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OZET

Canli fakat kiiltiirii yapilamayan (VBNC) durum heniiz molekiiler mekanizmasi ¢oziilememis bir siiregtir. Bu
calismada iki bilesikli fosforlama sistemlerinden birisi olan CusS-R’nin alkalin pH (8.5) ortaminda VBNC forma
geciste rollerinin olup olmadig arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore hem cusS hem de cusR
genlerinin nakavt edilmesi pH 7.2 de bir etki gostermezken, E. coli‘nin alkali ortamda yasamini sinirlamstir.
Yabani tip E. coli W3110’un plak sayimina gére tgg degeri 57 giin iken, bu deger cusS geni nakavt edildiginde 31,
CusR geni nakavt edildiginde ise 34 giin oldugu tespit edilmistir. Nakavt edilmis olan genler plazmit ile
tamamlandiginda tgg degerinin E. coli cusS mutanti i¢in 62 giin, E. coli cusR mutanti i¢in 61 giin olarak tespit
edilmis olup bu degerler yabani tip E. coli ile benzerdir. Mutantlarda alkali pH’da goriilen bu azalmanin VBNC
olusumundan kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek i¢in canli hiicre sayimlar1 Live Dead sayimi, CTC sayimi
ve DVC sayim metotlart ile elde edilmistir. Bu sayim sonuglarina gére mutantlarin plak sayimlarinda goriilen
azalmanin aslinda VBNC forma giren bakterilerden kaynaklandig: tespit edilmistir. Dolayist ile cusS ve cusR
genlerinin VBNC forma gegiste bir rolleri olmadig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, cusS/R, Alkalin pH, VBNC, iki bilesikli fosforlama

Investigation of the Role of the CusS-CusR Two-Component System in the
Transition to VBNC Form of Escherichia coli at Alkaline pH

ABSTRACT

The Viable but non-culturable (VBNC) state is a process whose molecular mechanism has not yet been resolved.
In this study, it was studied whether CusS-R, one of the two-component phosphorylating systems, has a role in the
transition to VBNC form in an alkaline pH (8.5) environment. According to the results obtained in the study, while
knocking out both cusS and cusR genes did not have an effect at pH 7.2, it limited the survival of E. coli in an
alkaline environment. The tgg value of wild type E. coli W3110 was 57 according to the plague count, while this
value was 31 days when the cusS gene was knockout and 34 days when the cusR gene was knockout. When the
knocked out genes were completed with the plasmid, the tgs value was determined as 62 days for the E. coli cusS
mutant and 61 days for the E. coli cusR mutant, which is similar to that of wild-type E. coli. To determine whether
this decrease in alkaline pH in mutants is due to VBNC formation, live cell counts were obtained by Live Dead
count, CTC count and DVC count methods. According to these counting results, it was determined that the
decrease in the plaque counts of the mutants was actually caused by bacteria entering the VBNC form. Therefore,
it was determined that the cusS and cusR genes do not have a role in the transition to the VBNC form.
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1. Giris

Bakteriler yasadigi cevresel ortamlarda sicaklik
degisimleri, osmolarite, glines 15181, pH, besin
eksikligi  gibi sirkadiyen
degisikliklere maruz kalmaktadirlar (Barcina ve
Arana, 2009; Darcan, 2012; Darcan ve Aydin,
2012). Cevresel elverigsiz  hale
geldiginde ve uygun kosullar yeniden olusana
kadar bakteriler bu stresler altinda yasayabilmek
icin farkli stratejiler gelistirmektedirler (Pinto vd.,
2015). Bakterilerin gelistirdigi bu stratejilerden
bir tanesi de canli fakat kiiltiirii yapilamaz bir
durum olarak bilinen VBNC fenomenidir. Bu
fenomen ilk olarak 1982 yilinda Xu vd.,
sularinda

mevsimsel  ve

kosullar

tarafindan  nehir agz yapilan
calismalarda tespit edilmis ve yillardir da
bakterileri VBNC’ye indiikleyen stres sartlari,
tespit yontemleri ve molekiiler mekanizmasinin
¢Oziimiine yonelik birgok calisma
gerceklestirilmis olmasimma ragmen heniiz tam
anlami ile aydmlatilamamistir (Xu vd., 1982;
Bodor vd., 2020; Ayrapetyan vd., 2018; Dong vd.,
2020; Yoon ve Lee, 2020). 30 yili agkin siiredir
yapilan bircok c¢alismada mikroorganizmalar
VBNC ye indiikleyen ¢ok gesitli stres faktorleri ve
100’den fazla bakteri/ mantar tiiriiniin VBNC’ye
girdigi tespit edilmistir (Pinto vd., 2015; Zhao vd.,
2017; Ayrapetyan vd., 2018; Dong vd., 2020;
Zhang vd.,, 2020; Ou vd, 2021).
Mikroorganizmalar VBNC duruma girdiklerinde
cevresel sartlara direnglerini saglayacak hem
fiziksel hemde molekiiler agidan degisiklige
ugrarlar. VBNC hiicrelerin morfolojileri (Takeda,
2011) ve hiicre duvar yapilar1 (Signoretto vd.,
2000) degisiklik gosterse de protein sentezi
(Rahman vd., 1994), gen transkripsiyonu (Lleo
vd., 2000), zar biitiinliigii (Lloyd ve Hayes, 1995)
ve solunum aktivitesi hala devam etmektedir
(Oliver, 2005; Oliver, 2010; Li vd., 2014).

VBNC durumuna indiiklenen bakterilerin hiicre
hacimlerinin  kiigiildiigli ve hiicre zarfinda
degisimler oldugu elektron mikroskobu ile
gosterilmistir (Signoretto vd., 2000; Li vd., 2016).
Bakteriler VBNC duruma girdiklerinde ¢omak
sekilli S. typhimurium, H. pylori ve E. coli gibi

Gram negatif bakteriler kok ve benzeri forma
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(Kumar ve Ghosh, 2019), V. cholerae gibi yay
sekilli organizmalar da ise kiiresel form tespit
edilmistir (Dong vd., 2020). Gram pozitif bir
organizma olan Enterococcus faecalis de ise
VBNC hiicrelerde hiicre yiizeyi dalgali bir
goriintliye sahiptir (Signoretto vd., 2000). VBNC
durum ile ilgili fizyolojik caligmalarin yani sira
bircok c¢aligmada bakteriyi VBNC duruma
indiikleyen veya kontrol eden mekanizmaya
yonelik ¢alismalarda yapilmistir. Bu ¢alismalarin
sonucunda alternatif sigma faktor RpoS (Boaretti
vd., 2003; Kusumoto vd., 2012), LysR tipi
transkripsiyonel diizenleyici OxyR (Kong vd.,
2004; Li vd., 2014), alkil hidroperoksit rediiktaz
alt birimi AhpC (Asakura vd., 2007; Wang vd.,
2013), glutatyon S-transferaz (GST) (Abe vd.,
2007), siiperoksit dismutaz SodA (Noor wvd.,
2009; Zhao vd., 2016), polifosfat kinaz 1 (PPK1)
(Gangaiah vd., 2009) ve EnvZ (Darcan vd., 2003;
Darcan, 2005) proteinleri tespit edilmistir.

Deniz suyunda, Darcan vd. (2003) tarafindan
yapilan bir ¢alismada EnvZ sensoriiniin VBNC
forma geciste ¢ok Onemli bir roliiniin oldugu
tespit edilmistir. EnvZ sensorii nakavt edildiginde
E. coli'nin VBNC duruma  girmedigi
belirlenmistir. Ayrica osmotik stres, alkali pH,
osmotik koruyucu glisin betain ilavesi gibi farkl
stres sartlarinda da bu durum analiz edilmis ve bu
durumun degistirmedigi tespit edilmistir. Yani
stres faktorleri degisse bile E. coli envZ mutantlar
VBNC  duruma  girmemektedir.  Darcan
caligmasinda bu durumu envZ mutantinin dis
ortamdaki stresleri algilayamadigindan VBNC
duruma girmek i¢in gerekli mekanizmay1
indiikleyemedigi  yoniinde  degerlendirmistir
(Darcan, 2005; Darcan vd., 2003; Darcan vd.,
2009). Dolayisi ile EnvZ’nin ¢evresel degisimleri
algilaylp regiilatorlere iletebilen osmosensor
gorevinden dolayi, hiicrenin VBNC forma
girebilmesi i¢in gerekli molekiiler mekanizmay1
tetikleyebilecegi ifade edilmistir. Bu diisiinceden
yola c¢ikarak bagka iki bilesikli fosforlama

sistemlerinin VBNC durum ile iliskisinin olup

olmayacaginin  aragtirilmast  gerekmektedir.
Literatiirde baska iki bilesikli fosforlama
sistemlerinin VBNC ile iligkisini g0steren

caligmalara rastlanmamistir. Dolayis1 ile bu
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calismada iki bilesikli fosforlama sistemlerinden
birisi olan cusS/R iki bilesikli sistemin VBNC
olusumunda roliiniin olup olmadig1 aragtirtlmistir.

CusS-R iki bilesikli fosforlama sistemi CusS
sensor kinaz ve CusR cevap regiilatdriinden
olusan bir sistemdir. Bu sistem Escherichia
coli'de, hiicrelerden fazla bakirin
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Bu iki
bilesikli fosforlama sistemi periplazmadaki Cu’1
algilayarak CusCFBA mekanizmasin1 devreye
sokar periplazmadan  fazla  bakirin
detoksifikasyonunu gergeklestirir (Munson vd.,
2000; Petersen ve Moller, 2000; Stoyanov vd.,
2001; Grass ve Rensing, 2001; Rensing ve Grass,
2003; Franke vd., 2003). CusSR ayni zamanda
giimiis tarafindan da indiiklenerek glimiise karsi
korunmada da rol oynar. ki sistemin aerobik ve
anaerobik sartlarda farkli ¢aligtiklart  da
belirlenmistir (Outten vd., 2001). VBNC vye
indiikleme agisindan ¢esitli metallerde oldugu
gibi Cu da VBNC duruma
indiikledigine dair c¢alismalar bulunmaktadir
(Ordax vd., 2006). Ancak cusS-R iki bilesikli

veE

varliginin

fosforlama sisteminin VBNC iliskisi
bilinmemektedir. Bu c¢alismada cusS-R ki
bilesikli fosforlama sistemi genlerinin VBNC
rollerinin olmadig1

olusumunda olup

arastirilmstir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanmilan E. coli Suslar:

Calismada kullanilan Escherichia coli yabani tip
mutant suslart Japonya- Keio
Koleksiyonundan  temin  edilmistir.  Keio
koleksiyonu, E. coli K-12 susu BW25113%in bir
dizi tek gen nakavt mutantlaridir. Bu koleksiyon
sistematik ve genleri silinmis bakteri mutantlarini

Ve

icerir. Temin edilen suglar ve bu ¢alismada elde
edilen mutant suslar PCR ile dogrulanmis ve %20
gliserol igeren LB broth besiyerlerinde -80 °C’de
derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Elde
edilen tiim suglar Tablo 1°de, PCR dogrulamada
kullanilan primerler Tablo 2’de, PCR reaksiyonu
bilesenleri Tablo 3’de ve PCR doéngii kosullari
Tablo 4’de yer almaktadir.

Tablo 1. Caligmada kullanilan E. coli yabani tip ve mutant suslar1
Tablel. Wild type E. coli and mutant strains used in this study

Sus numarasi Genotip Kaynak

W3110 Yabani tip Lab stok

JW5082 BW25113 cusS::km Keio Kolleksiyonu

JWO0560 BW25113 cusR::km Keio Kolleksiyonu

JW5082 pnt3:cusS ASKA Klone

JWO0560 pnt3:cusk ASKA Klone

OK102 W3110 cusS::km Darcan lab (TUBITAK 113T003)
OK 103 W3110 cusR::km Darcan lab (TUBITAK 113T003)
OK 106 W3110 cusS::km pnt3::cusS Darcan lab (TUBITAK 113T003)
OK 107 W3110 cusR::km pnt3::cusR Darcan lab (TUBITAK 113T003)

Tablo 2. Calismada kullanilan primer listesi
Table 2. Primers list used this study

Evrensel K1 geri primeri
W3110::cusS ileri primeri
W3110::cusR ileri primeri
pnt3::cusS ileri primeri
pnt3::cusS geri primeri
pnt3::cusR ileri primeri
pnt3::cusR geri primeri

5" CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3°

5’ TATGCCGCCAACTTTACTCG 3’

5 GTAGCTTCCCAGCAACAGTT 3’

5" GCCGTCAGTAAGCCATTTCAGCG 3’

5" CCAGCGGGTAATGTGATAACAAA Y
5" GCCAAACTGTTGATTGTCGAAGA 3’

5> CCCTGACCATCCGGCACCTCAAG 3’

38
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Tablo 3. PCR reaksiyonu bilesenleri
Table 3. PCR reaction components

10x ThermaPol Reaksiyon 1,0 ul
Buffer(Biolab)
10mM dNTP Mix (NEB) 0,2 ul
10uM ileri primer (Invitrogen) 0,5 ul
10 uM geri primer (invitrogen) 0,5 ul
2mM Mg* iceren MgCl. (Biolab) 0,6 ul
0,25U Tag DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 ul
Bakteri siispansiyonu Ll
dH-0 6,15 ul
Total 10 pl
Tablo 4. PCR reaksiyon kosullart
Table4. PCR reaction conditions
94 °C 3dk 1 dongii
94 °C 1dk
58°C 1dk 30 dongii
72 °C 1,5dk
4°C 10dk 1 dongii

2.2. Mutantlarin Eldesi

Keio Kkoleksiyondan temin edilen E. coli
BW25113 susundaki hedef gen bolgeleri P1kc faj1
ile transdiiksiyon yontemi kullanilarak E. coli
W3110 susuna aktarilmigtir. Bdylelikle Tablo
1’de yer alan mutant suglar elde edilmistir.
Transdiiksiyon Miller  (1992)’1n
kullandig1 klasik transdiiksiyon metoduna gore
gerceklestirilmistir. Bunun igin E. coli BW25113
cusS::km (JW5082) ve cusR::km (JW0560) CaCl,
(2.5 mM) ve kanamisin (25 pg/ml) antibiyotigi
iceren LB broth icerisinde ODsggo degeri 0,4-0,45
absorbansa gelene kadar 37 °C calkalamali olarak
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra ODggo
degeri 0,4- 0,45 olan bakteri tiizerine Plkc
fajindan eklenmis ve 37 °C” de 20 dk inkiibasyona

metodu

birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda yaklasik 50
°C olan soft agar (10 g/l tripton, 5 g/l yeast extract,
6 g/l KCI, 7 g/l agar)’dan 2,5 ml ve %50’lik
glukoz stogundan 25 pl eklenerek LB agar iizerine
bu karisim yayilarak oda sicakliginda 5 dk
bekletilmis ve daha sonra 37 °C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
2 ml LB broth ve 50 ul kloroform (Merck) petriye
eklenerek 2 saat boyunca 4 °C’ de inkiibasyona
birakilmigtir. Bu islem sonrasinda petrideki sivi
bakteri kiiltiirinden 1 ml alinarak tizerine 50 pl
kloroform eklenmis ve 12000 rpm’ de 5 dk +4 °C’

39

de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
stipernatant (P1kc) +4 °C’ de saklanmuigtr.

Plkc faji elde edildikten sonra 5 ml LB broth
igerisine yabani tip E. coli W3110 susundan tek
koloni ekim yapilmis ve ODsggo degeri 0,3°e gelene
kadar 37 °C’de 160 rpm’de ¢alkalamali
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra 1
ml hiicre ependorfa alinip santrifiijlenmis ve daha
sonra pelet final konsantrasyonu %2 glukoz
¢ozeltisi ve 2 mM CaCl; igeren LB broth (yikama
tamponu) ile 2 kez yikanmis ve son olarak pelet 1
ml yikama tamponu ile yeniden silispanse
edilmistir. Ardindan siispanse edilen yabani tip E.
coli W3110 tizerine izole edilen Plkc fajindan 5
ul eklenerek oda sicakliginda 45 dk bekletilmistir.
Daha sonra 12000 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirilip pellet {izerine
0,1 ml yikama tamponu eklenmis ve kanamisin
iceren Davis minimal agar {izerine hiicreler
aktarilmigtir. 37 °C’de 18 saat inkiibasyona
birakilmis ve ertesi giin iireyen bakteriler DM
agardan Km’ li LB agara aktarilarak 37 °C’de 18
saat inkiibasyona birakilmigtir. Km’li LB agarda
tireyen bakteriler tekrar final konsantrasyonu 25
pg/ml Km, 25 pg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-D-Galactopyranoside (Xgal) ve 5mM
Izopropil ~ B-D-1-tiogalaktopiranosid  (IPTG)
iceren LB agara ekilmis ve 37 °C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra
iireyen kolonilerden mavi renk verenler secilmis
ve Tablo 2°de verilen primerler kullanilarak PCR
dogrulamas1 yapilmistir. Dogrulanan hiicreler
deneylerde kullanilmak iizere %20 gliserol iceren
LB broth -80 °C’de
dondurucuda saklanmustir.

stoklarinda derin

2.3. Transformasyon

Final konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde
kanamisin antibiyotigi iceren 2 ml LB broth
besiyerine E. coli W3110 cusS::km ve cusR::km
mutant suslarindan tek koloni ekim yapilarak 37
°C de bir gece inkiibasyona birakilmis ve
transformasyon i¢in On kiiltiir hazirlanmistir.
Daha sonra bu 6n kiiltiirden 9.9 ml SOB medium
(20 gr/l bacto tryptone (BD), 5 ¢/l yeast extract,
SM NaCl2 ml, 2M KCl 1,25 ml pH 7) lizerine 100
ul 2 M Mg*? ve 6n kiiltirden 50 ul eklenerek
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O.Dgoo degeri 0,3’ e gelene kadar 37 °C’de
calkalamali inkiibasyona birakilmigtir. Daha
sonra biiyilyen hiicreler ile CaCl, yontemi
kullanilarak kompetant hiicreler hazirlanmaistir.
Hazirlanan kompetant hiicreler lizerine 10-100 ng
olacak sekilde 2 farkli konsantrasyonda gen
spesifik plazmit eklenerek 45 dakika buz tizerinde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicre siispansiyonlarina soguk sicak
soklamas1 yapilarak {izerlerine 0,8 ml SOC
medium (2 ml SOB besiyerine 2M Mg*2 dan 20 pl
ve % 50’lik glikozdan 14,4 pl eklenir) eklenmis
ve 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler 5000 rpm 1 dk 4
°C’ de santrifiij edilmis ve pelet tekrar 100 ul SOC
medium ile siispanse edilerek ampisilin
antibiyotigi iceren LB agar iizerine yayilmistir.
Daha sonra petriler bir gece 37 °C’de inkiibe
edilmis ve petri iizerinde biiyiiyen koloniler
secilerek baska bir ampisilin antibiyotigi igeren
petrilere master plate ekimi yapilarak bir gece 37
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Burada biiyiiyen
hiicreler ile PCR yapilip hiicrelerin gen bolgesini
icerip icermedigi PCR yontemi ile dogrulanmstir.
Dogrulanan hiicreler deneylerde kullanilmak i¢in
%20 gliserol igeren LB broth stoklar seklinde -
80 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

2.4. Yasam Deneyleri

Yabani tip ve mutant suslardan 20 ml‘lik LB broth
besiyerlerine ekim yapilmis ve bakteriler 37 °C’
de bir gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasinda bakterilerin yogunlugu ODggo’de 1.0
e ayarlanmis ve santrifiij tiiplerine 1 ml alinarak
10.000 rpm de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Daha
sonra elde edilen bakteri peleti 2 kez ringer ile
yikanmis ve 1 ml ringerde siispanse edilmistir. Bu
bakteri siispansiyonlarindan pH 7 ve 8.5 fosfat
tampon iceren erlenlere baslangi¢ sayisi yaklasik
107 hiicre olacak sekilde eklenmis ve deneye
baslanmistir. Baslangi¢ saatindeki (0. Saat)
bakteri sayisini belirlemek i¢in erlenlerden 100 pl
ornek alinarak 900 pl ringer soliisyonu ile 10* e
kadar seri diliisyon metodu kullanilarak seyreltme
islemi yapilmis ve nutrient agar besiyerlerine bu
sulandirmalardan 100 pl ekim yapilmigtir. Daha
sonra hem ekim yapilan petriler hemde erlenler 37

40

°C deki galkalama olmaksizin inkiibe edilmistir.
Petriler 24 saat, erlenler ise 30 giin boyunca
inkiibasyona tabi tutulmustur. Petrilerden koloni
olusturan hiicre sayilar1 elde edilmis ve her 10
giinde bir oOrnek almmarak aym1 islem
tekrarlanmistir. Ayrica Ornek alimi sirasinda
VBNC ye giren bakteri sayisin1 belirlemek i¢in
erlenlerden 1 ml 6rnek alinmis ve VBNC ye giren
bakteri sayist LIVE/DEAD baclight Kkiti
kullanilarak belirlenmistir. LIVE/DEAD baclight
kiti membran biitiinliigline sahip bakterilerin
floresans mikroskop ile tespitinde
kullanilmaktadir. Kit 2 farkli boya igermekte olup
bu boyalar Porpidiyum iyodid (PI) (kirmizi
floresanli niikleik asit boyas1) ve SYTO 9 (yesil
floresanli niikleik asit boyasi)’dur. PI hasarh
membrana sahip olan yani Olmiis bakterileri
boyarken, SYTO 9 saglam membrana sahip olan
yani canli hiicreleri boyamaktadir. PI ve SYTO 9
1-1 oraninda karistirilarak hazirlanmis ve yasam
deneyi erlenlerinden almman ornekler bu boya
karnistmi  ile kanstirilarak 15 dakika oda
sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakilmstir.
Daha sonra bakteriyal siispansiyon polikarbonat
membranlardan siizillerek membran iizerine
aktarilmis ve bu membranlar goriintiilemeden
6nce  havada  kurutulmustur. Kurutulan
membranlar floresans mikroskopta incelenmis ve
en az 10 farkli alanin sayim yapilarak 6lii-canli

bakteri sayimi gerceklestirilmistir.
2.5. istatiksel Analiz

Calismada elde edilen plak sayim sonuglar
logaritmik degerlere donistiiriilmiis ve daha sonra
bu  degerler too  degerleri
hesaplanmistir.  Yasam deneyleri sonuglarinin
istatiksel analizi student T-Testi ile yapilmis ve
p<0.05 sistemine gbére Onem  derecesi
belirlenmigtir.

kullanilarak

3. BULGULAR
3.1. Mutantlarin Dogrulanmasi

Calismada mutantlar elde edildikten sonra
dogrulama i¢in her bir genin kendisine ait olan
ileri primeri ve liniversal k1 primeri kullanilarak
PCR yapilmigtir. Elde edilen mutantlarin PCR
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goriintiileri Sekil 1’ de verilmistir. Negatif kontrol  transforme edilmistir. Transformasyon sonrasinda
olarak yabani tip E. coli W3110 kullanilirken  olusan tamamlanmis mutant hiicrelerde her bir
pozitif kontrol olarak her bir genin Keio  gen i¢in kendisine ait olan Tablo 2 de verilen ileri
koleksiyondan alinan E. coli BW25113 mutantlart ~ ve geri primerleri kullanilarak PCR ile
kullanilmigtir. Sekil 1’de gortildiigii gibi cusS::km  dogrulanmustir. Elde edilen mutantlarin ve pozitif
mutantinin  f-k1 primerleri ile elde edilmesi  kontrol BW25113 plazmidinin PCR goriintiileri
gereken bant biiytkligi 1306 bg (Sekil 1-A),  Sekil 1B ve 1D’ de verilmistir. Elde ettigimiz
cusR::km mutanti i¢in elde edilmesi gereken bant ~ mutantlara aktarilan plazmitlerdeki pnt3::cusS
biiyiikliigti 1403 bg (Sekil 1-C) olarak PCR {iriinii  geninin beklenen bant {iyiikligii 1489 bg (Sekil 1-
elde edilmistir. Tamamlama testleri i¢in yukarida  B) iken pnt3::cusR geninin bant biiyiikliigii 730 bg
elde ettigimiz mutantlara keio koleksiyondan  (Sekil 1-D) olup, bu biyiikliklerin jeldeki
temin edilen ilgili genleri igeren plazmitler  goriintiilerde oldugu goriilmektedir.

bp b

2000
1500
1200
1000
M W3110 Keio 1 2 M Plazmid 1 2

M W3110 Keio 1 2 M Plazmid 1 2

Sekil 1. Yabani tip E. coli ve mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii. (a) cusS::km, (b) cusS::pnt3, (c)
cusR::km, (d) cusR::pnt3
Figurel. Gel electrophoresis image of wild-type E. coli and mutants. (a) cusS::km, (b) cusS::pnt3, (c)
cusR::km, (d) cusR::pnt3

3.2. Yabani tip ve Mutantlarin Biiyiime Grafigi  onemli olduklar1 goriilmektedir (Sekil 3). Alkali
Yabani tip E. coli W3110 ve mutant suslar NB  pH’da yapilan yasam deneylerinin plak sayimm
besiyerlerinde 37 °C’de optimum sicaklik  sonucunda Sekil 4’de goriildiigi gibi E. coli de
degerinde ve 160 rpm de biyiitiilmistiir. 2 saat  6.37 logaritmadan 5.65 logaritmaya azalma
araliklarla ~ 6rnek  alinarak  ODgoe  de  goriliirken, cusS mutant E. coli de 6.30 dan 4.69
spektrofotometrik okumalarla yabani tip ve logaritmaya, cusR mutant E. coli de ise 6.33 den
mutantlarin bliyiimeleri arasinda bir fark olmadigt ~ 4.46 logaritmaya azaldig: tespit edilmistir. Elde
Sekil 2’de ortaya konulmustur. edilen sonuglara gore cusS ve cusR mutant E. coli

hiicrelerinin yabani tipten daha kisa siirede
3.3. Yasam Deneyi Sonuglari azaldigi tespit edilmistir. Bunun yani sira yabani

Yasam deneyleri pH 7 ve pH 8.5 fosfat tip E. coli W3110, mutant suslar ve komplement

tamponunda yapilmistir. pH 7 de yapilan suslara ait 2 logaritmik azalmanin tespit edildigi

degerler Tablo 5'te yer almaktadir. Yabani tip E.
coli W3110 ve cusS/R mutantlar ile alkali pH’da
yapilan c¢alismanin 30. giin floresan mikroskop

calismada 30 ginliikk inkiibasyon sonucunda
yabani tip ile mutantlar arasinda bir fark
goriilmezken pH 8.5 da ise mutantlarda logaritmik ) o
olarak bir azalma tespit edilmistir. Dolayis: ile sayim sonuglart Sekil 5,7 ve 9 da verilmis olup,

cusS ve cusR genlerinin alkali pH’da yasam icin Sekil 6, 8 ve 10 da ise 6lii ve canli hiicrelerin

fotograflar1 yer almaktadir. Live Dead kiti ile
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yapilan sayim sonuglarina gore yabani tip E. coli
0.3 log. hiicre VBNC ye girerken cusS mutant
1,41 log. cusR mutant ise 1.7 log. hiicre VBNC ye
girmistir. CTC sayim sonuglarina goére yabani tip
E. coli’de 0.5 log. hiicre VBNC ye girerken cusS
mutant E. coli’de 1,5 log. cusR mutant E. coli’de
ise 1.69 log. hiicre VBNC ye girmistir. Bu

sonuglar plak sayiminda meydana gelen
azalmanin 6limden degil, hiicrelerin VBNC ye
girmesinden kaynaklandigini  gdstermektedir.
CcusS ve cusR mutantlarinin yabani tipe gére daha
¢abuk azalmasinin da bu hiicrelerin VBNC forma
girmesinden dolay1 oldugunu gostermektedir.

0.4

Absorbans (ODE00)

—
[g]

L}
=

—e—"\3110

| faman (Saat)

55 =y 5B

Sekil 2. Yabani tip ve mutant suglarin biiyiime grafigi
Figure 2. Growth plot of wild type and mutant strains

Koloni Qlusturan Bakteri Sayvisi(kob/ml)

10

Zaman (Giin)

WW3110 cusS::han BcusR::fon

Sekil 3. Yabani tip E. coli, cusS::km ve cusR::km mutantlarinin yasamina nétral pH (7.0) etkisi
Figure 3. Effect of neutral pH (7.0) on the survival of wild-type E. coli, cusS::km and cusR::km mutants
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Sekil 4. Yabani tip E. coli, cusS::km ve cusR::km mutantlarinin alkali pH (8.5) daki yagami
Figure4. Effect of alkaline pH (8.5) on the survival of wild-type E. coli, cusS::km and cusR::km mutants

Tablo 5. Alkali pH’da yabani tip E. coli, cusS::km ve cusR::km mutantlarinin teg degerleri
Table 5. tgg values of wild-type E. coli, cusS::km and cusR::km mutants at alkaline pH

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
I pH 8.5 too (giin) I pH 8.5 tog (giin) I
I W3110 I >60 I W3110 I >60 I
cusS::km 30 pnt3::cusS >60
cusR::km 29 pnt3::cusk >60
W3110

e e e e o, .l .l e el e . .

Log. Bakteri Sayisi (ml)

| Zaman (Giin)

10 20
BKS BLD ®BSYBS @wTBS

Sekil 5. Yabani tip E. coli nin alkali pH (8.5)’da bakteri sayilar1 (KS: koloni sayimi, LD: Live Dead
sayimi, SYBS: Solunum yapan bakteri sayisi, TBS: Toplam bakteri sayisi)
Figure 5. Bacterial counts of wild-type E. coli at alkaline pH (8.5) (KS: colony count, LD: Live Dead

count, SYBS: Respiring bacteria count, TBS: Total bacteria count)
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Sekil 6. Yabani tip E. coli de Live/Dead bakteri sayiminin mikroskobik gériiniimii
Figure 6. Microscopic view of Live/Dead bacterial count in wild-type E. coli

cusS
7,0
TE/ 6,0 -]
=~ 50 =
z 40 =
g 30 =
£ 20 =
2 1,0 =
g 00 : s —=s— Zaman (Giin)
= 0 10 20 30
§KS BLD @SYBS BTBS

Sekil 7. cusS::km mutantinin alkali pH (8.5)’da bakteri sayilar1 (KS: koloni sayimi, LD: Live Dead
sayimi, SYBS: Solunum yapan bakteri sayisi, TBS: Toplam bakteri sayis1)
Figure 7. Bacterial counts of the cusS::km mutant at alkaline pH (8.5) (KS: colony count, LD: Live
Dead count, SYBS: Respiratory bacteria count, TBS: Total bacterial count)

Sekil 8. E. coli cusS::km mutantta Live/Dead bakteri sayiminin mikroskobik gériintimii
Figure 8. Microscopic view of Live/Dead bacterial count in the E. coli cusS::km mutant
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Sekil 9. cusR::km mutantinin alkali pH (8.5)’da bakteri sayilart (KS: koloni sayimi, LD: Live Dead
sayimi, SYBS: Solunum yapan bakteri sayisi, TBS: Toplam bakteri sayisi)
Figure 9. Bacterial counts of the cusR::km mutant at alkaline pH (8.5) (KS: colony count, LD: Live
Dead count, SYBS: Respiratory bacteria count, TBS: Total bacterial count)

Sekil 10. E. coli cusR::km mutantta Live/Dead bakteri sayiminin mikroskobik gériiniimii
Figure 10. Microscopic view of Live/Dead bacterial count in the E. coli cusR::km mutant

4. Tartisma ve Sonuclar

E. coli, dogal ¢evrelerde farkli birgok strese maruz
kalmakta ve bu sartlarda VBNC forma gegerek
korunmaya ¢aligmaktadir. Bu stres faktdrlerinden
birisi de pH degerindeki degisimlerdir. Literatiire
bakildiginda E. coli ve gida kaynakli diger
patojenler iizerine pH etkisi ve VBNC iligkisine
dair birgok arastirma yer almaktadir. Ancak farkli
pH seviyelerinde VBNC forma gegiste iki
bilesikli fosforlama sistemlerinin rollerine dair
yeterli caligma bulunmamaktadir (Duffy vd.,
2000; Gahan vd., 1996; Hijarrubia vd., 1996,
Padan vd., 2004; Erdogrul ve Erbilir 2005,
Vanhauteghem vd., 2013; Nowakowska ve Oliver
2013).
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Aeromonas hydrophila ile yapilan bir ¢aligmada
pH 8.1 olan deniz suyunda 5 derecede hiicreler
inkiibe edildiginde 50-55 giinde plak sayiminin
sifirlandigi ancak mikroskobik
sonuclarinda hiicrelerin  VBNC forma gecis

sayim

gosterdigi tespit edilmistir (Maalej vd., 2004).
Jiang vd. (2014) E. faecalis ile yaptiklar
caligsmada steril distile su, pH 9 ve pH 11 sodyum
tamponlar1 olmak {izere 3 farkli ortam
Steril distile
hiicreler 30 giin icerisinde VBNC duruma
indiiklenirken, alkali pH ortamlarinda bu siire 15
giin olmustur (Jiang vd., 2014). S. typhimurium ile
gercgeklestirilen bir bagka ¢alismada ise pH 3.5-9.0

kullanmislardir. su ortaminda

arasindaki pH degerlerinin VBNC durum {izerine
etkisi aragtirilmustir.
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Yapilan analizler neticesinde alkali ve asirt
asidik ortamlarda S. typhimurium’un VBNC
duruma indiiklendigi tespit edilmistir (Zhang
vd., 2021). Almagro- Moreno vd. (2015) Vibrio
cholerae da virillans regiilator proteini toxR
mutantlar1 ile alkali pH’da VBNC durumu
arastirmiglar ve toxR mutant hiicrelerinin 48
saat igerisinde alkali pH’da hizli bir sekilde
VBNC duruma indiiklendigini tespit etmislerdir
(Almagro- Moreno vd., 2015). Benzer sekilde
Jayakumar vd. (2020), V. cholerae hiicrelerinin
VBNC duruma girisi ile alakal1 olarak pH dahil
birgok abiyotik faktdrlerin sinerjistik etkilerini
arastirmiglardir. Yapilan ¢aligmalar, alkali ve
asidik pH’da notral pH’ya nazaran VBNC
hiicrelerin oranmin daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Ayrica hiicrelerin VBNC duruma
girmesinde diisiikk sicakliklar ve alkali pH
kosullar1 arasinda sinerjik bir etkilesim
oldugunu da tespit etmislerdir. Calismada
ayrica virlilans regiilatér protein toxR’nin de
VBNC durum ile iligkisi arastirilmis ve toxR
geninin mutasyonunun hiicre de VBNC ye girisi
hizlandirdigi belirlenmistir (Jayakumar vd.,
2020). Almagro- Moreno vd. (2015) elde ettigi
sonuglar  ile  tutarlilk  gdstermektedir.
Calismamizda nétral pH ortamina gore alkalin
pH ortaminda E. coli W3110 daha kisa siirede
kiiltiire edilebilirlik 6zelligini kaybetmis ve
burada kiiltiire edilemeyen hiicrelerin aslinda
VBNC forma gegtikleri tespit edilmigtir.
Caligmamizda ayrica cusS ve  cusR
mutantlarinin yabani tipe gore alkali ortamda
yasaminin daha fazla etkilendigi ve genlerin
nakavt edilmesinin  bakterinin  yasamini
smirlandirdigimi -~ gostermistir.  Ancak  bu
mutantlarin VBNC forma ge¢meleri nedeni ile
kiiltiirel sayim sonuglarinda  azalma
gosterdikleri  goriilmiistir. P. syringae ile
yapilan bir c¢alismada transkriptomik analiz
sonucunda 6 genin iki bilesenli fosforlama
sistemleri kapsaminda oldugu ve ciddi bir
diizeyde artis gosterdigi
Dolayis1 ile bu organizmada

ifade edilmistir.
VBNC
olusumunda 6zellikle bu genlerin 6nemli rolleri
oldugunu ifade etmislerdir (Postnikova vd.,
2015).
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E. coli’nin VBNC durumuna gegisine pH
etkisini arastiran ¢aligmalarin genelde pH 4 ile
9 arasinda degistigi goriilmektedir (Solic ve
Krstulavic, 1992; Rigsbee vd., 1997; Darcan
2005; Darcan vd., 2009; Afari ve Hung, 2018).
Zhao ve Matthews (2000) E. coli 0157:H7 ile
yaptig1 calismada pH’nin VBNC durum iizerine
etkilerini  arastirmigtir.  Yapilan arastirma
sonucunda E. coli 0157:H7 pH 4’e ayarlanmis
fosfat tamponunda pH 7 ye gore
kiiltiirebilitesini daha hizli kaybetmis ve
dolayist ile daha fazla VBNC forma gectigi
belirlenmistir. (Zhao vd., 1993; Leyer vd.,
1995). pH seviyesi alkali degerlere dogru
gittikce E. coli hiicrelerinde hassasligin arttigi
tespit edilmistir (Joux vd., 1997). Joux vd gibi
bazi bilim insanlarida yapmis olduklar
calismalarin da deniz suyu pH’smin E. coli
tizerine zararli etkilerinin oldugunu tespit
etmislerdir. Darcan (2005) pH degeri 8.1-8.4
olan Karadeniz suyu ile ve pH’sini asidik ve
noétral pH a ayarladig1 deniz suyu karsilagtirdigi
calismasinda E. coli hiicrelerinin asidik deniz
suyu ve notral deniz suyuna nazaran alkali deniz
suyunda daha fazla etkilendigini tespit etmistir.
Yine bu ¢alismanin bir parcasi olarak pH stresi
varliginda yabani tip E. coli ve EnvZ-ompR iki
bilesikli sisteminin mutantlar1 ile yasam
deneyleri gerceklestirmis ve hiicrelerin VBNC
durum ile iligkisi aragtirmistir. Yaptig1 ¢aligma
neticesinde envZ nin olduk¢a onemli bir rolii
oldugunu tespit etmistir. EnvZ bir sensor olarak
dis ortamda meydana gelen osmotik degisimleri
algilayarak regiilator proteine aktarir ve bdylece
hiicrenin osmotik degisime kars1i kendisini
cesitli genleri regiile ederek korumaya almasini
saglamaktadir. Bu sensor nakavt oldugunda E.
coli'nin VBNC forma gecemedigi tespit
edilmistir. Literatiirde EnvZ disinda bazi
proteinlerinde VBNC forma gecisle alakali
sonuglar1 yer almaktadir. Ancak bilinen bu

proteinlerin  higbiri VBNC’nin molekiiler
mekanizmasini tam olarak
aydinlatamamaktadir.

Calismamizda cusS-cusR mutantlar1  elde

edilmis, bu mutantlarin yabani tipe gore
biiyiimesinde bir degisim olup olmadig1 tespit
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edilmistir. Her iki genin nakavt edilmesinin
bakterinin biiylimesinde bir degisim meydana
getirmedigi belirlenmistir. Literatiirde yapilan
calismalarda cusS ve cusR mutantlarinin
bliylimesinde c¢alismamizda oldugu gibi bir
degisim olmadig1 tespit edilmistir (Larsen,
2011; Gudipaty ve Larsen 2012). Ancak cusS-
cusR genlerinin  nakavt edilmesi zengin
besiyerinde biiyiimede bir farklilik
olusturmazken pH 8.5 fosfat tamponunda
yabani tip E. coli ye gére hiicre canliliginda
azalma tespit edilmistir. Yasam deneyi
sonuglarina goére E. coli W3110 0.72 logaritmik
azalma  gosterirken cusS mutant 1.61
logaritmik, cusR mutant ise 1.87 logaritmik
azalma gostermistir. Elde edilen bu sonuglarin
dogrulugu komplementasyon testleri ile de
dogrulanmistir. Dolayist ile bu genlerin fosfat
tamponunda alkali pH’da yasam i¢in 6nemli
rolleri oldugu tespit edilmistir. Ancak VBNC ye
giriste bir rolleri olmadig1 gosterilmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda E. coli W3110 ‘nun
alkali ortamda yasamu igin cusS-R genlerinin
oldukca onemli oldugu ortaya konulmustur.
Ayrica bu genlerin yasam i¢in dnemli olmasinin
yaninda alkali ortamdaki sayisal azalmanin
VBNC forma gecisten kaynaklandigi ve bu
forma gegiste CuSS-R genlerinin roliiniin
olmadig1 ortaya konulmustur.
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