V. fischeri ve V. harvei gibi deniz bakterileriyle sinirli oldugu zannedilmistir. Ancak
Nottingham ve Warwick’te yiiriitiilen antibiyotik senteziyle ilgili arastirmalar, QS
mekanizmasinin diisliniildiigiinden cok daha fazla genis alana yayildigin1 ortaya

cikartmustir.

1990’larin baslarinda Nottingham Universitesinden Barrie Bycroft ve Paul
Williams (Nottingham, UK), Cambridge Universitesinden George Salmond
(Warwick, UK )Carbapenem antibiyotiklerini iiretemeyen Erwinia carotovora
mutantlariyla ¢aligmaktaydilar. Amaclar1 farkli mutantlarda hangi genlerin eksik
oldugunu tespit etmek ve biyosentez yolunda gerekli olan biitiin genlerin modelini

cikartmakti.

Calismalarinda, ellerindeki bir mutant grubunun, sahip olduklar:1 antibiyotigi
tiretemezken ikinci bir mutant grubuyla birlikte besi ortamina birakildiklarinda bu
antibiyotigi iretebildigini gozlemlemistirleri.  Arastirmalar sonucunda ikinci
gruptaki mutantlarm birinci grupta antibiyotik sentezini tetikleyen bir “sinyal
molekiilii” sentezledigi goriilmiistiir. Burada asil kesfedilen sey soz konusu sinyal
molekiiliiniin, Erwinia ile tamamen iligkisiz bir bakteri olan V. fischeri’de 151k
olusumunu tetiklemek icin kullanilan sinyal molekiilii ile ayn1 olmasidir (Williams

ve ark, 1992).

Bu konuyla ilgili arastirmacilar, biyolimiinesans bakterilerinde kullanilan
sinyal molekiiliiyle ilgili bir hayli deneyime sahip olan, Gordon Stewart ile ayni

goriisleri paylagsmiglardir.

Ayni tarihlerde, Gambello ve Iglewski (1991) insan patojeni Pseudomonas
aeruginosa’nin - da V.  fischeri benzeri QS mekanizmasimi  kullandigini

kesfetmislerdir. Ancak bu calisma, mekanizmanin ‘“is1k olusumu” icin degil 6nemli



bir viriilans faktorii olan ‘“elastaz’in tretimini diizenlemek icin kullanildigini
ispatlamistir. Elastaz iiretiminin indiiksiyonundan sorumlu AHL sinyal molekiili,

3-0x0-C12-HSL olarak isimlendirilmistir (Sekil 1.2) (Gambello ve Iglewski, 1991).

Deniz bakterisi Vibrio’larm haricindeki diger bakterilerin de AHL bagimli QS
sistemlerini kullandiklarinin kesfedilmesi, farkli bakteriler tarafindan iiretilen
AHL’lerin tespit edilmesini saglayabilen “biyosensor’lerin gelisimine yol agmustir
(Chernin ve ark., 1998; Swift ve ark., 1993). Bu sensorler Enterobakter, Hafnia,
Ranella ve Serratia cinslerindeki QS sistemlerini ortaya c¢ikarmak i¢in
kullanilmaktaydi. O zamandan beri, bu ve benzeri metotlar ¢cok fazla sayidaki QS

tiirlerini tanimlamak icin kullanilmaktadir.

a) b) C4-H3L
o] o] Zoono-Cl12-HEL j
1 % . 0: )b e
i
o]

Sekil 1.2 : AHL molekiillerinden a) 3-oxo-C12-HSL ve b) C4-HSL

Rhamnolipid, haemolisin ve diger ©6nemli viriilans faktorlerinin sentezini
diizenleyen ikinci bir QS mekanizmasi da Latifi ve ark. tarafindan bulunmustur
(Latifi ve ark., 1995). Winson ve ark. bu sistemin C4-HSL iiretiminden sorumlu
oldugunu gostermiserdir. Bu sistem Ochsner ve ark. tarafindan da bagimsiz olarak

kesfedilmistir (Winson ve ark., 1995; Ochner ve ark., 1994; Ochner ve Reiser, 1995).

Mekanizmanin kesfedilmesinden ve bir takim verilerin literatiire girmesinden

sonra bu konu farkli bagliklar altinda sorgulanmustir:

1. Hangi bakteri tiirleri QS mekanizmasini kullaniyor? Diger bir ifadeyle hangi

bakteriler hiicre sayisindaki degisime bagh olarak davranis degisikligi gosteriyor?

2. QS mekanizmasinin goriildiigii bakteri tiirleri hangi sinyal molekiillerini

kullaniyor?

3. Bu sinyal molekiillerini kodlayan genler/operonlar hangileridir?



4.  Bu sinyal molekiillerinin algilanmas1 hangi molekiillerle/mekanizmayla

gerceklesiyor?
5. Algilama mekanizmasinda gorevli molekiiller hangi genlerden kodlaniyor?

6. Ilgili tiir, QS mekanizmasin1 hangi davranis/fenotip icin kullaniyor?

Literatiirde, 6zellikle yurt dis1 kaynaklarinda konuyla ilgili ¢cok fazla sayida ve
cesitte arastirma yapilmis ve makaleler, derlemeler (review’ler) yaymlanmustir.
Tiirkiye smirlari igerisinde dogrudan QS mekanizmasina yonelik aragtirma sayisi ise

oldukc¢a smirhdir.

QS mekanizmasmin genel isleyis prensibine baktigimizda ii¢ asamadan

olusmaktadir (Kievit ve Iglewski, 2000):

1.  Sentezleme (Sinyal molekiiliiniin sentezlenmesi)
2. Salgilama (Sinyal molekiillerinin besi ortamina salgilanmasi)

3. Algillama (Sinyal molekiillerinin algilanmasi)

Birinci asamada her tiiriin, kendine 6zgii genleri kullanilarak, bakteriyel
tireme egrileri dikkate alindiginda eksponansiyal fazin sonlarina dogru, giderek artan
bir sekilde sinyal molekiilleri iiretilir. Yine tiire 6zgii olacak sekilde sentezlenen
sinyal molekiilleri sitoplazmada ilgili molekiiller tarafindan modifiye edilerek hiicre
zarindaki ©zel bir sistem araciligiyla ortama salgilanir. Sinyal molekiillerinin
modifikasyonu ve ortama salgilanmasi protein yapisindaki 0zel molekiiller

araciligiyla gerceklesir.

Sinyal molekiillerinin algilanmas1 iki yolla olmaktadir. Birincisi sinyal
molekiiliiniin hiicre i¢ine almmasiyla, ikincisi ise sinyal molekiiliiniin hiicre icine
alinmadan, hiicre zarmda bulunan bir reseptor ile etkilesimi yoluyla gerceklesir

(Schauder ve Bassler, 2001) .



1.1.1. QS Mekanizmasim Kullanan Organizma Gruplari

[Ik donemlerde, QS mekanizmasi her ne kadar bakterilere mal edilse de yapilan
arastrmalar sonucunda bu mekanizmanin hem &karyot hem de prokaryot

organizmalar tarafindan kullanildigi tespit edilmistir. Buna gore QS iletisim

mekanizmasi,
I. Aynu tiire ait bakteriler arasinda,
II. Farkl1 bakteri tiirleri arasinda,
III.  Prokaryot canl ile 6karyot konagi arasinda goriilmektedir.

Yapilan caligmalar bir ¢cok bakteri tiirliniin ¢esitli amaclarla bu mekanizmay1

kullandigimi gostermistir (De Kievit ve Iglewski, 2000; Shiner ve ark., 2005).

Smith ve Iglewski (2003), Pseudomonas aeruginosa’nin viriilansinda QS
mekanizmasinin roliinii, AHL molekiillerinin konak {iizerindeki etkilerini ve bu
molekiillerin P. aeruginosa’da patojeniteyi nasil tetikledigini arastirmistir. Bu
arastirmanin sonucunda QS mekanizmasinin, P. aeruginosa’da viriilans: etkileyen
bir ¢cok faktoriin diizenlenmesinde rol aldigi, AHL molekiillerinin hem patojenite
faktorii hem de hiicre-hiicre iletisiminde sinyal molekiilii olarak gorev yaptigi

belirlenmistir (Smith ve Iglewski,2003).

Joint ve ark., prokaryor-okaryot hiicreler arasindaki iletisim mekanizmasina
yonelik bir aragtirma yapmistir. Gram negatif [Gram (-)] bakterilerin ve dkaryotik bir
deniz bitkisi olan Enteromorpha’ya ait zoosporlarin kullanildigi bu calismada,
bakteriyel biyofilmlerin alg komiinitelerinin  gelisiminde ©nemli oldugu
belirlenmistir. Buna bagli olarak, Okaryotik alg zoosporlarinin, bakteriyel sensor

sistemleri olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Joint ve ark., 2002).

Valdez ve ark. (2005), probiyotik bir tiir olan Lactobacillus plantarum’un in
vitro ve in vivo olarak, P. aureginosa’da patojeniteyi inhibe etme Ozelligini
arastirmistir. L. plantarum’un  hem hiicre kiiltiirii hem de siipernatantinin
P. aeruginosa tizerindeki etkisinin incelendigi bu calisma sonucunda, L. platarum
ve/veya bu tiire ait iirlinlerin, P. aeruginosa enfeksiyonlarinda lokal tedavi amaciyla

terapotik ajan olarak kullanilabilecegi ispat edilmistir (Valdez ve ark., 2005).



1.1.2. QS Mekanizmasiyla Kontrol Edilen Davramslar

Her tiiriin QS mekanizmasii kullanma amaci farklidir. Bu farklilik temelde
genetik bilginin farkli olmasma dayanmaktadir. Bu mekanizma ile sporulasyon
(Miller ve Bassler, 2001), konjugasyan (Fuqua ve ark., 1996; Piper ve ark., 1999),

biyoliiminesans (Greenberg,1997), hiicre boliinmesi (Sitnikov, 1996), Lag fazindan

cikma (Batchelor, 1997), nodiil sayisini smirlama (Gray, 1996; Rosemeyer, 1998),

biyofilm olusturma (Hammer ve Bassler, 2003; Davies, 1998), ekstraseliiler
enzimlerin salgilanmasi1 (Chapon-Hervé ve ark., 1997; Passador ve ark., 1993) ,
viriilans faktorlerinin olusumu (Booth ve ark., 1995), antibiyotik iiretimi (Pierson,
1994; Wood ve ark., 1997), kommensal-patojen formlar arasinda doniisiim (Voung
ve Otto, 2002; Arevalo-Ferro ve ark., 2003) vb. bir ¢ok tiire 6zgii davranis kontrol

edilmektedir.

1.1.3. QS Mekanizmasinda Kullanilan Sinyal Molekiilleri

QS mekanizmasinda kullanilan sinyal molekiilleri tiirden tiire degismekle
birlikte bakterilerin Gram (+) ve Gram (-) olma 6zelligi dikkate alinarak {i¢ ana gruba

ayrilmaktadir. Bunlar;
1. Acil-Homoserin Lakton (AHL veya HSL) tiirevleri
2. Oligopeptitler

3. Furanosil borat diester tiirevleri

AHL sinyal molekiilleri Gram (-) tiirler tarafindan kullanilirken oligopeptit grubu
sinyal molekiilleri Gram (+) bakteriler tarafindan kullanilir. Furan tiirevleri ise bazi

Gram (-) veya Gram (+) tiirlerde ikinci sinyal molekiilii olarak gorev alir.

Bu tez calismasinda Gram (+) bakteri tiirleri tizerinde calisilmistir. Gram (+)
bakteriler 9-10 aminoasitten olusan sinyal molekiillerine sahiptir. Aminoasit sayisi,

sirast ve kompozisyonu tiirden tiire degismektedir (Sekil 1.3 ).



*
B. subtilis/ComX ADPITRQWGD S. aureus/subgroup 2 GVNA(:%SLFI
5—C=p

B. subtilis/CSF ERGMT
S. aureus/subgroup 3 YINCDFL%
N\

$—C=p
S. aureus/subgroup I YSTCDFIM
N\

$7C=p S. aureus/subgroup 4 YSTCQ’ F|N||1
S—C= 0

Sekil 1.3 : Baz1 Gram (+) tiirlerde kullanilan sinyal molekiilleri.

Otto ve ark., S. epidermidis’e ait QS sinyal molekiiliiniin yapisini
belirlemeye yonelik yaptiklar1 bir ¢alismada, 8 aminoasitten olusan ve merkezi
sistein residiisii ile C-terminali arasinda bir tiolester bagi bulunan oligopeptit
molekiiliiniin S. epidermidis’e ait QS sinyal molekiilii oldugunu tespit etmistir (Otto

ve ark., 1998).

Lyon ve ark. (2002)’ nin S. aureus’a ait dort alt grubu kullanarak QS sinyal
peptidinin reseptor aktivasyonunda gerekli anahtar determinantlari belirlemeye
yonelik yaptiklar1 arastirmada, bazi residiilerin aktivasyon icin sart oldugu,
oligopeptidin lineer ve halkasal kisimlarmin reseptorle fiziksel uyum agisindan
onemli ve aktivasyonda etkili oldugu sonuglarini ortaya koymuslardir (Lyon ve ark.,

2002).

1.1.4 QS Mekanizmasinda Gorevli Genler ve Gen Anlatiminin

Diizenlenmesi

Bir bakteri tiiriinlin QS mekanizmasini kullanabilmesi, diger bir ifadeyle
kiiltirde bulunan bakterilerin populasyon yogunluguna baglh olarak davranig
degistirmeleri, bu mekanizmayla ilgili genlere/operonlara sahip olmalar1 ile
miimkiindiir. Dolayisiyla her bir tiir QS mekanizmasiyla ilgili olarak kendi tiiriine
0zgii genleri kullanmaktadir. Bu genlerin ifade edilmesi ¢ogunlukla operon halinde

gerceklesmektedir.
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QS mekanizmasiyla ilgili bulunan ilk genler V. fischeri‘ye ait olan lux I/lux R
genleridir. V. fischeri’de biyoliiminesans olaymin gerceklesmesini kontrol eden ve
ilk kez bulunmas1 nedeniyle model sistem olarak kabul edilen LuxI/LuxR sisteminde,
her bir gen, siirecin bastan sona eksiksiz  gerceklesmesini  saglayan

molekiillerin/yapilarin olusumu i¢in gerekli genetik bilgiyi tasimaktadir.

QS mekanizmasma yoOnelik caliymalarda, bu mekanizmayla 1ilgili
genin/genlerin belirlenmesi bagh basma bir arastirma alanidir. Bu baglamda, sinyal
molekiillerini ve/veya sinyal molekiillerini kodlayan enzim sistemlerini (Li ve ark.,
2004; Otto, 2001), algilama sistemlerini ve/veya bu sistemleri sentezleyen enzim
sistemlerini (Freeman ve Bassler, 1999; Mok ve ark., 2003) kodlayan genleri
belirlemek amaciyla ayr1 ayr1 caligmalar yapilmis ve uygulamaya yonelik veriler elde

edilmistir.

1.1.5. QS Mekanizmasimin Cesitleri

QS mekanizmasinda kullanilan sinyal molekiillerinin ¢esidi ve bu
molekiillerin algilanma mekanizmalar1 dikkate alindiginda ii¢ ¢esit QS mekanizmasi

vardir (Sekil 1.4) (Bassler, 1999);

1. LuxI/LuxR Sistemi [Gram (-) Bakterilerde]
2. Oligopeptit Sistemi [Gram (+) Bakterilerde]

3. Hibrit Sistem [Gram (-) ve Gram (+) Bakterilerde |

Bu tez ¢calismasinda Gram (+) bakteriler kullanilmistir. Gram (+) bakteriler
oligopeptit sistemine sahiptir. Bu sistemin iki 6nemli 6zelligi vardir: Birincisi, sinyal
molekiilii olarak ortalama 8-9 amino asitten olusan kisa peptit zincirlerinin
salgilanmasidir. Bu kisa peptitler, once pro-peptit olarak sentezlenir. Ardindan
sitoplazmada bulunan 6zel enzimlerle kesilip 6zgiin uzunluga kisaltilir ve son olarak
tiire 0zgii modifikasyonlara ugratildiktan (gerekiyorsa halkasal yap1 kazandirildiktan)

sonra hiicre digina salgilanir.
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QUORUM SENSING CESITLERI

1. Lux I / Lux R sistemi 2. Oligopeptit sistemi

[Gram (-) Bakterilerde] [Gram (+) Bakterilerde]

3. Hibrid sistemi

[Gram (-) ve Gram (+) Bakterilerde]

Sekil 1.4 : Salgilanan sinyal molekiilii ¢esidi ve sinyal molekiiliinii algilama
sistemlerine gore QS cesitleri.

Oligopeptit sisteminin diger bir 6zelligi ise sinyal molekiillerinin algilanma
mekanizmasidir. Bu algilama mekanizmas1 “iki-bilesenli algilama sistemi’’nden
olusur. Bu sistemi olusturan proteinlerden biri hiicre zarina yerlesmis olan bir
histidin kinaz’dir. Digeri ise histidin kinazin aktif olmasina bagh olarak aktive olan

bir tanskripsiyon faktorii (TF)’diir.

Besi ortamindaki sinyal molekiilii konsantrasyonu esik degeri astiginda hiicre
yiizeyinde reseptor-sinyal molekiilii etkilesimi sonucu histidin kinaz proteinleri
fosforile olur. Aktiflesen yiizey reseptor proteinleri hiicre icerisinde iligkili olduklari,
sistemin ikinci bileseni olan diger proteini (TF) fosforlayarak aktive eder.
Fosforilasyon-defosforilasyon yoluyla aktive olan TFler ilgili genleri aktive ederek
gen ekspresyonunu saglar. Buna bagli olarak da Gram (+) bakterilerde QS
mekanizmasina bagli davramiglar gerceklesir (Sekil 1.5) (Reading ve Sperandio,

2005; Xavier ve Bassler, 2003) .

Zatiirre (pndmoni), kalp i¢c zari iltitab1 (endokardit) ve kemik iligi iltihab1
(osteomiyelit) gibi hastaliklara neden olan S. aureus’ta ve gastrointestinal
implantasyon malzemelerinde en sik goriillen Enterococcus faecalis’ te patojenite
ozelligi ve Streptococcus pneumoniae’ de kompetens 6zelligi bu sistem tarafindan

kontrol edilir.
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Sekil 1.5 : Gram (+) bakterilerde Oligopeptit Sistemi. (Xavier and
Bassler, 2003’ den alinmustir.)

1.2. Quorum Sensing Cross-Talk Mekanizmasi

Mikroorganizmalar yalnizca kendi tiirlerine ait bireylerle degil farkl tiirlere

ait diger canlilarla da etkilesim halindedir. Bu nedenle QS mekanizmas,
a. Ayni tiire ait bireyler arasinda (Species-spesific QS)

b. Farkl tiire ait bireyler arasinda (Interspecies QS) gerceklemektedir.

Farkl tiirler arasinda gegeklesen QS mekanizmasi Quorum Sensing Cross-
Talk (QS-CT) terimiyle ifade edilmektedir. QS-CT mekanizmasinin, bircok
mikrobiyolojik arastirma alaninda uygulamalar1 bulunmaktadir. Ozellikle biyofilm
gibi karigik tiirlerin bulundugu populasyonlarda hemen hemen her zaman bulunan
dogal bakteriler iizerinde yogun olarak calisiilmaktadir (March ve Bentley, 2006;

www.nottingham.ac.uk/quoruny).

Tiire 6zgli QS mekanizmasinda Gram (-) bakteriler kendi aralarinda AHL
sinyal molekiilleri ile haberlesirken, Gram (+) bakteriler kisa amino asit zincirlerini
kullanmaktadir. QS-CT mekanizmasinda ise Gram (-) ve Gram (+) bakteriler
arasinda, karisik kiiltiirlerde otoindiikleyici-2 (Al-2) denilen furanosil borat diester
molekiilleri araciligiyla iletisim kurulmaktadir. 2004 de yayinlanan Escherichia coli
ve Salmonella enterica arasmda hiicre-hiicre sinyal iletisim sistemi ile ilgili bir

derlemede AI-2 molekiillerine isaret edilmektedir (Ahmer, 2004).
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Gray (1997)’ in bakterilerde hiicrelerarasi iletisim ve grup davranisi iizerine
hazirladig1 bir derlemede farkli bakterilerin iirettikleri otoindiikleyici molekiillerin
benzer veya kismen benzer olmalar1 nedeniyle, bu molekiillerin yalnizca aynu tiire ait
bakteriler arasinda degil farkli gruplara ait bakteriler tarafindan da algilanabilecegi,
bu sayede bakterilerin tiir i¢cinde bir koordinasyon saglamalarinin yam sira ayni
ortamda etkilesim halinde bulunduklari, adeta “komsular1” diyebilecegimiz diger
tiirlere “kulak misafiri” olup metabolizmalarini ayarlayabilecekleri belirtilmektedir

(Gray, 1997).

Marchand ve Bentley’in hazirladiklar: bir derlemede QS-CT mekanizmasinin
biyoteknolojik uygulamalar1 agiklanmistir. Bu kapsamda, QS mekanizmasinin cesitli
fenotipler iizerindeki etkisi, deneysel olarak bazi uygulamalarda QS mekanizmasimin
Olciilebilir bir ara¢ olarak kullanilabilecegi, patojenlerle ve pestisitlerle miicadelede

QS mekanizmasindan yararlanilabilecegi belirtilmistir (March ve Bentley, 2006).

National Institute of Allergy and Infectious Disease/National Institute of
Health (NIH/NIAID, USA)’ den Dr. Michael OTTO ve arkadaslarinin 2001 yilinda
yaptiklar1 QS-CT mekanizmasina yonelik bir arastirmada ayni cinse ait iki farkl tiir
(S. aureus ve S. epidermidis) arasinda ¢apraz-inhibisyon durumu incelenmisdir. Bu
calismada, bir yandan 1998’de yayinlanan farkli bir makalelerinde (Otto ve ark,
2008)  S. epidemidis’e ait oldugunu tespit ettikleri sinyal molekiiliiniin kimyasal
yontemlerle 4 farkli tiirevini olusturup, S. aureus’a ait 4 alt grup lizerine muamele
ederek S. aureus’un delta toksin iiretimindeki aktivasyon/inhibisyon durumunu
gozlemlemislerdir. Diger yandan da S. aureus’a ait dort alt gruptan ayri ayri elde
edilen siipernatantlarm S. epidermidis iizerine muamele edilerek yine delta-toksin
tretim 0Ozelligindeki aktivasyon/inhibisyon durumu incelenmistir (Sekil 1.6).
Arastirmalariin sonucunda S. epidermidis’e ait sinyal peptidin S. aureus’a ait
grup 1-2 ve 3 iizerinde delta-toksin iiretimini inhibe edici etki gosterirken, alt grup-4
tizerinde ayni inhibisyon etkisini gostermedigi belirlenmistir. Bununla beraber,
S. aureus alt gruplarmdan, grup 1-2 ve 3’e ait siipernatantlar S. epidermidis’de delta-
toksin tiretimini baskilamazken, alt grup-4’e ait siipernatant inhibisyon etkisi

gostermistir (Grafik 1.1) (Otto ve ark., 2001).
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Sekil 1.6 : Otto ve ark. (2001)’ na ait QS-CT mekanizmasina yonelik yaptiklari
arastirmada kullanilan, S. epidermidis ve S. aureus alt gruplarina ait QS sinyal
peptitleri.
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Grafik 1.1: Otto ve ark.’nin yaptiklar1 QS-CT calismasi sonucunda S. aureus alt
gruplar1 ile S. epidermidis arasinda, QS mekanizmasiyla kontrol edilen delta-
toksinin iiretiminin inhibisyonuyla ilgili grafikler. A) S. epidermidis’e ait
slipernatantin S. aureus alt gruplar iizerindeki etkisi. B) S. aureus’a ait 4 alt grubun
S. epidermidis tizerindeki etkisi.
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Bu tez ¢alismasi, Dr. Michael OTTO ve arkadaslarmin yaptiklar1 yukaridaki
arastirmaya paralel bir QS-CT calismas1 olup, bu calismadan farkli olan yonii, tercih
edilen tiirler arasimndaki farkliligin “tiir” diizeyinde degil, “cins” diizeyinde olmasidir
(Yukaridaki arastirmada Staphylocococcus cinsine ait iki farkl tiir ele alinirken, bu
calismada Staphylococcus ve Lactococcus olmak lizere iki cinse ait tiirler tercih
edilmistir). Diger bir ifadeyle, bu tez caligmasinin amaci “cins diizeyinde” QS-CT
analizini yapmaktir. Sonuglarm degerlendirilmesinde, Otto ve ark.’nin ¢aligmalarinda
slipernatanttaki delta toksin miktar1 kriter alinirken, bu ¢alismada Nisin aktivitesine

bagli olarak olusan inhibisyon zonlar1 dikkate alinmistir.

1.3. Tez Konusunun Olusumu, Ozgiinliigii ve Bilime Katkis

Tez/proje calismamizin ana catisin1 yukarida bahsedilen Otto ve ark.’nin
2001°de yayinlanan arastirmalari/makeleleri olusturmaktadir. Buraya kadar yapilan
aciklamalardan da anlasildigr gibi QS mekanizmasina sahip her bir tiiriin bu
mekanizmaya yonelik fenotipik 6zellikleri, ilgili biitiin genleri ve bu genlerin anlatim
durumlar;, sinyal molekiilleri ve algilama mekanizmalar1 vs. gibi biitiin
bilinmeyenlerini belirledikten sonra, Ozellikleri belirlenen farkli tiirler arasmdaki
iletisim (inhibisyon/aktivasyon) mekanizmalarini arastirmak da ayr1 bir Oneme
sahiptir. Diger bir ifadeyle tiire 6zgii QS mekanizmalarmin kesfedilisi, ardisik olarak

tiirler aras1 QS-CT arastirmalarini beraberinde getirmektedir.

Bu yiiksek lisans tez ¢calismasinda, QS-CT mekanizmasina yonelik, Otto ve
ark.’nimn makalelerine paralel bir sekilde fakat onlardan farkli olarak ayni cinse ait
tiirler degil farkh cinslere ait tiirler tercih edilmistir ve bu tiirler arasinda cins
diizeyinde QS-CT acisindan pozitif veya negatif bir korelasyon (aktivasyon veya
inhibisyon etkisi) olup olmadigmni belirlemek hedeflenmistir. Caligmanin, cins
diizeyinde QS-CT mekanizmasina yonelik olmasi ve tercih edilen cinslerin

ozellikleri acisinda 6zgiin oldugu diisiiniilmektedir.
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Gram (+) cinsler icerisinde Staphylococcus ve Lactococcus cinslerinin tercih
edilme nedeni, Bolim 1.3 ve Bolim 1.4’de goriildiigii gibi veterinerlik, gida, tip,
endiistri ve biyoteknoloji uygulamalar1 acisindan Oneme sahip tiirlerin
kullanilmasmin, yapilan c¢alismanm bilimsel niteliginin yani sira ileriye doniik
caligmalara zemin hazirlamasi agisindan da konunun Onemini arttiracagmin

Ongoriilmesidir.

Bu nedenle arastirmamizda kullanilacak mikroorganizma olarak, insan saglig:
ve siit gibi degerli iiriinler ile dogrudan iliskili S. aureus ile S. epidermidis ve yine
siitte bulunan bir laktik asit bakterisi olup giiniimiizde besin koruyucusu olarak

kullanilan tek bakteriyosini (nisin) iireten L. lactis segildi.

Konunun 0zgiinliigiinii farkli acilardan ifade etmek miimkiindiir. QS
mekanizmasinin 1960’11 yillarda kesfedilmesine ve yurt dis1 yaynlarda konuyla ilgili
genis capli bir arastirma zenginligi goriilmesine ragmen Tiirkiye’de heniiz bu
konuyla ilgili kapsamli bir arastirma yapilmamis ve genis capli bir literatiir
olusmamustir. Belli bagh bazi liniversitelerde konuyla ilgili tez kapsaminda yapilan
caligmalar bu konudaki eksikligimizi Olgiide olsa azaltmaktadir. Bu agidan
bakildiginda konunun QS mekanizmasina yonelik olmas iilkemiz simirlar igerisinde
konuyla ilgili caligmalara kiiciik bir destek saglamasi (veya destek olacagini

diisiinmemiz) ac¢isindan onemlidir.

QS-CT mekanizmas: agisindan bakildiginda; QS mekanizmasmin ilk
kesfedildigi giinden bugiine kadar her bir bakteri tiiriiniin Boliim.1.1’de bahsedilen
ozellikleri tiir kapsaminda arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda elde edilen
veriler 1s1ginda bir sonraki adim olarak tiirler aras1 kombinasyonlar, etkilesimler
incelenmeye baslanmistir. Ancak literatiirde cross-talk merkezli veri birikimi heniiz
cok fazla degildir. Bu acgidan, yaptigimiz tez/proje calismasi literatiire, QS-CT

mekanizmasina yonelik veri kazandirma ihtimali agisindan da ayrica 6neme sahiptir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan tiirlere yonelik arastirmalar birbirinden
bagimsizdir. Soyle ki; Staphylococ’larla ilgili ¢alismalar genellikle S. aureus ve
S. epidermidis’in patojenite ve biyofilm Ozellikleri etrafinda yogunlasirken,

L. lactis’e yonelik caligmalar genellikle nisin antibiyotigini iiretmesi ve gida
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sanayisinde On Kkiiltiir (starter sus) olarak kullamim potansiyeline yonelik
yapilmaktadir. Hem yurt i¢i hem de yurt disi literatiiriinde bu iki genusa ait tiirleri
QS-CT mekanizmasiyla ilgili tek bir caligmada ayni anda ele alan herhangi bir
arastrmanin olmamasi, veterinerlik, tip, gida, farmakoloji ve biyoteknoloji
alanlarinda Oneme sahip bu tiirlerin aym1 calisma igerisinde ortak bir mekanizma
acisindan c¢alisilarak ileriye yonelik potensiyel uygulamalara zemin hazirlanmasi

yoniinden de tez konusunun bilime katkida bulunacag diisiiniilmektedir.

Nisin gibi giiniimiizde gida koruyucusu olarak kullanimina izin verilen tek
bakteriyosin olan ve temin edilmesi yiiksek maliyete neden olan bir antibiyotigin,
liretim potansiyelinin arttirilmasi, kolaylastirilmas: ve 1iyilestirilmesine yonelik
arastirmalar acisindan da yaptigimiz caliymanin bir 6n arastirma olmasi yine konuya

onem kazandiran faktorlerden biridir.

1.4. Staphylococcus Genusu

Gram (+)

Yuvarlak (kok)

Mikroskobik olarak iiziim salkimi goriiniimiinde

Sporsuz

Hareketsiz ve

Kapsiilsiiz bakterilerdir.

QS mekanizmasma yonelik yapilan bir ¢ok calismada Staphyloccoccus cinsi

tercih edilmistir. Bu grubun en 6nemli iiyeleri S. aureus ve S. epidermidis’tir.

1.4.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Staphylococcus genusu igerisinde en yaygin goriilen,
adeta cinsi temsil eden bir tiirdiir. Staphylococcus genusu icerisinde tiir tayini icin ilk
olarak yapilan test koagiilaz testidir. Bu testin pozitif ¢ikmas1 halinde test edilen tiir

dogrudan S. aureus olarak kabul edilmektedir.
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Insan deri florasinin normal iiyeleri olmakla birlikte, hiicre sayisinin veya bu
hiicreler tarafindan salgilanan maddelerin artmasi sonucunda hastaliklara neden
olmaktadir. Koagiilaz pozitif olmas1 nedeniyle Staphylococcal hastaliklarda, bu cinse

ait iyelerden akla ilk gelen tiir S. aureus tiiriidiir.

S. aureus, ¢ok sayida ve cesitte ekzoprotein (toksin, enzim ve ylizey
proteinleri) lireten bir insan patojenidir (Tablo 1.1). Bu iiriinler, memeli konaklarinda
koloni olusturmasi ve hastaliklara neden olmasi i¢in biiyiik bir avantaj saglar. Bu
nedenle Stahylococcal hastaliklarin cogunda S. aureus bas roldedir (Dinges ve ark.,

2000).

Tablo 1.1 : S. aureus tarafindan salgilanan ekzoproteinler.

TOKSINLER ENZIMLER YUZEY PROTEINLERI
1. a-toksin ; E;;:E;maz 1. Kiimelenme fakitri A/B
2. B-toksin 3. Koagilaz 2.Kol!a!en baglanma
3. y-toksin 4. Sistein proteaz proteini 5
4 Eksfolyatif toksin Ave B 5.V8 proteaz 3. Fibrinojen baglanma
5. Pantom-Valendin toksin 6.Metalloproteaz/au ~ proteini
6.Toksik Sok Sendrom reolisin 5. Laktoferrin baglanma
Toksini (TSST) 7-Staphopain protein

8.Lipaz 6. Protein A

?.ON_:_JkIeaz . 7.Laminin baglanma

.Termonikleaz proteini

11.PI-fosfolipaz C
12. Stafilokinaz
13.Hyaluronidaz
14 .Lipaz/Esteraz
16.Serin benzeri
proteinler

S. aureus, patojenite faktorlerinin sentezini QS ile kontrol etmektedir. Bu
mekanizmayla ilgili genler agr operonunu (Accessory Gen Regulatory System)
olusturmakta, ancak bu operonun kontrolii birden c¢ok faktére bagl olarak

gerceklesmektedir (Sekil 1.7-1.8) (Yarwood ve Schlievert, 2003).

S.aureus’un bu kadar cok hiicre dis1 proteine sahip olmasi bu tez caligmasi

acisindan problem olusturmustur. Ciinkii, materyal-metod kisminda goriilecegi gibi,
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arastrmanin ~ onemli  bir kismuni  Staphylococcal sinyal molekiillerinin
(stipernatantlarinin) elde edilme siireci olusturmakta ve tez c¢alismasinin sonucuna
karar verirken, elde edilen bu siipernatantlarin L. lactis besiyerine eklenmesine bagl
olarak nisin iiretim kapasitesindeki degisimler (zon caplar1) dikkate alinmaktadir.
Dolayisiyla, L. lactis’in nisin liretimine etki eden faktoriin bu ekstraseliiler proteinler
mi yoksa QS sinyal peptitleri mi bundan emin olunmalidir. Bu konudaki siipheleri
ortadan kaldirmak ve Staphylococcal sinyal peptitleri saf olarak elde etmek icin de

ultrafiltrasyon yontemleri uygulanmustir.

Sekil 1.7 : Staphylococcus genusunda agr sistemi. P2 operonu, RNAII
araciligiyla, sinyal iletim mekanizmasini kodlar. P3 operonunun transkripti
RNAIII ise agr lokusunun effektor molekiilii olarak gorev alir. Kutu
icerisindeki faktorler, yogunluga bagl cevabin ve viriilans genlerinin ekstra
diizenleyicileri olarak gosterilmistir. Cevresel sinyaller araciligiyla kullanilan
potansiyal diizenleyici yolaklar noktal ¢izgilerle belirtilmistir. [Yarwood ve
Schlievert, 2003’ den alinmistir. ]

1.4.2. Staphylococcus epidermidis

Micrococcaceae familyasinin, Staphylococcus genusunun bir iiyesi olup,
Gram (+), yuvarlak goriiniimlii, mikroskobik olarak {iziim salkimi goriiniimiinde,
sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz bir bakteri tiiriidiir. Fakiiltatif aerop, fermentatif

(laktik asit) ve S. aureus’tan farkli olarak koagiilaz negatiftir (Resim 1.2).
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Insan deri florasinda baskin olarak, buna karsilik daha az oranda mukozal
ortamlarda, barsak ve iiregenital sistemlerde yer alir. Normalde kommensal olan bu
tiir uygun sartlar olustugunda patojen hale gelir. Bu nedenle “firsat¢i patojen” olarak
kabul edilir. Ozellikle hastane kaynakli hastahiklarmn asil etkenidir. Insanlarda hafif
hastaliklardan 6liimciil hastaliklara kadar ¢ok cesitli etkiler gosterebilmektedir.

Resim 1.2 : S. epidermidis’in tarama elektron mikrosbu goriimii. (Vuong ve
ark., 2004’ den alinmaistir)

Ayn1 zamanda siit ve siit {riinlerinde de bulunmakta ve besin

zehirlenmelerine neden olmaktadir.

S. epidermidis’in kommensal veya patojen olmast QS mekanizmasiyla
kontrol edilmektedir. QS mekanizmasiyla ilgili genler agr operonunu olusturur
(Sekil 1.7-1.8). agr operonunun inaktif olmasi kommensal olmay1 saglarken,

aktivasyonu ise patojen olmaya neden olmaktadir.

agr lokusunda, P2 ve P3 promotorlarinin kullanildig1 divergent iki
transkripsiyon birimi bulunur (Sekil 1.7). P2 operonu dort gen igerir: agrA, agrB,
agrC ve agrD. agrD, AIP sinyal molekiillerini pro-peptit halinde kodlar, agrB
tarafindan kodlanan AgrB bir transmembran proteini olup i) agrD geninden iiretilen
pro-peptitin oktapeptite doniisiimiinde, ii) AIP’in karboksi terminali ile internal
sistein residiisii arasinda tiolakton halkast olusturarak modifikasyonunda ve iii)
otoindiikleyici sinyal peptidin (AIP) hiicre disma salgilanmasinda gorevli oldugu

diisiiniilmektedir. agrA ve agrC, iki-bilesenli diizenleyici sistemi olusturur. Bu
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sistemde transmembran bileseni olan AgrC (histidin kinaz) ekstraseliiler AIP’ye
baglanarak korunmus histidin residiisiinden fosforilasyon yoluyla aktive olur ve
takiben cevap diizenleyici (response regulator) molekiil AgrA’nin aktivasyonunu
saglar. Besiyerinde sinyal molekiillerin konsantrasyonu yiiksek oldugunda, aktif hale
gelen AgrA, heniiz tam bilinmeyen bir mekanizmayla, tiremenin gec-log fazinda P2
ve P3 transkripsiyonunun asir1 derecede artisima neden olur. AgrA/AgrC sinyal iletim

yolu her iki agr promotorunun (P2 ve P3) iist-regiilasyonunu (up-regulation) saglar.

(a)
P2 P3

g -hem
1 ¥ Rl
Response regulator b4 Receptor - HPK o —_—t
by . Required for synthesis of
;_—__'\./'_\'—-—__) ¥ AP Effector of target
. s :
Required for response to o [N gEnE Expression
- 1 b
AlP

ADP

] L.

1

‘\(h} --h--“-..
*mntfiniffdftgiknigniaa YSTC D Fl Mdevevpkeligih*

&. aureusgroup | AIP

Currant Opinion in Microbiology

Sekil 1.8 : Staphylococcal agr sistemi. (Novick and Muir, 1999’dan alinmaistir.)

agrB, agrD ve agrC dizilerindeki farkliliklar en az dort farkl S. aureus agr
spesifik alt grubun tanimlanmasini saglamistir. Bu alt gruplardan birinde iiretilen AIP

diger gruplardaki agr ekspresyonunu inhibe etmektedir (Sekil 1.9) (Ji ve ark., 1997).

agr operonunun aktivasyonu populasyon yogunlugu ile dogru orantiidir.
Uremenin erken donemlerinde, lag fazinda, hiicre sayis1 azdir. Buna bagh olarak
ortamda bulunan sinyal molekiillerinin konsantrasyonu da azdir. Bu nedenle agr
operonunun aktivasyonunu saglayacak sinyal iletimi gerceklesmez ve bu genler ¢cok

diisiik seviyede ifade edilirler. Log fazin baslamasiyla hiicre sayis1 giderek artar.
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Sekil 1.9 : A) Syaphyloccoccal agr sistemi. S. aureus alt gruplar1 ve
Staphylococcus lugdunensis’in on goriillen B) AgrB, C) AgrD ve D) AgrC
proteinlerinin amino asit dizilerinin karsilagtirilmasi. (Ji ve ark., 1997°den
alinmustir)
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Buna baglh olarak da ortama salinan sinyal molekiilii konsantrasyonu artar.

Ortamda giderek artan sinyal molekiilleri belirli bir esik degere ulagincaya kadar

hiicreler tarafindan algilanmaz. Ancak bu esik degere ulastiginda populasyondaki

biitiin hiicreler sinyal molekiilerini algilamaya baslar. Bu algilama sayesinde agr
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operonu aktiflesir ve yukarida anlatildigi gibi bir yandan daha ¢ok miktarda sinyal
molekiilii tretilirken, es zamanli olarak diger yandan da delta toksin {retilir

(Yarwood ve Schlievert, 2003).

P3 operonu 512 niikleotitlik bir transkript kodlar; RNA III. Bu molekiil, agr
operonunun effektdr molekiilii olup, regiilasyonda gorev almayan delta-toksin (delta-
hemolizin) molekiiliinii kodlar. RNA III, ekstraseliiler proteinleri kodlayan genlerinin
transkripsiyonunun iist-regiilasyonunu, yiizey proteinlerinin transkripsiyonunun alt-
regiilasyonunu kontrol eder. Bu kontrol mekanizmasi heniiz tam olarak

bilinmemektedir(Ji ve ark., 1997).

1.4.3. Staphylococcal agr Mutantlar: (Pozitif ve Negatif Kontroller)

Voung ve ark. yabani tip S. epidermidis’ te agr delesyon mutantlarinin
olusturulmas1 ve agr delesyonunun hem genel olarak hem de sadece viriilans
faktorlerinin  iiretimine yonelik protein sentezi mekanizmasma  etkisini
arastirmiglardir. Bu kapsamda ayrica, viriilans belirleyici onemli iki ekzoproteinin,

(lipaz ve proteazin) analizi yapilmigtir. (Resim 1.3).
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Resim 1.3 : S. epidermidis wt ve izogenik agr mutant susuna ait protein profilleri
SDS-PAGE analizi. Ekzoproteinler: 1: agr+, 2: agr mutant. Yiizey-bagh proteinler
(SDS ile kaynatilarak hazirlanan): 3: agr+, 4: agr mutant. Yiizey-bagh proteinler
(liyostafin ile muamele edilerek hazirlanan): 5: agr+, 6: agr mutant. (Voung ve
ark., 2000’ den alinmistur.)
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Bu calisma sonucunda, S. epidermidis’deki agr sisteminin S. aureus’takiyle
aynt role sahip oldugu belirlenmistir; enfeksiyonun erken donemlerinde, hiicre
yogunlugu halen diisiik ve hiicreler planktonik halde bulunuyorken, konak
dokularinda kolonizasyonun saglanmasi icin yiizey-baglanma proteinleri sentezlenir,
patojenite faktorleriyle ilgili genler ise baskilanir. Konak dokusunda veya deride,
hiicre kiimeleri olustugunda ve hiicre konsantrasyonu yiiksek oldugunda, agr QS
sistemi aktifleserek, yiizey baglanma proteinlerinin iiretimini baskilarken hiicrelerin
doku parcalayici proteinleri ve diger ekzoproteinleri sentezlemelerine izin verir ve
boylece degisen fizyolojik sartlara hiicrelerin cevap vermesini saglar. S. aureus’un
viriilansinin ana kontrolii agr sistemiyle diizenlenen proteinler aracilifiyla
yapilmakta ve agr sisteminin delesyonu S. aureus ve S. epidermidis’te viriilansi

azalmis mutantlarin olusmasina neden olmaktadir (Resim 1.4) (Voung ve ark., 2000).

RN6911 RN6390
RN6390 izogenik mutant S. aureus laboratuar
agr (-) izolat1
) TuF33 Tii3298
Ti3298 izogenik mutant S. epidermidis agr+ wt
agr (-)
B
RN6911 RING390
RN6390 izogenik muta S. aureus laboratuar
agr (-) izolat1
. TuF38 Tii3298
Ti3298 1Z0gen(11; mutang S. epidermidis agr+ wt
agr (-

Resim 1.4 : Agar ortaminda lipaz ve proteaz aktivitesi. A) Proteaz aktivitesi B)
Lipaz aktivitesi. Her iki mutant tiirtinde hem proteaz hem de lipaz aktivitisinde
azalma goriilmektedir (Voung ve ark., 2000’den alinmistir.)
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Bu tez caligmasinda pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilan
Staphylococlar suslar, yukaridaki caligmada olusturulan/kullanilan S. epidermidis
1457 wt agr (+) ve S. epidermidis 1457 agr (-) suslar1 olup Dr. Michael OTTO

tarafidan temin edilmistir.

1.4.4. Staphylococcal Quorum Sensing Sinyal Peptitleri (AIPs)

Otto ve ark.” nin S. epidermidis agr sistemine ait QS sinyal peptidin yapisiyla
ilgili calismalarinda normal ve mutant suslar kullanarak kloramfenikol asetil
transferaz (CAT) aktivitesini incelenmis ve buna bagli olarak agr operonunun
aktivitesi belirlenmistir. Bu arastirma sonucunda farkli uzunluklarda (7, 8 ve 9 amino
asitlik) normal ve modifiye olmus (tio-lakton halkasi olusturulmus)  sinyal
peptitlerden CAT aktivitesine en ¢ok etki eden sinyal molekiiliiniin modifiye olmus 8

amino asitlik oligopeptit oldugu bulunmustur (Sekil 1.10) (Otto ve ark.,1998).

(8]
b
—C
S S
/ Phe
HgM — Asp — Ser — Val — Cys \
\ Tye
Ala
T Ser

Sekil 1.10 : S. epidermidis’e ait Quorum Sensing sinyal peptit yapisi.
(Otto ve ark.,1998’den alinmistir)

Bu tez calismasinda, QS-CT uygulamast amaciyla Staphylococcal sinyal
peptitleri iceren siipernatantlar elde edildi. Siipernatant iceriginde bu sinyal
molekiillerinin varhiginin belirlenmesi ve diger ekstraseliiler proteinlerin miimkiin
oldugu  kadar uzaklastirilmast  capraz  etkilesim  sonuglarmi  saghkl
degerlendirebilmemiz ac¢isindan son derece Onemlidir. S6z konusu sinyal
molekiillerinin molekiiler agirliklarinin normal protein molekiillerine gore ¢cok daha
kiicik olmasindan yararlanarak ultrafiltrasyon yOntemleriyle bu izolasyon
saglamistir. Ultrafiltrasyon sonucu elde edilen siipernatantlarda, teorik olarak
bulunmas: beklenilen sinyal peptitlerin varligt MALDI-MS yontemiyle analiz ederek
dogrulanmustir (bkz. Boliim 2.2.7).
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1.4.4.1. MALDI-MS

Staphylococcal siipernatantta sinyal molekiillerinin varligin1 géstermek i¢in genel

olarak iki yontem kullanilmaktadir (Otto ve ark., 2001; Ji ve ark.,1995):
1.Dogrudan tespit yontemleri (HPLC, MALDI-MS, MALDI-TOF)

2.Dolayl tespit yontemleri (SDS-PAGE, Kromotografik Yontemler)

Sinyal molekiillerini dogrudan tespit etmeye yonelik kullanilan ydntemler
arasinda HPLC, MALDI-TOF veya MALDI-MS gibi yontemler yer almaktadir. Bu
yontemlerde dogrudan bakteriyel siipernatanttaki sinyal molekiillerinin gosterilmesi
amaclanir. Ancak sinyal molekiillerinin 8-10 amino asit gibi ¢ok kiiciik molekiiller
olmasi ve elde edilme yontemlerinin zor olmasi, bunlarin yam sira sz konusu cihaz
ve yontemlerin temin edilme ve uygulama olanaklarimin her zaman miimkiin
olmamasi gibi nedenlerle dogrudan sinyal molekiillerinin tespiti ikinci planda

diistiniilmesi gereken bir analizdir.

Sekil 1.7 ve 1.8’de goriildiigii gibi bakteriler tarafindan pro-peptit halinde
tiretilen sinyal molekiilleri islenip, 8 amino asite kisaltilip modifiye edilerek halkasal
yap1 kazandirilmakta ve hiicre disina salgilanmaktadir. Bu molekiillerin salgilanmasi,
tireme periyoduna paralel bir sekilde hiicre konsantrasyonuyla orantili olarak
artacagidan tireme siirecinin farkli asamalarindan (lag fazi, erken log faz1 ve geg log
faz1) alinan siipernatantlarda bu sinyal molekiillerinin miktar1 da giderek artacaktir.
Ornegin, iireme siirecinin lag fazindan alman bir kiiltiirde, yukarida aciklandig1 gibi,
QS sistemi (agr operonu) inaktif oldugu icin bu kiiltiirden alinacak siipernatantta
cok az miktarda QS sinyal molekiilii olacaktir. Ancak eksponansiyal fazin
baslamasiyla birlikte, hiicre sayisindaki artisa paralel olarak, agr operonu
aktiflesecegi icin, ortamdaki sinyal molekiilii konsantrasyonu artacaktir. Bu nedenle
lag fazi, log faz baslangici ve log faz sonundaki kiiltiirlerden alinan siipernatantlarda

sinyal molekiilii miktari, sirasiyla, daha fazla olacaktir.

Bu tez kapsaminda yapilan QS-CT analizinde, bu sinyal molekiillerini i¢eren
Staphylococcal siipernatantlari, L. lactis besiyerine ilave ettigimizde, L. lactis’in
nisin aktivitesinde meydana gelecek degisiklikleri Staphylococcal QS sinyal

peptitleriyle iligkilendirebilmek i¢in, c¢apraz kombinasyon Oncesinde bu
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stipernatantlarda QS sinyal peptitlerinin varligt MALDI-MS yontemiyle tespit edildi
(bkz. Boliim 2.2.7).

1.5. Lactococcus Genusu ve Lactococcus lactis

Lactococ’larin siit sekeri laktozu fermente ederek laktik asit olusturmalari,
kazein hidrolizi (proteolitik aktivite), faj direnclilik diizeyleri, sitrattan diasetil
olusturmalar1 (yalniz L. lactis subsp. lactis biovar. diasetylactis) ve ekzopolisakkarit
tiretme yetenekleri bu bakterilerin siit endiistrisinde on kiiltiir olarak kullanimlarini

saglamaktadir.

Lactococ’larin endiistriyel acidan 6nem tasiyan diger bir 6zelligi bakteriyosin
tiretme yetenekleridir. Bakteriyosinler, gidalarmm bakteriyel kontaminasyonlardan
korunmasimi esas alan caligmalarda, 6zellikle insan ve cevre saghigr agisindan risk

tasimamasi nedeniyle biiyiik nem arz etmektedir.

Niikleik asit hibridizasyonu, karsilastrmali serolojik c¢alismalar, lipit
kompozisyonu ve hiicre duvari kimyasal yapismin belirlenmesi sonucu elde edilen
veriler 1s18inda Streptococcus cinsine ait bazi tiirler Lactococcus cinsi altinda

smiflandirilmastir.

N grubu Streptococ’larin hareketsiz liyelerini olusturan Lactococ’lar L. lactis,
L. raffinolactis, L. gavriae, L. piscium ve L. plantarum olmak iizere bes tiire sahiptir.
Bu cinsin iiyeleri Gram (+), katalaz (-), kemoorganotrof, fakiiltatif anaerob,

hareketsiz ve endospor olusturmayan bakterilerdir.

L. lactis tiirii Uic alt tiir ve bir varyeteye sahiptir. Bunlardan L. lactis subsp.lactis,
L. lactis subsp. cremonis ve L. lactis subsp. lactis biovar. diasetylactis peynir,
tereya8l, krema ve yogurt gibi fermente siit iirlinlerinde starter kiiltiir olarak

kullanimlarindan dolay1 ekonomik éneme sahiptir (Tuncer, 2005).

Tuncer, Y. (2005) doktora tezi olarak yaptigi arastirmada 100 adet L. lactis

susunda bakteriyosin iiretim yetenegini ve bu Ozelligin genetik determinantlarini
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arastirmistir (yayinlanma asamasinda oldugu icin sonuclar belirtilmedi) (Tuncer,
2005). Celik, O., L. lactis subsp. lactis suslarina ait bakteriyosinlerin identifikasyon
ve karakterizasyonlarina dair doktora tez calismasinda siitten izole ettikleri suslar
(L. lactis subsp. lactis OC1 ve OC2) tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin nisin ve
laktisin 481 oldugunu belirleyerek bu antibiyotiklerin cesitli 6zelliklerini incelemistir

(Celik, 2004).

1.6. Nisin

Nisin, 1957 yilinda Mattick ve Hirsch tarafindan izole edilmis, tanimlanmig
ve isimlendirilmistir. Nisin polipeptiti 34 amino asit icermekte ve bu amino asitler
arasinda 5 tioeter bagi bulunmaktadir. Molekiiler agirligi 3500 Da olup, iireme
ortamimda monomer yapidan ¢ok, 7000 Da molekiiler agirliga sahip iki monomerden

olusan homodimer halinde bulunmaktadir (Sekil 1.11) .
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ekil 1.11 : Lantibiyotik nisin A’nin sematik gosterimi. CooH

pH 2.0-10 gibi genis bir pH araliginda aktivite gosterebilen nisin, 121 °C’ ta
15 dk 1s1l isleme dayanikli, a-kemotripsin ve proteinkinaz K uygulamasimna karsi

duyarlhdir. Nisinin, nisin A, nisin Z ve nisin Q olmak iizere ii¢ dogal ¢esidi vardir.

L. lactis subsp. lactis tarafindan iiretilen nisin, letal etkisi ve genis aktivite
spektrumu nedeniyle en cok calisilan ve halen dogal gida koruyucusu olarak
kullanilan tek bakteriyosindir. Bu bakteriyosin L. lactis subsp. cremonis gibi yakin
akraba tiirlere ilave olarak Corynebacterium, Lactobacillus, Listeria, Micrococcus,
Mycobacterium, S. aureus ve Streptococcus tirlerinin de dahil oldugu genis bir

konakg¢1 spektrumunda inhibisyon etkisi gostermektedir (Tuncer, 2005).
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Nisin tireten Lactococcus iiyeleri, bu antibiyotigin sentezini QS
mekanizmasiyla kontrol etmektedir. Nisin molekiiliiniin biyosentezi ve etki
mekanizmasiyla ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmistir. He ve Chen, nisin ve Bacillus
liceniformis ZJU12’ye ait hiicreden arindirilmis siipernatantin (CFSb, Cell-Free
Supernatant of B. licheniformis ZJU12) besin kaynakl: ti¢ farkli bakteri iizerinde ayr1
ayr1 ve kombinasyon halinde sinerjik etkilerini arastirmislardir. Bu arastirmanin
sonuncunda, nisinin CESb ile karistirilmasi halinde, CFSb’nin nisin etkinliginde artis

oldugu gosterilmistir (He ve Chen, 2006).

Nisin ticari olarak, 1-5 ve 25 mg’lik ambalajlar halinde temin edilmektedir.
Maliyet olarak oldukca pahali (yaklagik 800-900 €) ve giiniimiizde gida koruyucu
olarak kullanimina izin verilen tek bakteriyosindir. Bu nedenle nisin iiretimini
artirmaya, etki mekanizmasini belirlemeye ve etkinligini arttirmaya, izolasyon ve

tanimlamaya yonelik ¢ok ¢esitli basliklar altinda arastirmalar yapilmaktadir.

Yukarida bahsedilen 0Ozellikleri/oneminden dolayr ve laboratuvar ortaminda
deneysel olarak gozlemlenmesi hem pratik hem de zaman kazandirict olmasi

nedeniyle bu tez calismasinda nisin lireten bir cins/tiir tercih edilmistir.

1.7. Bakteriyel Ureme egrileri

Mikrobiyal tireme, hiicreyi meydana getiren bilesenlerinin diizenli bir sekilde
artmasidir. Yapir taslarindaki bu artig, yeni hiicrelerin olusumuyla sonuglanir.
Bakterilerin cogu, enine ikiye boliinerek iki kardes hiicre olusturur. Sivi ortamda

bulunan bir bakteri kiiltiirtinde iireme siirecinde farkl fazlar goriiliir:

1. Lag faz1 (Latent Phase)
il. Log faz1 (Exponantial Phase)
1il. Duragan faz (Stationary Phase)

iv. Oliim faz1 (Death Phase)
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Baslangicta, iireme genellikle hi¢c goriilmez veya yavastir (lag faz1').
Ardindan, eksponansiyal iireme fazi® gelir. Bu fazda hiicre sayisida/biyokiitlesinde
dik bir artig goriilir. Eksponansiyal faza (Log faza’) paralel olarak toksik
metabolitler olusturulur ve besin kaynag: tiiketilir. Buna bagl olarak iireme hizinda
azalma goriilir ve bir sire sonra ireme durur (stationary phase’). Sonunda,
hiicrelerin kendi kendilerine enerji doniisiimleri bittiginde, bakteriler Sliirler (6liim

phase) (In Vitro Cul. Mic., sf. 80-106).

Bu fazlarin alacagi siire, cogunlukla ortamdaki organizmaya ve iireme
ortaminin sartlarina baghdir. Hiicre sayisindaki degisiklik ikiye bdliinmeden
kaynaklanir ve basit bir formiille ifade edilebilir. Baslangictaki hiicre sayisin1 “Ny”

olarak dikkate alir ve iiremeyi tek bir hiicreyle baslatirsak (No=1):

(D) (2) (3) “4) (n)
-_— 2 = 4 > 3 > — > ——)
No.2 No2.2 No.2.2.2 No.2"

Dolayisiyla eksponansiyal olarak iireyen populasyona ait bir iireme periyodundan “t”

slire sonra hiicre sayisin1 (Nt) su seklinde ifade edebiliriz:

No :Baslangictaki hiicre miktari
n :Boliinme sayis1
Nt : Belirli bir siire sonundaki hiicre miktar1

Nt = N() 2n

Bakteriyel iireme dongiisii grafiklerle acgiklanmakta ve bu grafiklere
“Bakteriyel Ureme Egrileri” denilmektedir. Bir iireme egrisinde, yukarida
bahsedilen birbirinden farkh ardigik fazlar goriiliir. Bu fazlar, tek tek hiicreler i¢in
gecerli degildir, bilakis populasyonda meydana gelen olaylar1 yansitir (dolayisiyla bir
hiicre i¢in “hiicre, lag fazinda, duragan fazda” vs. denmese de populasyon i¢in bu

ifadeleri kullanilabilmektedir).

' Lag phase : Latent Growth phase

* Exponential phase : Uslii iireme evresi

? Log phase : Logarithmic Growth phase
* Stationary phase : Sabit (Duragan) faz
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Ureme egrileri QS mekanizmasmin anlasimasinda “temel tasr”
niteligindedir. Ciinkii QS, bakteriyel genlerin, populasyonun durumuna
(konsantrasyonuna) gore ve populasyon diizeyinde koordineli bir sekilde kontroliinii
(aktivasyonunu veya inhibisyonunu) saglar. Populasyonun durumunu agiklamak
amactyla da tireme egrileri kullanilir. Dolayisiyla tireme egrilerinden yararlanilarak

dogrudan QS mekanizmasini agiklamak miimkiindiir.

Ureme Fazlari

Lag Eksponansiyal Duragan faz Oliim faz1
fazi faz
10. [~
i N OR00)
bulaniklik
Yagayabilen say1 (turbidity)
(viable count)
— 0.200
— 0.100

zaman

Grafik 1.2 :Bakteri populasyonuna ait tipik bir tireme egrisi. (In Vitro Cultivation
of Microorganisms, sf. 85)

Mikrobiyal populasyon lag fazinda, algilanabilicek derecede bir iireme
gostermez. Lag fazmin siiresi, cesitli faktorlere bagli olmakla birlikte ne kadar
hacimde besiyerine hangi miktarda bakteri ekildigine de baghdir. Eger eksponansiyel
fazdaki bir populasyondan alinan hiicreler ekilirse hi¢ lag faz1 goriilmeyebilir. Fakat
eski bir kiiltiirden (duragan fazdan) alinan hiicrelerin ¢ogu, boliinmek i¢in belirli bir
siireye ihtiya¢ duyarlar. Bu siire icerisinde, populasyon yogunlugunda (grafik
tizerinde) herhangi bir degisiklik gozlenmez. Hiicreler, iireme ortammna uyum
sagladiklarin da boliinmeye baglarlar. Boliinme hizi baslangicta yavasken,

eksponansiyel faza dogru gidildikce artar (Grafik 1.2).
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Bu asamada hiicre yogunlugu az oldugu (buna bagli olarak ortamdaki QS
sinyal molekiillerinin yogunlugu esik degerin altinda oldugu) icin QS genleri
inaktiftir. Bu nedenle lag fazindan alman bir kiiltiire ait siipernatantta bu

mekanizmaya ait iiriinler ya bulunmayacak ya da ¢ok az miktarda olacaktir.

Eksponansiyel iireme fazi, ikiye boliinmeyle tiremenin tipik 6zelliklerinden biri
olup bu fazda iireme hizi giderek artar. Hiicre sayisindaki artisa paralel olarak
ortamda QS sinyal molekiilii ve bu mekanizmanin kontrolii altinda sentezlenen
molekiillerin ~ (0rnegin, patojenite faktorlerinin, ekstraseliiller proteinlerin)

konsantrasyonlar1 da giderek artar.

Duragan faza gelindiginde ortamdaki hem sinyal molekiilleri hem de bu
molekiiller sayesinde sentezlenen diger molekiiller en yiiksek konsantrasyonda

bulunur.

Eger duragan fazda olan bir kiiltiir veya bu kiiltiirden alinan siipernatant taze bir
besiyerine eklenecek olursa, ortamda biriken QS sinyal molekiillerinin etkisi
gozlemlenebilir. Ornegin, V. fischeri’de biyoliiminesans olaymni inceleyecek olursak:
V. fischeri’ye ait iireme egrisinde lag fazina (t;), log faz baslangicma (t;) ve log faz
sonuna (t;) karsilik gelecek ii¢ siire (t;, t2, t3) belirlenir ve bu siirelerde ii¢ farkli
kiiltiir olusturulup siipernatantlar elde edilir. Elde edilen siipernatantlarda teorik
olarak sirastyla QS sinyal molekiilii miktar1 daha fazla olacaktir. Bu siipernatantlar1
ayn1 miktarda yeni besiyerlerine, esit hacimlerde ilave edip yeniden bakteri ekecek
olursak, teorik olarak birinci tiipten iiciincii tiipe dogru gidildik¢e biyoliiminesans
olusumunun daha fazla oldu goriilecektir. Burada ekim yapilan besiyeri ¢esidinin ve
miktarmin, bununla birlikte ekim yapilan bakteri tiirii ve miktarinin ayni olmasina
karsin biyoliiminesans olayinin farkli siddetlerde olmasi, besiyerlerine ilave edilen
siipernatantlardaki sinyal molekiilii konsantrasyonlarinin farkli olmasmdan (1-2-3
yoniinde artmasindan) kaynaklanmaktadir. Bu durumu sf. 31°deki Grafik 1.2
tizerinde Grafik 1.3’ teki gibi su sekilde gosterebiliriz (Grafik 1.3).
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Grafik 1.3: Ureme egrisine paralel olarak QS sinyal peptitlerinin ve bu molekiiller
araciliiyla sentezlenen ekstraseliiler protein miktarinin karsilagtirmali gosterimi.

Bu tez ¢alismasinda, yukarida agiklanan bilgiler 1s181inda bir deney prosediirii

izlenerek Staphylococ suslarindan elde edilecek sinyal molekiillerinin Lactococcus

lactis bakterisinde Nisin iiretimini artirip artirmadig: incelenecektir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. MATERYALLER
2.1.1. Bakteri Suslan

Tez caliymasi kapsaminda Nisin iiretici soy olarak, Ankara Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Lactococcus lactis ATCC 11454
susu; indikator sus olarak Refik Saydam Hifzisstha Merkezi’'nden (RSHM) ticari olarak
alinan Micrococcus luteus RSKK 1123 ve Lactobacillus plantarum ATCC 8014 suslart;
sinyal molekiillerinin kaynagi olarak Dr. Michael OTTO [National Institute of Allergy and
Infectious Diseases/National Institute of Health, (NIAID/NIH)] tarafindan temin edilen

Staphylococcus suslart [S. aureus A950277, S. epidermidis 14990, S. epidermidis 1457 agr
(+) ve S. epidermidis 1457 agr (-)] kullanildi (Resim 2.1).

Resim 2.1: Tez caligmasinda kullanilan bakteriyel suslar. A) L. lactis ATCC 11454 (Nisin
iireticisi) B) M. luteus RSKK 1123 (indikator sus) C) L. plantarum ATCC 8014 (indikator
sus) D) S. epidermidis ATCC 14990 E) S. aureus A950227 F) S. epidermidis 1457 agr (+)
G) S. epidermidis 1457 agr (-).

2.1.2. Besiyerleri

Nisin iireticisi L. lactis ATCC 11454 susu GM17 broth ve agar (SIGMA)
besiyerlerinde, indikator suslardan M. luteum RSKK 1123 LB, LB agar ve LB soft
agar (SIGMA), L. plantarum ATCC 8014 MRS broth, MRS agar ve MRS soft agar
(SIGMA) besiyerlerinde, Staphylococcal suslar ise TSB (Trypticase Soy Broth) ve
TSA (Trypticase Soy Agar) (SIGMA) besiyerlerinde 30 °C’ta iiretilmistir (Besiyeri
hazirlanist i¢in bkz. Sekil 2.1, besiyeri icerikleri i¢in bkz. Ek-1).
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| BESIi YERLERININ HAZIRLANMASI
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Staphylococcus sp. i¢cin 1 Itigin =» 30 gr TSB I ltigin =» 30 gr TSA
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Kullamma hazir Kullamma hazir
Steril TSB Steril TSA

Sekil 2.1: Kat1 ve s1v1 besiyerlerinin hazirlanmasi
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2.1.3. Malzeme ve Cihazlar

Bu caliyma kapsaminda cesitli sarf malzemelerine ve cihazlara ihtiyag
duyulmustur. Bu amagla ¢ok sayida erlen (50, 250, 500 ve 1000 ml’lik), falkon tiip
(15 ve 50 ml’lik), balon joje (250, 500 ve 1000 ml’lik), manyetik balik, antibiyogram
diskleri (Whatmann, 6mm), petriler (5 ve 9 ml ¢apli), Nisaplin (25 gr, % 2.5 saflikta,
SIGMA), tiip ve ependorf standlar1 (20-30 adet), Centricon-3 (3 kDa) ultrafiltreler,
disposabl UV spektro kiivetleri, pipetler (5, 10 ve 25 ml’lik) kullanild1.

Bunun yam sira cihaz/ekipman olarak etiiv, UV spektrometre, vorteks,
calkalamal1 etiiv, su banyosu, sicak oda, soguk oda, etiiv ve santrifiij kullanildi (bkz.

Ek-2).

2.1.4. Nisaplin

Nisaplin, Nisin antibiyotiginin ticari formu olup eski adiyla Streptococcuc
lactis yeni adiyla Lactococcus lactis susundan elde edilmektedir. Bu calismada

kullanilan nisaplin SIGMA’dan 25 g’lik iiriin halinde alinmistir (Resim 2.2).

Resim 2.2: Nisaplin, Nisinin ticari olarak hazirlanan formu. A) 25 g’lik
Nisaplin kutusu B) A¢ik halde saf Nisin.
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2.1.5. Ultrafiltreler (Centricon 3 kDa)

Staphylococcus genusunda QS mekanizmasinin faaliyeti sonucunda iiretilen
sinyal peptitler ortalama 8-9 aminoasitten olusmaktadir. Dolayisiyla molekiil
agirliklart yaklasik 900-1300 daltona karsilik gelmektedir. Bilindigi iizere
Staphylococcus genusunda ekstraseliiler olarak bir cok enzim, toksin, protein vs.
tretilmektedir. Elde ettigimiz siipernatantta hemen hemen sadece QS sinyal

peptitlerinin bulundugundan emin olmak i¢in literatiirde de Onerilen Centricon-3

ultrafiltreleri kullanildi (Resim 2.3)

Geri
kazanim
kapadg

Fitre
iistiinde
kalan kisim

Resim 2.3: Ultrafitrasyon amaciyla kullanilan 6zel filtre; Centricon-3. A) Santrifiije
konulmadan once, B) Santrifiijjden sonra siiziilen kisim (filtrat), C) Santrifiijden
sonra filtrenin iistiinde kalan kisim, D) Geri kazanim i¢in santrifiijje konulmadan
once.
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22. METOTLAR

Tez c¢alismas: siirecinde takip edilen islem basamaklar1 Ozet olarak asagida

belirtilmistir (Sekil 2.2):

Bakteriyel On Kiiltiirlerin

Hazirlanmasi
l _ Ureme egrilerinin
g belirlenmesi
Staphylococcal Siipernatantin
Eldesi

SDS-PAGE (Delta-toksin)

v

MALDI-MS
(Sinyal Peptit-AIPs)

A 4

L. lactis besiyeri (GM17)
Kombinasyonu

.

L. lactis Siipernatantimn
eldesi

.

L. lactis Siipernatantinin Indikator Yayma Ekim
Indikator Sus Uzerine Ekimi —C

Staphylococcal Siipernatant — _C 7’li Kombinasyon (3 ml)

| 5l Kombinasyon (2ml) |

_'| Indikator Soft Agar

> Nisaplin/Zon cap: Grafiginin
belirlenmesi

Zon Caplarimin incelenmesi

!

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sekil 2.2 : Tez ¢alismasinda takip edilen agamalar.
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2.2.1. Bakterilerin Uretimi

Calismanm yapildigt GYTE Mikrobiyoloji Laboratuvar’’na farkli zamanlarda
gelen suslar (Resim 2.1) steril sartlar altinda numune kablarindan alinarak ilgili broth
besiyerlerine ekildi (Sekil 2.3). Uretilen 6n kiiltirler (OK’ler) daha sonraki
caligmalarda stok olarak kullanildi. Bakterilerin iiretilmesi i¢in kullanilan besi yerleri

sunlardir:

1. Staphylococ’lar icin TSA (Triptycase Soy Agar) ve TSB (Triptycase Soy Broth)
2. L. lactis ATCC 11454 i¢cin GM17 Agar ve GM17 Broth,
3. M. luteum RSKK 1123 icin LB Broth, LB Agar ve LB Soft Agar

4. L. plantarum ATCC 8014 icin MRS Broth, MRS Agar ve MRS Soft Agar

Suslarin ilk iiretilmelerini takiben, -80 °C’ta saklanacak stoklar gliserol
icerisinde, +4 °C’ta saklanacak stoklar1 broth ve agar besiyerlerinde hazirlandi.

Deneylere stoklar hazirlandiktan sonra baglanildi.

Calisma kapsaminda bakterilerin iiretimi ii¢ farkli amagla yapilmistir:
1. Bakterilerin iireme egrilerini belirlemek
2. Bakterilerin siipernatantin elde etmek

3. Nisin iiretmek (inhibisyon zonu olusturmak)

Ureme egrisini belirlemek amaciyla yapilan ekimlerde, birinci giin 50 ml’lik
erlene 10 ml broth besiyeri ilave edildikten sonra iizerine agar besiyerinden 6zeyle
bir miktar veya broth besiyerinden pipetle 0.1-1 ml bakteri ekildi. Bakteriler 130
rpm’de 30 °C’ta bir gece iiremeye birakildi. Ikinci giin (ODgg absorbans degerlerinin
Olciilecegi giin) yine 50 ml’lik erlene 24 ml steril broth besiyeri eklenip lizerine 3 ml

on kiiltiir (8:1 oraninda) ekildi.

Siipernatant elde etmek icin yapilan bakteri iiretimlerinde, ayni sekilde, birinci
giin 50ml’lik erlene 10-30 ml broth besiyeri ilave edip lizerine agar besiyerinden

Ozeyle bir miktar veya broth besiyerinden pipetle 0.1-1 ml bakteri ekilip 130 rpm’de



GYTE Mikrobivoloii Laboratuvarina ambalai halinde gelen Staphylococ suslar1.

¥ ¥ ¥ ¥

Her bir sus icin ayr1 ayri, steril ortamda uygulanacak islemler...

;

Bakteri
[/ emdirilmis film
1> | =
Filmden bir parga
kovarilir L)

3-4 ml Broth
Besiverine ekilir

Steril ortam

S. epidermidis S. aureus A950227 S. epidermidis S. epidermidis
ATCC 14990 1457 wt agr (+) 1457 agr( —)

! !

S. epidermidis S. aureus A950227 S. epidermidis S. epidermidis
ATCC 14990 1457 wt agr (+) 1457 agr( —)

Sekil 2.3: GYTE Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen suslarin iiretimi. Benzer iglemler
diger suslara da uygulanmaistir.
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30 °C’ta bir gece iiremeye birakildi. ikinci giin, Staphylococ suslar1 deneyin amacina
ve elde edilmek istenen siipernatantin miktarina gore, ayn1 miktarda besiyeri igeren
birden fazla erlene ekildi. Yapilan ekimler deney siiresince 130 rpm’de 30 °C’ta

tiremeye birakild1.

Nisin iiretimini incelemek icin yapilan tiretimlerde yukaridaki iglemler takip
edilmistir. Farkli olarak L. lactis i¢in kullamlan sivi besiyerlerine farkli

kombinasyonlarda staphylococcal siipernatant ilave edilmistir.

2.2.2. Stok Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

-80 °C’ta saklanacak stoklarin hazirlanmasi icin % 80’lik gliserol (Sigma)
kullanildi. 1.5 ml’lik ependorf tiiplere % 80’lik gliserolden 650 ml dolduruldu,
tizerine bir gecelik bakteri kiiltiiriinden 350 ml eklendi ve hemen buz igerisine
konularak en kisa siirede — 80 °C’ta soguma saglayan 6zel buzdolabina aktarildi. Bu

stoklar uzun vadede ihtiya¢ duyuldugunda kullanildi (Resim 2.4).

Resim 2.4: -80 °C’ta saklanacak stoklarinin hazirlanmasi. A) Saf halde Gliserol,
B) Gliserolle karistirilmis bakteri kiiltiirleri buz icerisinde, C) Numunelerin -80
°C’ta bekletildigi 6zel buzdolaba.

+ 4 °C’ta saklanacak kiiltiir stoklar broth ve agar besiyerlerinde hazirlandi.
Her bir sus icin ilgili broth besiyerinden 5 ml alinarak bes ayri falkon tiipe (15
ml’lik) dolduruldu. Eski kiiltiirlerden 0.1 ml alinarak bu steril besiyerlerine ekildi.
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130 rpm’de 30 °C’ta bir gecelik iiremeden sonra kiiltiirler buzdolabinda veya soguk
odada saklandi. Deneyler i¢in bu kiiltiirler kullanildi (Resim 2.5-2.6).

Resim 2.5: +4 °C’ta saklanacak stoklar. Deneylerde kullanilacak her bir susun
broth ve agar besiyerlerinde beser adet stogu hazirlandi. A) S. epidermidis
ATCC 14990/TSB, B) S. epidermidis ATCC 14990/ TSA, C) S. aureus
A950227/TSB, D) S. aureus A950227/TSA, E) S. epidermidis 1457 wt/TSB,
F) S. epidermidis 1457 wt/TSA, G) S. epidermidis 1457 agr (-)/TSB,
H) S. epidermidis 1457 agr (-)/TSA.



Resim 2.6: +4 °C’ta saklanacak stoklar. Deneylerde kullanilacak her bir susun
broth ve agar besiyerlerinde beser adet stogu hazirlandi. I) L. lactis ATCC
11454/GM17 Broth, J) L. lactis ATCC 11454/GM17 Agar K) M. luteus
RSKK 1123/LB Broth, L) M. luteus RSKK 1123/LB Agar M) L. plantarum
ATCC 8014/MRS Broth, N) L. plantarum ATCC 8014/MRS Agar

43
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2.2.3. Nisin Uretiminin Belirlenmesi

A. Genel Prosediir

Nisin aktivitesinin belirlenmesinde, temel prensip olarak agar besiyerine dogrudan
L. lactis ATCC 11454 kiiltiirii ekilerek bir gecelik iireme periyodunu takiben iizerine
soft agar halinde indikator sus eklenir (Sekil 2.5 ve Resim 2.8) veya L. lactis ATCC
11454 susunun siipernatant1 elde edilip, yayma ekim yapilan indikator sus iizerine
muamele edilir. Her iki yontemde de indikator susun iiremesi i¢in bir gece beklenir

ve olusan inhibisyon zonlar1 incelenir.

Nisin aktivitesinin belirlenmesinde farkli yontemler kullanilabilir. Bu ¢aligma
kapsaminda hangi yontemin daha uygun oldugunu belirlemek amaciyla cok sayida
on deneme yapilmistir. On denemeler sonucunda softa agar iizerine damlatma
yonteminin en iyi sonucu (diizgiin zon olugsmu) verdigi gozlendi. Nisin aktivitesini

belirlemeye yonelik yontemler sunlardir:

1. Disk Yontemi: Bu yontemde iki c¢esit disk kullanilmistir; birincisi kurutma
kagitlarindan hazirlanan (standart olmayan) diskler, ikincisi ticari olarak alian
standart diskler. Ekimler Sekil 2.15‘deki gibi yapilmistir (Resim 2.18 ve 2.21).

2. Damla Yontemi: Disk yontemindeki ekimlerle benzer seklide numaralandirilan
noktalara 10 pl L. lactis siipernatanti damlatildi. Ekimler Sekil 2.15 ‘deki gibi
yapilmistir (Resim 2.19 ve 2.22).

3. Kuyu Yontemi: Bu yontemde agar besiyerine Sekil 2.4’ de goriildigi gibi
kuyular a¢ildi ve her bir kuyuya 25 pl L. lactis siipernatant1 ilave edildi. Ekimler
Sekil 2.15°deki gibi yapilmistir (Resim 2.20 ve 2.23).

Agarda agilan
/ kuyular

—1 LB Agar
(20 ml)

Sekil 2.4 : L. lactis ATCC 11454 siipernatantinin kuyu yontemiyle
ekimi.i¢in agar iizerinde olusturulan kuyularin temsili gdsterimi.
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Tez/proje kapsaminda, Nisin aktivitesini belirlemeye yonelik yapilan deneyleri ii¢

grupta toplayabiliriz:

1. L. lactis ATCC 11454 susunun kendi kendine Nisin {iretiminin belirlenmesi

(Kontrol)

2. Ticari olarak alinan saf Nisinin (NISAPLIN) konsantrasyon/zon capi

grafiginin belirlenmesi (Standart)

3. Staphylococcal siipernatantlar eklendikten sonra L. lactis ATCC 11454’iin

Nisin uiretiminin belirlenmesi.

B. Nisin Uretimine Yonelik Yapilan Cahsmalar
B.1. L. lactis ATCC 11454 Susunun Nisin Aktivitesinin incelenmesi

Deney.1: L. lactis ATCC 11454 Susunun Nisin Uretim Ozelliginin Belirlenmesi
(Kontrol)

Daha Once bahsedilen yOontemlerden “damlatma yontemi” kullanildi ve

asagidaki sonuglar elde edildi (Resim 2.7).

Resim 2.7: L. lactis ATCC 11454 susunda Nisin aktivitesinin belirlenmesi. A) Damlatma
yontemi sonucunda olusan koloniler, B) Bir koloni grubunun yakin goriiniim, C ve D)
Indikator suslarda goriilen inhibisyon zonlar1

Bu deney Nisin aktivitesini belirlemeye yonelik yaptigimiz ilk deney olmasi

acisindan 6nemli olup sadece inhibisyon zonunun olusup/olusmamasi gozlenmistir.



L. lactis
(Taze Kiiltiir)
(M17 Broth)

M. luteus
(taze kiiltiir)
(indikator sus)

% 1 Indikatér sus eklenir
e 30° C ‘ta
18 saat
iireme
INDIKATOR SUSLAR
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L.lactis’de Nisin Aktivitesinin incelenmesi-1

Steril kiirdan

veya igne
oze
A
30° C ‘ta
—> ) | g | EED
iireme

-
L. lactis Cizgi ekim yapilan M17 agardan
Cizgi Ekim bir kiirdan veya igne oze ile

M17 agara nokta ekim yapilir
45°C ta

(SOFT AGAR - % 0.75 Agar)
L. plantarum = MRS
M. luteus > LB

30° C ‘ta
18 saat iireme

SONUCLAR GOZLENIR
(OLUSAN ZON CAPLARI
OLCULUR)

Indikator sus iceren 45 °C’
taki softa agar dogrudan
L. lactis lzerine dokiiliir.
Homojen bir sekilde yayilir.

Sekil 2.5: Nisin aktivitesinin belirlenmesinde bakteri (L. lactis ATCC 11454) nokta ekim
yontemi. Bu yontemde indikator sus yari-kat1 agar halinde muamele edilmektedir.

Resim 2.8: Nisin aktivitesinin gdzlendigi bir petriden goriiniimler.
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B.2. L. lactis ATCC 11454 Susunun Nisin Aktivitesinin Incelenmesinde Farkh

Ekim Yé6ntemlerinin Kullanimi (On Denemeler)

Deney.2: L. lactis ATCC 11454 Susunun Nisin Uretim Ozelliginin Cesitli

Yontemlerle Belirlenmesi.

Elimizdeki L. lactis ATCC 11454 susunun Nisin iiretim 0zelligi oldugunu
tespit ettikten sonra, Nisin aktivitesini belirlemede kullanilan diger yOntemler
uygulandi. Bu amacla L. lactis ATCC 11454 susunun agar besiyerine nokta ekimi,
stipernatantinin damlatilmas1 veya kuyuya doldurulmasi, dogrudan L. lactis ATCC
11454°1in veya siipernatantinin diske emdirilmesi olmak {iizere 5 olasilik; indikator
sus olarak S. epidermidis, Leuconostoc mesenteriodes ve M. luteus olmak iizere 3
olasilik; besiyeri olarak ise TSA, GM17 agar ve MRS olmak iizere 3 olasilik dikkate
alindi. Bu kriterler dogrultusunda 8 farkli ekim yapildi (Tablo 2.1). Boylece Nisin

aktivitesini belirlemek i¢in kullanilacak optimum kriterler belirlendi

Tablo 2.1: L. lactis ATCC 11454 susunun Nisin aktivitesinin incelenmesinde
kullanilan farkli ekim yontemleri.

Lactococcus lactis ATCC 11454 INDIKATOR SUS

1. Nokta ekim,bakteri (L. lactis.) Soft agar LB / M. luteus

S. epidermidis i 2. Yayma TSA

AN

Damla, 5 pul SPN, L. lactis

3. Yayma MRS

L. mesenteriodes

4.Yayma GM17

7. Yayma TSA / S. epidermidis

Disk SPN, L. lactis

5. Yayma TSA / S. epidermidis
Disk bakteri, L. lactis
6. Yayma MRS / L. mesenteriodes

8. Yayma MRS / L. mesenteriodes
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i. Nokta Ekim Yontemi:

GM17 agar besiyerine L. lactis ATCC 11454 susunun cizgi ekimi yapildi ve 30
°C’ta bir gece iiremeye birakildi. Ureme periyodunun sonunda, olusan kolonilerden
steril kiirdan veya igne 6ze yardimiyla GM17 agar besiyerine nokta ekim yapildi.

Aymi sartlarda (30 °C’ta) bir gece liremeye birakild1.

Diger yandan indikator sus olarak S. epidermidis’in, siv1 besiyerinde 6n kiiltiirti
hazirlanip 30 °C’ta 130 rpm’de bir gece iiremeye birakildi. Ureme periyodunun
sonunda soft TSA besiyerine %1 oraninda indikator sus eklenip nokta ekim halindeki
L. lactis ATCC 11454 iizerine homojen bir sekilde yayildi. Yine 30 °C’ta bir gece
tiremeye birakildi ve iireme siirecinin sonunda olusan inhibisyon zonlar1 kontrol

edildi (Resim 2.9)

Resim 2.9: L. lactis ATCC 11454’iin Nisin aktivitesinin nokta ekim yontemiyle
incelenmesi. A) Ekim Oncesi petrinin {istten goriinimii. B) Ekim sonrasi olusan
inhibisyon zonlar1.

ii. Damla Yontemi:

Bu deneyde, Nisin iiretici sus olarak L. lactis ATCC 11454, indikator sus olarak
S. epidermidis ve L. mesenteriodes (laboratuvar izolatlar1), besiyeri olarak TSA,

MRS ve GM17 kullanild1.

10 ml GM17 broth besiyeri iceren 50 ml’lik erlene GM17 agardan 6ze ile bir
miktar [veya GM17 brothdan pipetle (0.1 ml)] L. lactis ATCC 11454 ekilerek 6n
kiiltiir hazirlandi. Yapilan ekim 30°C’ta 130 rpm’de bir gece iiremeye birakildi.

Uretilen o6n kiiltiirden 1-2 ml alinip 10-30 ml GM17 broth iceren 50 ml’lik
erlene ekildi ve aym sartlarda (30 °C’ta 130 rpm’de) bir gece iliremeye birakildi.
Ureme periyodunun sonunda L. lactis ATCC 11454 kiiltiirii 4°C’ta 4000 g’de 40 dk

santrifiij edildi. Santrifiij sonucu olusan siipernatant alinip pelet atild1.
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Elde edilen siipernatanttan 10’ar pl almip TSA’da yayma ekim yapilan
S. epidermidis (Resim 2.10), GM17 ve MRS besiyerlerinde yayma ekim yapilan
L .mesenteriodes (Resim 2.11-1.12) {izerine damlatildi. Bir gecelik (30°C’ta) iireme
periyodundan sonra olusan inhibisyon zonlar1 incelendi. Zon capinin biiytikliigii,

ortama salman Nisin miktarmin gostergesi olarak degerlendirildi.

Resim 2.10: L. lactis ATCC 11454°in Nisin aktivitesinin siipernatant damlatma
yontemiyle incelenmesi. Besiyeri TSA, indikator sus S. epidermidis. A) Ekim Oncesi
petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrast iistten goriiniim C) Inhibisyon zonlar1

.

Resim 2.11: L. lactis ATCC 11454°in Nisin aktivitesinin siipernatant damlatma
yontemiyle incelenmesi. Besiyeri GM17, indikator sus L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi
petrinin {istten goriiniimii. B) Ekim sonrasi alttan goriiniim C) Inhibisyon zonu, yakindan
gorinim

Resim 2.12 : L. lactis ATCC 11454°in Nisin aktivitesinin siipernatant damlatma
yontemiyle incelenmesi. Besiyeri MRS, indikator sus L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi
petrinin {istten goriiniimii. B) Ekim sonrast iistten goriiniim C) Inhibisyon zonlar1
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iii. Disk Yontemi :

Bu yontemde disklere dogrudan L. lactis ATCC 11454 bakteri kiiltiirti
(Resim 2.13-1.14) veya L. lactis ATCC 11454’ten elde edilen siipernatant (Resim
2.15-2.16) emdirildi. indikatér sus olarak L. mesenteriodes ve S. epidermidis
kullanildi.

MRS agarda L. mesenteriodes ve TSA besiyerinde S. epidermidis yayma
ekim yapildi. 30 °C’ta bir gece liremesi saglanan L. lactis ATCC 11454 6n kiiltiirii ve
bu kiiltiirden 4 °C’ta 40 dk 4000 g’de santrifiij ile elde edilen siipernatant disklere
emdirildi. Diskler yayma ekim yapilan petrilere yerlestirildi. Indikator suslar bir gece
(30 °C’ta) iiremeye birakild. Ureme periyodunun sonunda inhibisyon zonlar

incelendi.

Resim 2.13 : L. lactis ATCC 11454’tin Nisin aktivitesinde disk yonteminin
uygulanmasi. Disklere bakteri Kkiiltiirii emdilirdi. Besiyeri TSA, indikator sus
S. epidermidis. A) Ekim Oncesi petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi alttan
goriintim C) Disklerin yakindan goriiniimii

Resim 2.14: L. lactis ATCC 11454’lin Nisin aktivitesinde disk yonteminin
uygulanmasi. Disklere bakteri Kkiiltiirii emdirildi. Besiyeri MRS, indikator sus
L. mesenteriodes. A) Ekim Oncesi petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonras1 alttan
goriniim C) Disklerin yakindan goriiniimii
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Resim 2.15: L. lactis ATCC 11454’iin Nisin aktivitesinde disk yonteminin
uygulanmasi. Disklere bakteri siipernatanti emdirildi. Besiyeri TSA, indikator sus
S.epidermidis A) Ekim Oncesi petrinin tistten goriiniimii. B) Ekim sonrasi alttan goriiniim
C) Disklerin yakindan goriiniimii

Resim 2.16: L. lactis ATCC 11454’1in Nisin aktivitesinde disk yonteminin uygulanmasi.
Disklere siipernatant emdirildi. Besiyeri MRS, indikator sus L. mesenteriodes. A) Ekim
oncesi petrinin iistten goriiniimii. B) Ekim sonras1 alttan gériiniim C) Inhibisyon zonlari

2.2.4. Nisin Standart Grafiginin Belirlenmesi

Nisin, dogal olarak Lactococcus genusundan ekstraseliller olarak
sentezlenmesinin yani sira Nisaplin adiyla ticari olarak da temin edilmektedir. Nisin
aktivitesini degerlendirmek amaciyla Nisinin farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri
hazirlanip olusturduklar: inhibisyon zonu ¢aplar1 6l¢iildii (Tablo 2.2-2.3). Elde edilen
verilerle Nisin konsantrasyonuna karst zon cap1 standart grafikleri belirlendi

(Sekil 2.6, Grafik 2.1).



NISAPLIN (SIGMA)

% 2.5 oraninda saf Nisin
dH,O pH25 % 0.1 Tween 80

1 pg Nisaplin =40 IU (veya AU )

Ana Stok =» 10.000 IU/ml

100 IU/ml
200 IU/ml
300 IU/ml
400 IU/ml
500 IU/ml
. 600 TU/ml
- 20 °C’ta saklanir)

T S

|

37°Ctal8h

!
(o
ONC,
O ©

Nisaplin 4 1
1U/ml

Sekil 2.6 : Nisin standart
grafiginin hazirlanmasi.




Yapilan 6l¢iimler sonucunda Tablo 2.2 ve 2.3’deki veriler elde edildi:

Tablo 2.2 : Nisaplin aktivitesi (100-
700 IU/ml) sonucu elde edilen

inhibisvon zonlari

Inhibisyon Ca
IW/mi (n}’m) Cap
100 7
200 9
300 9
400 10
500 11
600 11
700 12

Tablo 2.3 : Nisaplin aktivitesi
(10.000- 100.000 IU/ml) sonucu elde
edilen inhibisyon zonlar1

Damla miktari (ul)
1IU/ml 0.5 1 1.5
10.000 15 16 17
100.000 |22 23 23
L. lac 11
NiSAPLIN
800
700 -
E 600
E 500 —e— 100200 300
S 400 400 500 600
o 300 700
S 200 -
100 -
0 T T T T T T
7 9 9 10 11 11 12
1U/ml

Grafik 2.1 : Nisaplin standart grafigi:100-700 IU/ml nisaplin

53



54

2.2.5. Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

A. Genel Prosediir

Kullanilan suslardan sadece Staphylococcus’lara ait iireme egrileri belirlendi.
Bu amacla, hazirlanan 6n kiiltiir (OK)’lerden 1:8 oraninda olacak sekilde alinip steril
besiyerine ilave edildi (3 ml O.K. /25 ml broth besiyeri). Ekimin yapildig1 anda (to)
ortam iyice karigtirthp 1 ml alinarak UV Spektrometre’de (BioRad) ODgyo degeri
oOlciildii.

[k 6lciimden itibaren besiyeri 130 rpm’de 30 °C’ta iiremeye birakildi. Bir
saat araliklarla besiyerinden 1 ml numune almip ODggo degerleri belirlendi. Deney
sonucunda elde edilen veriler yardimiyla, Excel programinda bakterilerin tireme
egrileri ¢ikarildi. Olusan grafiklerden yararlanarak her bir susun dublikasyan zamant,
lag fazi, eksponansiyal faz ve duragan faz siireleri belirlendi. Ureme egrilerinin

olusturulmasina yonelik islemler Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Ureme egrileri bu tez/proje calismasimin 6nemli noktalarindan birini
olusturmaktadir: Tezin/projenin ana konusu olan QS mekanizmasi, hiicre
yogunluguna bagli olarak aktive olan veya baskilanan bir mekanizmadir. Bu
aktivasyon, hiicre yogunluguyla orantili olarak, ortama salgilanan sinyal
molekiillerinin yeterli miktarda (esik diizeyinin iistiinde) olmasina, baskilanmasi ise
sinyal molekiillerinin esik diizeyinin altinda olmasina baghdir. Dolayisiyla elde
edecegimiz Staphylococcal siipernatantlarin icerisindeki sinyal molekiilii miktarmi
degerlendirebilmek, diger bir ifadeyle Staphylococcal siipernatantin L. Lactis ATCC
11454 susu iizerinde QS mekanizmas: agisindan bir etkisi olup olmadigini
yorumlayabilmek icin, iireme egrilerinin belirlenmesi son derece 6nemlidir. Ureme
egrilerinden yararlanarak bir susa ait kiiltliriin, iireme siirecinin herhangi bir
noktasimndaki populasyon yogunlugunu ve sinyal molekiili konsantrasyonunu

degerlendirmek miimkiin olmaktadir.
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UREME EGRILERININ BELIRLENMESI

S. epidermidis . epidermidis . epidermidis  S. epidermidis
ATCC 14990  A950227 1457 wt agr (+) 1457 agr (-)

! Voo !

Asagidaki islemler on Kkiiltiirlerin (OK) her biri

icin ayr1 ayn yaptlacaktr | 77T O oo
E 3 zaman noktasi1 belirlenir:
v
T 3l 124 ml 1. Eksponansiyel faz baslangici (t;)
2. Eksponansiyel faz sonu (ty)
3. Duragan faz (t3)
St i < Broth t; = 130dk (1’ 10”)
taphylococcus sp. riptycase Soy Brot ) )
TSB-Bir gecelik 6n killtiir (TSB) ty > 280 dk (4” 407)

\/ t3 = 560 dk (9 20™)
3m\/24ml
()

b 0D600

1:8
(OK:TSB)
UV OLCUMU iCIN
KULLANILACAK KULTUR

T 1 ml l / 24 ml Eksponansiyal faz zaman

to ODg¢no-zaman grafigi ¢izilir
n o ——
1. OLCUM
(ekim aninda)
1:8
Staphylococcus sp on 1 ml’'lik UV kuveti
ot 793 t, 2 09:00-10:00, ODgo= A
t > 4 1000-1100, ODG()():B
DIGER t, 2 11:00-12:00, ODgpo=C
OLCUMLER ) t; = 13:00-14:00, ODgyo=D
iciN A 1 saatlik t, = 15:00-16:00, ODgyo=E
\d araliklarla ts & 16:00-17:00, ODggo=F
numune alinir ts = 17:00-18:00, ODgypo=G

Calkalamali etiivde

(30°C,130 rpm) '
bekletilir UV spectometrede
ODe¢oo degeri Olgiiliir

Sekil 2.7 : Ureme egrilerinin belirlenmesinde takip edilen islemler.
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B. Ureme Egrilerini Belirlemek icin Yapilan Deneyler

Ureme egrileri belirlenirken bir cok faktor dikkate almir. Bunlar besiyeri
miktari, besiyerine ekilecek On kiiltiir miktari, 6n kiiltiiriin yogunlugu, ortam sicakligi

vb. faktorlerdir.

Burada iireme egrileri belirlenirken sirasiyla su kriterler dikkate alindi:

1. Bir susa ait farkh baslangicta ODgo degerleri: Bir susun aym miktardaki
besiyerlerinde farkli konsantrasyonlarda iiremeye baslamasiyla olusan iireme
egrileri.

2. Bir susa ait farkh miktarlarda besiyeri: Farkli miktarlardaki besiyerlerine
ayn1 miktarda On kiiltiir ekilmesiyle olusan lireme egrileri

3. Aym besiyerinde farkh miktarda on Kiiltiir ekimi: Ayni miktarlarda

besiyerlerine farkli miktarda on kiiltiir ekilerek baslatilan iireme egrileri.

1. DENEY : Dort Susun Tek Baslangich Ureme Egrilerinin Belirlenmesi-1

Bu deneyde S. epidermidis ATCC 14990, S. aureus A950227, S.epidermidis
1457 agr (+) ve S.epidermidis 1457 agr (-) olmak iizere 4 Staphylococ susunun
tireme egrilerinin belirlenmesi hedeflendi ve dlciimlere t, aninda 0.5-0.9 arasindaki

herhangi bir ODggo degerinden baslanildi.

1.GUN :

1. S. epidermidis ATCC 14990, S. aureus 950227, S. epidermidis 1457 agr (+) ve
S. epidermidis 1457 agr (-) suslarinin 6n kiiltiirleri hazirlandi. TSB besiyerlerinden
10 ml almip 50 ml'lik steril erlenlere eklendi. Uzerlerine 0.1 ml bakteri ekildi.
Ekimler 30 °C’ta 130 rpm’de tiremeye birakildi.

2.GUN :

2. On kiiltiirlerden 3 ml aliip 25 ml steril besiyeri iceren 50’lik erlenlere ekildi (1:8
oraninda).

3. Ekimi takiben her bir erlenden hemen 1 ml alinip (t)) ODgoo degerleri 6l¢iildii.

4. Bakteriler ayn1 sartlarda (30 °C’ta 130 rpm’de) iiremeye birakildi.
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5. Birer saatlik periyotlarla her bir sustan 1 ml numune alinip UV Spektrometre
(BioRad) cihazida ODgo degerleri tespit edildi (Tablo 2.4)5.

6. Elde edilen verilerle, yar1 logaritmik kagit iizerinde ve bilgisayar ortaminda Excel
progamiyla her bir bakterinin tireme egrisi belirlendi (Grafik 2.2).

7. Ureme egrileri iizerinden suslara ait lag fazi, logaritmik faz baslangici ve sonu,

duragan faz siireleri ve duplikasyon zamanlari (t4) belirlendi.

Ekimler:
S. epidermidis ATCC 14990 =» 25 ml TSB + 3 ml OK
S. aureus 950277 = 25ml TSB + 3 ml OK

S. epidermidis 1457 agr (+) = 25ml TSB + 3 ml OK
S. epidermidis 1457 agr (-) = 25ml TSB +3 ml OK

Tablo 2.4 : Staphylococ suslarma ait Deoo degerleri.

Staphylococcal Suslar
Olciim | Zaman | S. epidermidis | S. aureus | S. epidermidis | S. epidermidis
(t) (h) ATCC14990 | A950227 | 1457 agr(+) 1457agr (-)
to 0' 0,541 0,894 0,871 0,856
t; 0.5' 0,838 1,481 1,151 1,059
to 1’ 1,352 0,299 0,235 0,209
t5 1.5' 0,287 0,179 0,305 0,061
ty 2 0,284 0,393 0,295 0,286
ts 2.5' 0,476 0,484 0,481 0,452
te 3l 0,555 0.540 0,569 0,482
t; 3.5' 0,601 0.543 0,575 0,542
tg 4 0,621 0.482 0,633 0,547

Not: Koyu harflerle yazilan degerler, numune 1/10 seyreltildikten sonra ol¢iim alinan
degerlerdir. Kullanilan cihazin ODgp 1.000 degerini astiktan sonra giivenilir sonug
vermemesi nedeniyle seyreltme yapilmistir.

> Kullandigimuz cihazin 6zelligi nedeniyle ODgyo degeri 1,000 ‘mn iizerine ¢iktiginda 1:9 oraninda
sulandirma yapildi. Bu sekilde elde edilen degerler koyu harflerle belirtilmistir.



A 14990
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fﬁ+
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§1 }/’/ _ |_4 05410838
(@] : 1,352 2,871
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/ *
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0,1 4,821
Zaman
C 1457 agr (+)
10
/‘,/0——0—"
ey
//
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0,1 5,471

Zzaman

Grafik 2.2: Staphylococcal tireme egrileri. A) S. epidermidis ATCC 14990,
B) S. aureus 950227 C) S. epidermidis 1457 agr (+) D) S. epidermidis 1457
agr (-)
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2. DENEY : S. epidermidis ATCC 14990 Susuna ait Bes Farkh Baslangic

Konsantrasyonu

Bu deneyde, daha once iireme egrileri belirlenen suslardan sadece bir tanesi
(S. epidermidis ATCC 14990) ele alind1 ve baslangictaki ODgoo degerleri farkls,
miktarlar1 ise ayn1 olan 5 kiiltiir hazirlandi. Bu sayede, lireme egrileri belirlenirken
baslangic konsantrasyonunun etkisinin olup olmadigmin tespit edilmesi

hedeflendi.

1.GUN :

1. S. epidermidis ATCC 14990 susunun oOn kiiltiirii hazirlandi. Bu amagla TSB
besiyerinden 10 ml almip 50 mlI’lik steril erlenlere eklendi. Uzerlerine 0.1 ml bakteri
ekilip 30 °C’ta 130 rpm’de iiremeye birakildi.

2.GUN :

2. On kiiltiirden farkli miktarlarda numune alip 25 ml steril TSB besiyeri iceren 50
ml’lik § ayn erlene, ODgq (to) degerleri sirayla 0.1-0.3-0.5-0.7-0.9 olacak sekilde
ekim yapildi.

3. Ik 6l¢iimiin ardindan ekimler 30 °C’ta 130 rpm’de iiremeye birakildi.

4. Birer saatlik periyotlarla her bir sustan 1 ml numune alinip UV Spektrometre
(BioRad) cihazinda ODgg degerleri tespit edildi (Tablo 2.5).

5. Elde edilen verilerle, hem manuel olarak yar1 logaritmik kagit tizerinde hem de
bilgisayar ortaminda Excel progamiyla her bir bakterinin iireme egrisi belirlendi
(Grafik 2.3).

6. Ureme egrilerinden yararlanarak, bir susa ait iireme egrisinde farkli baslangic

konsantrasyonlarinin etkisi incelendi.



Tablo 2.5: S. epidermidis ATCC 14990 susunun bes farkli konsantrasyonda
baslatilan ODg degerleri.

S. epidermidis 14990 - OD600 DEGERLERI
Olclim | Zaman 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
to o' 0,107 | 0,353 | 0,504 0,891
t1 1' 0,106 | 0,356 | 0,497 | 0,719 | 0,911
o 2' 0,231 | 0,831 1,147 | 1,441 1,631
t3 3' 0,486 | 1,321 | 2,201 | 3,131 4,031
ts 4' 0,951 | 2,811 | 3,851 | 4,421 5,071
ts 5' 1,151 | 4,421 | 5,001 | 4,871 | 5,251
te 7' 3,511 | 5,231 | 5,251 | 5,461 5,911

Not: Koyu harflerle yazilan degerler, numune 1/10 seyreltildikten sonra ol¢iim alinan

degerlerdir. Kullanilan cihazin ODgy 1.000 degerini astiktan sonra giivenilir sonug

vermemesi nedeniyle seyreltme yapilmistir.
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Grafik 2.3: S. epidermidis ATCC 14990’ farkli baslangic konsantrasyonlariyla olusturulan

tireme egrileri. A) ODggo: 0.1

B) OD6()(): 0.3 C) OD6()(): 0.5 D) OD6()(): 0.7 E) OD6()(): 0.9
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3.DENEY: Dort Susun Tek Baslangich Ureme Egrilerinin Belirlenmesi-2

Bu deney, daha once yapilan Deney-1’in tekraridir. Ancak bire bir aynisi
olmayip bazi farkliliklar bulunmaktadir (Bu farkliliklar koyu yazilarak belirtilmistir).
Baslangic besiyeri miktari, elde edilecek siipernatantin da miktarini ifade eder. Daha
sonraki deneylerde dogrudan Staphylococcal siipernatant elde edecegimiz icin bu

deneyler kriter alinacaktir

1.GUN :

1. S. epidermidis 14990, S. aureus 950227, agr (+) ve agr (-) suslarmin On kiiltiirleri
hazirlandi. TSB besiyerlerinden 10 ml alinip 50 ml’lik steril erlenlere eklendi.
Uzerlerine 1 ml bakteri (6n kiiltiir) ekildi. Ekimler 30 °C’ta 130 rpm’de iiremeye
birakildi

2.GUN :

2. On kiiltiirlerden 1 ml alinip 30 ml steril besiyeri iceren 50 ml’lik erlenlere ekildi.
3. Ekimi takiben her bir erlenden hemen 1 ml alinip (t)) ODgoo degerleri 6l¢iildii.

4. Bakteriler ayn1 sartlarda (30 °C’ta 130 rpm’de) iiremeye birakildi.

5. Birer saatlik periyotlarla her bir sustan 1 ml numune alinip UV Spektrometre
(BioRad) cihazinda ODggo degerleri tespit edildi (Tablo.7).

6. Elde edilen verilerle yar1 logaritmik kagit iizerinde manuel olarak, bununla birlikte
bilgisayar ortaminda Excel programiyla her bir bakterinin iireme egrisi belirlendi
(Grafik.7).

7. Ureme egrileri, bir 6nceki deneyde elde edilen grafiklerle karsilastirildi.

Ekimler:
S. epidermidis ATCC 14990 =» 30 ml TSB + 1 ml OK
S. aureus 950277 = 30ml TSB + 1 ml OK

S. epidermidis 1457 agr (+) = 30ml TSB + 1 ml OK
S. epidermidis 1457 agr (-) = 30ml TSB + 1 ml OK



Tablo 2.6: 30 ml besiyerinde dort Staphylococcal susa ait ODggo degerleri.

BAKTERILER & OD600 DEGERLERI

Otgim | zaman | 4780000 | Aos0z27 | 1457 agr(s) | 1457 2Gr()
to 0 0.183 0.204 0,171 0,161
t; 0.5' 0.203 0.225 0,191 0,174
to 1' 0.219 0.269 0,213 0,187
ts 1.5’ 0.265 0.371 0,262 0,229
tq 2 0.349 0.603 0,339 0,298
ts 2.5 0.444 0.875 0,447 0.370
te 3 0.586 1.580 0,616 0.508
ty 3.5' 0.766 2.110 0.804 0.693
tg 4 0.927 2.680 1,502 0.905
ty 4.5 1.390 2.860 1.801 1,541
t1o 5 1.303 3.560 2,331 2,032
t11 5.5' 2.000 3.460 2,932 2,512
t12 6' 2.430 4.010 3,651 3,251
t13 6.5' 3.030 4.100 4,252 3,841
t14 7 3.440 4.300 4,561 4,442
t1s 7.5 4.350 4.470 4,992 4,741
t1e 8 5.320 4.610 5,303 4,851
t17 8.5' 5.550 5.020 5,071 5,171

Not: Koyu harflerle yazilan degerler, numune 1/10 seyreltildikten sonra ol¢iim alinan
degerlerdir. Kullanilan cihazin ODgy 1.000 degerini astiktan sonra giivenilir sonug
vermemesi nedeniyle seyreltme yapilmistir.
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Grafik 2.4: Staphylococcal iireme egrileri.
A) S. epidermidis ATCC 14990 B) S. aureus 950227  C) S. epidermidis 1457
agr (+) D) S. epidermidis 1457 agr (-)
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4.DENEY: S. epidermidis ATCC 14990 Susuna Ait Farkh Miktarlardaki

Besiyerlerinde Farkl Konsantrasyonlarda Baslayan Ureme Egrileri

Bu deneyin amaci, hem besiyeri miktarindaki hem de t, aninda besiyerine
ekilen on kiiltiir miktarindaki degisikligin iireme siirecine etkisini belirlemektir.
Bunun icin 50 ml’lik 12 erlene iicer iicer olmak iizere 10-15-25 ve 30 ml TSB
besiyeri eklendi (Tablo 2.7, Sekil 2.8). Her bir besiyerine sirasiya 0.1-0.5 ve 1 ml 6n
kiiltiir ekildi ve yukaridaki islemler aynen takip edilerek ODgqo degerleri belirlendi

(Tablo 2.8). Bu veriler yardimiyla iireme egrileri ¢cikarild1 (Grafik 2.5-2.6-2.7).

Tablo 2.7: Deney-4'te yapilan ekimlerin
adlandiriimasi.

Besiyeri Miktari | On kiiltiir miktari
1./10 ml TSB 0.1 ml 14990
2./10 ml TSB 0.5 ml 14990
3.|10 mI TSB 1 ml 14990
4.115ml TSB 0.1 ml 14990
5./15mI TSB 0.5 ml 14990
6.| 15 ml TSB 1 ml 14990
7.125 ml TSB 0.1 ml 14990
8.|25ml TSB 0.5 ml 14990
9.125ml TSB 1 ml 14990

10.| 30 ml TSB 0.1 ml 14990
11.|30 ml TSB 0.5 ml 14990
12.|30 ml TSB 1 ml 14990

Tablo 2.8: S. epidermidis ATCC 14990 susuna ait 0D600 degerleri.
Olciimler
1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.
1.| 0.040 0.059 0.130 0.260 0.473 1.017 1.361 1.817
2.| 0426 0.506 0.789 1.248 1.693 2.184 2.388 2.612
3.| 0.778 0.962 1.425 1.816 2.125 2.508 2.596 2,747
4.| 0.073 0.165 0.410 0.850 1.330 1.872 2.075 2,301
5. 0.249 0.317 0.539 0.912 1.402 1.992 2.246 2.525
6.| 0.524 0.649 1.065 1.535 1.914 2.363 2.542 2.706
7. 0.011 0.005 0.016 0.063 0.151 0.496 0.672 1,112
8.| 0.129 0.165 0.290 0.523 0.905 1.508 1.883 2,255
9. 0.299 0.391 0.582 0.952 1.374 1.886 2.069 2,294
10.| 0.018 0.016 0.005 0.047 0.125 0.412 0.597 0,996
11.| 0.105 0.133 0.233 0.430 0.778 1.480 1.770 2,145
12.| 0.261 0.306 0.498 0.822 1.229 1.812 2.010 2,173
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Sekil 2.8 : Deney-4iin temsili gosterimi. 10-15-25 ve 30 ml’lik TSB
besiyerlerine 0.1-0.5 ve 1 ml S. epidermidis ATCC 14990 onkiiltiirii
ekildi.
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Grafik 2.5: S. epidermidis ATCC 14990 ait iireme egrilerinin birlikte
gosterimi: Ayni miktardaki besiyerlerinde farkli konsantrasyonlardaki
ekimler. 10 ml TSB’de, B) 15 ml TSB’de 0.1-0.5 ve 1 mI'lik 6n kiiltiir

ekimleri.




100.000

—e—0.011 0.005 0.016
0.063 0.151 0.496
0.672 1,112

—=—0.129 0.165 0.290
10.000 + 0.523 0.905 1.508
1.883 2,255

—4—0.299 0.391 0.582
0.952 1.374 1.886
2.069 2,294

OD600

1.000 *———T—— T T T T

14990 (0.1-0.5-
100.000 \

——0.018 0.016 0.005
0.047 0.125 0.412
0.597 0,996

—=—0.105 0.133 0.233
0.430 0.778 1.480
1.770 2,145

—4—0.261 0.306 0.498
0.822 1.229 1.812
2.010 2,173

10.000 -

OD600

Zzaman

Grafik 2.6: S. epidermidis ATCC 14990 ait iireme egrilerinin birlikte
gosterimi: Ayni besiyerinde farkli konsantrasyonlardaki ekimler. A) 25 ml
TSB’de, B) 30 ml TSB’de 0.1-0.5 ve 1 ml’'lik 6n kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.7: S. epidermidis ATCC 14990 ait iireme egrilerinin birlikte gosterimi: Farkl
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miktarlarda besiyerlerinde aym konsantrasyonlardaki ekimler. 10-15-25-30 ml
TSB’de A)0.1mlOK B)0.5mlOK C) 1 ml OK ekimleri.
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S.DENEY : S. aureus A950227 Susuna Ait Farkh Miktarlardaki Besiyerlerinde

Farkh Konsantrasyonlarda Baslayan Ureme Egrileri

4. deneyin benzeri olan bu deneyde sus olarak S. aureus A950227

kullanilmigtir. Yapilan iglemler ve deney siireci aynidir (Sekil 2.9, Grafik 2.8-2.14,

Tablo 2.9 ).
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Sekil 2.9 : Deney-5’in temsili gosterimi. 10-15-20-25 ve 30 ml’lik TSB
besiyerlerine 0.1-0.5-1-2 ve 3 mI'lik S. aureus A950277 6n kiiltiirii (OK)

ekildi.
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Grafik 2.8 : S. aureus A950227ye ait tireme egrilerinin birlikte
gosterimi: A) 10 ml TSB’de B) 15 ml TSB’de 0.1-0.5 ve 1 ml 6n
kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.9: S. aureus A950227ye ait lireme egrilerinin birlikte
gosterimi: A) 20 ml TSB’de B) 25 ml TSB’de 0.5-1-2 ve 3 ml

on kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.10 : S. aureus A950227’ye ait tireme egrilerinin birlikte
gosterimi: 30 ml TSB’de 0.5 ve 3 mI’lik 6n kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.11: S. aureus A950227’ye ait iireme egrilerinin birlikte
gosterimi: 10 ve 15 ml TSB besiyerine 0.1 ml 6n kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.12: S. aureus A950227 ye ait iireme egrilerinin birlikte gosterimi:
10-15-20 ve 30 ml TSB’de 0.5 mI’lik 6n kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.13: S. aureus A950227ye ait tireme egrilerinin birlikte
gosterimi: 10-15-20 ve 25 ml TSB’de 1 ml’lik 6n kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.14: S. aureus A950227’ye ait iireme egrilerinin birlikte
gosterimi: 20 ve 25 ml TSB’de 2 mP’lik 6n kiiltiir ekimleri.
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Grafik 2.15 : S. aureus A950227’ye ait tireme egrilerinin birlikte
gosterimi: 25 ve 30 ml TSB’de 3 ml’lik 6n kiiltiir ekimleri.
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Tablo 2.9: S. aureus A950227 susuna ait OD600 degerleri.
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

1. @ 10.1mlOK |0.021 |0.048 |0.136 |0.349 | 0.801 |1.616 |2.122 | 2.428 | 2.638|2.671
2. % 0.5ml OK | 0.073 |0.227 | 0.552 |1.228 [1.783 |2.281 |2.494 |2.614 |2.661|2.732
3. o |[1mOK |0.141 [0.343 |0.585 |0.833 |[0.937 |1.057 |1.164 |1.301 |1.409|1.563
4, 2 10.1ml OK [0.008 |0.031 |0.069 |0.168 |0.352 |0.944 |[1.429 |1.954 |2.272|2.533
5. % 0.5ml OK | 0.053 | 0.157 |0.385 |0.957 | 1.505 |2.125 |2.393 |2.562 |2.581|2.657
6. © [1mlOK |0.097 |0.277 [0.664 |1.306 |1.721 |2.223 |2.425 | 2.571 |2.594|2.667
7. @ 10.5mlOK |0.041 |0.122 |0.279 |0.721 |1.303 |1.999 |2.316 | 2.467 |2.528|2.589
8. % 1mlOK |0.075 |0.205 | 0.507 |1.148 |1.677 |2.196 |2.364 |2.487 |2.523|2.561
9. S |2ml OK |0.142 [0.391 |0.861 | 1.501 [1.936 |2.281 |2.401 |2.464 |2.502|2.571
10. 0.5ml OK | 0.031 |0.103 |0.214 | 0.589 [1.102 |1.859 [2.217 |2.381 |2.452|2.505
11.] 8 [1mIOK |0.078 |0.211 |0.518 |1.146 |1.632 |2.157 |2.318 | 2.435 |2.467|2.539
12. % 2mlOK ]0.198 [0.314 |0.636 |1.296 |1.707 |2.188 |2.317 | 2.401 |2.433]|2.501
13.] 9 [3mIOK |0.166 |0.423 |0.881 |1.452 |1.821 |2.182 |2.318 |2.399 |2.433|2.499
14.| @ 10.5ml OK [0.025 |0.071 |0.165 | 0.449 |0.846 |1.581 [2.033 |2.276 |2.375|2.441
15.| £

16. § 3m OK [0.134 |0.361 |0.765 |1.371 |1.751 |2.056 |2.245 |2.338 |2.364|2.408

2.2.6. Staphylococcal Siipernatantin (QS Sinyal Molekiillerini

Iceren Sivinin) Elde Edilmesi

Tezin/projenin en o©nemli noktalarindan biri Staphylococcal QS sinyal

peptitlerinin elde edilmesidir (Sekil 2.10). Bakteriler, iireme siirecinin lag fazinda ve

eksponansiyel faz baslangicinda minumum diizeyde sinyal molekiilii iiretmekle

birlikte, asil olarak logaritmik fazin sonlarina dogru bol miktarda sinyal molekiilii

tireterek bulunduklar1 ortama salgilamaktadir. QS mekanizmasini kullanan gram

negatif bakteriler salgiladiklar1 sinyal molekiillerini hiicre i¢ine alarak uyarilirken, bu

projede kullanilan suslar gibi, gram pozitif bakteriler sinyal molekiiliinii hiicre yiizeyi

ile algilamaktadir. Dolayisiyla siipernatanti elde ettigimiz kiiltiirtin hangi iireme

fazinda oldugu, elde edilen siipernatanttaki sinyal molekiilii miktar1 ve siipernatantin

saflig1 arastirmay1 dogrudan etkilemektedir.

Ayrica calismanin en son asamasinda, L. lactis ATCC 11454 tarafindan

tiretilen Nisinin indikator suslar iizerinde meydana getirecegi inhibisyon zonlarini

degerlendirebilmek i¢cin Staphylococcal siipernatantin icerigini son derece iyi analiz

edebilmemiz gerekmektedir. Aksi halde caligmanin asil amaci olan “cross-talk

analizi” acisindan tutarli bir sonug elde edilemeyecektir.
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A. Genel Prosediir

1.GUN:
1. Staphylococ suslarinin on kiiltiirii hazirlandi: Bunun i¢cin 10 ml TSB besiyeri 50
ml’lik steril erlene eklendi. Uzerlerine 0.1 ml bakteri ekilip 30 °C’ta 130 rpm’de

tiremeye birakild1.

2. 10 ml TSB iceren 50 ml’lik erlene Staphylococ 6n kiiltiiriinden 1 ml ekildi.

3. Belirli bir siire (iireme egrisinde belirlenen siireye gore 2-6 ve 15 saat) 30°C’ta 130
rpm’de liremeye birakildi.

4. Ureme siirecinin sonunda siv1 kiiltiir, steril falkona aktarilarak 4 °C’ta 4000 g’de
40 dk santrifiij edildi (1.Santrifiij).

5. Santrifiij sonunda olusan siipernatant alindi, pelet atildi.

6. Steril bir sirmga ve 0,22 um por caph filtre ile siipernatant filtre edildi (1.
Filtrasyon).

7. Filtre edilen siipernatant, kaynar suda 10 dk bekletildi.

8. 3 kDa’luk ultrafiltrelerle (Centricon-3) 10 °C’ta 3 saat santrifiij edildi (2.Santrifiij).
9. Olusan filtrat yeni bir falkon tiipe aktarildi.

10. Elde edilen siipernatant belirlenen stratejilerde (bkz. Bolim. 2.2.8), L lactis
ATCC 11454 susu lizerine muamele edildi.

B. Staphylococcal Siipernatantin Eldesine Yonelik Yapilan Deneyler

Yapilan caligmalarda, ilk deneyden son deneye dogru gidildikce, elde
ettigimiz siipernatant miktar1 azalmaktadir: 30 ml, 20 ml, 10 ml, 5 ml vs.. Bunun
nedeni, elde edilen staphylococcal siipernatantin, L. lactis iizerine nasil ve hangi
miktarlarda uygulanacaginin, deneyler ilerledikce belirlenmesidir. Biiyiik hacimler,
cihazlarm smirli hacmi nedeniyle zaman kaybina ve daha fazla malzeme sarfiyatina
neden olmaktadir. Bu nedenle daha kisa siirede daha kapsamli bir deney i¢in

hacimlerin kii¢iik 6l¢ekte olmasi (zaman kazanmak acisindan) onemlidir.

Yapilan deneylerde, elde edilmek istenilen siipernatant miktarinin farkli olmasinin

haricinde genel prosiidiir aynen uygulandi (Sekil 2.10).
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Staphylococcal Siipernatantlarin Elde Edilisi

St il Ortam

Staphylococcus sp. g
[Taze Kiiltiir] J &\ g \m I P Supernatant
E Hiicre
peleti

SANTRIF(UJ
4000 g, 40 dk, 4 °C

Hiicre peleti atilir

0.22 pm por
capli filtre

Filtre edilen
supernatant 10
dk. kaynatilir

Filtrasyon ‘

<

Stipernatant steril
) siringaya cekilir
Steril Ortam Steril Ortam

l

Hiicre peleti é [[Jét rafil‘trasyg]n
atilir entricon-
JL ) ﬂ\%’\) ) T‘ (3 kDa)
Steril Ortam SANTRIFUJ ) ) 4
4000 g, 40 dk, 4 °C

2

QS sinyal molekiillerini
icerdigi diisiiniilen
sunernatant

Hemen

kullanilmayacaksa
- 20’de saklanir

Sekil 2.10: Staphylococcal siipernatantlarin elde edilme asamalar1. (J ve ark., 1995’den
uyarlanmigtir.)



78

2.2.7. Staphylococcal Siipernatantta QS Siyal Peptitlerinin

Varhgimin Tespit Edilmesi

Staphylococcal siipernatantta QS sinyal peptitlerinin varligmi gostermek i¢in
iki yontem kullanilabilir. Birincisi ekstraseliiler olarak iireme ortamina salgilanan ve
hiicre sayisindaki artiga paralel olarak ortamda biriken sinyal molekiillerin dogrudan
MALDI-TOF veya MALDI-MS gibi yontemlerle tespit edilmesidir. Digeri ise sinyal
molekiillerine ait genlerle es zamanl olarak ifade edilen genlerden kodlanan delta
toksinin (proteinin) SDS-PAGE veya kromotografik yontemlerle dolayl olarak tespit
edilmesidir. Bu calismada MALDI-MS yontemi kullanilmastir.

A. MALDI-MS Yontemiyle Sinyal Peptitlerin Tespit Edilmesi

Staphylococcal siipernatantin elde edilmesi siirecinde uygulanan islem
basamaklarindan biri de sinyal molekiillerinin varligini MALDI-MS ile gostermek

lizere siipernatant numunesi hazirlamaktir (Resim 2.17).

Bu amacgla ultrafiltrasyon isleminden sonra Centricon-3 filtrelerinin alt
haznesinde olusan filtrattan 1 ml almip GYTE KIMYA A.B.D.’nda MALDI-MS
yontemiyle analiz yaptirildi. Elde edilen sonuglar Grafik 2.16-2.17-2.18-2.19’de

verilmistir.

MALDI-MS

Resim 2.17 : Ultrafiltrasyon sonucunda elde edilen Staphylococcal siipernatantlar.
Ok ile gosterilen kisimlar 3 kDa’dan kiigiik olan molekiilleri iceriyor.
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Grafik 2.16: S. epidermidis ATCC 14990’1n 16 saatlik (t3) kiiltiiriinden elde
edilen siipernatantta AIPs varligini gosteren MALDI-MS grafigi.
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Grafik 2.17: S. aureus A950227 nin 16 saatlik (t3) kiiltiiriinden elde edilen
stipernatantta AIPs varligin1 gosteren MALDI-MS grafigi.
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Grafik 2.18: S. epidermidis 1457 wt agr (+)’in 16 saatlik (t3) kiiltiiriinden elde
edilen stipernatantta AIPs varligii gosteren MALDI-MS grafigi.
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Grafik 2.19: S. epidermidis 1457 agr (-)’in 16 saatlik (t3) kiiltiiriinden elde
edilen siipernatantta MALDI-MS sonucunda AIPs varlig1 goriilmedi.

miz
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2.2.8. Staphylococcus - Lactococcus Etkilesiminin Belirlenmesi

(Quorum Sensing Cross-Talk Uygulamasi)

A. Genel Prosediir

Farkli iireme siirelerinde {iretilen Staphylococ kiiltiirlerinden, daha Once
bahsedilen yOntemle siipernatantlar elde edildi. Elde edilen Staphylococcal
stipernatantlar L. lactis ATCC 11454 susunun iiretildigi GM17 broth besiyerlerine
belirlenen farkli stratejilerde ilave edildi. Karisim halindeki bu besiyerlerinde
L. lactis ATCC 11454 bir gece iiremeye birakildi. Ureme siirecinin sonunda Nisin

aktivitesi incelendi.

Arastirma kapsaminda sinyal molekiillerinin farkli yogunluklarda elde
edilecegi Staphylococcal Kkiiltiirler i¢in her bir susun birden fazla (li¢ tane) kiiltiirii
tiretildi. Her bir susun farkli tireme siirelerinde elde edilen Kkiiltiirleri, bu kiiltiirlerden
elde edilen siipernatantlar ve bu siipernatantlarin L. lactis besiyeri ile farkli oranlarda
kombinasyonlar:1 dikkate alindiginda kiiltiir sayis1 daha da fazla olmaktadir. Yapilan
bir deneyde elde edilen Staphylococcus siipernatant cesitleri ve bunlarin GM17

besiyeri ile uygulanan kombinasyonlar1 soyledir (Sekil.22).

14990 A950227

ﬂ\ﬂ\

1.9 377 55 1.9 37 55 19 37 55 19 37 55 19 37 55 19 37 55

> 36
Agr (+) Agr (-)
1 ©2 3 tl ©2 3

1.9 377 55 19 37 55 19 37 55 19 37 55 1.9 377 55 19 37 55 1

Sekil 2.11: Uc farkli siirede elde edilen Staphylococcal siipernatantlar ve bu
siipernatantlarin GM17 besiyerine eklenme oranlar1 (ml/ml). 1) S. epidermidis
ATCC 14990, 2) S. aureus A950227 3) S. epidermidis 1457 wt agr (+)

4) S. epidermidis 1457 agr (-)
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Staphylococcal siipernatant1 L. lactis ATCC 11454 besiyerine ilave ederken
toplam hacim dikkate alinarak kombinasyon olusturuldu. Tez calismasmin baslangic
donemlerinde 20-30 ml gibi biiyilk hacimlerde kombinasyon yaparken sonraki
deneylerde bu hacim 2 veya 3 ml olarak tercih edildi. Bu hacimler dikkate
alindiginda asagidaki kombinasyonlar olusturuldu (Sekil 2.12-2.13).

Staphylococcal SPN-GM17 kombinasyonlari

AN
4 I
v v
2 ml’lik Toplam Hacim 3 ml’lik Toplam Hacim
5’li Kombinasyon 5’li Kombinasyon
SPN : GM17 (ml) SPN : GM17 (ml)
1. 05 15 1. 05 25
2. 1 1 2. 1 2
3. 15 05 3. 15 15
4. 2 0 4. 2 1
5. 0 2 5. 25 05
6. 3 0
7. O 3

Sekil 2.12: Staphylococcal siipernatant (SPN) ile L. lactis ATCC 11454
besiyeri GM 17 nin kombinasyon oranlart.

L. GRUP II. GRUP III. GRUP

0.1 ml L. lactis 0.1 ml L. lactis 0.1 ml L. lactis

1 ml SPN 0.5 ml SPN 1.5ml SPN

1 ml GM17 1.5 ml GM17 0.5 ml GM17

12 adet Falkon (15 ml) 12 adet Falkon (15 ml) 12 adet Falkon (15 ml)
V. GRUP IV. GRUP
0.1 ml L. lactis 0.1 ml L. lactis
2 ml GM17 2 ml Staph SPN
3 adet Falkon (15 ml) 12 adet Falkon (15 ml)

Sekil 2.13 : Staphylococcal siipernatant (SPN) ile L. lactis besiyeri GM17 nin
toplam 2 ml hacimde karisim kombinasyonlarinin temsili gésterimi.
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B. Staphylococcuc — Lactococcus Kombinasyonu Deneyleri

Daha once bahsedilen yontemlerle Staphylococcal siipernatantlar elde edildi
ve belirlenen kombinasyon stratejilerine (Sekil 2.12-2.13-2.14) gore L. lactis ATCC
11454 besiyeri GM17 ile karistirildi. Her bir karisitma 0.1 ml L. lactis ATCC 11454
on kiiltiirii ekilip 30 °C’ta 130 rpm’de bir gece iiremeye birakildi (Tablo 2.10). Urem
stiresi sonunda kiiltiirler 4000 g’de 4 °C’ta 40 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminin

ardindan olusan hiicre peleti atilip siipernatantlar yeni steril falkonlara alindu.

Nisin aktivitesine yonelik yapilan deneyler sonucunda en ideal yontemin
siipernatant damlatma yontemi oldugu tespit edildi. Bu nedenle, takip eden
deneylerde nokta ekim, disk ve kuyu yontemleri kullamlmadi. Indikator ekimi
olarak yayma ve softa agar yontemleri uygun olmakla birlikte benzer sonuglari
vermeleri ve daha diizgiin inhibisyon zonlarinin olugmasi nedeniyle soft agar

yontemi tercih edildi (bkz. Boliim 2.2.3).

10 ml Staphylococ_Siipernatanti __ 1 ml SPN
T KONTROL
1 ml 3ml S ml
1 ml SPN : 9 ml GM17 3 ml SPN : 7 ml GM17 5 ml SPN : 5 ml GM17
(1.9) (3:7) (5:5)
TOPLAM: - 10 ml SPN
- 36 adet tiip

Sekil 2.14: Staphylococ siipernatantlarinin GM17 besiyerine ilave edilme miktarlar1.
Yapilan ekimler Tablo 2.10’daki gibi adlandirilmistir.
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Tablo 2.10: Elde edilen Staphylococcal siipernatantlarin L. lactis ATCC 11454
besiyerine 1ilavesi ile ilgili yapilan deneylerden birine ait kombinasyonlarin
numaralandirma ve adlandirilmasz.

: 9 Oraminda karisim

. 14990 SPN1 / GM17 / L. lactis [1:9.1]
. 14990 SPN2 / GM17 / L. lactis [1:9.1]
. 14990 SPN3 / GM17 / L. lactis [1:9.1]

. A950227 SPN2 / GM17/ L. lactis [1:9.1]
. A950227 SPN3 / GM17/ L. lactis [1:9.1]

.Agr (+) SPN1/GM17/ L. lactis [1:9.1]
.Agr (+) SPN2/ GM17/ L. lactis [1:9.1]
9. Agr (+) SPN3/ GM17/ L. lactis [1:9.1]

1
1
2
3
4. A950227 SPN1/ GM17/ L. lactis [1:9.1]
5
6
7
8

10. Agr (-) SPN1/GM17/ L. lactis [1:9.1]
11. Agr (-) SPN2 / GM17 / L. lactis [1:9.1]
12. Agr (-) SPN3/GM17 / L. lactis [1:9.1]

3 : 7 Oranminda karisim

13. 14990 SPN1/ GM17 / L. lactis [3:7:1]
14. 14990 SPN2 / GM17 / L. lactis [3:7:1]
15. 14990 SPN3 / GM17 / L. lactis [3:7:1]

16. A950227 SPN1/ GM17/ L. lactis [3:7:1]
17. A950227 SPN2 / GM17 / L. lactis [3:7:1]
18. A950227 SPN3 / GM17/ L. lactis [3:7:1]

19. Agr (+) SPN1/ GM17/ L. lactis [3:7:1]
20. Agr (+) SPN2 / GM17/ L. lactis [3:7:1]
21. Agr (+) SPN3/ GM17/ L. lactis [3:7:1]

22. Agr (-) SPN1/GM17/ L. lactis [3:7:1]
23. Agr (-) SPN2 / GM17 / L. lactis [3:7:1]
24. Agr (-) SPN3/GM17/ L. lactis [3:7:1]

5 : 5 Oraminda karisim

25. 14990 SPN1/ GM17 / L. lactis [5:5:1]
26. 14990 SPN2 / GM17 / L. lactis [5:5:1]
27. 14990 SPN3 / GM17 / L. lactis [5:5:1]

28. A950227 SPN1/ GM17/ L. lactis [5:5:1]
29. A950227 SPN2 / GM17/ L. lactis [5:5:1]
30. A950227 SPN3 / GM17 / L. lactis [5:5:1]

31. Agr (+) SPN1/ GM17/ L. lactis [5:5:1]
32. Agr (+) SPN2 / GM17 / L. lactis [5:5:1]
33. Agr (+) SPN3/ GM17/ L. lactis [5:5:1]

34. Agr (-) SPN1 /GM17/ L. lactis [5:5:1]
35. Agr (-) SPN2 / GM17 / L. lactis [5:5:1]
36. Agr (-) SPN3 / GM17 / L. lactis [5:5:1]
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Yukarida numara ve adlar1 belirtilen 36 falkondan alman L. lactis
siipernatantlarinin indikator suslarmn bulundugu petrilere ekilmelerinde uygulanan
numaralandirma sistemi asagida sematik olarak gosterilmistir. Petri ve besiyeri
israfin1 onlemek ve daha az malzemeyle daha fazla gozlem yapabilmek agisindan ¢ok

sayidaki L. lactis ATCC 11454 siipernatanti, degerlendirme siirecinde en kolay

anlasilabilecek bir sistem icerisinde numaralandirilmistir (Sekil 2.15).

1.PETRI 2. PETRI 3. PETRI 4. PETRI
\ LBA-1 \‘ LBA-2 , \ LBA-3 _ J LBA-4 ,
19 37 53
SPN 1-12 SPN 13-24 SPN 25-36

Sekil 2.15 : L. lactis ATCC 11454 siipernatantinin disk,
damla ve kuyu yontemleriyle uygulanmasinda kullanilan
ekim numaralari.

1. ve 2. Petriler =» 1-12 nolu ekimler 4 Staphylococ
susunun ii¢ farkli iireme siirecinden elde edilen toplam 12
stipernatantin  GM17 besi yeri ile 1:9 oramndaki 5 PETRI
kombinasyonlar1 sonucu elde edilen L. lactis ATCC KONTROL
11454 sitipernatantlaridir.

2. ve 3. Petriler = 13-24 nolu ekimler 4 Staphylococ susunun ii¢ farkli iireme
stirecinden elde edilen toplam 12 siipernatantin GM17 besi yeri ile 3:7 oramndaki
kombinasyonlar1 sonucu elde edilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantlaridir.

3. ve 4. Petriler = 24-36 nolu ekimler 4 Staphylococ susunun ii¢ farkli iireme
stirecinden elde edilen toplam 12 siipernatantin GM17 besi yeri ile 5:5 oramndaki
kombinasyonlar1 sonucu elde edilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantlaridir.

Yukaridaki numaralandirma isleminden sonra bes petriye ii¢ farkli ekim yontemi

uyguland: (Resim 2.18-2.19-2.20).
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Resim 2.18: Uc farkli zamanda iiretilen Staphylococ Kiiltiirlerinden elde edilen
stipernatantlarin  L.lactis ATCC 11454’te Nisin iiretimine etkinin disk yontemiyle
incelenmesi. A) Disk1-9, B) Disk10-18, C) Disk19-27, D) Disk28-36 E) Kontrol. [S. aureus
A950227 susunun 5 saatlik kiiltiiriine ait siipernatant kullanilmadigi i¢in 6, 18 ve 30 nolu
diskler konulmadi]

Resim 2.19: Uc farkli zamanda iiretilen Staphylococ Kiiltiirlerinden elde edilen
stipernatantlarin L. lactis ATCC 11454’te Nisin iiretimine etkisinin damlatma yontemiyle
incelenmesi. A) Disk1-9, B) Disk10-18, C) Disk19-27, D) Disk28-36. E) Kontrol
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Resim 2.20: Uc farkli zamanda iiretilen Staphylococ Xkiiltiirlerinden elde edilen
stipernatantlarin L lactis ATCC 11454°te Nisin tiretimine etkisinin kuyu yontemiyle
incelenmesi. A) Disk1-9, B) Disk10-18, C) Disk19-27, D) Disk28-36 E) Kontrol.

Diger bir deneyde yine ayni sekilde ii¢ farkli zamanda iiretilen Staphylococ
kiiltiirlerinden ~ siipernatant elde edildi. 5°li kombinasyon (Sekil 1.12-2.13)
uygulanarak disk, damlatma ve kuyu yontemleriyle ekim yapildi (Resim 1.21-2.22-
2.23).

Resim 2.21 : L. lactis ATCC 11454°’te Nisin aktivitesinin disk yontemiyle incelenmesi.
Ug farkli iireme fazindaki Staphylococ Kiiltiiriine ait siipernatantlar  kullamlmustir.
A) ILGRUP/1, Disk-1-6 B) ILGRUP/2, Disk-7-12, C) IL.GRUP/1, Disk-13-18
D) II.GRUP/2, Disk-19-24, E) III.GRUP/1, Disk-25-30 F) III.GRUP/2, Disk-31-36,
G) V.GRUP/1, Disk-49-54, I) V.GRUP/2, Disk-55-60.
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Resim 2.22: L. lactis ATCC 11454°’te Nisin aktivitesinin damla yontemiyle incelenmesi.
Ug farkh iireme fazindaki Staphylococ Kiiltiiriine ait siipernatantlar  kullanilmustir. A)
I.GRUP/1, Disk-1-6 B) .GRUP/2, SPN-7-12, C) II.GRUP/1, SPN-13-18 D) I1.GRUP/2,
SPN-19-24, E) III.GRUP/1, SPN-25-30 F) III.GRUP/2, SPN-31-36, G)V.GRUP/1, SPN-49-
54 I) V.GRUP/2, SPN-55-60.

Resim 2.23: L. lactis ATCC 11454 ’te Nisin aktivitesinin kuyu yontemiyle incelenmesi.
Ug farkhi iireme fazindaki Staphylococ Kiiltiiriine ait siipernatantlar  kullanilmustir.
A) L.GRUP/1, SPN-1-6 B) .GRUP/2, SPN-7-12, C) IL.GRUP/1, SPN-13-18 D) I1. GRUP/2,
SPN-19-24, E) HII.GRUP/1, SPN-25-30 F) III.GRUP/2, SPN-31-36, G) V.GRUP/I,
SPN-49-54 1) V.GRUP/2, SPN-55-60.
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Yapilan diger bir deneyde Staphylococcal kiiltiirler 2, 6 ve 16 saatlik tireme
periyotlarina tabi tutulup bu siireler sonunda prosediire uygun olarak siipernatantlar
elde edildi (Dort susa ait ilicer kiiltiirden toplam 12 siipernatant). Elde edilen
siipernatantlar toplam hacim 2 ml olacak sekilde GM17 ile 5’1i kombinasyon halinde
karistirildi (12 SPN x 5 = 60 falkon). Her bir karistma 0.1 ml L. lactis ATCC 11454
ekildi. Bir gecelik iireme siireci sonunda olusan L. lactis ATCC 11454 kiiltiirleri
4000 g’de 4 °C’ta 40 dk santrifiij edildi ve siipernatantlar alindi. LB softa agar
besiyerlerinde indikatdr sus lizerine 0.5 pl damlatilarak inhibisyon zonlarinin
olusmasi i¢in 30 °C’ta bir gece iremeye birakildi. Siire sonunda olusan inhibisyon

zonlar1 incelendi (Resim 2.24-2.25-2.26).

Resim 2.24: Uc farkh iireme siiresine tabi tutulan Staphylococcal kiiltiirlere ait
siipernatantlarin 2 ml toplam hacimde (5°1i kombinasyonlu) GM17 ile karigimi
sonucunda elde edilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantlarinda Nisin aktivitesi.
Indikator sus olarak M. luteus RSKK 1123 susu kullanildi.
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Resim 2.25: Resim.20’nin tekraridir. Ug¢ farkli iireme siiresine tabi tutulan
Staphylococcal kiiltiirlere ait siipernatantlarn 2 ml toplam hacimde (5°li
kombinasyonlu) GM17 ile karisimi sonucunda elde edilen L. lactis ATCC

11454 siipernatantlarinda Nisin aktivitesi. Indikator sus olarak M. luteus RSKK
1123 kullanild.

Resim 2.26: Uc farkli iireme siiresine tabi tutulan Staphylococcal Kiiltiirlere ait
siipernatantlarin 2 ml toplam hacimde (5’li kombinasyonlu) GM17 ile karisimi
sonucunda elde edilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantlarinda Nisin aktivitesi.
Indikator sus olarak M. Iuteus RSKK 1123 susu kullanildi. Resim 2.24 ve 2.25’den
farki L. lactis ATCC 11454 besiyerine eklenen Staphylococcal siipernatantin
ultrafiltrasyon islemine tabi tutulmamis olmasidir.
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2.2.9. inhibisyon Zon caplarinin él¢iimii
Staphylococcal siipernatantin L. lactis besiyerine (GM17 Broth) farkhi
kombinasyonlarda ilavesi sonucu elde edilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantinda

Nisin aktivitesi incelendi ve asagidaki veriler elde edildi:

Tablo 2.11: L. /actis ATCC 11454 susuna ait Nisin aktivitesi sonucu olugan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm).
Ureme Ekim | Staphylococ| GM17 Deney tekran Ortalama
suresi Kodu | Stipernatanti | besiyeri| C1 | C2 | C3
o _ | 11 0.5 15 | 9| 7|8 8,00
§§§ 112 1 1 1] 11|10 10,67
g0 | 113 1,5 05 | 131212 12,33
fg 2 [ 114 2 0 5 416 5,00
- 115 0 2 15 | 15 | 14 14,67
- §_ | 211 0.5 1,5 |13 ] 12] 12 12,33
g S | 212 1 1 12 [ 12 | 11 11,67
2Q | 213 1,5 05 |12 12|11 11,67
S 2 [ 214 2 0 71317 5,67
" 215 0 2 15 | 15 | 15 15,00
. | 121 0.5 1,5 [ 1211 ] 11 11,33
§§§ 122 1 1 10 | 10 | 10 10,00
§59 | 123 1,5 05 | 8|77 7,33
SES | 124 2 o [ofo]o 0,00
o« | T [ 0 2 |14 |14 | 15 14,33
- N_ | 221 0.5 1,5 | 13]13] 12 12,67
23 | 222 1 1 10 | 10| 9 9,67
29 | 223 1,5 o5 | 7|77 7,00
% § 224 2 0 0/0]0 0,00
" 225 0 2 14 |14 | 14 14,00
o _ | 131 0.5 15 |11 [12] 12 11,67
383 [ 132 1 1 9 [11] 9 9,67
S
$59 [ 133 1,5 05 | 2|53 3,33
sE8 | 134 2 0 0o]o]o 0,00
o |7 T [ 135 0 2 [13]15] 13 13,67
- N_ | 231 0.5 1,5 | 12]13] 13 12,67
38 | 232 1 1 [ 11 ] 1 11,00
99 | 233 1,5 0.5 716 |7 6,67
S§ | 234 2 0 olo]o 0,00
» 235 0 2 13 | 15 | 13 13,67

Not: t,, t, t; = Ureme siireleri (swrasiyla, Lag fazi, Log fazi1 baslangici, Log fazi sonu)
GM17 => L. lactis besiyeri
Cy, C;, C; = Deney Tekrar sayisi



Tablo 2.12: L. /actis ATCC 11454 susuna ait Nisin aktivitesi sonucu olugan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm).

Ureme Ekim | Staphylococ| GM17 | Deney tekrar

suresi Kodu | Siipernatanti | besiyeri| C1 | C2 | C3 Ortalama
07— | 311 0.5 15 |12 ]12] 12 12,00
358 | 312 1 1 [12]12]12 12,00
Sg2 | 313 1,5 05 |12 10| 12 11,33
S5 | 314 2 0 8 | 8|8 8,00
-~ | "~ | 315 0 2 [13]13]13 13,00
e | 41 0.5 1,5
323 [ 412 1 1 [12]12] 12 12,00
£ 54 ’
39 | 413 15 05 | 9 [10] 11 10,00
Y2 | 414 2 0 8 | 8|8 8,00
® 7| a5 0 2 |13/13[13 13,00
o5 | 821 0.5 1,5 |10 ] 12 | 11 11,00
358 | 82 1 1 9 |10] 9 9,33
£:9 | 323 1,5 05 | 8|98 8,33
§§§ 324 2 0 000 0,00
~ 325 0 2 |13/13]13 13,00
e | 421 0.5 1,5 |10 | 11| 11 10,67
TS | 422 1 1 |10] 9|10 9,67
$89 | 423 1,5 05 | 8|7 |8 7,67
33§ | 424 2 0 olo]o 0,00
® 425 0 2 |13]13]13 13,00
0% | 331 0.5 1,5 |13 12 12,50
359 | 332 1 19 [10 9,50
£:9 | 333 15 05 |10 ] 10 10,00
S5g | 334 2 0 0] 0 0,00
o | 7 | 345 0 2 [13]13 13,00
= [ o _ | 431 0.5 15 |12 12 12,00
218 [ 432 1 110 [ 10 10,00
89 | 433 15 05 | 6|5 5,50
S8 | 434 2 o |o]o 0,00
® 7| 435 0 2 |13]13 13,00

Not: t,, t, t; = Ureme siireleri (swrasiyla, Lag fazi, Log fazi1 baslangici, Log fazi sonu)
GM17 => L. lactis besiyeri
Cy, C;, C; = Deney Tekrar sayisi




Tablo 2.13: L. /actis ATCC 11454 susuna ait Nisin aktivitesi sonucu olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm).

U_!'eme Ekim S_t_‘aphylococ GM1 7 . Deney tekrari Ortalama
suresi Kodu | Siipernatanti | besiyeri| C1 | C2 | C3
8o 11 0.5 1,5 6 | 6 | 7 6,33
£8Q [ 112 1 1 7 17| 7 7,00
362 113 1,5 0.5 5 7 7 6,33
SE2 | 114 2 0 o[o]o 0,00
~ | 7[5 0 2 |10]10] 9 9,67
a §_ | 211 0.5 1,5 9 | 9| 7 8,33
g S | 212 1 1 g8 | 8] 7 7,67
29 | 213 1,5 0.5 7 17| 7 7,00
$2 | 214 2 0 0]07]o0 0,00
o | 215 0 2 10 | 10| 9 9,67
w | 121 0.5 1,5 6 | 7| 7 6,67
383 | 122 1 1 6|6 | 6 6,00
N T N
869 123 1,5 0.5 4 4 3 3,67
SES| 124 2 0 0o [ o] o 0,00
~ 125 0 2 10 | 10 | 10 10,00
= §_ | 221 0.5 1,5 8 | 7 |7 7,33
20 | 222 1 1 6 | 6 | 7 6,33
29 | 223 1,5 05 | 4 | 5| 4 4,33
§ § 224 2 0 o|lo] o 0,00
% 225 0 2 10 | 10 | 10 10,00
o 131 0.5 1,5 6 | 7| 7 6,67
£8Q | 132 1 1 6 | 7| 6 6,33
869 | 133 1,5 0.5 0 0 0 0,00
SES | 134 2 0 o[ oo 0,00
o |7 [ 135 0 2 9 [ 10 ] 10 9,67
- §_ | 231 0.5 1,5 717 |7 7,00
23 | 232 1 1 5 | 7| 7 6,33
29 | 233 1,5 05 [ 00| o 0,00
S8 | 234 2 o] 0] o0 0,00
a
» 235 0 9 | 10 | 10 9,67

Not: t,, t, t; = Ureme siireleri (swrasiyla, Lag fazi, Log fazi1 baslangici, Log fazi sonu)
GM17 => L. lactis besiyeri
Cy, C;, C; = Deney Tekrar sayisi
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Tablo 2.14: L. /actis ATCC 11454 susuna ait Nisin aktivitesi sonucu olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm).

Ureme Ekim | Staphylococ| GM17 | Deney tekrari Ortalama
suresi Kodu | Siipernatanti | besiyeri| C1 | C2 | C3
8 | 31 0.5 15 |8 |7 |7 7,33
2 §§ 312 1 1 71 9|8 8,00
§ 29| 313 1,5 0.5 7 |6 | 7 6,67
23| 314 2 0 |8 |45 5,67
- |a 315 0 2 0] 9| 9 9,33
= |8 _| a1 0.5 1,5
g 3| a2 1 1 8 | 7|7 7,33
E §§ 413 1,5 0.5 5 | 5|6 5,33
28| 4 2 0 3| 4| 4 3,67
@ 415 0 2 10] 9| 9 9,33
g | 321 0.5 1,5 | 8 |9 |8 8,33
g §§ 322 1 1 6| 6| 6 6,00
S %g 323 1,5 0.5 4 | 5|5 4,67
355 34 2 0 0l0]o0 0,00
N |6 325 0 2 9|88 8,33
- § 5 | 421 0.5 15 | 6 | 7| 6 6,33
2 < = | 422 1 1 5| 6 |5 5,33
§ § 423 1,5 0.5 0]o0]o0 0,00
3z | 424 2 0 0] 010 0,00
5 | 425 0 2 9 | 8| 8 8,33
S | 331 0.5 1,5 | 6|6 |5 6,00
233 33 1 1 |3 |4]|3 3,50
£ %g 333 1,5 05 | 0|0 ] o0 0,00
355|334 2 0 0 0,00
© |4 345 0 2 8 | 8|8 8,00
= 18 _| a3 0.5 15 | 8 | 8| 7 8,00
g 3| a32 1 1 516 |6 5,50
S §3 433 1,5 0.5 olo0o]o 0,00
73| 434 2 0 |ofo0]oO 0,00
¥ 435 0 2 8 | 8| 8 8,00

Not: t,, t, t; = Ureme siireleri (swrasiyla, Lag fazi, Log fazi1 baslangici, Log fazi sonu)
GM17 => L. lactis besiyeri
Cy, C;, C; = Deney Tekrar sayisi
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Tablo 2.15: L. /actis ATCC 11454 susuna ait Nisin aktivitesi sonucu olusan

inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm).
Ureme Ekim | Staphylococ | GM17 | Deney tekrai
suresi Kodu | Siipernatanti | besiyeri | C1 | C2 | C3 | Ortalama
Py 111 0.5 1,5 | 98|09 8,67
2838 | 112 1 1 9 |10 8 | 900
ST
géfﬁ 113 1,5 0.5 9819 8,67
SE2 | 114 2 0o |8|9[8]| 833
- 115 0 2 131313 | 13,00
- §_ 211 0.5 1,5 |12[13 12| 1233
29 212 1 1 1010 9 9,67
<
2@ 213 1,5 05 |11 11|11 11,00
S8 |21 2 0 |10/9 8| 900
3 215 0 2 131313 | 13,00
" 121 0.5 1,5 |11 [11 |11 ] 11,00
a_ -
383 | 122 1 1 |10]10|10| 10,00
géfﬁ 123 1,5 0.5 |10]|10] 10 10,00
SE8 | 124 2 0 [7|5|5]| 567
o 125 0 2 111010 10,33
= N_ 221 0.5 1,5 1211 |11] 1133
29 222 1 1 9 /9|9 9,00
fo 223 1,5 05 |11[12]12| 11,67
S§ | 2u 2 0o |8|8[8]| 800
“ 225 0 2 1310 10| 11,00
o 131 0.5 1,5 | 111212 11,67
=)
383 | 132 1 1 10]10]10 | 10,00
362 133 1,5 05 [12]12]12| 12,00
O
§;§ 134 2 0 0ololo 0,00
© 135 0 2 919109 9,00
= S _ 231 0.5 1,5 109 |9 9,33
(v
gg 232 1 1 111111 11,00
a® 233 1,5 05 | 9 [10]10 9,67
S§ | 2% 2 0 | 7|66 000
% 235 0 2 919109 9,00

Not: t,, t, t; = Ureme siireleri (swrasiyla, Lag fazi, Log fazi1 baslangici, Log fazi sonu)

GM17

=> L. lactis besiyeri

Cy, C;, C; = Deney Tekrar sayisi
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Tablo 2.16: L. /actis ATCC 11454 susuna ait Nisin aktivitesi sonucu olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari (mm).

U__remg Ekim S_t_‘aphylococ GI\{I17. Deney tekrai Ortalama
suresi Kodu | Siipernatanti | besiyeri| C1 | C2 | C3
o7 311 0.5 15 |9]9]9 9,00
353[ 312 1 1 [t [11]11 ] 11,00
£59| 313 15 05 |13 9 7,33
52| 314 2 o |13 4,33
oY=
- 315 0 2 9 /8|8 8,33
= e | 411 0.5 15 |11 ]11] 11 11,00
SUIIEE 1 1 12 | 12| 12 12,00
39| 413 1,5 05 |9 9 6,00
X2 414 2 0 0 0,00
® 7 415 0 2 9|88 8,33
a5 | 321 0.5 15 | 9 |10]10 9,67
3 53] 822 1 1 |9lo]|s 8,67
$:%| 323 15 05 |10]10] 10 10,00
§§§ 324 2 0 10 | 12 | 11 11,00
~ 325 0 2 121112 11,67
= o | 421 0.5 15 |13 433
§§§ 422 1 1 10|98 9,00
S59| 423 1,5 0.5 0,00
SYQ| 424 2 0 7|8 5,00
¢ = ’
425 0 2 12 [ 11| 12 11,67
2% | 331 0.5 15 | 9]9]9 9,00
£59] 832 1 1 11 | 11 ] 10 11,00
Sg2| 333 15 05 |11]12[10 11,50
Egg 334 2 0 0,00
o =7 345 0 2 10909 9,50
= o | 431 0.5 1,5 9 9,00
§§§ 432 1 1 12 | 11 | 11 11,50
SS9 433 15 05 |10]10] 10 10,00
33 Q| 434 2 o |10]9]s 9,50
® 7 435 0 2 [10] 9]0 9,50

Not: t,, t, t; = Ureme siireleri (swrasiyla, Lag fazi, Log fazi1 baslangici, Log fazi sonu)
GM17 => L. lactis besiyeri
Cy, C;, C; = Deney Tekrar sayisi
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

i. Bakteri suslari: Tez calismasi kapsaminda kullanilan, Ozellikle
Staphylococcus cinsine ait, suslarin Ozellikleri sonuglarin degerlendirilmesinde
onemli bir dayanak teskil etmektedir. Ciinkii “cross-talk” etkisini belirlemek icin
gosterge olarak, Nisin aktivitesinden kaynaklanan “inhibisyon zonlar” nin ¢aplari
dikkate alinmistir. Yapilan deneyler, Nisin liretiminin artmasi veya azalmasinda,
Staphylococcal QS sinyal molekiillerinin etkisini Olcecek sekilde tasarlanmigtir.
Dolayisiyla elde edilen Staphyloccoccal siipernatantlarda bir yandan QS sinyal
molekiillerinin  varhiginm, diger yandan Staphylococ tiirlerine ait cesitli
ekzoproteinlerin  siipernatantta bulunmadiginin deneysel olarak gosterilmesi,
sonuglarin  “QS sinyal molekiilleri’ne bagli olarak degerlendirilebilmesi ig¢in

yapilmasi zorunlu bir islemdir.

Staphylococcus cinsinde QS mekanizmasiyla ilgili olan, diger bir ifadeyle QS
sinyal molekiillerinin iiretimi i¢in gerekli olan, genetik bilgiyi tasiyan genler, “agr
operonu’’nda yer almaktadir. Bu operonun aktivasyonu, bakteri kiiltiiriindeki hiicre
yogunluguna paralel olarak gerceklesmektedir; lag fazinda minimum diizeyde ifade
edilirken log fazin baslamasiyla birlikte ge¢ log fazina dogru giderek daha fazla ifade
edilir. Dolayisiyla tiremenin baslangicindan duragan faza dogru ortama salgilanan
QS sinyal molekiilii miktar1 giderek artar. Eger agr operonu mutasyona ugrayacak
olursa (dogal veya yapay mutant suslarda) yukarida agiklanan durum
gerceklesmeyecek ve teorik olarak tiremenin hangi safthasindan alinirsa alinsin (lag
faz1 , log faz ve duragan faz) Staphylococcal siipernatantta QS sinyal molekiillerine

rastlanilmayacaktir.

Bu acidan bakildiginda, Staphylococcus cinsine ait S. epidermidis 1457 wt
agr (+) susunun pozitif kontrol olarak, agr lokusunun tamamen delesyonu ile
olusturulan S. epidermidis 1457 agr (-) susunun ise negatif kontrol olarak
kullanilmasi sonuglarin giivenilirligi agisindan 6nemlidir. Normalde Staphylococcal
sinyal molekiillerinin siipernatanttaki varligt MALDI-MS, MALDI-TOF, HPLC,
SDS-PAGE gibi yontemlerle dogrudan veya dolayli olarak tespit edilmesi

gerekirken, elimizde agr (+) ve agr (-) suslarin bulunmasi sayesinde sinyal
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molekiillerinin analizi yapilmasa bile sonuclarin degerlendirilmesi teorik olarak

miimkiin goriinmektedir.

Ancak yapilan deneylerde, agr (+) ve agr (-) suslar arasinda teorik olarak
beklenen farkli etkiler yeterli diizeyde gozlenememistir. Tez kapsaminda, teorik
stratejide herhangi bir eksiklik goriilmemesine karsmn, pozitif ve negatif suslar
arasinda beklenen farkliligin yetersiz diizeyde olmasi, bu ¢alismanin daha kapsamli
bir sekilde, mekanizmasinin molekiiler temellerine inerek, daha hassas kontroller

dikkate alinarak yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

S. epidermidis ATCC 14990 ve S. aureus A950227 suslar1 hem teorik hem de
pratik olarak beklenen ihtimaller cergevesinde sonuglar vermistir. Ancak bu suslarda,
on denemeler siirecinde agr lokusunun aktivitesinin ¢esitli yontemlerle (delta-toksin
tiretimi, biyofilm olusumu vs. ile) dogrulanmasi, elde ettigimiz sonuglarin dolayl

olarak daha giivenilir olmasini saglamaktadir.

L. lactis ATCC 11454 susunun, Nisin iiretme kapasitesine sahip oldugu 6n
denemeler siirecinde gosterilmistir. Dolayisiyla normal sartlarda (sadece GM17
besiyerinde) tiretilen Nisin miktar1 ve buna bagl olusan inhibisyon zonlar1 kontrol
olarak degerlendirilmistir. Sadece GM17 besiyerinde iiretilen L. lactis ATCC 11454
kiiltiiriinden elde edilen siipernatantin olusturdugu inhibisyon caplarina bakilarak,
Staphylococcal siipernatant eklenmis GM17 besiyerinden elde edilen L. lactis ATCC
11454 siipernatantinin olusturdugu inhibisyon zonlarinda “artig” veya “azalis”

durumlar1 degerlendirilmistir.

Nisin genis bir etki spektrumuna sahip oldugu icin ¢ok cesitli cins ve tiirler bu
antibiyotikten etkilenmektedir. Tez/Proje caliymasinin baslangic donemlerinde (6n
denemler siirecinde) indikator sus olarak elimizde mevcut bulunan S. epidermidis,
L. mesenteriodes, M. luteus suslar1 kullanildi. Daha sonraki deneylerde ticari olarak
alman Lactobacillus plantarum ATCC 8014 ve Micrococcus luteum RSKK 1123
kullanildi. Yapilan son deneylerde ise sadece M. luteun RSKK 1123 kullanildi. Bu
sayede bir yandan indikator sus sayisina bagl olarak asir1 derecede artan deneysel
islem basamaklar1 minimum ve yeterli diizeye indirildi, diger yandan indikator suslar
arasinda, sadece, Nisine kars1 en duyarl olan sus kullanilarak daha giivenilir sonuglar

elde edildi.
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ii. Ureme egrileri. Staphylococcal iireme egrilerini belirlemeye yonelik
yapilan deneyler sonucunda bakterilerin lag fazi, eksponansiyal faz baslangici ve
sonu olmak iizere farkl hiicre yogunluklarin elde edecegimiz siireler belirlendi. Elde
edilen veriler dikkate alinarak ve Staphylococcal siipernatantlarn eldesine yonelik
caligmalarda ihtiya¢ duyulan siipernatant miktarma bagli olarak besiyeri miktari,
besiyerine ekilen On Kkiiltiir miktar1 ve iireme siireleri belirlendi. Bu hesaplamalar

yapilirken ¢caligmanin siirdiiriildiigii laboratuardaki mesai siireleri de dikkate alind1.

Ornegin, 35 ml TSB besiyerine ii¢ farkli noktadan numune almak amaciyla
0.5 ml 6n kiiltiir ekildi. Ekimin yapildig1 anda S. epidermidis ATCC 14990, S. aureus
A950227, S. epidermidis 1457 wt agr (+) ve S. epidermidid 1457 agr (-) suslarina ait
hiicre yogunluklar1 (ODggp) sirasiyla 0.050, 0.058, 0.026, 0.041 olarak ol¢iildii. Lag
fazindan numune almak amaciyla ilk grup (t;) 2 saatlik iireme periyoduna tabi
tutuldu ve siire sonunda elde edilen hiicre yogunluklar1 sirastyla 0.136, 0.291, 0.305
ve 0.693 olarak 6l¢iildii (Tablo 3.1). Bu degerler iireme egrileri dikkate alindiginda
lag fazma karsilik gelmektedir.

Eksponansiyal fazin baslangicindan numune almak i¢in aym sekilde 35 ml
TSB besiyerine 0.5 ml on kiiltiir ekildi ve 6 saat (tp)iiremeye birakildi. Ik ekim
aninda alinan ODgg degerleri sirasiyla 0.031, 0.031, 0. 095 ve 0.149 olarak 6l¢iildii.
Ureme siirecinin sonunda alman ODgg degerleri ise 1.855, 1.946, 1. 753 ve 1. 870
olarak ol¢iildii (Tablo 3.1). Bu veriler de daha Once belirlenen iireme egrilerinde

eksponansiyal fazin ortalarina denk gelmektedir.

Son olarak eksponansiyel fazin sonlarina dogru numune almak i¢in ayni
sekilde 35 ml besiyerine 0.5 ml on kiiltiir ekildi. Ekim aninda alinan ODgg degerleri
sirastyla  0.021, 0.021, 0.011 ve 0.017 olarak belirlendi. 16 saatlik (t3) iireme
periyodu sonunda alinan numunelerde ODgop degerlerinin 2.090, 2.481, 2.402 ve
2.345 oldugu tespit edildi (Tablo 3.1). Bu degerlerde log fazimin sonuna gelindigini

ve duragan faza dogru gidildigini géstermektedir.

Bu verilere dayanarak elde ettigimiz Staphylococcal siipernatantlardan birinci
grupta minimum diizeyde QS sinyal peptitleri bulunurken, ikinci ve iigiincii grupta

bu molekiillerin goreceli olarak ¢cok daha fazla bulunacagi 6n goriildii (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Sipernatant elde edilen Staphylococcal kiltirlerin ekim
aninda ve Ureme surelerinin sonunda belirlenen OD600 degerleri.

1 Bakteriler KOD 0D600
to t1/t2/t3
S. epidermidis ATCC 14990 11 0.050 | 0.136
t S. aureus A950227 21 0.058 | 0.291
S. epidermidis 1457 wt 31 0.026 | 0.305
S. epidermidis 1457 agr (-) 41 0.041 0.693
S. epidermidis ATCC 14990 12 | 0.031 1.855
t2 S. aureus A950227 22 | 0.031 1.946
S. epidermidis 1457 wt 23 | 0.095 | 1.753
S. epidermidis 1457 agr (-) 24 | 0.149 1.879
S. epidermidis ATCC 14990 13 | 0.021 2.090
3 S. aureus A950227 23 | 0.021 2.481
S. epidermidis 1457 wt 33 | 0.011 2.402
S. epidermidis 1457 agr (-) 43 | 0.017 | 2.345

Staphylococcal iireme egrilerini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde
besiyeri miktari, t, aninda besiyerine ekilen On kiiltiir miktari, baslangic ODgoo degeri
gibi degiskenlerin etkisini belirlemeye yonelik stratejiler uygulandi. 25 ml TSB
besiyerine 3 ml Staphyloccocus ©On kiiltiirii 8:1 oraninda ekilerek iireme
baslatildiginda, hemen hemen hi¢ lag fazi1 goriilmeden ortalama 9 saat sonra duragan
faza ulasildi. Bu grafikler dikkate alindiginda 2-5 ve 8 saatlik kiiltiirlerden alinacak
stipernatantlarda farkli konsantrasyonlarda QS sinyal molekiillerinin elde edilecegi

anlasilmaktadir.

Benzer sekilde yapilan diger bir deneyde, 30 ml TSB besiyerine 1 ml 6n
kiiltiir ekilerek iireme baslatildi. Bu deneyde ekim orani bir 6nceki deneyden farkl
olarak 30:1, besiyeri miktar1 ise 30 ml’dir. Bu sartlar altinda elde edilen iireme
egrilerinde ortalama 3 saatlik bir lag fazi, 12 saat siiren eksponansiyal faz ve 16.
saatten sonra ulagilan duragan faz siireleri belirlendi. Iki deney dikkate alindiginda t,
anindaki besiyeri/On kiiltiir oraninin ayn1 susa ait iireme periyodunda goriilen benzer
evrelere farkl siirelerde ulasilabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak bu deneylerde
besiyeri miktarinin ve baslangic ODggo degerinin etkisini yorumlamak miimkiin

degildir.
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Baslangic ODgop degerinin iliremeye etkisini belirlemek amaciyla sadece
S. epidermidis ATCC 14990 susu ile deney yapild1 (bkz. sf.59-60, Grafik 2.3) . Bu
deneyde 25 ml besiyerine ekim (t,) aninda ODggo degerleri sirasiyla 0.1 , 0.3, 0.5,
0.7 ve 0.9 olacak sekilde on kiiltiir ekildi. Bes kiiltiirde de yaklasik 1 saatlik lag fazi
goriildii. Uremenin baslangicinda benzer durum sergilemelerine ragmen log faz ve
duragan faz siirelerinin farkli oldugu gozlendi. ODggp 0.1 degeriyle baslayan iireme
egrisi 7 saatten sonra halen log fazinda goriiliirken, diger kiiltiirlerde, sirasiyla,
duragan faza dogru daha fazla bir egilim goriildii. Dolayisiyla belirli miktardaki bir
besiyerinde ilireme evrelerine daha kisa siirede ulagsmak i¢in iiremeyi daha yiiksek

ODgoo degerlerinde baglatmak gerektigi belirlendi.

Ureme siirecinde, besiyeri ve On kiiltiir miktarlarmin, bununla beraber
besiyeri/on kiiltiir oraninin etkisini belirlemek amaciyla S. epidermidis ATCC 14990
ve S. aureus A950227 suslarmna ait tireme egrileri belirlendi. S. epidermidis ATCC
14990 ile yapilan deneyde (bkz. sf. 64-66, Grafik 2.5-2.6-2.7) 10-15-25 ve 30 ml
olmak iizere farkli miktarda dort besiyeri kullanild1 ve 0.1-0.5-1 ml olmak iizere ii¢
farkli miktarda on kiiltiir ekimi yapildi. Burada bir yandan besiyeri miktar: artarken,
diger yandan ekilen on kiiltiir miktar: arttirildi. Dolayisiyla grafikler iki farkli agidan
degerlendirilebilir; 6rnegin, 10 ml besiyerine ekilen on kiiltiir miktar arttirilirsa (0.1-
0.5-1 ml) tireme siireci nasil etkilenir? (Ayn1 sekilde 15-25 ve 30 ml besiyerlerinde
durum ne olur?) veya 0.1 ml on kiiltiir 10-15-25 ve 30 ml besiyerine ekilirse iireme
stireci nasil etkilenir? (Aym sekilde 0.5 ve 1 ml 6n kiiltiir ekilirse durum ne olur?).
Bu deneylerde elde edilen sonug¢lar, daha dnce elde edilen verilere paraleldir: Her bir
besiyeri tek tek dikkate alinacak olursa 6n kiiltiir miktar1 0.1-0.5 ve 1 ml olarak
arttirlldik¢a lag fazi siiresi kisalmig, log fazinin egimi azalmis ve duragan faza daha
erken siirede ulasilmistir. Orne@in 25 ml besiyerinde 0.1 ml 6n kiiltiir ekildiginde 4
saatlik bir lag fazi1 goriiliirken, 0.5 ml 6n kiiltiir ekildiginde bu siire 1 saate inmekte,
1 ml 6n kiiltiir ekildiginde ise hemen hemen hi¢ goriilmemektedir. Ayn1 besiyerinde
Log fazina bakildiginda, 6n kiiltiir miktar1 arttikca egim giderek azalmakta ve
duragan faza daha erken ulasilmaktadir (Grafik 2.6-A).

Ayn1 durumlar besiyerinin arttirilmasiyla da elde edilmistir. Ornegin, 0.1 ml
on kiiltiir, swrasiyla 10-15-25 ve 30 besiyerlerine ekildiginde 10 ml besiyerinde
dogrudan log faza gecilirken, 15 ml besiyerinde yaklasik 1 saatlik lag fazindan sonra
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log fazmna gecildigi, 25 ve 30 ml besiyerlerinde ise lag fazmin 4-5 saat siirdiigii
gozlendi (Grafik 2.7-A). Ekilen 6n kiiltiir miktar1 0.5 ve 1 ml oldugunda lag fazi
stiresi giderek azalmis ve daha az egime sahip log faz goriilmistiir (Grafik 2.7-B ve
C). Bu deney de bize, daha oncekileri destekleyerek, besiyeri miktar1 ile 6n kiiltiir
oranimi ayarlayarak iireme siirecindeki belirli evrelerin farkli siirelerde elde
edilebilecegini gostermistir. Ancak besiyeri/on kiiltiir oranlarin1 bu deneyde
kargilagtirmamiz miimkiin degildir. Ciinkii 10 ml besiyerindeki oranlar 100:1, 50:1
ve 10:1, 15 ml besiyerindeki oranlar 150:1, 30:1 ve 15:1 vs. seklinde farkl oranlar
olup sadece goreceli olarak artisi-azalist yansitmaktadir. Bu nedenle S. aureus
A950227 susuyla yapilan deneyde sayisal olarak karsilastirma yapacak seklide

benzer oranlar belirlendi.

S. aureus A950227 susu ile yapilan deneyde 10-15-20-25 ve 30 ml besiyerleri
kullanild1 ve 0.1-0.5-1-2 ve 3 ml on kiiltiir ekimleri yapildi. Bu deneyde elde edilen
veriler ile S. epidermidis ATCC 14990 ile elde edilen veriler benzerdir. Farkli olarak
burada besiyeri/on kiiltiir oranlarinin iireme {izerindeki etkilerini karsilastirmak
miimkiindiir. Ornegin, 10 ml besiyerine 1 ml &n kiiltiir, 20 ml besiyerine 2 ml 6n
kiiltiir ve 30 ml besiyerine 3 ml 6n kiiltiir ekildiginde hem besiyeri miktarinin hem
de on kiiltiir miktarinin farkli olmasima ragmen besiyeri/on kiiltiir oran1 her ticiinde
de 10:1’dir. Dolayisiyla bu ii¢ besiyerini karsilastirmak suretiyle, tez caligmasinin
ileri asamalarinda Staphylococcal siipernatant elde edilirken gerekli olan besiyeri
miktart ne olursa olsun besiyeri/on kiiltiir oranini ayarlayarak ilgili iireme fazlarimi
istenilen siirelerde yakalamamiz miimkiin oldu. Sadece 10:1 oranindaki ekimler
dikkate alindiginda her {i¢ kiiltiire ait egriler hemen hemen ayn1 yapiya sahiptir. Bu
da gosteriyor ki besiyeri/on kiiltiir orani sabit oldugu siirece ilireme egrisi ayni
kalacaktir. Bu bilginin Onemine ileride (siipernatant elde etme asamasi

degerlendirilirken) deginilecektir.

iii. Staphylococcal siipernatantlarin elde edilmesi. Tez calismasinin en
kritik noktalarindan biri de Staphylococcal siipernatantlarin elde edilme yontemidir.
Ciinkii tezin asil amact olan QS-CT analizini yapabilmemiz bu siipernatantlardaki

sinyal molekiillerinin varligina ve miktarma baglidir.
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Deneysel olarak elde edilen siipernatantin miktart da ¢cok onemlidir. Ciinkii
istenilen nitelikte staphylococcal siipernatantlar tireme egrileri dikkate almarak elde
edilse bile, L. lactis besiyerine (GM17’ye) farkli kombinasyonlarda ilave
edileceginden siipernatantin gereken miktardan az olmasi deneyin eksik yapilmasina
neden olacaktir. Burada hangi kombinasyonlarin kullanilmasi gerektigini ve bu
kombinasyonlara baglh olarak Staphylococal siipernatanttan hangi miktarlarda elde
edilmesi gerektiginin belirlenmesi tez ¢alismasiin baslangicinda karsimiza g¢ikan
onemli soru(n)lardan biriydi. Bu noktada sabit ve giivenilir bir sistem olusturmak
amactyla yukarida bahsedilen tireme egrilerini belirlemeye yonelik cesitli deneyler
yapilmistir. Dolayisiyla deneyin yapilacagi siire ve kombinasyon igin gerekli
slipernatant miktar1 goz Oniine alinarak Staphylococ suslarinin iiretilecegi besiyeri

(TSB) miktarilar1 ve bu besiyerlerine ekilecek on kiiltiir miktarlar1 ayarlanmastir.

Staphylococcal siipernatantlarda elde edilmek istenen molekiiller QS sinyal
peptitleridir. Ancak Staphylococcus cinsine ait tiirlerde, ozellikle S. aureus
A950227°de, cok sayida ekstraseliiler proteinler salgilanmaktadir. Dolayisiyla
L. lactis ATCC 11454 tizerindeki etkinin QS sinyal molekiillerinden mi yoksa bu
ekstraseliiler proteinlerden mi kaynaklandig1 kesin olarak ortaya konulmalidir. Bu
amagla, 3 kDa por caph Centricon-3® ultrafiltreler kullanilarak biiytik yapili
ekstraseliiler proteinler ile ortalama 1000 dalton molekiiler agirliga sahip
Staphylococcal QS sinyal molekiilleri birbirinden ayrildi. Dolayisiyla (6n denemeler
hari¢) L. lactis ATCC 11454  besiyeri GM17’ye eklenen Staphylococcal

stipernatantlar sadece 1000 Da’dan kii¢iik molekiilleri icermektedir.

iv. Staphylococcal siipernatantlar ve QS sinyal peptitlerin bu
siipernatanttaki varhgi. Calisma sonunda iki genus arasinda QS mekanizmasi
acisindan pozitif veya negatif korelasyon olup olmadigmi degerlendirebilmek icin
staphylococcal siipernatantlarda QS sinyal peptitlerinin kalitatif ve kantitatif olarak
tespit edilmesi gerekmektedir. Yukarida tireme egrileri yardimiyla elde ettigimiz
sonuglar bu yonde atilan ilk adimdir. Ciinkii sinyal molekiillerinin siipernatanttaki
varligi/miktar1 Kkiiltiirtin  hangi iireme fazinda olduguna baghdir. Dolayisiyla
slipernatant1 elde ettigimiz iireme faz1 (lag fazi, log faz baslangici ve log faz sonu)

teorik olarak siipernatanttaki sinyal molekiilii konsantrasyonunu yansitmaktadir.
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Ayn1 zamanda MALDI-MS, MALDI-TOF gibi yontemlerle de siipernatanttaki sinyal
peptitlerinin molekiil agirliklarini yakalamak veya bu molekiillerle es zamanlh ifade
edilen delta toksini SDS-PAGE yontemiyle tespit etmekde miimkiindiir. Bu
caliymada sadece MALDI-MS yontemiyle dogrudan sinyal molekiillerinin varlig:
tespit edildi. Teorik olarak hesaplanan QS sinyal molekiillerinin molekiiler agirliklar:
olan 1034, 1034 ve 1108 Da degerleri MALDI-MS analiziyle belirlendi ve bu
verilere gore, sirasiyla, pozitif kontrol S. epidermidis 1457 wt agr (+), S. epidermidis
ATCC 14990 ve S. aureus A950227 siipernatantinda teorik olarak bulunmasi
beklenen QS sinyal molekiillerinin var oldugu belirlendi. S. epidermidis 1457 wt agr
(+) susunun agr lokusunun delesyonuyla olusturulan S. epidermidis 1457 agr (-)
susunda ise beklenen degerlerin goriilmemesi bu susa ait siipernatantta QS sinyal
molekiillerinin bulunmadigmi ortaya koymaktadir. Bu veriler daha sonra yapilan
inhibisyon deneylerinde zon caplarimi degerlendirmek ve QS mekanizmasiyla

iliskilendirmek agisindan temel dayaklardir.

Bu verilerin giivenilirligini azaltan, diger bir ifadeyle ¢calismanin bu noktada
zayif kalan tarafi MALDI-MS ve SDS-PAGE yontemlerinde kullanilmak iizere
alman numunelerin yeterli derecede saf olmama ihtimali ve bu yontemlerde orjinal
pozitif kontrollerin temin edilememesidir. QS sinyal peptitlerin varligini tespit etmek
icin yapilan analizlerde kontrol grubu olarak iki iirline ihtiya¢ vardir: Birincisi,
MALDI-MS yonteminde kontrol olarak kullanilacak olan saf halde Staphylococcal
QS sinyal peptitleri, ikincisi SDS-PAGE yonteminde kontrol olarak kullanilacak olan
delta toksindir.

Bu calismada iki kontrol de kullanilmadi. Bunun nedeni delta-toksinin ticari
olarak satilan bir iirlin olmamasi, 6zel iiretiminin bu caliymanin biitgesini fazlasiyla
asmasi, bununla beraber QS sinyal molekiillerinin {iretiminin giintimiizdeki
tekniklerle oldukca zor olmasi, ticari olarak bulunamamasi ve yetkili kisiler
tarafindan temin edilse bile beraberinde ciddi bir maliyet getirmesi nedeniyle tedarik

edilememesidir.

Bu nedenle sadece MALDI-MS yontemiyle dogrudan sinyal molekiilii analizi

yapilmis ve bu analizde agr (+) ve agr (-) suslar dikkate alinmistir. Konuyla ilgili
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ileride yapilacak daha genis biitceli arastirmalarda ¢aliymanin bu yonii tamamlanirsa

sonuclarin giivenilirligi daha da artacaktir.

v. Staphylococcuc - Lactococcus kombinasyonu. Staphylococcus
sipernatantlar1 ile L. lactis ATCC 11454 besiyeri GM17’ nin hangi oranlarda
karistirilacagr yapilan 6n denemeler sonucunda belirlendi. Caligmanin baslangic
donemlerinde 15 ml Staphylococcus siipernatanti1 ile 15 ml GM17 besiyeri 1:1
oranmda karistirildi. Toplam hacmin 30 ml oldugu bu deneylerde 50 ml’lik falkon
tiipler kullanildi. Ancak s6z konusu hacimler caliymanin amac i¢in oldukga fazla
olup, hem mevcut cihazlarin daha uzun siire kullanilmasina hem de ciddi bir madde
sarfiyatina neden olmustur. Bu nedenle caligmanin baslangic demlerinden sonlarina
dogru bu kombinasyonlar i¢in kullanilan hacimler giderek azalmistir (30-20-10-5-3-2
ml). Ciinkii Nisin aktivitesini gozlemlemek icin kullanilan L. lactis ATCC 11454
stipernatantinin miktar1 25-20-2-1 veya 0.5 pl’dir. Bu nedenle toplam kombinasyon

hacminin 2 ml olmasi fazlasiyla yeterlidir.

Yukarida belirtildigi gibi, Staphylococcal siipernatant-GM17 besiyeri
kombinasyonlarinda hangi miktarlarmm kullanilmas: gerektigi noktasinda dikkate
alman faktorlerden biri, indikator sus iizerine damlatilacak (yada disk kuyu
yontemiyle eklenecek) toplam L. lactis ATCC 11454 siipernatantinin miktaridir.
Diger bir faktor ise Staphylococ siipernatant1 ile GM17 besiyerinin hangi oranlarda
karistirilacagidir. Ornegin 3 ml toplam hacimde siipernatant/GM17 oranlar1 0.5:2.5,
1:2, 1.5:1.5, 2:1, 2.5:0.5, 3:0 ml olacak sekilde ayarlanirsa 10.5 ml
(0.5+1+1.54+2+2.5+3= 10.5 ml) Staphylococcus siipernatant1 gerekir. Eger 2 ml
toplam hacim tercih edilir ve karistm oranlar1 0.5:1.5, 1:1, 1.5:0.5, 2:0 ml olacak
seklide ayarlanirsa gerekli olan Staphylococ siipernatant miktar1 5 ml olacaktir. Ayni
zamanda siipernatanttaki QS sinyal molekiillerinin varligmi tespit etmek amaciyla
MALDI-MS veya SDS-PAGE gibi yontemlerde kullanilmak tizere 1’er ml ayirmak
gerektigi dikkate alinacak olursa bir deney icin gerekli olan Staphylococcal
stipernatant miktar1 12.5 veya 7 ml olacaktir.

Bu calismada, daha once belirtildigi gibi, toplam kombinasyon hacmi i¢in

baslangicta 30-20-15 ml gibi biiyilk hacimler kullanildi. Ancak 6n denemeler
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sonucunda L. lactis ATCC 11454 besiyerinin toplam hacmi 3 ve 2 ml olacak sekilde

miktarlar belirlendi.

Staphylococcal siipernatantlarin L. lactis ATCC 11454 iizerine muamelesi
sonucunda elde edilen inhibisyon zonlarinin ¢aplari incelendiginde, L. lactis ATCC
11454’tin Nisin  iretim  kapasitesinde azalma  goriildii.  Staphylococcal
siipernatantlarin elde edilme yontemleri ve bu yontemler kullanilarak elde edilen
veriler dikkate alindiginda Staphylococcal siipernatantin L. lactis ATCC 11454’te
Nisin iretimini baskiladig1i sOylenebilir. Ancak bu g¢alismada, bu baskilamanin
bakterilerin iiremelerinin engellenmesi nedeniyle mi yoksa sinyal iletimi yoluyla
Nisin genlerinin ekspresyonlarinin baskilanmasi nedeniyle mi oldugu acik olarak
ortaya konmamustir. Eger Staphyloccoccus siipernatant ile GMI17 besiyeri
karisiminda iiretilen L. lactis ATCC 11454 kiiltiirlerinden siiperntant elde edilmeden
once 1 ml numune alinip ODgy degerleri alinarak hiicre konsantrasyonlari
belirlenirse, calismanin eksik olan bu yonii netlesmis olacaktir. Ciinkii, kiiltiir
konsantrasyonu sadece GM17 besiyerinde diiretilen kiiltiirle ayniysa, inhibisyon
etkisinin, sinyal molekiillerine bagli olarak meydana geldigi sdylenebilir. Ancak
GM17 besiyerine eklenen Staphylococcal siipernatant miktar1 arttik¢a (0.5, 1, 1.5, 2
ml) ODgoo degeri azaliyorsa, bu durumda inhibisyon etkisinin, sinyal molekiillerine
(QS  mekanizmasina) baglhh olarak Nisin genlerinin  ekspresyonlarindaki
baskilanmadan degil de tiremenin inhibisyonuna bagh olarak ortamda daha az hiicre

bulunmas: ve beraberinde daha az Nisin iiretilmesinden kaynaklandig1 anlasilir.

vi. Inhibisyon Zonlarinin Degerlendirilmesi. “Inhbisyon zon caplarr” ile
“liretilen Nisin miktarr’m iligkilendirmek icin ticari olarak alman Nisin (Nisaplin)
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlandi ve bu ¢ozeltilerin

olusturduklar1 zon caplar1 Nisin miktarini degerlendirmek amaciyla referans alindi.

Standart Nisin grafiklerinde 100-200-300-400-500-600 ve 700 IU/ml
cozeltiler hazirland1 ve indikator sus iizerine 0.5 pl damlatildi. Olusan inhibisyon
zonlar1 karsilik gelen Nisin konsantrasyonlar1 dikkate alinarak ‘“Zon capi/Nisin
Konsantrasyonu” standart grafikleri belirlendi. L. lactis ATCC 11454 kiiltiirlerinden

elde edilen siipernatanttaki Nisin aktivitesi ile standart grafikler karsilastirild1.
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Staphylococcal siipernatant/GM17 kombinasyonlarinda {iretilen L. lactis
ATCC 11454 siipernatantiyla elde edilen inhibisyon zonlar1 iki yonde incelendi
(Tablo 2.11-2.16). Birincisi, GM17 besiyerine eklenen staphylococcal siipernatantin
tremenin hangi safhasinda bulunan kiiltirden alindigma bakildi. Burada, dort
Staphylococcus tiiriiniin ayr1 ayri ii¢ farkl kiiltiiriinden (ty, ta, t3; sirasiyla lag fazi, log
faz1 baslangic1 ve log fazi sonu) siipernatant elde edildi. U¢ rakamdan olusan kod
numaralarindaki 2. rakamlar kiiltiir cesidini ifade etmektedir: 111, 14990 susunun lag
fazindan; 121, 14990 susunun log fazindan; 131 ise 14990 susunun ge¢ log fazindan
elde edilen siipernatantlarin GM17 besiyerine ilave edildigini gostermektedir. Ikinci
olarak ise, her bir Staphylococ Kkiiltiiriinden elde edilen siipernatantlarin GM17
besiyerine hangi oranlarda eklenmis oldugu dikkate alindi. Tabloda kullanilan 3
rakamli kod numaralarinda 3. rakam kombinasyon cesidini, diger bir ifadeyle GM17
besiyerine ne kadar siipernatant eklendigini gosterir: 111, 112, 113, 114 ve 115 kodlu
kiiltiirlerde swrasiyla SPN/GM17 karisim oranlar1 0.5:1.5, 1:1, 1.5:0.5, 2:0 ve 0:2 ml
dir.

Tablo 2.11°de goriildiigii gibi 115, 125, 135, 215, 225 ve 235 kodlu kontrol
kombinasyonlarinda (0:2, sadece GM17 besiyerinde) inhibisyon zon caplar1 en
fazlayken, GM17 besiyerine eklenen staphylococcal siipernatant miktar: arttikca
inhibisyon zon c¢aplar1 giderek azalmaktadir. Ayni durum pozitif ve negatif

kontrollerde de benzer sekilde goriildii.

S. epidermidis ATCC 14990 susuna ait siipernatantin ilave edildigi GM17
besiyerinde tretilen L. lactis ATCC 11454 siipernatantinin Nisin aktivitesini
inceleyecek olursak, bu susa ait ii¢ kiiltiir elde edildi ve 11X, 12X ve 13X (X: 1,2,3,4
veya 5) seklinde kodlandi. Ug Kkiiltiiriin her biri ayr1 ayr1 GM17 besiyerine toplam
hacim 2 ml olacak sekilde 0.5 ml (1.GRUP), 1 ml (2. GRUP), 1.5 ml (3. GRUP), 2
ml (4. GRUP, Kontrol-I) ve 0 ml (5. GRUP, Kontrol-II) ilave edildi. Ug kiiltiire ait 5
kombinasyon sonucu elde edilen toplam 15 adet SPN/GM17 besiyerine 0.1 ml L.
lactis ilave edildi ve sirasiyla birinci Staphylococcus siipernatanti eklenen kiiltiirler
111,112,113, 114, 115; ikinci Staphylococcus siipernatant1 eklenen kiiltiirler 121,
122, 123, 124 ,125; ti¢giincii Staphylococcus siipernatanti eklenen kiiltiirler 131, 132,
133, 134, 135 seklind kodland1. Bu ii¢lii kodlama sisteminde 1. rakam, tez calismas1
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kapsaminda kullanilan sus kodunu [1XX. S. epidermidis 14990, 2XX. S. aureus
A950227, 3XX. S. epidermidis 1457 wt agr (+), 4XX. S. epidermidis 1457 agr (-)] ,
2. rakam, Staphylococcal siipernatantin elde edildigi kiiltiirtin hangi iireme
sathasindan alindigmi [X1X. lag faz1 (t;), X2X. Erken log faz1 (t2), X3X. Ge¢ log
faz1 (t3),] yansitir. Elde edilen inhibisyon zonlari bu kodlama sistemi gdz Oniinde
bulundurularak incelendiginde her ii¢ kiiltiire ait siipernatantlarda kod numarasi 5-1-
2-3-4 yoniinde gittikce olusan inhibisyon zonlarmmn c¢aplarinda azalma
goriilmektedir. Ayni zamanda 11X, 12X ve 13X zonlar1 karsihikli olarak
incelendiginde yine zon caplarinda azalma goriilmektedir. Ornegin 113, 123 ve 133

zonlar1 swrastyla 12.33, 7.33, 3.33 mm’lik ¢aplara sahip olup giderek azalmustir.

Bu sonuclar, bir susa ait iireme periyodunda, lag fazindan ge¢ log faza dogru
gidildik¢e, Staphylococcal siipernatantta daha fazla miktarda QS sinyal peptitlerinin
bulundugunu, buna bagl olarak da Nisin aktivitesi ve/veya iiretiminin daha fazla

baskilandigini ortaya koymaktadir.

Ayn1 durum S. aureus A95022 susuna ait siipernatantlarin kullanildigt GM17
besiyerinde lretilen L. lactis siipernatantlarina ait inhibisyon zonlarinda da
goriilmektedir. Bir yandan, 21X, 22X, 23X kiiltiirlerine ait siipernatantlarin
kombinasyonda kullanilan staphylococcal siipernatant miktarlar1 arttik¢ca (koddaki 3.
rakam 5-1-2-3-4 seklinde ilerledik¢e) inhibisyon zonlarmnin caplarinda azalma
goriildii. Diger yandan 21X, 22X, 23X seklinde aym1 X degerine karsilik gelen
zonlar incelendiginde yine ¢ap genisliginin azaldig1 goriildii. Ornegin, 213, 223 ve

233 zonlarma ait ¢aplar, swrasiyla, 11.67, 7.00, 6.67 mm olarak belirlendi.

Inhibisyon zonlarmin ¢aplariyla ilgili verilen tablolardaki diger veriler de
yukarida acgiklandigi gibi karsilastirmali  olarak incelendi. Staphylococcus
siipernatant/GM17 besiyeri kombinasyonlarinda iiretilen L. lactis ATCC 11454
siipernatantlarinda Nisin aktivitesi sonucunda elde edilen ihnibisyon zonlarmin
caplarindaki degisimler bir biitiin olarak incelendiginde, genel etkinin “inhibisyon”
yoniinde oldugu goriildii. Ancak bu etkinin tiremenin baskilanmasindan mi, Nisin
tretim kapasitesinin azalmasindan mi1 yoksa iretilen Nisinin aktivitesinin
azalmasindan mi1 kaynaklandig1 heniiz net degildir. Bu sorularin cevaplanmasi ileride

yapilacak daha kapsamli arastirmalar1 gerektirmektedir.
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4. SONUC

Bu tez calismasinda farkl bakteri tiirleri arasinda “Quorum Sensing” mekanizmasi
baz alinarak etkilesim olup olmadig1 ve bunun 6nemli bir endiistriyel antibiyotik olan
Nisin iiretimine etkisi ayrintili olarak incelenmistir. Sonug olarak, Staphylococcus
genusuna ait S. epidermidis ve S. aureus ile Lactococcus genusuna ait L. lactis
suslar1 arasmmda QS mekanizmas1 agisindan pozitif bir korelasyon olmadigi

belirlenmistir.



EKLER
EK-1
BESIYERI ICERIKLERI
GM17 Broth ve Agar
Polipepton ............c.oeeinnen. S5¢g
Fitopepton ..........c..cooeviienne. S5¢g
Maya ekstrakt1 .................... 25¢g
Et ekstraktl ................ooeeel. 5¢g
B-Na-Gliserofosafat .............. 19¢g
Lactoz (%10) .......ccceveennn.... 50 ml
MgSO4.7TH,O(1 M) ............. 1 ml
Askorbik asit ...l 05¢g
Agar ... 15g (% 0.15)
dHO oo 950 ml
pH (sterilizasyon 6ncesi) ........ 6.9 +£0.2

Besi yeri icerigi 950 ml distile suda ¢oziildii.. 121 °C’ta 15 dk sterilize edildi.

MRS Broth ve Agar

Tripton .......ooovvviiiiiiin.n. 20¢g
Jelatin ... 25¢g
Dekstroz ........oooviiiiiiiiiin . 25¢g
Lactoz (%1) ..ccvvvvvnnieannn.. .. 100 ml
NaCI ....ooooviiiiiiiiii, 4.0 ml
Sodyum asetat ................... 15¢g
Askorbik asit ... 05¢g
CaCl, .6 HyO .veveneeeean, 10 ml
Bromocresolpurple (%0.004) ...10 ml
Agar ... I5¢
HyO oo, 880 ml
pH (sterilizasyondan 6nce)...... 6.8

Besi yeri icerigi 950 ml distile suda ¢oziildii. 121 C’ta 15 dk sterilize edildi.
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LB Broth ve Agar

Pepton ...........coooiiii 10g

NaCl ..o, 10g

Yeast ekstrakt .................... 5S¢

Agar ..o 15 g (% 0.15)
Agar (Soft) ......ooviiiiiiii 7.5 g (% 0.075)

Trypticase Soy Broth (TSB) ve Agar (TSA)

Pepton (kazein) .................. 17
Pepton (Soya fasiilyesi) ......... 3
D(#)glukoz ...t 2.5
Sodyum Klorid................... 5

Di-potasyum hidrojen fosfat....2.5

Besi yeri icerigi 950 ml distile suda ¢oziildii. 121 C’ta 15 dk sterilize edildi.
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EKk-2. Kullanilan arag ve cihazlar.

112

Arac / Cihaz Marka Model

UV Spektrofotometre GBC (Northbrook, ABD) Cintra-20

UV Spektrofotometre BioRad SmartSpect 300
ino-Lab (Kladno, Cek ]

Ph metre Cumhuriyeti) Ph Level-1

Mekanik karistirici :Ierrl1 da?:;)g (Schwabach, Promax 2020

Magnetik karistirici :Ier%da?ll)rl)g (Schwabach, MR 3003

Hassas terazi iﬁ::;';: (Goerringen, BA110S
Gesselschaft Fur

Termostath su banyosu Labortechnick (Burladingen, 1086
Almanya)

Santrif(j Heraeus (Hanau, Almanya) Laborafuge 400R

EtOv Seraus

Calkalamal etv Excella E25

Otomatik pipet (1000 pl) Z{/ﬂﬁjﬁ;?gte" (Welshpool, P 1000

Otomatik pipet (200 ul) Z{/ﬂ'ﬁjﬁ;?gte" (Welshpool, P 200

Otomatik pipet (20 ) Pluripete Kartell (Welshpool, P 20

Avusturalya)
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