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1. OZET

Ag1z Mikrobiyotasinda Bulunan Canh Fakat Kiiltiir Edilmeyen Bakterilerin

Uretilmesinde Quorum Sensing Inhibitorlerinin Kullanilmasi

Quorum sensing (QS), bakterilerin gesitli sinyal molekiillerini kullanarak hem
kendi tiirleri arasinda hem de farkli tiirler arasinda iletisim kurmasi olayidir. insanlarin
agiz boslugunda bulunan 700’e yakin bakteri tiiriiniin yaklasik 220 tanesi molekiiler
teknikler ile gosterilmesine ragmen heniliz kiiltiir edilememistir. Bunlarin kiiltiir
edilememesinde bakterilerin dogal ortamlarinda QS mekanizmasi ile popiilasyon
yogunluklarin1 kontrol altinda tutmalar1 ve laboratuvar kosullarinda da bu kontrolii
devam ettiriyor olmalart neden olarak disiiniilmektedir. Bu ¢alismada agiz
mikrobiyotasinda bulunan canli fakat kiiltiir edilmeyen bakterilerin QS sinyal
molekiillerini QS inhibitérii oldugu bilinen maddeler ile keserek popiilasyon
yogunluklarin1 kontrol etme yeteneklerinin ortadan kaldirilmasi ve kiiltiir edilmeleri
amaglandi. Calismaya dahil edilen QS inhibitorlerinin kombinasyonu ile bes ana grup
olusturuldu. Gruplarin QS inhibitér etkileri biyoindikatér suslara karsi test edildi.
Saglikl alt1 bireyden alinan agiz boslugu 6rneklerinden QS inhibitérlii ve inhibitorsiiz
(kontrol) agar besiyerlerine ekimler yapildi. Kiiltiirler 35 giin inkiibe edildi ve periyodik
olarak incelendi. Sadece QS inhibitorlii besiyerlerinde iireyen suslar potansiyel ilk defa
kiltirii gergeklesmis suslar olarak degerlendirildi. Sadece inhibitorlii besiyerlerinde
izole olan 121 sus inhibitdrlii ve kontrol besiyerlerinde subkiiltiir edildi. iglerinden
secilen 28 susun tanimlanmak {izere 16S rRNA dizilemesi yapildi. 16S rRNA dizi
analizlerine gore bu suslarin Actinobacteria, Firmicutes ve Proteobacteria subelerine
ait taksonlar ile homoloji gosterdikleri tespit edildi. U¢ susun kiiltiir edilmis fakat
adlandirilmamig Streptococcus tiirleri ile homoloji gosterdikleri, bunlardan birisinin de
kiiltiir statiisiiniin gen bankasinda kayip olarak gectigi goriildii. Diger 25 susun resmi
olarak adlandirildig1 ve daha 6nce kiiltiir edilmis olduklar: tespit edildi. Ancak sonuglar,
QS inhibitdrlerinin agiz mikrobiyotasinin popiilasyon yogunlugunu degistirdigini
gosterdi. QS inhibitorlii ve kontrol besiyerlerinin birlikte kullanildiginda tek basina
kontrol besiyerine gore izole olan bakteri ¢esitliliginde artisa olanak sagladigini
gosterdi. Sonuglar, bu yontemin herhangi bir ekosistemden ve farkli viicut
bolgelerinden yapilacak bakteri izolasyonu calismalarinda bakteri tiir ¢esitliligini

artirmak adina uygulanabilir oldugunu ortaya koymustur.



Anahtar Kelimeler: 16S ribozomal RNA, agiz boslugu, mikrobiyota, popiilasyon
yogunlugu, quorum sensing



2. SUMMARY

Cultivation of Viable but Non-Culturable Bacteria Present in the Oral Microbiota

Using Quorum Sensing Inhibitors

Quorum sensing (QS) is a phenomenon by which bacteria communicate between
intra- and interspecies. In the human oral cavity, nearly 700 species are found. Although
approximately 220 species were identified using molecular techniques, they have not
yet been cultured. This is thought to be caused by the fact that they cannot be cultured
because of bacterial QS mechanism which controls their population density in their
natural environment, and they also continue this process under laboratory conditions. In
this study, it was aimed to cultivate viable but non-culturable bacteria in oral microbiota
by interrupting their QS signal molecules, which are capable of controlling their
population densities, with known QS inhibitor substances. Five groups of QS inhibitors
were formed and tested on the bioindicator strains. Oral cavity samples from six healthy
individuals were seeded on agar media with and without QS inhibitors. The cultures
were incubated up to 35 days and examined periodically for growth. The strains grown
only in media containing QS inhibitors were evaluated as potential cultivated strains for
the first time. Among the strains which appeared only on the QS inhibitors containing
medium, 121 strains were picked and subcultured on media without inhibitors.These
strains were then grouped by standard bacteriological methods, 28 representative strains
were further identified by 16S rRNA sequence analysis. According to the 16S rRNA
sequence analysis, 28 strains were found to be homologous with taxa belonging to phyla
of Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria. Three strains showed homology with
unnamed and cultured Streptococcus species. One of these was found to show high
homology with Streptococcus species with a culture lost status according to the gene
bank. The other 25 strains were found to be officially named and have been cultured
before. However, the results showed that QS inhibitors used in this study altered the
population density of oral microbiota. The co-cultures with QS inhibitors allow to
isolate more variety of bacteria compared to cultures on control media. The results show
that this method is applicable to increase diverse species of bacteria from any
ecosystems, and from different regions of human body.

Key Words: 16S ribosomal RNA, microbiota, oral cavity, population density,
quorum sensing



3. GIRIS ve AMAC

Bakteriler hiicre yogunluguna baglh olarak birtakim spesifik gen ekspresyonunun
diizenlenmesi adima birbirleriyle haberlesirler. Bu haberlesme otoindiikleyici olarak
bilinen sinyal molekiilleri ile gerceklesir. Bu olaya quorum sensing (QS) denir. Bu
sinyal molekiilleri hedef hiicrede reseptor proteinlerine baglanirlar ve ilgili genlerin
ekspresyonunu diizenlerler. Bunun sonucunda bakterilerde viriilans faktorleri,
biyoliiminesan iretimi, biyofilm olusumu, swarming hareketi, sporulasyon,
konjugasyon ve popiilasyon yogunlugunu kontrol etme gibi fizyolojik ve fenotipik
olaylar diizenlenir (1-3). Kullanilan sinyal molekiilii bakteri grubuna gore
degismektedir. Bakterilerde QS ile ilgili bir¢ok sinyal molekiilii tanimlanmistir. Gram
negatif bakterilerin kullandiklar1 N-acil homoserin lakton (AHL), gram pozitif
bakterilerin kullandiklar1 otoindiikleyici peptidler (AIP) ve hem gram negatif hem de
gram pozitif bakteriler tarafindan kullanilan ve tiirler arasi iletisimi saglayan
otoindiikleyici-2 (Al-2) sinyal molekiilleri bilinen ve en ¢ok calisilmis sinyal

molekiilleridir (3-5).

A1z boslugu igerdigi dis, diseti oluklari, yapisik diseti, dil, yanaklar, dudaklar,
sert ve yumusak damak yapilari ile essiz bir mikrogevreye ve mikrobiyotaya sahiptir (6,
7). Agiz boslugunda 15 farkli subeden toplamda 700°¢ yakin farkli prokaryot tiirii
bulunur. Bunlarin yaklasik 220 kadarmin varligi molekiiler teknikler ile gosterilmis ve
takson basamaginda yer edinmis fakat kiiltiir edilememistir (8). Bu bakterilerin kiiltiir
edilememesinde Kkiiltlirleri i¢in gerekli esansiyel maddelerin bilinmemesi, kiiltiir
kosullarinin optimize edilememesi, ko-kiiltiir gereksinimleri gibi bir¢ok faktor rol
oynayabilir. Kiiltiir edilmeyen bu bakterilerin agiz ekosisteminde oynadiklar1 roliin
gosterilmesi, varsa patojen etkilerinin ag¢iklanmasi ve potansiyel biyoaktif madde
tiretimleri yoniinden arastirilmalar icin kiiltiirlerinin yapilip, karakterize edilmeleri

Onem arz eder (9-12).

Mikroorganizmalar i¢inde bulunduklar1 ekosisteme uyum saglamiglardir ve bu
cevreye gore gen ekspresyonunu diizenlerler. Ornegin; besin maddeleri homojen olarak
yayillmis bir ortamda (okyanus gibi) bakteriler yiiksek popiilasyon yogunluguna
ulagmak yerine besin maddeleri gibi ortamda homojen dagilarak belli bir popiilasyon

yogunlugunda sabit kalirlar. Bu kontrol mekanizmasinin QS ile diizenlenmesi olasidir.



Bu tip bakteriler i¢inde bulunduklari bu kosullardan ayrilip laboratuvar kosullarinda
kiiltiir edilmeye calisilirsa yiiksek oranda basarisiz olunur (1). Kiiltiir edilebilirligi %1
olan cevresel Ornekler icin bu Ongoriiden hareketle, agiz mikrobiyotasi i¢inde bu
nedenin rol oynayabilecegi asikardir. Hiicre yogunlugunu QS mekanizmasi ile bazal
seviyede tutmaya caligan bakterilerin, dogal ortamlarindan alinarak sinyallerinin
kesilmesi sonucu laboratuvar kosullarinda popiilasyon kontrol mekanizmalarinin
degistirilebilecegi ve bu sayede kiiltiir edilemeyen bazi bakterilerin kiiltiir edilebilecegi
ongorildii.

Bu tez calismasinda agiz mikrobiyotasinda bulunan canli fakat kiiltiir edilmeyen
bakterilerin QS sinyal molekiillerini QS inhibitorii oldugu bilinen maddeler ile keserek
poplilasyon yogunluklarin1 kontrol etme yeteneklerinin ortadan kaldirilmasi ve kiiltiir

edilmeleri amaclandi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Quorum Sensing

QS, hiicre yogunluguna bagli olarak diffuz olabilen sinyal molekiillerinin bir
reseptOr proteine baglanarak kompleks olusturmasi ve bu kompleksin hedef hiicrede gen
ekspresyonunu artirmasi veya azaltmasi durumudur (2-4). Bu durum bakteri
popiilasyonunun kendine ait fenotipik ve fizyolojik davranislarini ortaya ¢ikarmasi ile
sonuglanir (3). Bu davramiglar biyofilm olusumu, toksin sentezi, ekzopolisakkarit
tiretimi, hareketlilik, pigment tretimi, 6karyotik konakta simbiyotik veya patojenik
davraniglarin sergilenmesi, popiilasyon yogunlugunu kontrol etme seklinde siralanabilir
2, 3).

QS kavramu ilk olarak bir deniz bakterisi olan Vibrio fischeri’de tanimlanmistir (2,
3). Bu bakteri QS mekanizmasi ile biyoliiminesan iretmektedir. Harvard
Universitesi’'nden Kenneth H. Nealson ve John W. Hastings 1970 yilinda V. fischeri
kiltirtiniin  yiiksek yogunluga ulasincaya kadar biyoliiminesan iretmedigini ancak
bunun hiicreler arasi bir haberlesme sistemi ile gergeklesebilecegi hipotezini ortaya
koymuslardir. Bu olay ayni bakterinin farkli kiiltiirlerine ait siipernatanlarin birbirlerine
aktarilmasiyla biyoliiminesan iiretimi gergeklestigi i¢cin bu haberlesme sistemlerine
otoindiikleyici ismi verilmis ve otoindiikleyicilerin hedef hiicrede biyoliiminesan
iiretiminden sorumlu gen ekspresyonunu aktive ettigi diisiiniilmiistiir. Daha sonra bu
alanda yapilan caligmalarda V. fischeri’deki otoindiikleyici sinyal molekiiliiniin agil

homoserin lakton (AHL) oldugu tanimlanmistir (3, 13).

V. fischeri, deniz ortaminda serbest olarak bulunan veya ¢esitli deniz canlilari ile
simbiyotik iliski igerisinde yasayan bir bakteri tiiriidiir. I¢erisinde bulundugu simbiyotik
iliskiye ornek olarak miirekkep baliklar1 ile olan birlikteligi verilebilir. Bakteriler
miirekkep baliklarinin iizerine tip IV fimbrialar ile tutunarak, boliiniip cogalirlar ve
miirekkep baliklarinin 151k organi islevini istlenirler. Bu sayede miirekkep baliklar
suyun altinda 15181n yarattig1 golge ile nokturnal avcilardan korunurlar. Bunun yaninda,
bakterilerde miirekkep baliklarindan yasamalar1 ve {tremeleri icin gerekli besin
maddelerini karsilarlar. V. fischeri’de biyoliiminesan iiretimi sadece simbiyotik iligki
varhiginda gerceklesir. Tek basina serbest yasadigi durumlarda biyoliiminesan iiretimi

gerceklesmez. Clinkii bakterilerin serbest yasam déneminde sentezledigi AHL molekiilii



diisiik seviyededir ve sentezlenen AHL’de ortama diffiiz olarak kaybolur. Fakat
miirekkep baliginin iizerindeki kapali alanlara girip simbiyotik iliski yasadigi zaman
sentezlenip diffiiz olan AHL molekiilii ortamda birikir. AHL’ler diger bakterilerde AHL
reseptorii olan LuxR ile birlesir ve LuxR yapis1 aktifleserek DNA {izerinde QS ile
iligkili gen bolgesinde biyoliiminesan iiretimi i¢in gerekli liisiferaz enzimi ve gerekli
proteinlerin sentez ve salmmimini artirir. Ayrica, AHL sentez geni LuxR i¢in hedef
bolgedir. Boylece AHL-LuxR kompleksi daha ¢ok AHL sentezini ve salinimi artirir. Bu
pozitif feedback sistemi QS mekanizmasini daha da giiglendirir. V. fischeri’deki bu
sistem benzer olarak bir¢ok gram negatif bakteride bulunmaktadir. QS sisteminde AHL

disinda otoindiikleyici-2, siklik dipeptidler gibi otoindiikleyici sinyal molekiilleri vardir
(3).
4.1.1. QS Sinyal Molekiilleri

QS sinyal molekiilleri kii¢iik yapida organik veya aminoasit dizisinden olusmus
kisa peptit yapisinda bilesiklerdir (4). Hiicreden hiicreye pasif difiizyon veya aktif
transport mekanizmasi ile gecerler (3). Bazi bakterilerin kullandiklari sinyal molekiilleri

ve fonksiyonlar1 Tablo 1’de listelenmistir.
4.1.1.1. AHL Sinyal Molekiilleri

AHL sinyal molekiilleri gram negatif bakterilerde en fazla kullanilan QS sinyal
molekiiliidiir. Homoserin lakton halkasina g¢esitli uzunlukta agil yan zincirlerinin
baglanmasiyla olusurlar (Sekil 1). Acil yan zincirlerinin uzunluguna gore kisa veya
uzun AHL molekiilleri olarak adlandirilirlar. Kisa AHL zincirleri yapisinda 4 ile 8
karbon atomu bulundururken, uzun AHL zincirleri 10 ile 18 karbon atomu bulundurur.
AHL zincirleri uzunlugu, doygunlugu ve iiglincii karbon atomuna bagli okzo- ve
hidroksil yapilarinin varligina gore ¢esitlilik gosterir. Bu durum bakterilerde tiirler arasi
QS haberlesme aginin ¢esitliligini olusturur. Bununla birlikte ayni sinyal molekiilii
farkli tiirlerde farkli fenotipik davranislarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Ornegin, 3-
0kzo-Cg-AHL sinyal molekiilii V. fischeri’de biyoliiminesan iiretiminden sorumlu iken

Erwinia stewartii’de ekzopolisakkarit tiretiminden sorumludur (3, 4).
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Sekil 1. AHL sinyal molekiiliiniin yapisi (R=H veya OH ve n=(0-18) (5)

4.1.1.2. Al-2 Sinyal Molekiilleri

Al-2 sinyal molekiilleri ilk olarak Vibrio harveyi’de tanimlanmistir. Daha sonra
Salmonella sp, Erwinia sp, Escherichia sp tiirlerinde de tanimlanmistir. Al-2 sinyal
molekiilleri farkli tiirler arasi haberlesmeyi de saglar. V. harveyi’de biyoliiminesan
tiretimi, Escherichia coli O157:H7 tip Il fimbria sekresyonu, Shigella flexneri’de
viriillans faktorlerinin sentezi gibi QS sistemine bagli fenotipik davranislarin
diizenlenmesinden sorumludur. Ayrica, AI-2’nin birden ¢ok bakteri tiirlinli iceren dis
biyofilmlerinin olusumundan da sorumlu oldugu bilinmektedir. V. harveyi Al-2
molekdilii birbirine yapisik iki tane bes tiyeli halka yapisi ve bu yapiya diester bag ile
bagli boron atomu igerir (Sekil 2). Salmonella enterica serovar Typhimurium’da ise
boron atomu i¢ermeyen (2R,4S)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroksitetrahidrofuran yapisinda
oldugu goriilmiistiir. ki bakteri tiiriinde de aym1 &nciil maddeden (dihidroksil-2,3-
pentan) farkli AI-2 tiirevlerinin sentezlendigi goriilmiis, yine de etki mekanizmalarinin
tirler arasinda ayni oldugu ve tiirev farkliliginin tiirler arast QS sistemini olumsuz

etkilemedigi gosterilmistir (3).

Sekil 2. Al-2 sinyal molekiiliiniin yapisi (5)



4.1.1.3. Otoindiikleyici Peptidler

Otoindiikleyici peptit (AIP) molekiilleri gram pozitif bakterilerce kullanilan kisa
(5-34 aminoasit) peptit yapisinda sinyal molekiilleridir (Sekil 3).
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Sekil 3. AIP sinyal molekiiliiniin yapisi (5)

4.1.1.4. Siklik Dipeptidler

Siklik dipeptidler Pseudomonas tiirlerinde kesfedilmis yeni QS sinyal
molekiilleridir (Sekil 4). Pseudomonas disinda Proteus mirabilis, Citrobacter freundii,
Enterobacter agglomerans tiirlerinde de bulunmustur. Fakat QS mekanizmasini aktive
etmek i¢in yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi gerektiginden dogal ortamda onemli
bir rol oynamadiklar1 diigiiniilmektedir. Ayrica bu tip sinyal molekiilleri bir tiirde QS
sinyal molekiil roliinii iistlenirken, bagka bir tiirde QS inhibitér gérevini lstlenebilir.
Ornegin, L-Prolin-L-Valin dipeptidi E. coli’nin biyosensdr susunda biyoliiminesan
tiretimini inhibe ederken, Chromobacter violaceum CV026 susunda viyolasin pigment

tiretimini tesvik etmektedir (3).
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Sekil 4. Siklik dipeptit (L-Prolin-L-Tirozin) sinyal molekiiliiniin yapis1 (5)



4.1.1.5. Bradyoksetin

Baklagiller ile simbiyotik iligski igerisinde bulunan ve azot bakterisi olan
Bradyrhizobium japonicum tiiriinde hiicre yogunluguna bagli nod geninin
diizenlenmesinden sorumlu sinyal molekiliidiir (Sekil 5). Bakteri yiiksek hiicre
yogunluguna ulastigi zaman bradyoksetin sinyal molekiilleri nod geninin
ekspresyonunu azaltir. Boylece bakteriler baklagiller {izerine patojenik etkisini
gostermezler ve nodiil yapilarmi olusturmazlar. Bradyoksetin, bakteride siderefor
benzeri gorev istlenerek ortamdan hiicre igine demir alimini saglar. Eger ortamda demir
eksikse bradyoksetin tiretiminde artis olur ve bu artis nod geni ekspresyonunu azaltir (3,
14). Bradyoksetin benzeri sinyal molekiilleri Alphaproteobacteria sinifina ait baska
tirlerde de bulunmaktadir (3).

o]

Sekil 5. Bradyoksetin sinyal molekiiliiniin dnerilen yapisi (5)

4.1.1.6. Diger Sinyal Molekiilleri

Bahsedilen sinyal molekiilleri diginda E. coli’de otoindiikleyici-3 (Al-3) ve
Xanthomonas campestris’de diffiiz olabilen sinyal faktorii (DSF) gibi (Sekil 6) QS

sinyal molekiilleri vardir (3).

COOH

Sekil 6. Diffiiz olabilen sinyal molekiiliiniin yapis1 (5)
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Tablo1l. Bazi bakterilerin QS sisteminde kullandiklar1 sinyal molekiilleri ve

fonksiyonlar1
Organizma QS Molekiilii Fenotip Referans
C. violaceum CV026 C6-AHL Viyolasin 2
C. violaceum VIR07 C12-AHL Viyolasin 15
P. aeruginosa PAO1 3-0x0-C12-AHL Proteaz, elastaz, ekzotoksin 16
C4-AHL Piyosiyanin, rhamnolipid 16
Aeromonas hydrophila C4-AHL Ekzoproteaz 17
V. fischeri 3-0x0-C6-AHL Biyoliiminesan 18
Burkholderia cepacia C8-AHL Proteaz, siderefor 19
E. coli Al-2 Motilite, biyofilm olusumu 20,21
Helicobacter pylori Al-2 Motilite 22
Streptococcus anginosus  Al-2 Antibiyotiklere direnglilik 23
Staphylococcus aureus Al-2, AIP Biyofilm olusumu 24

4.1.2. QS Sinyal Molekiillerinin Sentezi
4.1.2.1. AHL Sentezi

QS mekanizmasinin ilk kez tanimlandig1 V. fischeri tizerinde yapilan ¢alismalarda
LuxI enzimi ile AHL sentezinin gerceklestigi gosterilmistir. AHL sentezinden sorumlu
luxl geninin V. fischeri disinda Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas, Serratia,
Erwinia, Burkholderia gibi bakterilerde homologu bulunmaktadir ve hepsi benzer
calisgma mekanizmasina sahiptir. LuxI enzimi S-adenozilmetiyoninin (SAM) amino
grubu ile yag-agil zincirleri arasinda amid bagini kataliz eder, ayrica agil-SAM
yapisindan AHL olusumunu tetikler. Acil yan zincir uzunlugu bakteri tiirleri arasinda
degisiklik gostermektedir. V. harveyi AHL sinyal molekiilleri ile biyoliiminesan
pigmentini iiretmektedir. V. harveyi’de biyoliiminesan iiretimi V. fischeri’deki LuxI ile
homolog olmayan LuxM enzimi ile katalizlenir. Bu da bakteri tiirleri arasinda AHL
sentezinde farkli mekanizmalarin rol aldigin1 gostermektedir. Bunun yaninda V.
fischeri’de LuxI’a benzemeyen fakat LuxM homologu olan AinS, Pseudomonas
fluorescens’de 3-OH-Ci141AHL, Ci0-AHL, Cs-AHL sentezinden sorumlu HdtS tipleri
bulunmaktadir (3, 4).
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4.1.2.2. Al-2 sentezi

Al-2 sentezi V. harveyi’de LuxS enziminin S-ribosilhomosistein’i L-homosistein
ve 4,5-dihidroksi-2,3-pentanedion bilesenlerine ayristirmasi ile baslar. Bu asama gram

pozitif ve negatif bakterilerde aynidir (3).
4.1.2.3. AlP Sentezi

Gram pozitif bakteriler QS sinyal molekiilii olarak kullandiklar1 peptidleri
sentezledikten sonra hiicre i¢inde birtakim islemlerden gecirirler ve peptidleri lakton,
tiyolakton, lantiyonin veya izoprenil gruplari ile bilesik olusturarak olgunlastirirlar.
Sinyal molekiillerinin olgunlagsmasi asamasinda peptidlere eklenen bilesikler tiirler arasi
sinyal molekiil 6zgiinligiinii olusturur (25, 26). Bu mekanizma en iyi S. aureus’da
tanimlanmistir. Otoindiikleyici peptit agrD geni ile sentezlenir, ardindan AgrB proteini

sayesinde tiyolakton halkasi baglanip olgunlastirilir ve hiicre disgina salinir (27).
4.1.2.4. Diger Sinyal Molekiillerinin Sentezi

Siklik dipeptidler, ug¢ sicaklik ve pH degerlerinde lineer dipeptidlerin enzimatik
olmayan yolla halkalagsmasi sonucu olusurlar. AI-3 sinyali LuxS enzim araciligiyla,

DSF ise X. campestris’de rpfF ve rpfB genlerine bagli olarak sentezlenmektedir (3).
4.1.3. QS Sinyal Mekanizmalari
4.1.3.1. LuxR Sistemi

LuxR proteini ve homologlari AHL tipi sinyal molekiilleri ig¢in reseptor
proteinidir. Sinyal molekiilleri bu reseptore baglandiktan sonra olusan kompleks QS ile
ilgili genlerin transkripsiyon diizenleyicisi gorevini istlenir. Bununla birlikte pozitif
geri bildirim sistemi ile luxl genine pozitif geri bildirim etkisi olusturarak AHL
sentezini artirtr. LuxR proteini V. fischeri’de bulunur ve 3-0x0-Cg-AHL sinyal
molekiiliiniin reseptoriidiir. Diger gram negatif bakterilerde LuxR homologu olan

reseptor proteinler vardir (3, 4).
4.1.3.2. LuxP/Q Sistemi

LuxP proteini bakteride periplazmik bolgede bulunur ve AI-2 sinyal molekiiliinii
baglar. Bu baglanma hiicre membranina bagli ve histidin kinaz gorevi tistlenen LuxQ

proteinini aktiflestirir (3). LuxQ reseptoriiniin aktiflesmesi ile sinyal molekiilii hiicre
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icine fosforilasyon araciligiyla aktarilir. Eger AI-2 ortamda diisiik yogunlukta ise LuxQ
proteini kinaz gorevi gorerek LuxU proteinini fosforile eder. Bu da LuxO reseptor
proteininin fosforile olmasini saglar. LuxO proteini fosforile oldugu zaman QS ile ilgili
genin transkripsiyonunu baskilayan represor proteini gorevini lstlenir. AI-2’nin
ortamda yiiksek yogunlukta bulunmast LuxQ proteininin fosfataz aktivitesi
gostermesine neden olarak LuxU, dolayisi ile LuxO proteinlerinin defosforile olmasini
saglar. Defosforile olan LuxO proteini represdr proteini gorevini yiiriitemez, sonug
olarak transkripsiyon faktorii olan LuxR’nin (AHL sistemindeki LuxR’den farkli)
diizenledigi genlerin ekspresyonu gergeklesir (13, 28).

4.1.3.3. Oligopeptid Sistemi

Otoindiikleyici peptidlerin gorev aldigi QS sistemidir. Sentezlendikten sonra
modifiye edilen ve olgunlasan otoindiikleyici peptidler aktif tasima sistemi ile hiicre
disina salinir. Salinan ve ortamda belli bir yogunluga ulasan sinyal molekiilleri komsu
hiicrelerin sitoplazmik membran ile iligkili iki bilesenli histidin kinaz reseptorleri
tarafindan algilanir. Sinyal-reseptor etkilesimi hiicrede ilgili genlerin ekspresyonundan

sorumlu transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek aktiflestirir (5, 26).
4.1.4. Bakterilerde QS Inhibisyonu

Bakterilerde QS mekanizmasi birgok farkli yol ile inhibe olsada inhibisyon
mekanizmalar1 temel olarak {i¢ ana gruba ayrilir. Bunlar; sinyal molekiil iiretiminin

onlenmesi, sinyal molekiillerinin yikimi ve sinyal molekiil aliminin 6nlenmesi seklinde

gruplandirilabilir (25, 29, 30).
4.1.4.1. Onemi

Bakteriler QS mekanizmasint kullanarak c¢esitli fenotipik ve fizyolojik
davraniglarint  kontrol ederler. Son zamanlarda literatiirde bakterilerin QS
mekanizmalar1 ve inhibisyonu iizerine yapilan c¢alismalarda bliylik bir artis
goriilmektedir. Bu artisin en dnemli nedenlerinden birisi bakteriler arasi antibiyotik
direncinin yayginlagsmasi1 ve enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede yeni tedavi
stratejilerine ihtiyag duyulmasidir. Ciinki S. aureus, S. Typhimurium, P. aeruginosa, E.
coli, Erwinia sp., Agrobacterium tumefaciens gibi patojenler basta olmak iizere bircok
bakteri QS mekanizmasi ile patojeniteden sorumlu viriilans faktorlerinin sentezini

diizenlerler.
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Bu nedenle bakterilerde QS inhibisyonu enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede
alternatif bir tedavi stratejisi olarak goriilmekte ve QS inhibitorleri {izerine yapilan
arastirmalar gilinlimiizde giderek ©Onem kazanmaktadir. Ayrica, QS inhibitorleri
antibiyotikler gibi bakteriler iizerinde bir baski olusturmadiklar1 i¢in bu mekanizmaya
kars1 bakteriler tarafindan direng gelismeyecegi disiiniilmektedir (25, 29, 31). QS
inhibisyonu yukarida anlatilan nedenlerden dolayr medikal bir énem tasir. Bu tez
calismasinda QS inhibitorleri, agiz mikrobiyotasindaki bakterilerin haberlesme agini

keserek daha 6nce kiiltiir edilmemis bakterilerin kiiltiir edilmesi amaciyla kullanilmistir.
4.1.4.2. Sinyal Molekiil Uretiminin Onlenmesi

Burada QS sinyal molekiil basamaklarinda gorev alan enzim veya 6nciil maddeler
hedef alinir. Onciil madde analoglari, orijinallerini taklit ederek hedef enzime baglanir
ve sinyal molekiil iiretimi igin gerekli gercek molekiiller reaksiyona giremez. Ornegin,
L/D-S-adenozilhomosistein ve sinefungin SAM analoglaridir ve AHL sentetazin
substrat gorevini Ustlenerek sentez basamagini inhibe ederler. Bromin furanonlar ise Al-

2 sentezinde gorevli LuxS enzimine kovalent bag ile baglanarak enzim islevine engel

olurlar (28, 29).
4.1.4.3. Sinyal Molekiillerinin Yikim

Sinyal molekiillerinin ortama salindiktan sonra enzimatik olarak yikimlanmasi
esasina dayanan bir mekanizmadir. Cesitli enzimler sinyal molekiiliiniin farkli yapilarini
hedef alarak etkilerini gosterirler. Ornegin AHL tipi sinyal molekiillerini yikimlayan

laktonaz, agilaz, oksidorediiktaz, paraoksonaz enzimleri gibi (27, 29).
4.1.4.4. Sinyal Molekiil Ahminin Onlenmesi

Bu mekanizma sinyal molekiillerinin hedef reseptdre baglanmasinin engellenmesi
dolayisiyla QS ile ilgili genlerin eksprese olamamasi esasina dayanmaktadir. Sinyal
molekiil analoglari, baz1 dogal inhibitorler, yapisal olarak sinyal molekiilleri ile ilgisi
olmayan reseptdr antagonistleri buna drnek olarak verilebilir. Ornegin, 4-nitro-piridin-
N-oksit (4-NPO), p-benzokinon, 2,4,5-tribromoimidazol, halojenik furanonlar gibi
maddelerin AHL reseptoriine baglanmasi, sinnamaldehidin AI-2 sinyal molekiiliinde

LuxR proteinine baglanmasi gibi (28, 29).
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4.1.5. QS Inhibitorleri

Inhibitdrler, belli bir bakteri popiilasyonuna 6zgii olmayabilir, neticesinde bir
inhibitor farkli QS sistemi ile diizenlenen fenotipik davranislar1 engelleyebilir. Bunun
yaninda inhibitorler, bir popiilasyonda QS inhibisyonu ger¢eklestirirken farkli
popiilasyonlarda QS sistemini destekleyici o6zellikler gosterebilirler (3). Bu tez

calismasinda kullanilan QS inhibitorlerinden;

2,4,5-tribromoimidazol, 4-NPO, indol ve p-benzokinon maddeleri Rasmussen ve
ark. (32) tarafindan AHL sinyal molekiilleri ile yapisal olarak ilgisi olmayan reseptor
antagonistleri olarak tanimlanmistir. Epigallokatesin gallat (EGCG), ellagik asit ve
tannik asit gibi polifenolik bilesiklerin etki mekanizmalar1 tam olarak anlasilmasa da
AHL sinyal molekiilleri icin reseptor antagonisti etkisine sahip olduklar
diistiniilmektedir (29, 33). Siklohekzanon, bir AHL analogu olup P. aeruginosa’da
LasR reseptor antagonisti etkisi gosterirken, RhIl reseptor proteini igin agonist etki

gosterir (30).

Acilaz I enzimi, AHL sinyal molekiiliinde lakton halkas: ile agil yan zincirlerini
ayirarak etkisini gosterir. Dogada bir¢cok prokaryot hiicresinde bulunan bu enzim, en
aktif olarak domuz bobreginde bulunur (34). Aminoagilaz enzimi de AHL molekiiliinii
hidrolize ederek etkisini gosterir (35). y-aminobiitirik asit (GABA) protein olmayan bir
aminoasittir ve dogal olarak bazi bitkiler tarafindan fitopatojenlere karsi korunmak
amactyla sentezlenir. GABA, A. tumefaciens’de AHL sinyal molekiilinii yikimlayan

laktonaz enzimini kodlayan genin ekspresyonunu artirmaktadir (36, 37).

Siklolosin, AHL sentezinin yap: tasini olusturan SAM sentez inhibitdriidiir ve
AHL sentezini onleyerek inhibitor etkisini gosterir (38). S-adenozilhomosistein, AHL
sentezinde kullanilan SAM’1n yapisal analogudur. Onun yerine gegerek AHL sentezini
inhibe eder (39).

P-kumarik asit bitkiler tarafindan iiretilen fenilpropanoid yapisinda bir maddedir.
Fotosentetik bir bakteri olan Rhodopseudomonas palustris tiiriiniin kullandigi cumaroyl-
AHL sinyal molekiiliiniin onciill maddesidir. Fakat milimolar konsantrasyonlarda
kullanildiginda bazi gram negatif bakterilerde AHL sinyal mekanizmasi {izerine
inhibitor etki géstermektedir (40). Sinnamaldehit de, fenilpropanoid yapisinda olup, Al-

2 sinyal sisteminde LuxR reseptor proteinine antagonist etki gosterir (41, 42).
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Salisilik asit, nonsteroidal antiinflamatuvar ilagtir ve P. aeruginosa’da AHL
inhibisyonu yapar (43). Ksilitol dogada meyve ve sebzelerde bolca bulunan bes
karbonlu bir seker alkoliidiir ve Ozellikle diabetik hastalarinda tatlandirici olarak
kullanilir. C. violaceum CV026 susunda viyolasin inhibisyonuna neden olmaktadir (44).
Sarimsak ekstrakti P. aeruginosa’da QS sistemini keserek biyofilm olusumunu inhibe
etmektedir (45). Kafein bir alkoloid olup dogal olarak kahvede, cayda ve kismende
kakaoda bulunur. P. aeruginosa’da AHL sinyal molekiiliinii inhibe etmektedir (46).
Vanilin, vanilya meyvesinde glikozit halinde bulunan hos kokulu bir maddedir. A.
hydrophila ve C. violaceum CV026 suslarinda AHL sinyal molekiillerini inhibe
etmektedir (47, 48).

5-azasitidin, dogal pirimidin niikleozit sitidin molekiilidiir, DNA ve RNA
metabolizmasin1 bozar ve QS inhibitor etkisini AI-2 sentezini engelleyerek gosterir
(49). Flavonoid grubundan olan apigenin, naringenin, kuersetin ve kamferol ile
furokumarin bileseni olan ve greyfurt suyundan izole edilen bergamottin LuxM ile
sentezlenen AHL ve Al-2 sinyal molekiillerine karsi antagonist etki gosterirler (50, 51).
Fenotiyazin organik bir bilesik olup V. harveyi’de AHL ve AI-2 sinyal molekiillerini

inhibe ederek biyoliiminesan iiretimini baskilar (52).

Farnesol, Candida albicans tarafindan sentezlenen ve Candida tiirleri arasinda
iletisimden sorumlu sesquiterpen yapisinda bir sinyal molekiildiir. Bu molekiil
Pseudomonas tiirlerinde viriilans faktorlerinin sentezinde gorev alan PQS sinyal

molekiillerinin sentezini 6nlemektedir (53).

Hamamelitannin, adi cadi findig1 bitkisinden elde edilmis polifenol yapisi
gosteren bir bilesiktir. S. aureus’ta oligopeptit sinyal sistemi iizerine inhibitor etki

gostermektedir (54, 55).
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4.1.6. QS inhibisyonunun Test Edilmesinde Kullamlan Biyoindikatér Suslar
4.1.6.1. Chromobacterium violaceum

C. violaceum dogada yaygin olarak bulunan Gammaproteobacteria sinifina dahil
gram negatif bir bakteri tiiriidiir. QS mekanizmasi ile antibakteriyel 6zellik gosteren ve
suda ¢ozlinmeyen viyolasin adinda mavi-mor renkte pigment olusturur (15). Bu tiirde
QS mekanizmasi LuxI/R mekanizmasinin homologu olan Cvil/R sistemi ile gergeklesir.
Cvil S-adenozilmetiyonin ve yag asitlerinden AHL molekiillerini sentezler. Sentezlenen
AHL’ler hiicre disinda belli bir yogunluga ulastigi zaman CviR reseptdr proteinine

baglanir ve viyolasin sentezinden sorumlu vioABCDE operonunun transkripsiyonunu
uyarir (Sekil 7) (56).

A

[

|

cvr) (el R B E BT
CviR geni Cvil geni Vio ABCDE operon

Sekil 7. C. violaceum’da viyolasin sentezi ve diizenlenmesi (56)

Bu tiiriin viyolasin sentezinde kullandigt AHL molekiil yapist alt suslarina gore
degisiklik gosterir. Ornegin C. violaceum ATCC 12472 susu i¢in viyolasin iiretiminde
uzun zincirli (C10-C16) AHL molekiilleri rol oynarken ATCC 31532 susu igin kisa
zincirli (C4-C8) AHL molekiilleri rol oynar (15, 56).
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4.1.6.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa insanlarda firsat¢1 enfeksiyonlara yol agan Gammaproteobacteria
smifina dahil gram negatif bir bakteri tiiriidiir. Bu tiirler QS mekanizmasi ile viriilans
faktorlerinin  sentezi ve diizenlenmesini saglar. QS mekanizmast LuxI/R
mekanizmasinin homologu olan Lasl/R ve RhII/R sistemleri ile gergeklesir. Ayrica bu
iki sinyal molekiili disinda Pseudomonas kinolon sistemi (PQS) vardir. LasI/R
sisteminde lasl geni 3-0x0-C12-AHL tipi sinyal molekiiliiniin sentezinde gorev alir.
Cevrede belli bir konsantrasyona ulasan AHL molekiilii LasR reseptoriine baglanir ve
proteaz, elastaz, ekzotoksin gibi virlilans faktorlerinden sorumlu genlerin
ekspresyonunu artirir. RhII/R sisteminde rhll geni C4-AHL sinyal molekiiliinii sentezler
ve bu sinyal molekiilii piyosiyanin, elastaz, siderefor ve rhamnolipid sentezinde sorumlu

genlerin ekspresyonunu artirir (16, 57).
4.2. Ag1z Mikrobiyotasi

Agiz boslugu igerdigi dis, diseti oluklari, yapisik diseti, dil, yanaklar, dudaklar,
sert ve yumusak damak yapilari ile essiz bir mikrogevreye sahiptir. Bu ¢evre tonsiller,
farinks, 0zefagus, Ostaki borusu, orta kulak, soluk borusu, akcigerler ve siniislar ile de
iliskilidir. Agiz boslugunun kendisine has yapisi ve gerek gida alimi gerekse solunum
faaliyetlerinin gerceklestigi bir bolge olmasindan dolay1r 6zgiin bir mikrobiyotaya
sahiptir (6, 7).

4.2.1. Ag1z Boslugunun Normal Mikrobiyotasi

Viicudumuzu mikroorganizmalar ile birlikte paylasiriz. Ozellikle Iumenli
organlarda ve dis diinya ile baglantili anatomik bdélgelerimizde kolonize olmus
mikroorganizma topluluklari vardir. Bu mikroorganizma toplulugu flora olarak
adlandirilir. Ancak, “flora” kelimesi bitkiler ile iligkili oldugundan son zamanlarda
mikroorganizmalar i¢in “biyota” ifadesi literatiire girerek mikrobiyota terimi
kullanilmaya baslanmistir (58). Agiz mikrobiyotasinin ¢ogunlugunu kommensal
bakteriler olusturur. Bu kommensal bakteriler degisen c¢evresel kosullar ve agiz

hijyeninin yetersiz oldugu durumlarda patojen hale gegebilirler (59-61).

Ag1z boslugunda bulunan bakteri tiirlerinin yogunlugu agiz boslugunu olusturan
bolgelere gore degisiklik gosterir (7). Insan agiz mikrobiyomu veritabanmna (Human

Oral Microbiome Database, HOMD) gore agiz boslugunda yaklasitk 700 kadar
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prokaryot tiiriin bulundugu ileri siiriilmektedir (8), fakat bu sayinin 1200’e ulasabilecegi
tahmin edilmektedir (62). Tiirlerin 400’4 periodontal ceplerde, digerleri agiz
boslugunun diger bolgelerinde bulunmaktadir. Bireyler arasi mikrobiyota profili
degisiklik gostersede agiz boslugunda bulunan tiirlerin 100-200 kadar1 hemen hemen
her bireyde ortaktir (63).

HOMD verilerine gore agiz boslugunda 15 farkli subeden prokaryot yer
almaktadir. Bu subeler Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chlorobi,
Chloroflexi, Euryarchaeota, Firmicutes, Fusobacteria, Gracilibacteria (GNO02),
Proteobacteria, Saccharibacteria (TM7), Spirochaetes, SR1, Synergistetes, WPS-2’den
olusmaktadir. Bunlar arasinda Euryarchaeota subesi arkea olup, kalanlar bakteri
alaninda bulunur. Bakteriler icerisinde Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Spirochaetes ve Fusobacteria subelerine ait taksonlar daha fazla oranda
bulunur (7, 61, 64, 65). Agiz boslugunu olusturan bolgelerin timii ele alindiginda
Streptococcus ve Veillonella cinslerine ait tiirlerin mikrobiyotada baskin olduklari
goriilmektedir (63).

4.2.2. Ag1z Mikrobiyotasinin Kiiltiir Edilemeyen Bakterileri

Ag1z boslugunu olusturan yaklasik 700 tiiriin %681 kiiltiir edilebilmektedir. Bu
rakam kiiltlir edilebilirligi %1 olan dogal ortamlar ile karsilastirildiginda (toprak,
sediment ve su) oldukea yiiksektir (9, 63). Bu bakterilerin kiiltiir edilmeleri ekolojideki
rollerinin (patojenite gibi) ortaya konulabilmesi agisindan 6nemlidir (10, 66). Bu
bakterilerin laboratuvar kosullarinda kiiltiir edilememelerinin birgok nedeni vardir.
Ornegin, kiiltiir besiyerinde bakterilerin {iremeleri icin gerekli besin maddelerinin
yetersizligi, ortamda bulunan inhibitér bakteriler gibi. Bu bakterilerin kiiltiir

edilebilmelerinde en etkili yontemin dogal ortami taklit eden kiiltiir yontemleri oldugu
kabul edilmektedir (9).

Ag1z boslugunun her bdlgesinde bulunan mikrobiyotada kiiltiir edilebilirlik orani
tim popiilasyonun hemen hemen yarisidir (9). Kiiltiir edilemeyen mikrobiyotanin agiz
bolgelerindeki dagiliminin yiizdesine bakildiginda dil, sert damak ve supragingival plak,
%350; yumusak damak ve tonsiller, %40; subgingival plak, %35; yanak epiteli ve
yapisik dis eti (maksillar anterior vestibular), %30 seklindedir (10).
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HOMD verilerine gore agiz boslugunda bulunan yaklasik 700 tiiriin 220 tanesi
heniiz kiiltiir edilememistir. Agiz boslugunda molekiiler teknikler ile belirlenen fakat
kiltiir edilemeyen taksonlarin, subelerinde bulunan tiim taksonlar igerisindeki yiizde
oranlarma bakildiginda SR1, Chlorobi, GNO2 ve WPS-2, %100; TM7, %095;
Spirochaetes, %70; Fusobacteria, %?50; Bacteroidetes, %39; Chloroflexi ve
Synergistetes, %33; Firmicutes, %27; Proteobacteria, %25; Actinobacteria, %14
seklindedir. Chlamydiae ve Euryarchaeota subelerinde ise kiiltiir edilmemis takson
yoktur (7, 8).

Ag1z boslugunda SR1 ve GNO2 subelerinden 5, Chlorobi’den 3 ve WPS-2 ‘den 1
tane takson bulunmaktadir ve bu taksonlarin higbiri kiiltiir edilmemistir. Chlamydiae ve

Euryarchaeota subelerinden ise birer tane takson vardir ve bu taksonlar kiiltiir edilmistir
(8).
4.3. Kiiltiir Edilemeyen Bakterilere Genel Bakis

Yeryliziindeki mikroorganizmalarin yaklasik %]1’inin in vitro kosullarda kiiltiir
edildigi diiglintiliirse kalanlarin  kiiltlir edilmeleri durumunda ekosistemlerinde
oynadiklari roliin ne oldugu, varsa patojen etkisinin agiklanmasi ve potansiyel biyoaktif
madde tiretimleri yoniinden arastirilmalar1 biiyiik 6nem arz eder (9, 67). Giiniimiizde,

yeryliziinde bulunan 31 bakteri subesinin heniiz kiiltiir edilmis bir taksonu yoktur (67).

Mikroorganizmalar temelde iki fizyolojik durumda bulunurlar. Ya canlidirlar ya
da oli, fakat canli olanlar da her zaman ilireme aktivasyonu gostermeyebilirler veya
tretilmeleri i¢in gerekli sartlar olusturulamadigindan kiiltiir edilemezler. Kiiltiir
edilemeyen bakteri terimi ilk olarak cevresel Orneklerden yapilan kiiltlirlerde agar
besiyerinde sayilan koloni sayilar1 ile direkt mikroskop sayimlar1 arasindaki

tutarsizliktan dogmustur (11).
4.3.1. Smiflandirilmasi

Kiiltiir edilemeyen bakteriler heniiz kiiltiir edilmeyen ve dormant bakteriler olarak

iki ana gruba ayrilir (11).
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4.3.1.1. Heniiz Kiiltiir Edilmeyen Bakteriler

Heniiz kiiltiir edilmeyen bakterilerin daha once kiiltiirii yapilmig bir taksonu
yoktur. Bu bakteriler molekiiler teknikler ile tanimlanarak taksonomik basamakta yer
edinmislerdir. Kiiltiir edilmeleri igin uygun Kkosullar olusturulmadik¢a ve/veya
tiremelerini inhibe eden kosullar ortadan kaldirilmadikea kiiltiir edilmeleri olanaksizdir
(11, 12). Acidobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria ve Actinobacteria

subelerinde ¢ok sayida heniiz kiiltiir edilmemis bakteri taksonlar1 bulunmaktadir (11).
4.3.1.2. Dormant Bakteriler

Dormant bakteriler normalde kiiltiirleri yapilan ve bilinen suslardir. Fakat ¢evre
sartlarindaki baz1 olumsuzluklara (besin maddelerindeki yetersizlik, sicaklik, oksijen
miktar1 ve pH degisiklikleri, yiiksek ozmotik basing gibi) karsi bir savunma
mekanizmasi gelistirirler. Bu savunma mekanizmasinda bakteriler enerji kaybini en aza
indirgerler ve tireme faaliyetlerini durdurarak dormant hale gegerler. Dormant
durumdaki bakterilerin fenotiplerinde de birtakim degisiklikler ortaya ¢ikar. Ornegin
hiicre duvar1 kalinlasir, hiicre duvari ve hiicre membraninin kimyasal kompozisyonu
degisir. Burada amag bakterinin hayatta kalma sansini artirmaktir. Bu bakterilerin tekrar
kiltirlerinin ~ yapilmas1 i¢in olumsuz kosullarin giderilmesi ve resiisitasyon
mekanizmalarim1 devreye sokacak uyarimlarin yapilmasi gerekir (11, 68). Patojen
bakterilerin bu forma gegisi 6zellikle halk sagligi1 agisindan 6nem arz eder. Ciinkii bu
bakteriler resiisite olduktan sonra viriilans faktorlerini sergilemeye devam ederler.
Dormant duruma girdigi bilinen patojen bakterilerin bazilar1 Tablo 2’de listelenmistir
(68).

Tablo 2. Dormant duruma girdigi bilinen baz1 patojenler (68)

Aeromonas hydrophila Burkholderia capecia Campylobacter coli
Enterobacter aerogenes Enterococcus faecalis Escherichia coli
Helicobacter pylori Klebsiella pneumoniae Listeria monocytogenes

Mycobacterium tuberculosis  Salmonella Typhimurium Pseudomonas aeruginosa

Serratia marcescens Shigella dysenteriae Vibrio cholerae
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4.3.2. Kiiltiir Edilemeyen Bakterilerin Uretilememe Nedenleri

Kiiltiir edilemeyen bakterilerin iiretilememesinde bir¢ok faktor rol oynayabilir.

Bunlar su sekilde siralanabilir (9-12):

- Bakterilerin dogal ortamlarinda iiremeleri i¢in esansiyel besin maddeleri ve
kimyasallarin kiiltiir ortamina yansitilamamast,

- Karsik kiiltiirlerde baska bakteriler tarafindan salinan toksin benzeri metabolik
artiklarin diger tiirlerin liremesini engellemesi,

- Uygun olmayan kiiltiir kosullar1 ve ¢esitli stres faktorlerinin bakterilerin dormant
doneme girmesine neden olmasi,

- Bakterinin tiremesi i¢in ekosistemindeki diger bakterilere ihtiya¢ duymasi (ko-
kiiltir),

- Besin maddeleri yoniinden zengin besiyerlerinde yapilan kiiltiirler (kiiltiir
besiyerinin zengin igerigi ile hizli ireyen mikroorganizmalarin yavas iireyenleri
maskelemesi),

- Kiiltiirlerin inkiibasyon kosullarinin yeterince uzun tutulmamasi,

- Bakteriler arasi birtakim tireme faktorleri ve sinyal molekiillerinin in vitro

ortamlarda yetersiz kalmasi.
4.3.3. Kiiltiir Edilemeyen Bakterilerin Kiiltiirii Ii¢cin Uygulanan Yéntemler

Kiiltiir edilemeyen bakterilerin kiiltiirii i¢in  glinlimiizde c¢esitli teknikler
uygulanmaktadir. Bu tekniklere besiyerlerinin modifiye edilmesi, kiiltlir i¢in uygun
fiziksel ve kimyasal kosullarin saglanmasi, kiiltiir ortamina iiremeyi artirict bazi
molekiillerin ilave edilmesi Ornek olarak wverilebilir. Cevresel orneklerden kiiltiir
edilebilirligi artirmak adina ¢esitli yontemler uygulanmis olmasina ragmen giintimiizde
bir 6rnekte bulunan tiim bakterilerin kiiltiir edilmesini saglayan gecerli bir yontem halen

mevcut degildir.

Bakterileri dogal ortamlarinda kiiltiir etme modeli kiiltiir edilemeyen bakterilerin
uretilmelerinde basar1 gosteren en Onemli yontemlerden birisidir. Bu yontem igin
diffiizyon ¢emberleri kullanilir. Diffiizyon cemberleri agar besiyeri ve besiyerini
cevreleyen, ortamdan igeri besin maddelerinin gecisini saglayan fakat bakteri giris
cikisina izin vermeyen yar1 gecirgen bir membran yapisindan olusur. Difflizyon ¢emberi

ile deniz ortamindan daha Once kiiltiir edilmemis taksonlar Kkiiltiir edilmistir. Bu
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sistemin agiz bosluguna uyarlanmasi adina “minitrap” denilen modifiye bir diffiizyon
¢cemberi tasarlanmigtir (Resim 1). Bu aparat bireyin damak yiizeyine yerlestirilmekte ve
ag1z boslugundaki bakteriler “minitrap” igerisindeki agar besiyerlerine ¢ekildikten sonra
membran kapatilmaktadir. Bu yontemle agiz boslugundan 30 yeni tiiriin kiiltiir edildigi

bilinmektedir (9, 11, 66).

Besiyerlerine lireme faktorleri veya sinyal molekiillerinin katilmasi ile daha 6nce
kiiltir edilmemis bakterilerin fretildigi veya kiltiir kalitesinde artis saglandig
bilinmektedir. Besiyerine LQPEV (5 aminoasitlik peptit) ilave edilmesi ile daha 6nce
kiltir edilmemis Psychrobacter sp. MSC33 susu {iretilmistir (9, 11). Hemin ve
menadione ilaveli besiyerlerinde agiz boslugunda bulunan koyu pigmentli bakterilerin
izolasyonu, pyridoksal ve L-sistein ile Abiotrophia ve Granulicatella tiirlerinin
izolasyonu ve N-asetil muramik asit ile Tannerella forsythia izolasyonunun optimal

sekilde gergeklestigi gosterilmistir (10).

Kiiltiir edilemeyen bakterilerin iiretilmesinde etkili olan bir diger yontemde besin
icerigi yoniinden zengin olmayan besiyerlerinin kullanilmasidir. Segici olmayan
zenginlestirilmis besiyerlerinde hizli lireyen bakterilerin metabolik artiklarindan dolay:
yavag tlreyenler olumsuz etkilenebilmektedirler. Ayrica, popiilasyondaki dominant
tiirler bu tiir besiyerlerinde hizli iireyerek popiilasyonda daha az sayida bulunan tiirleri
maskeleyebilirler. Bu olumsuzlugun engellenmesi ve daha once kiiltiir edilmemis

bakterilerin kiiltiirii i¢in besin igerigi diisiik besiyerlerinin kullanilmasi gerekir (9, 10).

Ko-kiiltiir yontemi ile daha once kiiltiir edilmemis bakterilerin kiiltiir edildigini
gosteren caligmalar mevcuttur. Ko-kiiltiirde kullanilan bakterilerin kullanilma amaci
hedef bakterinin iiremesi icin gerekli iireme faktorleri veya sinyal molekiillerini
saglamasidir. Ornegin, Fusobacterium nucleatum ko-kiiltiirii ile Fretibacterium

fastidiosum kiiltiir edilmistir (9, 10).

Inkiibasyon siiresinin uzun tutulmas: daha énce kiiltiir edilmemis bakterilerin
kiiltir  edilebilirliginde  onemli  bir  faktordiir.  Ozellikle yavas iireyen
mikroorganizmalarin koloni olusturmasi i¢in gerekli zamanin saglanmasi gerekir. Agiz
boslugunda bulunan TM7 subesine ait suslarin besin igerigi diisiik besiyerlerinde 50

giinii gecen inkiibasyon siirelerinin sonunda kiiltiir edildigi rapor edilmektedir (9, 10).
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Resim 1. Agiz mikrobiyotasinin in vivo kiiltiirii igin tasarlanan “minitrap” sistemi.
Soldaki resimde aparatin yapisi; sagdaki resimde bireye uygulanmak {izere
damaga implante edilmis halini géstermektedir (9)
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Toprak Ornekleri

Bu tez calismasina temel tegkil etmek ve tezin hipotezini test etmek amaciyla
toprak mikrobiyotasi iizerinde bir 6n ¢alisma gergeklestirildi. Universitemizin Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) birimi tarafindan 2014-2016 yillar1 arasinda desteklenen
11542 Kkodlu “Canli Fakat Kiiltiir Edilemeyen Bakterilerin Uretilmelerinde Quorum
Sensing (Cogunlugu Algilama) Inhibitdrlerinin Kullanilmasi” adli bu proje igin toprak
ornekleri Karadeniz Teknik Universitesi Kanuni Kampiisii 40°59'38"K, 39°46'17"D

koordinatlar1 olan ormanlik alandan alind.
5.1.2. Calisma Grubu

Ag1z boslugunda bulunan daha 6nce kiiltlir edilmemis bakterilerin izolasyonu i¢in
saglikli ve herhangi bir kronik rahatsizlig1 olmayan, erigkin 3 kadin ve 3 erkek bireye ait
ornekler kullanildi. Bireyler KTU Dis Hekimligi Fakiiltesi Oral Diagnoz ve Radyoloji
Anabilim Dalina goniillii olarak calismaya katilmayr kabul etmis kisiler arasindan
secildi. Ornek almacak bireylerden galigmaya goniillii olarak katildiklarini beyan eden
"Onam Formu" alindiktan sonra agiz bosluguna ait 6rnekler (tiikiirtik, stiriintii 6rnekleri
ve sert doku Ornekleri) uzman bir dis hekimi tarafindan alindi. Orneklerin alindig

bireylerin se¢iminde asagida yazili 6zellikler dikkate alindi:

a. Sigara ve alkol kullanmamis olmasi,
b. Son alt1 ay igerisinde herhangi bir nedenle sistemik bir antibiyotik

kullanmamis olmasi,

c. Kemoterapi ve/veya 151n tedavisi almamis olmasi,

d. Gebe olmamasi,

e. Diyabet, bobrek yetmezligi gibi metabolik bir hastaligin olmamasi,

f. 18-60 yas araliginda olmasi,

g. Halitosiz durumunun olmamasi,

h. Periodontal rahatsizligmmin olmamasi ve periodontal cep derinliginin 3

mm’den az olmasi.
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Calisma grubuna dahil edilen bireylerin kodu, cinsiyeti ve dogum tarihleri Tablo

3°de belirtilmistir.

Tablo 3. Calismaya dahil edilen bireyler

Birey kodu Cinsiyeti Dogum Tarihi
om1 Kadimn 17.06.1991
OoM2 Kadin 27.05.1988
OoM3 Kadin 29.01.1986
OoM4 Erkek 11.01.1987
OM5 Erkek 02.10.1993
OM6 Erkek 15.08.1995

5.1.3. Agiz Boslugu Ornekleri

Bakteri izolasyonu igin her bir bireyden yumusak doku ornekleri (dil dorsumu,
tiim sert damak ytizeyi, bukkal mukoza, yapisik diseti, tonsilla palatina ve bogaz), sert
doku oOrnekleri (iki molar dis, iki premolar dis ve iki kesici disten olmak iizere

subgingival ve supragingival plak 6rnekleri) ve tiikiiriik 6rnekleri alindi.
5.1.4. QS Inhibitorleri

Calismada QS inhibitorleri olarak EGCG, 2,4,5-tribromoimidazol, 5-azasitidin,
acilaz |, apigenin, bergamottin, sinnamaldehit, siklohekzanon, siklolosin, E,E-farnesol,
D-aminoagilaz, ellagik asit, GABA, hamamelitannin, kamferol, kafein, naringenin, p-
kumarik asit, fenotiyazin, kuersetin, salisilik asit, tannik asit, ksilitol (Sigma-Aldrich,
Almanya), kurkumin, indol, vanilin (Merck, Almanya), 4-NPO, p-benzokinon (ABCR,
Almanya) ve S-adenozilhomosistein (Cayman Chemical, ABD) kullanildi. Dogal QS

inhibitorii olarak laboratuvarda hazirlanmis sarimsak ekstrakti kullanildi.
5.1.5. Bakteri Suslan

QS inhibisyonunun test edilmesinde biyoindikator sus olarak C. violaceum ATCC
12472 ve P. aeruginosa PAO1 kullanildu.
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5.1.6. Kimyasallar

Caligmada kullanilan sivi ve kati1 kimyasallar: Agar (Acumedia, ABD), agaroz,
EDTA (Quantum, Yeni Zellanda), gliserol, hidroklorik asit (HCI), sodyum Kkloriir
(NaCl) (Riedel de Haen, Almanya), DL-ditiyotreitol, dimetilsiilfoksit (DMSQO), hemin
(C34H32CIFeN4O4), miisin tip III, potasyum kloriir (KCl), sodyum asetat (C,H3NaOy),
sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma-Aldrich, ABD), metanol (Chromanorm, Fransa), at
serumu, fosfat tampon soliisyonu (PBS, Dulbecco’s A) (Oxoid, Ingiltere), amonyum
stilfat [(NH,4)2SO4], disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,), L-arjinin, magnezyum siilfat
heptahidrat (MgSO,4.7H,0), N, N, N’,N’-tetra-metil-p-fenilen diamin dihidroklorid,
dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,), %30’luk hidrojen peroksit, izoamil alkol,
pankreatik pepton, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), sodyum karbonat (Na,CO3),
sodyum hidroksit (NaOH), maya ekstrakti, siikroz, toluen, iire (Merck, Almanya),
proteaz pepton No:3 (Becton Dickinson, ABD), kloroform, tris (Amresco, ABD), K
vitamini (Konakion®, Roche, Almanya), lizozim (AppliChem, Almanya), RNaz A
(Biomatik, Kanada), primerler (27F: 5-AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG-3’; 517F:
5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’; 534R: 5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3’;
784F: 5°- AGGATTAGATACCCT-3’; 1492R: 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3”)
(Macrogen, Giiney Kore), PCR master miksi (5x HOT FIREPol® Blend Master Mix),
100 bp DNA marker (Solis BioDyne, Estonya), Big Dye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems, ABD) seklindedir.
Bakterilerin gram reaksiyonlarinin belirlenmesinde Gram boyama seti (GBL, Tiirkiye)
kullanilda.

5.1.7. Besiyerleri

Brain heart infusion broth (BHIB), Soil ekstrakt agar (SEA) (Himedia, Hindistan),
R2A (Reasoner’s 2A) agar, Luria Bertani (LB) broth (Lab M, Ingiltere), Actinomycetes
isolation agar (AIA), Mitis salivarius agar (Sigma-Aldrich, Almanya) ve hazir %5
koyun kanli agar (OR-BAK, Tiirkiye) kullanildi.

5.1.8. Sarf Malzemeler

Mikrosantrifiij tiipleri (1.5 ve 2 mL), otomatik mikropipet uglar1 (10, 200 ve 1000
uL), 96 kuyucuklu diiztabanli mikropleyt (Greiner Bio-One GmbH, Almanya),
erlenmayer (500 ve 1000 mL), falkon tiipleri (15 ve 50 mL), deney tiipleri, lam, mavi

27



kapakli cam siseler (100, 250, 500, 1000 mL), mezir (100, 250, 500, 1000 mL),
parafilm, PCR tiipleri, pipetman, plastik petri kaplari (90 mm g¢apli), test tiip standi
(Isolab, Almanya), otomatik mikropipet (20 pL, 200 uL, 1000 uL) (Gilson, ABD), sekiz
kanalli otomatik pipet (5-50, 30-300 uL) (Brand Transferpette, Almanya), seliiloz asetat
filtre (0.22 uM por ¢apli) (Sartorius AG, Almanya), serolojik pipetler (5, 10, 25 mL)
(Sarstedt, Almanya), pamuklu ekiivyon (LP Italiana, Italya), 1 mm c¢apli cam boncuklar
(Marienfeld, Almanya), pyrex kiiltiir tiipleri ve eldiven kullanildi.

5.1.9. Cihazlar

Sogutmal1 santrifiij cihazi (Eppendorf, Almanya), mikrosantrifiij (Sigma 1-15,
Ingiltere), VersaMax ELISA mikropleyt okuyucu (Molecular Devices, ABD),

calkalamal1 etiiv (N-Biotek, Giiney Kore), 37°C’lik etiiv (Memmert M 421, Almanya),

37°C’lik karbondioksitli etiiv (Thermo Scientific, ABD), simnif II biyogiivenlik kabini

(Powtech, Tirkiye), su banyosu (FG Bode & Co., Almanya), 4°C buzdolab: (Kleo,
Tiirkiye), -20°C derin dondurucu (Argelik, Tirkiye), -80°C derin dondurucu (New
Brunswic Scientific U570 premium, ABD), pastor firmi (Nive FN 500, Tirkiye),
vorteks, stereo mikroskop (Isolab, Almanya), distile su cihaz1 (Kros A.S. Krosclinic,
Tiirkiye), dikey model otoklav (Kermanlar, Tirkiye), pH metre (Hanna HI 121,
Romanya), manyetik karistirict (yeIIOWIine MSC basic C, ABD), mikrodalga firin
(Vestel MW-23, Cin), buz makinesi (Hoshizaki, Japonya), hassas terazi (EMB 200-3,
Kern & Sohn GmbH, Almanya), PCR cihaz1 (Techne TC-512, Ingiltere), elektroforez
sistemi (RunOne™ gii¢ kaynagi ve Embi Tec RunOne™ elektroforez tanki, ABD)
elektroforez tanki (OWL Scientific Easy-Cast'™ mini jel elektroforez sistemi model
B1A, ABD), dijital gii¢ kaynag (Owl Separation Systems-Lighting Volt™ Power
Supply model OSP-300, ABD), UV illuminator (Cleaver Scientific, MUV21-254/312,
Ingiltere), 151k mikroskobu (Olympus CX31, Japonya) ve otomatik DNA dizi analizi
(ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD) cihazlar: kullanildi.
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5.2. Yontem
5.2.1. QS Inhibitérlerinin Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

QS inhibitorlerinin  stok  soliisyonlarinin  hazirlanmasinda ve kullanilan
¢Oziiclilerde iiretici firmalarin 6nerileri dikkate alindi. Stoklarin hazirlanmasinda distile
su, DMSO, etanol, metanol ve potasyum fosfat tamponu kullanildi. Sarimsak ekstrakti
Rasmussen ve ark. (32) tarif ettigi sekilde hazirlandi. Bunun igin kabugu ve filizinden
arindirilmis sarimsaktan 25 g tartildi ve 50 mL toluen ile bir gece oda sicakliginda
karistirilarak ekstrakte edildi. Islem sonrasi ekstrakt gazli bezden siiziilerek baska bir
temiz siseye aktarildi. Ekstrakt {izerine 25 mL steril distile su ilave edildi ve 24 saat
stiresince oda sicakliginda karigtirildi. Siire sonunda sisede olusan iki fazdan su fazi
dikkatlice alindi, 0.22 pm por ¢apindaki filtre ile steril edildi ve saf sarimsak ekstrakti
(1 g/mL) olarak kullanildi. Tiim stoklar kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Calismada kullanilan QS inhibitorlerinin listesi, hazirlanan stok konsantrasyonlari

ve ¢Oziiciileri Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan QS inhibitérleri, hazirlanan stok konsatrasyonlari ve

¢Oziicliler
QS inhibitorii Stok Konsantrasyonu Coziicii
2,4,5-tribromoimidazol 10 mg/mL Metanol
4-NPO 25 mg/mL Distile su
S-azasitidin 10 mg/mL Distile su
Acgilaz | 1 mg/mL Potasyum Fosfat Tamponu
Apigenin 2 mg/mL DMSO
Bergamottin 5 mg/mL DMSO
D-aminoagilaz 500 pg/mL Potasyum Fosfat Tamponu
E,E-farnesol 10 mg/mL Etanol
EGCG 2 mg/mL DMSO
Ellagik asit 40 mg/mL DMSO
Fenotiyazin 10 mg/mL Etanol
GABA 40 mg/mL Distile su
Hamamelitannin 2 mg/mL DMSO
Indol 10 mg/mL Metanol
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Tablo 4. (Devam) Calismada kullanilan QS inhibitorlerinin listesi, hazirlanan stok

konsatrasyonlari ve ¢oziiciiler

QS Inhibitorii Stok Konsantrasyonu Céziicii
Kafein 20 mg/mL Distile su
Kamferol 5 mg/mL Etanol
Ksilitol 50 mg/mL Distile su
Kuersetin 10 mg/mL DMSO
Kurkumin 10 mg/mL DMSO
Naringenin 5 mg/mL DMSO
P-benzokinon 10 mg/mL Distile su
P-kumarik asit 30 mg/mL Etanol
S-adenozilhomosistein 1 mg/mL DMSO
Salisilik asit 10 mg/mL Etanol
Sarimsak Ekstrakti 1 gr/mL Distile su
Siklohekzanon 100 mg/mL Distile su
Sikloldsin 20 mg/mL Distile su
Sinnamaldehit 10 mg/mL Etanol
Tannik asit 100 mg/mL Distile su
Vanilin 10 mg/mL Distile su

5.2.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi
5.2.2.1. Ticari Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Tiim ticari besiyerleri tiretici firmalarin onerileri dogrultusunda distile su iginde
hazirland1 ve pH degeri konsantre 6 N HCI veya 5 N NaOH ile istenen araliga getirildi.
Siv1 besiyerlerine agar ilavesi ile agar besiyerleri hazirlandi. Besiyerleri 121°C’de, 1.2
atm basing altinda 20 dak siire ile otoklav edildi. Otoklav sonras1 su banyosunda 50°C
sicakliga kadar sogutulan besiyerleri steril petri plaklarina dokiildii. Agar besiyerleri

katilastiktan sonra, s1v1 besiyerleri ise otoklav sonrasi 4°C’de muhafaza edildi.
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5.2.2.2. Diger Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Tamponlanmis Peptonlu Su Agar

Pepton, 10 g/L; NaCl, 5 g/L; KH,PO,4 1.5 g/L; Na,HPO,4 3.5 g/L ve agar distile
su igerisinde ¢ozildiikten sonra pH:7.3’¢ ayarlandi1 (69). Otoklav ile steril edildikten

sonra petri plaklarina dokiildii. Besiyerleri donduktan sonra buzdolabina kaldirildi.
Nutrient Agar

Pepton, 5 g/L; maya ekstrakti, 5 g/L; NaCl, 5 g/L ve agar distile su igerisinde
¢oOziildiikten sonra pH:6.8’¢ ayarlandi. Otoklav ile steril edildikten sonra petri plaklarina

dokiildii. Besiyerleri donduktan sonra buzdolabina kaldirildi.
Modifiye SHI Broth

Proteaz pepton No:3, 10 g/L; pepton, 5 g/L; maya ekstrakti, 5 g/L; KCl, 2.5 g/L;
hemin, 5 mg/mL stoktan 1 mL/L; iire, 0.06 g/L; L-arjinin, 0.17 g/L; miisin tip III, 2.5
g/L; siikroz, 5 g/L distile su ile karistirildiktan sonra pH:7.2’e ayarlandi ve otoklav ile
steril edildi. Besiyeri 50°C’e kadar sogutulduktan sonra at serumu, 50 mL/L ve K

vitamini, 10 mg/mL stoktan 100 puL/L ilave edildi (70). Besiyeri kullanilincaya kadar
4°C’de muhafaza edildi.

5.2.3. Tampon, Cozelti ve Ayiraclarin Hazirlanmasi
5.2.3.1. Potasyum Fosfat Tamponu

1 M K;HPO, soliisyonundan 71.7 mL, 1 M KH,PO, soliisyonundan 28.3 mL
alinarak baska bir tiipte birlestirildi ve pH:7.2 olarak 6l¢iildii. Soliisyon otoklavda steril

edildikten sonra kullanildi.
5.2.3.2. PBS Tamponu

PBS tamponu, tiretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi. Bir tablet, 100
mL distile su i¢inde ¢oziildii, pH:7.2 olarak 6l¢iildii ve otoklav ile steril edildikten sonra

kullanildi.
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5.2.3.3. Transport Sivisi-Gliserol Tamponu

K2HPO,, 0.45 g/L; KH,PO,4 0.45 g/L; NaCl, 0.9 g/L; (NH4)2SO4, 0.9 g/L; MgSO,,
0.18 g/L; EDTA, 0.38 g/L; Na,CO3 0.4 g/L; DL-ditiyotreitol, 0.2 g/L ve gliserol (son
konsantrasyonu %10 olacak sekilde) distile su i¢inde hazirlandi, otoklav ile steril

edildikten sonra kullanildi (71).
5.2.3.4. Lizis Tamponu

DNA izolasyonunda kullanmak iizere Tris pH:7.5, sodyum asetat, EDTA ve SDS
son konsantrasyonlar1 sirasiyla 40 mM, 20 mM, 1 mM ve %1 olacak sekilde steril

distile su i¢erisinde hazirlandi (72).
5.2.3.5. TE Tamponu

DNA izolasyonunda kullanmak tizere 1 M Tris (pH:8.0) ve 0.5 M EDTA (pH:8.0)
stok soliisyonlarindan son konsantrasyonlari sirasiyla 10 mM ve 1 mM olacak sekilde

steril distile su i¢erisinde hazirlandi.
5.2.3.6. Peptonlu Su (%0.1) Cozeltisi

Pepton, 1 g/L ve NaCl, 8.5 g/L distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH:7.2’e

ayarlandi1 ve otoklav ile steril edildi.
5.2.3.7. Oksidaz Test Ayiraci

N, N, N’, N’-tetra-metil-p-fenilen diamin dihidroklorid son konsantrasyonu %1
olacak sekilde steril distile su igerisinde ¢oziildii, filtre ile steril edildi ve -20°C’de

muhafaza edildi.
5.2.3.8. Katalaz Test Ayiraci

Hidrojen peroksidin %30’luk ana stogundan steril distile su ile %3 liik sulandirimi1

hazirlandi. Hazirlanan ayirag koyu bir sise igerisinde 4°C’de muhafaza edildi.
5.2.4. QS Inhibitérlerinin Kullanim Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

QS inhibitdrlerinin agiz mikrobiyotasinin liremesini baskilamayan maksimum
konsantrasyonda kullanilmas1 hedeflendi. Inhibitérlerin kullanilacak
konsantrasyonlarininin belirlenmesinde literatiirlerde c¢esitli bakteriler iizerine QS
mekanizmas1 ile diizenlenen fenotipik ve fizyolojik davranmiglarin bloke edilmesi

amaciyla  yapilmig calismalarda  kullanilan  konsantrasyonlari, inhibitorlerin
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envanterimizdeki mevcut miktarlart ve en Onemlisi gerecler kisminda ki c¢alisma
grubunda yazili sartlara uyan ii¢ kisiye ait tlikiiriik mikrobiyotasina karst iiremeyi
baskilamayan konsantrasyonlar1 dikkate alindi. Inhibitérlerin, tiikiiriik mikrobiyotasina
kars1 iliremeyi baskilamayan konsantrasyonlarinin tespiti 96 kuyucuklu diiz tabanli
pleytte, modifiye SHI siv1 besiyeri ile gergeklesti. Pleytin tiim kuyucuklarina 150 pL
besiyeri konuldu. Her bir inhibitoér i¢in her satirin ilk kuyucuguna 150 pL madde
konuldu ve sekiz kanalli otomatik pipet ile inhibitorlerin % seri diliisyonlar1 yapildi. Son
olarak kuyucuklara 50 pL tiikiiriik 6rnegi konuldu. Her bir madde i¢in kuyucuklardan
biri sterilite (bakteri igermeyen) kontrolii, digeri lireme (madde igermeyen) kontrolii
olarak kullanildi. Pleyt, %5 CO>’li ortamda 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda pleyt ODgoonm’de mikropleyt okuyucusunda okutuldu. Ureme kontrol
kuyucugundaki absorbans degeri ile ayn1 veya yakin absorbans degeri veren inhibitor
kuyucuklarindaki konsantrasyonlar not edildi ve ileri ¢aligmalarda kullanilacak

konsantrasyonlarin belirlenmesinde yol gosterdi.
5.2.5. QS Inhibitér Kombinasyonlarinin Hazirlanmasi

Ag1z boslugundan bakteri izolasyonu ig¢in besiyerlerine katilmak tizere her
kombinasyonda alt1 inhibitor madde olacak sekilde bes grup olusturuldu. Bunlar grup 1,
grup 2, grup 3, grup 4 ve grup 5 olarak adlandirildi (Tablo 5). Gruplar olusturulurken
inhibitorlerin bakterilerde inhibe ettikleri sinyal molekiilleri, ¢oziiciileri ve kullanim

konsantrasyonlar1 gibi faktorler goz oniine alindi.

Tablo 5. QS inhibitdrlerinin gruplar igerisindeki dagilimi

Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Apigenin EGCG Naringenin Kuersetin Bergamottin
5-azasitidin Sinnamaldehit Kamferol Hamamelitannin 4-NPO

Ellagik asit GABA Kurkumin Siklohekzanon Sarimsak Ekstrakti
Vanilin P-kumarik asit Ksilitol S-adenozilhomosistein  Siklolosin

Agilaz | D-aminoagilaz Salisilik asit P-benzokinon 2,4,5-tribromoimidazol
Fenotiyazin Kafein Tannik asit Indol E,E-farnesol
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Toprak orneklerinden yapilan 6n calismada her grupta sayilart dort ile bes
arasinda degisen sayida inhibitor iceren ve A, B, C, D, E harfleriyle ifade edilen bes
grup olusturuldu. Besiyerlerine katilmak iizere bu gruplardan ABC, ABD, ABE, ACD,
ACE, ADE, BCD, BCE, BDE ve CDE kombinasyonlar1 olusturuldu (Tablo 6).

Tablo 6. Toprak 6rneklerinden yapilan 6n galisma igin QS inhibitérlerinden gruplarin

hazirlanmasi
A B C D E
Ksilitol Vanilin Tannik asit S-adenozilhomosistein ~ Kafein
E,E-farnesol  Salisilik asit Kuersetin Sarimsak ekstrakti Agilaz |
4-NPO Apigenin 2,4,5-tribromoimidazol  Kurkumin Indol
Naringenin P-benzokinon GABA Sinnamaldehit EGCG
Ellagik asit Siklolosin 5-azasitidin P-kumarik asit

5.2.6. QS Inhibisyonunun Biyoindikatér Suslarda Gésterilmesi

Gruplarin bakterilerde QS mekanizmasini inhibe edip etmedikleri C. violaceum ve
P. aeruginosa suslarina karsi test edildi. Bu suslarin QS mekanizmasimi kullanarak
sirastyla viyolasin ve piyosiyanin pigmentlerini trettikleri bilinmektedir. Gruplar
bakteriler lizerine uygulandiktan sonra bakterilerden 6lgiilen pigment miktarlar1 kontrol

(higbir madde uygulanmayan) ile kalitatif ve kantitatif olarak karsilastirild.
5.2.6.1. Viyolasin Inhibisyonu

Hazirlanan gruplarin C. violaceum susunda QS mekanizmasi ile iiretilen viyolasin
pigment {iretimi tizerine etkileri arastirildi. Bu amagla C. violaceum susunun nutrient
agar besiyerindeki taze kiiltiirinden bir koloni alindi ve 5 mL LB siv1 besiyerinde
37°C’de, 220 rpm’de yaklasik 9 saat kiiltiir edildi. Ardindan siv1 kiiltiir taze LB’de
1:100 oraninda sulandirildi ve 4’er mL hacminde kdltiir tiplerine aktarildi. Pigment
inhibisyonunun kontrolii olarak vanilin, pigment iiretim kontrolii olarak ise diger
gruplara konulan inhibitér hacmi kadar steril distile su konuldu. Gruplar1 olusturan
maddeler kiiltiir lizerine eklendikten sonra hacim LB ile 5 mL’e tamamlandi. Kiiltiirler
37°C’de, 220 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden 1
mL alind1 ve santrifiij edildi. Siipernatan atildi, pelet iizerine 1 mL DMSO ilave edildi

ve 30 s en yiiksek hizda vortekslenerek pigmentin DMSO’a geg¢isi saglandi. Ardindan
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tiipler tekrar santrifiij edildikten sonra siipernatandan 0.2’ser mL alindi ve diiz tabanl
96 kuyucuklu mikropleytin ii¢ kuyucuguna aktarildi. Pigmentlerin absorban degerlerini
Olgmek icin pleyt ODsgspm’de mikropleyt okuyucusunda okutuldu. Gruplarin C.
violaceum’un iiremesi tizerine olumsuz etki gosterip gostermedigi lireme egrisi grafigi
olusturularak tespit edildi. Bu amagcla inkiibasyon baslangicindan itibaren her ii¢ saatte
bir kiiltiirlerden 10 pL alindi ve seri sulandirimlar1 yapildiktan sonra nutrient agar
besiyerine ekildi. Her grup i¢in 6lgiilen pigment miktar1 ve iireme grafikleri kontrol ile
karsilastirildi (46, 73).

5.2.6.2. Piyosiyanin Inhibisyonu

Hazirlanan gruplarin P. aeruginosa susunda QS mekanizmasi ile {iretilen
piyosiyanin pigmenti iretimi tizerine etkisi arastirildi. Bu amagla P. aeruginosa
susunun Nutrient agar besiyerindeki taze kiiltlirlinden bir koloni alindi ve 5 mL LB siv1
besiyerinde 37°C’de, 220 rpm’de yaklasik 9 saat kiiltiir edildi. Ardindan s1v1 kiiltiir taze
LB’de 1:100 oraninda sulandirildi ve 4’er mL hacminde kiiltiir tiiplerine aktarildi.
Gruplari olusturan maddeler kiiltiir tiiplerine ilave edildikten sonra hacim LB ile 5 mL’e
tamamlandi. Pigment inhibisyonunun kontrolii olarak indol, pigment iiretim kontrolii
olarak ise diger gruplara konulan inhibitér hacmi kadar steril distile su konuldu.
Kiiltiirler 37°C’de, 220 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
kiltirlerden 1.5 mL alindi ve santrifiij edildi. Siipernatan temiz bir tiipe alindi ve
tizerine 0.9 mL kloroform ilave edildi. Karisim 30 s en yiiksek hizda vortekslenerek
piyosiyanin pigmenti ekstrakte edildi. Ekstraksiyondan sonra tiipler oda sicakliginda 5
dak bekletildikten sonra kloroform tabakasi bagka bir temiz tiipe aktarildi ve {izerine 0.3
mL 0.2 N HCI ilave edildi. Tiip aym1 sekilde vortekslendikten sonra santrifiij edildi.
Acik pembeden koyu kirmizi renge kadar degisen iist tabakadan 0.2 mL alind1 ve diiz
tabanli 96 kuyucuklu mikropleytin kuyucuklarina aktarildi. Pigmentlerin absorbans
degerlerini 6l¢mek i¢in pleyt ODsz0nm’de mikropleyt okuyucusunda okutuldu. Gruplarin
P. aeruginosa’nin iiremesi iizerine olumsuz etki gosterip gostermedigi iireme egrisi
grafigi olusturularak tespit edildi. Bu amagla inkiibasyon baslangicindan itibaren her {i¢
saatte bir kiiltiirlerden 10 pL alind1 ve seri sulandirimlari yapildiktan sonra nutrient agar
besiyerine ekildi. Her grup igin 6lgiilen pigment miktar1 ve iireme grafikleri kontrol ile
karsilastirildi (73-76).
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5.2.7. QS Inhibitorlii ve Inhibitorsiiz Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Agiz bosluguna ait Orneklerin QS inhibitorlii ve inhibitdrsiiz  (kontrol)
besiyerlerinde kiiltiirii icin BHIA, R2A agar ve tamponlanmis peptonlu su agar (TPSA)
besiyerleri hazirlandi. Yontem olarak cift katli agar yontemi kullanildi. Besiyerleri
otoklavlandiktan sonra 90 mm ¢apli petri kutularma alt kat igcin %l1.5
konsantrasyonunda agar igeren besiyerlerinden 20 mL, iist kat i¢in donmus alt kat
lizerine inhibitorlii ve kontrol igin %0.9 konsantrasyonunda agar igeren besiyerlerinden
5 mL olacak sekilde dagitildi. Ust kat igin agar besiyeri dokiilmeden 6énce 50°C’e
sogutuldu ve ardindan inhibitorler ilave edildi. Islem tiim besiyerleri ve inhibitdr
gruplari icin tekrarlandi. Inhibitér bulunmayan (kontrol) besiyerleri icin maddesiz iist
kat agar besiyeri dokiildii. Besiyerleri kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi ve

hazirlandiktan sonra 2 hafta icerisinde tiiketildi.

Orneklerin 6n zenginlestirme islemi 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerinde agar
besiyerlerinde kullanilan konsantrasyonlarda inhibitér iceren ve igermeyen 1 mL

hacmindeki %0.1’lik peptonlu su igerisinde gergeklesti.

Toprak ornekleri i¢in ayri hazirlanan QS inhibitér kombinasyonlarindan 0.1’er
mL alinarak SEA, R2A ve AIA besiyerleri iizerine aktarildi ve baget yardimiyla yayildi.
Besiyerleri biyogiivenlik kabini ig¢inde Kkurutulduktan sonra toprak bakterilerinin

1zolasyonu i¢in kullanildi.
5.2.8. Ag1z Bosluguna Ait Orneklerin Alinmasi ve islenmesi

Yumusak ve sert doku 6rnekleri 1 mL transport sivisi-gliserol tamponu bulunan 2
mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine, tiikiiriikk 6rnekleri ise 50 mL’lik falkon tiiplere alindi.
Yumusak doku oOrnekleri i¢in bahsi gegen bolgelerde pamuklu ekiivyon 20 s siire ile
gezdirildi, ardindan pamuklu kisim ekiivyon ¢ubugundan kirilarak tampon bulunan
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Gag refleksinden dolayr bogaz Ornegi en sona
birakildi. Her yumusak doku bdlgesi i¢in islem tekrarlandi ve ornekler ayr tiiplere
alindi. Sert doku 6rnekleri icin bahsi gegen bolgeler steril kiiret yardimi ile kazinarak
tek bir tiipte toplandi. Kiiret, tampon bulunan tiipe 4-5 s daldirildiktan sonra ¢ekildi.
Tiikiirik 6rnegi igin bireylerden 3-5 mL uyarilmamus tiikiiriik 6rnegi alindi. Bireyin en
az 1 dak boyunca tiikiiriiglinii agzinda biriktirmesi, sonrasinda falkon tiipiine aktarmasi

sagland1 (64, 77). Orneklerin alindig1 kisilerin &rnek alimmdan 12 saat dnce dis
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firgalama, iki saat dncesinden de yeme, icme gibi durumlar1 yapmamis olmasina dikkat
edildi (61). Ornekler bireylerden KTU Dis Hekimligi Fakiiltesi Oral Diagnoz ve
Radyoloji Anabilim Dalinda uzman bir Dis Hekimi tarafindan alindi ve islenmek iizere

kisa siirede laboratuvara getirildi.

Laboratuvara gelindiginde ornekleri igeren mikrosantrifiij tiipleri maksimum
hizda yaklagik 1 dak vortekslendi, yumusak doku oOrnekleri igin tiiplerdeki ekiivyon
uzaklastirildi. Her bir tiipten 0.5 mL baska bir tiipe aktarilarak stoklanmak tizere
-80°C’ye kaldirildi. Kalan 0.5 mL hacimler 10000 rpm’de 5 dak ¢oktiiriildi,
stipernatanlar atildi. Tiim 6rneklerdeki peletler birlestirilmek tizere 1 mL hacmindeki
transport sivisi-gliserol tamponu ile resiispanse edildi ve steril bir deney tiipiine
aktarildi. Tukirik 6rnegi iceren 50 mL’lik falkon tiipler ise 1500 rpm’de 5 dak
¢oktiiriildii. Stipernatandan 1 mL alindi ve 1 mL hacminde yumusak-sert doku
kombinasyonu igeren deney tiipii tizerine ilave edildi. Kalan tiikiiriikten 1 mL alinarak
son konsantrasyonu %15 olacak sekilde gliserol ilavesi ile -80°C’de stoklandi. Ayrica
yumusak, sert doku ve tiikiiriik kombinasyonunu igeren deney tiipiinden 1 mL alinarak
gliserol ilavesi ile stoklandi. Deney tiiplinde kalan hacimden 0.5 mL alind1 ve 4.5 mL
PBS soliisyonuna aktarilarak 10" diliisyonu hazirlandi. Bu hacimler ile 10™’¢ kadar seri

dilisyonlar hazirlandi.

On zenginlestirme icin &rnek kombinasyonundan 10 pL alindi ve 990 uL
inhibitdrlii ve inhibitdrsiiz %0.1°lik peptonlu su igeren tiiplere aktarildi. Tiipler 37°C’de
%5 CO2’li ortamda 24 saat inkiibasyonda birakildi. Siire sonunda kiiltiirden 0.5 mL
alind1 ve stoklandi. Kalan 0.5 mL’den ise yukarida anlatildig1 gibi fakat 10 e kadar seri

diliisyonlar hazirlandi.
5.2.9. Kiiltiirlerin Yapilmasi

Her bir bireye ait Ornekler birbirinden bagimsiz farkli zamanlarda calisildi.
Orneklerin islenmesinden sonra hazirlanan 103-10° ve 6n zenginlestirmeden sonra
hazirlanan 102-107 diliisyonlardan 0.1’er mL alinarak inhibitorli ve kontrol
besiyerlerine yayma ekim yapildi. On zenginlestirme sonrasi hangi inhibitér grubunun
On zenginlestirme islemi yapildi ise yine o grubu igeren besiyerine ekimler yapildi. Yani
grup 1 On zenginlestirme sonrasi o Ornekten yine grup 1 inhibitorleri igeren

besiyerlerine, maddesiz 6n zenginlestirme sonrast o Ornekten yine madde igermeyen
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besiyerlerine ekimler yapildi. Kiiltiirler yaklasik 35 giin siire ile 37°C’de %5 COy’li

ortamda inkiibasyona birakildu.
5.2.10. Toprak Orneklerinin Alnmasi ve Kiiltiirlerinin Yapilmasi

Toprak ornekleri agag kokiine yakin 20-25 cm derinlikten aseptik sartlarda alindi.
Alinan toprak drneginden 250 g tartilarak steril 2 L’lik beher igerisine aktarildi. Ornek
tizerine 250 mL steril distile su ilave edildi ve magnetik karistiricida 3 saat karistirilarak
toprak igerigi ekstrakte edildi. Siire sonunda ekstrakt gazli bezden siiziilerek 50 mL’lik

falkon tiiplerine aktarildu.

Toprak mikrobiyotasinit QS inhibitorleri ile muamele etmek ve sinyal iletisimini
stv1 besiyerinde kesmek i¢in 6n zenginlestirme kiiltiir islemi uygulandi. Bunun i¢in 96
kuyucuklu pleytin tiim kuyucuklarina 50 pL. hacminde 2x konsantrasyonunda %0.1°lik
peptonlu su konuldu. Her bir kombinasyon i¢in ilk kuyucuga 50 pL toprak ekstrakti
konuldu ve 24 kuyucuk i¢in ' seri diliisyon yapildi. Ardindan her kombinasyon igin
ayrilan 24 kuyucuga 50 uL 2x konsatrasyonundaki QS inhibitér grubundan ilave edildi.
On zenginlestirme islemi her madde kombinasyonu ve QS inhibitorii igermeyen kontrol
grubu icin gerceklesti. Pleytler 12 giin siiresince oda sicakliginda inkiibe edildi. On
zenginlestirme sonrast her bir kombinasyona ait olan 24 kuyucuktaki kiiltiirler ayr1 ayri
1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerinde birlestirildi. Birlestirilmis  kiiltirlerden
mikrosantrifiij tlipler igerisinde 10"e kadar seri sulandirimlar hazirlandi. Geri kalan
kiiltir ise son konsantrasyonu %15 gliserol olacak sekilde -80°C’de stoklandu.
Hazirlanan 10° ve 107 sulandirmalardan 50°ser pL alinarak QS inhibitérii iceren ve
icermeyen AlA, R2A ve SEA besiyerlerine yayma ekim yontemi ile ekildi. Her
kombinasyona ait On zenginlestirme sonrasi yine ayni kombinasyonu igeren agar
besiyerlerine ve kontrol olarak higbir kombinasyon icermeyen agar besiyerlerine
ekimler yapildi. Besiyerleri 28°C°de inkiibe edildi ve giinliik olarak koloni sayis1 ve QS
inhibitori igeren besiyerlerinde var olup kontrol besiyerlerinde bulunmayan farkl

morfolojiye sahip koloni varligi yoniinden incelendi.
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5.2.11. Bakteri izolasyonu ve Canh Hiicre Sayisinin Tespiti

Agiz bosluguna ait Orneklerin kiltiirleri bakteri izolasyonu yoniinden
degerlendirilirken besiyeri ve bireyler kendi igerisinde degerlendirildi. Kiiltiirler
degerlendirilirken Oncelikle kontrol besiyerlerinde izole olan bakteri profili belirlendi.
Kontrol besiyerinde izole olan her koloninin varligi inhibitdr igeren besiyerlerinde de
arandi. Sonra kiiltiirler, inhibitor igeren besiyerlerinde bulunan fakat kontrol
besiyerlerinde bulunmayan kolonilerin varligr yoniinden arastirildi. Kiiltiirler ¢iplak
gozle ve stereo mikroskop altinda degerlendirildi. Tiim izole olan koloniler fenotipik
Ozelliklerine gore tanimlandi ve adlandirildi. Adlandirma, birey (OM1, OM2 gibi)-
besiyeri (1, BHIA; 2, TPSA; 3, R2A)-sus numarasi (1, 2 gibi) seklinde bir kodlama ile
yapildi. Ornegin; OM3-2-34 [OM3, birey kodu (O: oral, M: mikrobiyota, 3: iiciincii
birey); 2, TPSA besiyerinde; 34, sus numarasi].

Sadece inhibitorlii besiyerlerinde gézlenen suslarinin, gozlendikleri besiyerlerinde
subkiiltiirleri yapildi. Saflastirilan kiiltiirler ileride kullanilmak {izere -80°C’de
stoklandi.

Ornekteki canli hiicre sayisinin hesaplanmasinda “N= C/V.A” formiilii kullanildi
(N: cfu/mL, C: Sayilan koloni sayisi V: Besiyerine inokiile edilen miktar (mL

cinsinden), A: Diliisyon sayisi).
5.2.12. Standart Bakteriyolojik Yontemler ile Gruplandirma

Inhibitdér iceren besiyerlerinde iireyen fakat kontrol besiyerlerinde iiremeyen
suslar potansiyel daha once kiiltiir edilmemis suslar olarak degerlendirildi. Suslar gram
reaksiyonu, hiicre sekli, katalaz, oksidaz reaksiyonlari, hemoliz 6zellikleri ve Mitis
salivarius agar lizerindeki koloni konfigiirasyonlarma goére gruplandirildi. Bu sekilde
izole edilen bakterilerin fenotipik olarak tanimlanmasi ve benzerlilik oraninin ortaya

konulmas1 hedeflendi.
5.2.12.1. Gram Reaksiyonu

Gram boyama iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda gergeklesti. Bunun i¢in
temiz bir lam {izerine bir damla distile su damlatildi. Steril kiirdan yardimu ile kiiltiirden
tek koloni alinarak 6nce lamin kenarinda ezildi ve sonra distile su ile siispanse edildi.

Lam, biyogiivenlik kabini i¢inde kurutuldu. Ardindan atesten ii¢ defa gegirilerek fikse
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edildikten sonra sirasi ile kristal viyole ile bir dakika, liigol soliisyonu ile bir dakika,
denatiire alkol ile 30 s ve fuksin boyasi ile 30 s olacak sekilde boyandi. Lam kuruduktan
sonra 151k mikroskobunda 100x biiyiitmeli objektifte, immersiyon yagi kullanilarak
incelendi. Pembe renkli boyanan bakteriler gram negatif, mavi-mor renkte boyanan

bakteriler gram pozitif olarak degerlendirildi.
5.2.12.2. Katalaz Testi

Temiz bir lam iizerine bir damla %3’lik hidrojen peroksit damlatildi. Kati
besiyerinde iiremis kolonilerden steril kiirdan yardimu ile tek koloni alinarak 6nce lamin
tizerinde ezildi, sonra hidrojen peroksit ile karistirildi. Karisimdan sonra kabarciklarin

goriilmesi veya ¢ikmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
5.2.12.3. Oksidaz Testi

Kurutma kagidi yardimi ile izole kolonilerden kii¢iik bir parca alindi ve {izerine
%1’lik kovaks ayiract damlatildi. Otuz saniye icinde koloninin mavi-mor renge

dontigsmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
5.2.12.4. Mitis Salivarius Agar Besiyerinde Alt Kiiltiirlerin Yapilmasi

Katalaz reaksiyonu negatif, gram pozitif kok yapisinda olan suslar, streptokoklar
igin segici ve ayirt edici bir besiyeri olan Mitis Salivarius agar besiyerine pasajlandi.
Kiiltiirler 37°C’de, %5 CO-’li ortamda ii¢ giin siire ile inkiibe edildi. Kiiltiirler giinliik
olarak ciplak gozle ve stereo mikroskop altinda incelenerek fenotipik 6zellikleri not
edildi. Besiyeri igerisinde bulunan potasyum tellurit Enterococcus tiirlerinin siyah
koloni olusturmasina, trypan mavisinin Streptococcus tiirlerince absorbe olup mavi
renkte koloniler olusturmasma, Streptococcus salivarius besiyerindeki siikrozu
metabolize ederek “gum-drop” olarak adlandirilan damla seklinde iri ve gosterisli

koloniler olusturmasina neden olmaktadir.
5.2.12.5. Hemoliz Aktivitesinin Belirlenmesi

Sadece inhibitorlii besiyerlerinde gozlenen suslar %5 koyun kanli agara
pasajlanarak 37°C’de, %5 CO>’li ortamda {i¢ giin siire ile inkiibe edildi. Kiiltiirler
giinlik olarak negatoskop iizerinde incelenerek hemoliz Ozellikleri belirlendi.

Bakterilerin %35 koyun kanli agarda eritrositleri parcalama ozelliklerine gore; tam
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hemoliz olusturmasi durumunda beta (J3), kismi hemoliz olusturmasi durumunda alfa (o)

ve hi¢ hemoliz olusturmamasi durumunda gama (y) hemolitik olarak degerlendirildi.
5.2.13. Molekiiler Tanimlama

Sadece inhibitorlii besiyerlerinde gozlenen suslardan 28 tanesinin kismi 16S
rRNA dizilemesi yapilarak tanimlanmalar1 amaglandi. Bunun i¢in suslarin kromozomal
DNA izolasyonu, 16S rRNA gen bdlgelerinin PCR ile gogaltilmasi, PCR iiriinlerinin

saflastirilmas1 ve DNA dizi analizi islemleri gergeklesti.
5.2.13.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Sadece QS inhibitdrlii besiyerlerinde gozlenen ve -80°C’de saklanan suslar %35
koyun kanli agarda canlandirildi. Canlandirma sonrasi iyi izole olmus 15-20 koloni
pamuklu ekiivyon ile toplanarak 1 mL PBS bulunan tiiplerde siispanse edildi. Tiipler
12000 rpm’de 5 dak santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi ve peletler DNA
izolasyonu yapincaya kadar -20°C’e tutuldu. DNA izolasyonu yapilacagi zaman pelet
-20°C’den ¢ikartildi ve 200 pL lizis tamponu ile resiispanse edildi. Aktinomiset grubuna
ait bakteriler i¢in pelet {izerine tampon hacmini ge¢gmeyecek sekilde cam boncuklar
katild1. Lizis tamponu ilavesinden sonra tlipler maksimum hizda 1-2 dak siire ile vorteks
edildi. Ardindan tampon tizerine 10 pL lizozim (10 mg/mL) ilave edildikten sonra
tiipler 37°C’de 30 dak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra lizat iizerine 10 pL
RNaz A, 10 mg/mL ilave edildi ve 56°C’de 30 dak inkiibasyona birakild. Inkiibasyon
sonunda lizat tizerine 70 pL. 5 M NaCl konuldu, tiipler el ile yavas¢a karistirildi ve
12000 rpm’de 10 dak santrifiij edildi. Temiz lizat, steril bagka bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi ve tizerine esit miktarda kloroform/izoamil alkol (24/1) karisimindan ilave
edildikten sonra tiip yavasca ve en az 50 kez alt iist edilerek karistirildi. Ardindan,
12000 rpm’de 5 dak siire santrifiij edildi ve lizat bagka bir steril mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Bu lizat hacminin iki kat1 kadar miktarda -20°C’de bekletilmis %96’lik etanol
ilave edildi ve tiipler -20°C’de 30 dak bekletildi. Siire sonunda tiipler 12000 rpm’de 5
dak santrifiij edilerek presipite edildi. Siipernatan atildiktan sonra presipitat 50-100 pL
hacmindeki -20°C’de bekletilmis %70 etanol ile iki kez yikandi. iki yikama arasinda
12000 rpm’de 1 dak santrifiigasyon islemi oldu. Son santrifiijden sonra siipernatan
atildi, etanol kalintis1 kalmamasi igin pelet pastor firininda kurutulduktan sonra 50-100

pL TE tamponu ile ¢oziildii ve kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (72).
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5.2.13.2. 16S rRNA Dizi Analizinin Yapilmasi

izole edilen bakterilerin 16S rRNA gen bolgelerinin cogaltilmasi icin E. coli 16S
rRNA’sinda sirastyla 8-27 ve 1492-1508 pozisyonlarina karsilik gelen ve 10 uM
konsantrasyonundaki universal 27F ve 1492R primer ¢iftleri kullanildi. Mikrosantrifiij
tiipiine toplam hacim 380 pL olacak sekilde sirasi ile 276 pL steril su, 80 uL hazir
master miks, 12 pL 27F, ve 12 pL 1492R ilave edildi, ardindan tiip yavasga
kanistirildiktan sonra 38 pL hacminde PCR tiiplerine dagitildi. Tiiplere son olarak 2 pL
kalip DNA ilave edildi. PCR islemi termal dongii cihazinda baslangi¢ denatiirasyonu
94°C’de iki dakika, her biri kendi i¢inde 94°C’de 45 s denatiirasyon, 55°C’de bir dakika
primer baglanmas1 ve 72°C’de bir dakika uzama basamaklarindan olusan toplam 35
dongiide gergeklestirildi. Son olarak 72°C’de 10 dak ilave bir uzama basamag: yer aldh.
Elde edilen PCR driinleri %1.2 agaroz igeren jelde yiiriitiildii ve yaklasik 1500 bp
biiyiikliigiindeki DNA fragmenti 100 bp DNA marker kullanilarak belirlendi. PCR
iiriinleri dizi analizi 6ncesinde PureLink™ Quick PCR Purification Kit (Invitrogen,
ABD) ile saflastirildi. Saflagtirma islemi ftretici firmanin oOnerileri dogrultusunda
gerceklestirildi. Elde edilen temizlenmis tiriinler %1.2 agaroz iceren jelde yiiriitildi ve

incelendi.

Dizi analizi i¢in 27F, 517F, 534R, 784F ve 1492R primerleri kullanildi. Bir
reaksiyon i¢in PCR tiipiine 1 pL Big Dye reaksiyon karisimi, 1.5 pL sekanslama
tamponu, 0.5 pL primer, 100 bp DNA marker ile bant kalinligi kiyaslanmis ve
reaksiyona ilave edilmesi hesaplanmis saflastirilmigs PCR {irtinii ilave edildi. Reaksiyon
hacminin 10 pL’e tamamlanmasi i¢in kalan hacim kadar steril distile su eklendi. Diger
primerler i¢in islem bagka bir PCR tiipiinde tekrarlandi. PCR iglemi termal dongii
cihazinda baslangig denatiirasyonu 96°C’de iki dakika, her biri kendi i¢inde 96°C’de
15 s denatiirasyon, 50°C’de 15 s primer baglanmasi ve 60°C’de iki dakika uzama
basamaklarindan olusan toplam 25 dongiide gergeklestirildi. Dizi analizi otomatize

DNA sekans cihazi ile yapildi.
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5.2.13.3. Dizilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen diziler gen bankasi (www.homd.org) ile 16S rRNA BLAST programi
kullanilarak karsilastirildi ve homolojileri belirlendi. Cikan listede en yiiksek skorda
homoloji gosteren takson ile benzerlik yilizdesi karsilastirildi. Benzerlik orant >%98.5
ise dizilerin eslesen takson ile identik oldugu kanisina varildi ve o taksonun sayfasindan
susun adlandirilma ve kiiltiir edilme durumlarina bakildi (8). HOMD’da bulunan
taksonlar ile <%98.5 oraninda eslesme gosteren diziler ve toprak érneklerinden izole
edilen bakterilerin dizileri baska bir gen bankasinin (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

niikleotit BLAST (blastn) programinda karsilastirildi ve homolojileri belirlendi.
5.2.13.4. Filogenetik Analiz

Filogenetik aga¢c MEGAG6 programinda (http://www.megasoftware.net/) (78)
Neighbor-joining istatistiksel yontemi (79) ve “Maximum Composite Likelihood”

modeli kullanilarak olusturuldu.
5.2.14. istatistiksel Analiz

Inhibitér gruplarm C. violaceum ve P. aeruginosa’da sirasiyla viyolasin ve
piyosiyanin pigment iiretimleri ve lireme {izerine etkileri birbirinden bagimsiz en az ii¢
deney ile tekrarlandi. QS inhibitér gruplar ile kontrol kiiltiirleri arasinda pigment
iretimi, izole olan canli hiicre sayis1 gibi parametrelerde anlamli bir farkin olup
olmadig1 IBM-SPSS 23. Paket programinda (IBM, Armonk, NY, ABD) Mann-Whitney
U testi ile belirlendi ve p<0.05 anlamlilik diizeyi kabul edildi. Veriler ortalama +

ortalamanin standart sapmasi seklinde ifade edildi.
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6. BULGULAR

6.1. QS Inhibitorlerinin Kullanilan Konsantrasyonlar

QS inhibitorlerinin tiikiiriik mikrobiyotasi iizerine lireme-gelismeyi baskilamayan

konsantrasyonlar1 referans alinarak c¢alismada kullanilan konsantrasyonlar1 belirlendi

(Tablo 7).

Tablo 7. QS inhibitérleri ve kullanilan konsantrasyonlar1 (ug/mL)

QS Inhibitorii Konsantrasyon QS Inhibitorii Konsantrasyon
(ng/mL) (ng/mL)

2,4,5-tribromoimidazol 4 Kafein 100
4-NPO 5 Ksilitol 500
5-azasitidin 3 Kuersetin 25
Agilaz | 1 Kurkumin 5
Apigenin 2 Naringenin 40
Bergamottin 2 P-benzokinon 2
D-aminoagilaz 1 P-kumarik asit 25
EGCG 2 S-adenozilhomosistein 1
Ellagik asit 20 Salisilik asit 9
E,E-farnesol 15 Sarimsak Ekstrakti 2000
Fenotiyazin 40 Sinnamaldehit 10
GABA 60 Siklohekzanon 100
Hamamelitannin 2 Siklolosin 100
Indol 117 Tannik asit 10
Kamferol 3 Vanilin 100

6.2. Biyoindikatér Suslarda Pigment inhibisyonu

Olusturulan gruplarin bakterilerde QS mekanizmasini inhibe edip etmedikleri

biyoindikator suglara karsi test edildi. Gruplar bakteriler iizerine test edildikten sonra

Olciilen pigment miktarlar1 kontrol grubu ile karsilastirildi. Grup 1 ve grup 3’iin

viyolasin iretimini; grup 4’lin viyolasin ve piyosiyanin iretimini kontrole gore

istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde inhibe ettikleri tespit edildi (Sekil 8, 9 ve

Resim 2, 3).
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abs (ODcgenm) [ Viyolasin Pigmenti
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Vanilin Kontrol

Sekil 8. C. violaceum'da viyolasin iiretimi inhibisyonunun kantitatif olarak gosterilmesi.
Grup 1, 3 ve 4’iin kontrole gore viyolasin {liretimini istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde inhibe ettigi goriilmektedir (ortalama + ortalamanin standart
sapmasi, *p<0.05)

Resim 2. C. violaceum'da viyolasin iiretimi inhibisyonunun kalitatif olarak gosterilmesi
(1, grup 1; 2, grup 2; 3, grup 3; 4, grup 4; 5, grup 5; 6, vanilin; 7, kontrol)
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Sekil 9. P. aeruginosa'da piyosiyanin iretimi inhibisyonunun Kkantitatif olarak
gosterilmesi. Grup 4’iin kontrole gére piyocyanin iretimini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi goriilmektedir (ortalama =+
ortalamanin standart sapmasi, *p<0.05)

Resim 3. P. aeruginosa'da piyosiyanin iiretimi inhibisyonunun Kkalitatif olarak
gosterilmesi (1, grup 1; 2, grup 2; 3, grup 3; 4, grup 4; 5, grup 5; 6, indol;
7, kontrol)

Bunun yaninda grup 1, 3 ve 4’tin C. violaceum’un iireme egrisi grafiginin ¢esitli
evrelerinde kontrole gére liremeyi istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde
baskiladiklar1 tespit edildi (Sekil 10). Grup 4’in ise P. aeruginosa susunda neden
oldugu baskilanma istatistiksel olarak anlamli tespit edilmedi (Sekil 11).
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Sekil 10. Viyolasin inhibisyonu yapan gruplarin C. violaceum'un iireme egrisi lizerine
etkileri (ortalama =+ ortalamanin standart sapmasi, *p<0.05)
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Sekil 11. Piyosiyanin inhibisyonu yapan grup 4'in P. aeruginosa'nin iireme egrisi
tizerine etkisi (ortalama + ortalamanin standart sapmasi, p>0.05)

Grup 1, 3 ve 4’iin C. violaceum’un iiremesi iizerine yaptiklari baskilamadan
dolayr bu gruplart olusturan inhibitorler iki kat seri sulandirilarak deney tekrarlandi.
Grup 3 ve 4 kombinasyonunu olusturan maddeler en fazla dort kat sulandirildiginda

viyolasin pigment tiretimindeki baskilanmanin kontrole gére anlamli bir sekilde devam
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ettigi ancak, iiremedeki baskilanmanin da tireme egrisi grafiginin altinci saatinde devam
ettigi tespit edildi (p<0.05). Grup 1’i olusturan inhibitérlerin 16 kat sulandiriminda bile
viyolasin inhibisyonunun kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu (Sekil 12),
fakat lireme egrisinin tiglincii saatindeki baskilanmanin da istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde devam ettigi tespit edildi (Sekil 13).
abs (ODgggm) B Viyolasin Pigmenti
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Sekil 12. Grup 1’in 16 kat sulandirrminin C. violaceum'da viyolasin {iretimi {izerine
etkisi. Grup 1’in 16 kat sulandiriminin kontrole gdre viyolasin iiretimini
istatistiksel olarak anlamli sekilde inhibe ettigi goriilmektedir (ortalama +
ortalamanin standart sapmasi, *p<0.05)

Log CFU/mL B Grup 1
(1/16|)_
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Sekil 13. Grup 1’in 16 kat sulandirrminin C. violaceum'un tireme egrisi tizerine etkisi
(ortalama + ortalamanin standart sapmasi, *p<0.05)
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6.3. Bakteri izolasyonu ve Canli Hiicre Sayisi

Bireylerin agiz boslugu oOrneklerinden yapilan direkt ekimler sonrasi QS
inhibitorli ve kontrol besiyerlerinde izole olan canli hiicre sayilari1 (Log CFU/mL) Sekil

14-16 arasinda sunulmustur.
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Sekil 14. QS inhibitorlii ve kontrol BHIA besiyerlerinde izole olan canli hiicre sayilari
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Sekil 15. QS inhibitorlii ve konrtol TPSA besiyerlerinde izole olan canli hiicre sayilari
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Sekil 16. QS inhibitorli ve kontrol R2A besiyerlerinde izole olan canli hiicre sayilar
(x: swarming tarzindaki tiremelerden dolay1 sayim yapilamadi)

Bireylerin ortalamasi alindiginda izole edilen canli hiicre sayis1 bakimmdan QS
inhibitér gruplar ile kontrol besiyerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

(p>0.05) tespit edilmedi (Sekil 17-19).
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Sekil 17. QS inhibitorlii ve kontrol BHIA besiyerlerinde bireylerin ortalamasi alinarak

hesaplanan canli hiicre sayilar1 (ortalama =+ ortalamanin standart sapmasi,
p>0.05)
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Sekil 18. QS inhibitorli ve kontrol TPSA besiyerlerinde bireylerin ortalamasi alinarak
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Grup 2

Grup 1
hesaplanan canli hiicre sayilar1 (ortalama + ortalamanin standart sapmasi,

p>0.05)
On zenginlestirme islemleri yapilmis bireylerin agiz boslugu &rneklerinin QS

Sekil 19. QS inhibitorlii ve kontrol R2A besiyerlerinde bireylerin ortalamasi alinarak
inhibitorli ve kontrol besiyerlerine yapilan ekimlerinden izole edilen canli hiicre

sayilar1 (Log CFU/mL) Sekil 20-22 arasinda sunulmustur.
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Sekil 20. On zenginlestirme sonras1 QS inhibitérlii ve kontrol BHIA besiyerlerinde izole
olan canli hiicre sayilar1 (X: swarming tarzindaki tiremelerden dolay1 sayim
yapilamadi, *: izole olan canli hiicre sayis1 7.47 log degerinden biiytiktiir, +:
izole olan canli hiicre sayis1 3 log degerinden kiigiiktiir)
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Sekil 21. On zenginlestirme sonras1 QS inhibitérlii ve kontrol TPSA besiyerlerinde izole
olan canli hiicre sayilar1 (*: izole olan canli hiicre sayis1 7.47 log degerinden
biiytiktiir, +: izole olan canli hiicre sayis1 3 log degerinden kiigiiktiir)
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Sekil 22. On zenginlestirme sonras1 QS inhibitérlii ve kontrol R2A besiyerlerinde izole

olan canli hiicre sayilar1 (*: izole olan canli hiicre sayis1 7.47 log degerinden

biiytiktiir, +: izole olan canli hiicre sayisi 3 log degerinden Kiigiiktiir)

On zenginlestirme islemleri yapilmis bireylerin agiz boslugu érneklerinden izole

edilen canli hiicre sayisinin ortalamasi alindiginda grup 1 ve grup 3 inhibitorlerinin

kontrole gore liremeyi anlamli bir sekilde (p<0.05) baskiladiklar tespit edildi (Sekil 23-

25).
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Sekil 23. On zenginlestirme sonrast QS inhibitorlii ve kontrol BHIA besiyerlerinde

bireylerin ortalamasi alinarak hesaplanan canli hiicre sayilari. (ortalama =+

ortalamanin standart sapmast, *p<0.05)
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Sekil 25. On zenginlestirme sonrast QS inhibitorlii ve kontrol R2A besiyerlerinde

bireylerin ortalamasi alinarak hesaplanan canli hiicre sayilari. (ortalama +

ortalamanin standart sapmast, *p<0.05)
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Calisma sonunda QS inhibitorlii ve kontrol besiyerlerinde gozlenen farkli
morfolojideki bakteri sayilarinin bireyler ve besiyerleri i¢erisindeki dagilimi Tablo 8’de
gosterilmistir.

Tablo 8. QS inhibitorli ve kontrol besiyerlerinde gozlenen farkli morfolojideki bakteri

sayilarinin bireyler ve besiyerleri igerisindeki dagilimi (QSI+: QS inhibitorli
besiyeri; QSI-: kontrol besiyeri)

Caligsma Besiyerleri
Grubu BHIA TPSA R2A Toplam

QSI+ QSI- QSI+ QSI- QS+ QSl- QSI+ Qsl-
om1 13 30 11 24 6 22 30 76
om2 6 36 7 13 7 10 20 59
OoM3 5 25 9 22 6 13 20 60
OoM4 5 23 5 13 3 23 13 59
OM5 3 20 5 13 6 14 14 47
OM®6 6 28 8 28 10 16 24 72
Toplam 38 162 45 113 38 98 121 373

Tiim bireyler, QS inhibitdr gruplari ve besiyerleri gz oOniine alindiginda QS
inhibitorii iceren besiyerlerinde gozlenip QS inhibitdrii icermeyen besiyerlerinde
gozlenmeyen toplam 121 bakteri susu tespit edildi. Sadece inhibitorlii besiyerlerde
gozlenen 121 susun sirasiyla en fazla grup 1 (25), grup 2 (24), grup 5 (15), grup 4 (12)
ve grup 3 (10) inhibitorlerini igeren besiyerlerinden digerlerinin birden fazla gruplar

iceren besiyerlerinden izole edildikleri tespit edildi.

Resim 4-15’de QS inhibitorlii besiyerlerinde gozlenip kontrol besiyerlerinde

gbzlenmeyen suslarin kiiltiir fotograflar1 goriilmektedir.
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Resim 4. OM1-1-48 kodlu susun grup 4 inhibitoriinii iceren BHIA besiyerindeki
goriintiisii (QSI+: QS inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)

Resim5. OM1-2-11 kodlu susun grup 2 inhibitoriinii igeren TPSA besiyerindeki
goriintiisii (QSI+: QS inhibitorli, QSI-: Kontrol besiyeri)
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Resim 6. OM1-3-32 kodlu susun grup 3 inhibitorinii iceren R2A besiyerindeki
goriintiisti (QSI+: QS inhibitorli, QSI-: Kontrol besiyeri)

Resim 7. OM2-1-14 kodlu susun grup 1 inhibit6riinii igeren BHIA besiyerindeki
goriintiisii (QSI+: QS inhibitorli, QSI-: Kontrol besiyeri)
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Resim 8. OM2-1-43 kodlu susun grup 1 inhibitorii ile 6n zenginlestirme sonrasi yine
grup 1 kombinasyonunu igeren BHIA besiyerindeki goriintiisii (QSI+: QS
inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)

Resim 9. OM3-2-25 kodlu susun grup 2 inhibitorii ile 6n zenginlestirme sonrasi yine
grup 2 kombinasyonunu igeren R2A besiyerindeki goriintiisii (QSI+: QS
inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)
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Resim 10. OM3-2-34 kodlu susun grup 2 inhibitoriinii igeren TPSA besiyerindeki
gortintiisii (QSI+: QS inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)

Resim 11. OM4-1-47 kodlu susun grup 4 inhibitoriinii ile 6n zenginlestirme sonrasi
yine grup 4 kombinasyonunu igeren BHIA besiyerindeki goriintiisii (QSI+:
QS inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)
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Resim 12. OM5-2-31 kodlu susun grup 4 inhibitoriinii igeren TPSA besiyerindeki
goriinttisii (QSI+: QS inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)

Resim 13. OMG6-2-41 kodlu susun grup 1 inhibitoriinii igeren TPSA besiyerindeki
gortintiisii (QST+: QS inhibitorlii, QSI-: Kontrol besiyeri)
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Resim 14. OMG6-2-42 kodlu susun grup 1 inhibitoriinii igeren TPSA besiyerindeki
goriintiisii (QSI+: QS inhibitorli, QSI-: Kontrol besiyeri)

Resim 15. OM6-3-31 (mavi ok) ve OM6-3-14 (kirmizi ok) kodlu suslarin grup 5
inhibitoriinii igeren R2A besiyerindeki goriintiisii (QSI+: QS inhibitdrli,
QSI-: Kontrol besiyeri)
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6.4. Toprak Orneklerinden Bakteri Izolasyonu

Toprak orneklerinin 6n zenginlestirme isleminden sonra QS inhibitdrii iceren ve
icermeyen R2A, SEA ve AIA besiyerlerine yapilan ekimlerin 48 saat sonrasinda izole
olan koloni sayilar1 karsilastirildi. ABC, ACE, ADE kombinasyonlart icin QS
inhibitorli SEA besiyerinde, BCE ve CDE kombinasyonlari i¢in QS inhibitorli R2A
besiyerinde QS inhibitorii igermeyen besiyerlerine gore daha fazla sayida koloninin
izole oldugu goriildii (Resim 16-19). Calisma sonunda QS inhibitorlii besiyerinde
gbzlenip, kontrol besiyerlerinde gozlenmeyen 64 susun oldugu tespit edildi ve sekiz

tanesi 16S rRNA dizi analizi yapilmak iizere secildi.

Resim 16. On zenginlestirme sonrast ABC inhibitdriinii iceren ve icermeyen SEA
besiyerinde izole olan kolonilerin goriintiisii (QSI+: QS inhibitorlii, QSI-:
Kontrol besiyeri)
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Resim 17. On zenginlestirme sonrasi ACE inhibitdriinii igeren ve icermeyen SEA
besiyerinde izole olan Kolonilerin goriintiisii (QSI+: QS inhibitorli, QSI-:
Kontrol besiyeri)

Resim 18. On zenginlestirme sonrast BCE inhibitoriinii iceren ve icermeyen R2A
besiyerinde izole olan kolonilerin gorintiisii (QSI+: QS inhibitorlii, QSI-:
Kontrol besiyeri)
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Resim 19. On zenginlestirme sonrasi CDE inhibitoriinii igeren ve icermeyen R2A
besiyerinde izole olan kolonilerin goriintiisii (QSI+: QS inhibitorlii, QSI-:
Kontrol besiyeri)

6.5. Standart Bakteriyolojik Yontemler ile Gruplandirma

Agiz bakterileri i¢in QS inhibitorlii besiyerlerinde gozlenip, kontrol besiyerlerinde
gozlenmeyen 121 susun gram reaksiyonlar1 ve hiicre sekillerine gore 60 gram pozitif
kok, 44 gram pozitif basil, 9 gram negatif kok, 8 gram negatif basilden olustuklari
goriildii. Bu bakteriler gram reaksiyonlari, hiicre morfolojisi [kok (iiziim salkimi, zincir,
tetrat), basil (normal basil, filament6z)], katalaz, oksidaz reaksiyonlar1 ve hemoliz
ozelliklerine gore 29 gruba ayrildi (Tablo 9).

Tablo 9. Sadece QS inhibitorlii besiyerlerinde izole olan bakterilerin standart
bakteriyolojik yontemlere gore gruplandirilmasi

GrupNo  Gram Hiicre Sekli Katalaz Oksidaz ~ Hemoliz ~ Sus Sayisi
Reaksiyonu

1 + Kok (Zincir) - o} 28
2 + Kok (Zincir) - B 2
3 + Kok (Uziim Salkimi)  + + o 1
4 + Kok (Uziim Salkimi)  + B 8
5 + Kok (Uziim Salkimi1) ~ + a 7
6 + Kok (Uziim Salkimi1)  + Y 5
7 + Kok (Tetrakok) + + a 1
8 + Kok (Tetrakok) + Y 5
9 + Kok (Tetrakok) + a 1
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Tablo 9. (Devam) Sadece QS inhibitorlii besiyerlerinde izole olan bakterilerin standart
bakteriyolojik yontemlere gore gruplandirilmasi

GrupNo  Gram Hiicre Sekli Katalaz Oksidaz ~ Hemoliz Sus Sayisi
Reaksiyonu

10 + Kok (Tetrakok) - - Y 1
11 + Kok (Tetrakok) - - a 1
12 + Basil + + B 3
13 + Basil + + a 1
14 + Basil + - a 8
15 + Basil + - Y 4
16 + Basil - + B 3
17 + Basil - - B 2
18 + Basil - - a 6
19 + Basil - - Y 2
20 + Filamentoz + - o 3
21 + Filamentoz T+ - Y 11
22 + Filament6z - - o 1
23 - Kok - + Y 4
24 - Kok + + Y 5
25 - Basil + + Y 2
26 - Basil + * Y 1
27 - Basil + - a 2
28 - Basil - + Y 2
29 - Basil - - Y 1

6.6. 16S rRNA Dizi Analizi Sonuc¢lar

Ag1z bosluguna ait 6rneklerden sadece QS inhibitorlii besiyerlerinden izole edilen
121 susun 28’inin kismi 16S rRNA dizi analizleri yapildi. Bakterilerin 16S rRNA
dizileri gen bankasinin (www.homd.org) 16S rRNA BLAST programi kullanilarak
karsilastirildi ve 28 bakteriden 20 tanesinin oral mikrobiyotada bulunan bakteriler ile en
az %98.5 oraninda, digerlerinin %98.5°dan az benzerlik yilizdesi ile homoloji

gosterdikleri tespit edildi.

HOMD’a gore >%98.5 oraninda homoloji gosteren dizilerin 17’sinin daha dnce
kiltlir edilen ve adlandirilan, ii¢ tanesinin kiiltiir edilen fakat adlandirilmayan taksonlar

ile homoloji gosterdikleri tespit edildi. Daha 6nce kiiltiirii yapilan ve adlandirilan
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taksonlarin ~ Actinomyces naeslundii, Corynebacterium matruchotii, Neisseria

bacilliformis, Neisseria flavescens, Neisseria sicca, Rothia aeria, Rothia dentocariosa,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus australis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus infantis, Streptococcus sanguinus, Streptococcus tigurinus olduklar
tespit edildi. Dort farkli bireye ait 5 susun R. aeria taksonu ile homoloji gosterdigi tespit
edildi. Adlandirilmamus tiirlerin Streptococcus sp. Human Oral Takson (HOT) 061 ve

Streptococcus sp. HOT 431 taksonlar ile homoloji gosterdikleri saptandi (Tablo 10).

Tablo 10. HOMD’ un veritabaninda bulunan taksonlar ile >%98.5 oraninda homoloji
gosteren susglar ve benzerlik durumlari

Sus Kodu Taksonlarin ismi, HOT ve erigsim numaralar1 Benzerlik Orani (bp) ve Yiizdesi
OM1-1-27  Neisseria bacilliformis HOT 013, EF509613.1 831/839 (%99)
OM1-2-11  Neisseria flavescens HOT 610, EF511998.1 1383/1394 (%99)
OM1-3-24  Staphylococcus epidermidis HOT 601, D83363.1 842/847 (%99.4)
OM1-3-32  Streptococcus sanguinis HOT 758, AF003928.1 841/845 (%99.5)
OM2-1-14  Rothia aeria HOT 188, Y13025.1 836/849 (%98.5)
OM2-1-43  Streptococcus australis HOT 073, AF385525.1 769/777 (%99)
OM2-2-33  Rothia aeria HOT 188, Y13025.1 1383/1394 (%99)
OM3-1-22  Streptococcus sp. HOT 431, AY278633.1 850/856 (%99.3)
OM3-2-25  Streptococcus tigurinus HOT 071, AY278631.1 785/791 (%99.2)
OM3-2-34  Rothia aeria HOT 188, Y13025.1 830/836 (%699.3)
OM4-1-47  Streptococcus sp. HOT 061, AF432131.1 744750 (%99.2)
OM4-2-12  Neisseria sicca HOT 764, AJ239292.1 883/894 (%98.8)
OM4-2-27  Corynebacterium matruchotii HOT 666, AF543287.1 870/883 (%98.5)
OM5-2-29  Rothia aeria HOT 188, Y13025.1 760/761 (%99.9)
OM5-2-35  Streptococcus gordonii HOT 622, AF003931.1 762/773 (%98.6)
OM4-1-47  Streptococcus sp. HOT 061, AF432131.1 744750 (%99.2)
OM4-2-12  Neisseria sicca HOT 764, AJ239292.1 883/894 (%98.8)
OM4-2-27  Corynebacterium matruchotii HOT 666, AF543287.1 870/883 (%98.5)
OM5-2-29  Rothia aeria HOT 188, Y13025.1 760/761 (%99.9)
OM5-2-35  Streptococcus gordonii HOT 622, AF003931.1 762/773 (%98.6)
OM5-3-58  Streptococcus sp. HOT 431, AY278633.1 815/825 (%98.8)
OM6-2-32  Rothia dentocariosa HOT 587, M59055.2 764/767 (%99.6)
OM6-2-41  Rothia aeria HOT 188, Y13025.1 778/778 (%100)
OM6-2-42  Actinomyces naeslundii HOT 176, X81062.1 808/820 (%698.5)
OM6-3-31  Streptococcus infantis HOT 638, AB008315.1 796/804 (%99)
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HOMD’a gore sekiz susun Arsenicicoccus bolidensis, Bacillus anthracis,
Corynebacterium diphteria, Corynebacterium durum, Kocuria sp. ve N. bacilliformis
taksonlar ile <%98.5 oraninda homoloji gosterdikleri belirlendi. NCBI’a gore ise bu
suslarin >%98 oraninda Bacilus sp., Curtobacterium flaccumfaciens, Corynebacterium
argentoratense, iki tane kiiltlir edilmemis bakteri klonlar1i, Micrococcus sp. ve Kocuria

rhizophila ile homoloji gosterdikleri tespit edildi (Tablo 11).

Toprak bakterileri i¢in 16S rRNA dizi analizi yapilan sekiz sustan iki tanesinin
%99 oraninda daha once kiiltiir edilmemis bakteri klonlar1 ile homoloji gosterdikleri
goruldi.

Tablo 11. HOMD’un veritabaninda bulunan taksonlar ile <%98.5 oraninda homoloji
gosteren suglarin NCBI’a gore eslestikleri taksonlar ve benzerlik durumlari

HOMD’a gore NCBTI’a gore
Benzerlik Benzerlik
Sus Kodu Taksonlarin ismi, HOT ve Taksonlarin ismi ve erigim
Orani (bp) Orani (bp)
erigim numaralart numaralari
ve Yiizdesi ve Yiizdesi
OM1-1-48 Kocuria sp. HOT 189, 1437/1467 Kocuria rhizophila strain F2, 1484/1488
AF385532.1 (%98) KM577162.1 (%99)
OM1-2-21 Kocuria sp. HOT 189, 799/857 Micrococcus sp. strain KA-26, 840/854
AF385532.1 (%93.2) KX108871.1 (%98)
OM1-3-25 Bacillus anthracis HOT 824, 794/823 Bacillus sp. strain TR7, 828/829
AF155951.1 (%96.5) KY283967.1 (%99)
OM2-2-28 Corynebacterium durum HOT 773/788 Uncultured bacterium clone 775/788
595, 797069.1 (%98.1) ncd1119e08c1, HM338431.1 (%98)
OM3-2-15 Neisseria bacilliformis HOT 013, ~ 1316/1338 Neisseria bacilliformis strain 1319/1341
EF509613.1 (%98.4) MDA2833, NR_042978.1 (%98)
OM5-2-31 Corynebacterium durum HOT 7671782 Uncultured bacterium clone 7761787
595, 797069.1 (%98.1) ncd115d02c1, HM258045.1 (%99)
OM6-3-14 Arsenicicoccus bolidensis HOT 1264/1352 Curtobacterium flaccumfaciens 1350/1355
190, NR_025598.1 (%93.5) strain ZSR5, KY305020.1 (%99)
OM6-2-30 Corynebacterium diphtheriae 766/797 Corynebacterium argentoratense ~ 795/797
HOT 591, X82059.1 (%96.1) strain DSM 44202, NR_121753.1  (%99)

6.7. Filogenetik Analiz

Segilen 28 sugun homoloji gosterdikleri taksonlar ile olusturulan filogenetik agac
Sekil 26’da goriilmektedir. Segilen suslarin Actinobacteria, %50; Firmicutes, %35.7 ve

Proteobacteria, %14.3 subelerinde bulunduklari belirlendi.
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Sekil 26. Sadece QS inhibitorlii besiyerlerinde izole olan suslar ve bu suslarin 16S
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konumlari
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Sekil 26. (Devam) Sadece QS inhibitorlii besiyerlerinde izole olan suslar ve bu suslarin
16S rRNA dizi analizine gore eslestikleri taksonlarin filogenetik agactaki
konumlari
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7. TARTISMA

Literatiirde QS sinyal molekiillerinin besiyerlerine ilave edilmesi ile canli fakat
kiiltiir edilmeyen bakterilerin {retilmesine yonelik c¢alismalar mevcut iken QS
inhibisyonu yaparak kiiltlir edilebilirligi gosteren detayl1 bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Ancak, 2011 yilinda bakterilerde QS inhibisyonu gergeklestirerek bakterilerin
popiilasyon yogunluklarinin kontrol etme yeteneklerini ortadan kaldirilmasi ve daha
once kiiltiir edilmemis bakterilerin kiiltiir edilmesine yonelik patent almis bir fikir
ortaya atilmigtir (1). Biz de bu patentten yola ¢ikarak 6nce toprak 6rneginden sonrada
saglikli bireylerin agiz boslugu 6rneklerinden daha 6nce kiiltiir edilmemis bakterilerin

kiiltiir edilebilecegini gostermek istedik.

Dogada bakterilerin ancak %1’nin kiiltiir edilebildigi kalanlarin molekiiler
teknikler ile var olduklarinin gosterildigi fakat in vitro kosullarda kiiltiir edilemedikleri
bilinmektedir (9, 67). KTU BAP birimi tarafindan 2014-2016 yillar1 arasinda
desteklenen 11542 kodlu “Canli Fakat Kiiltiir Edilemeyen Bakterilerin Uretilmelerinde
Quorum Sensing (Cogunlugu Algilama) Inhibitdrlerinin Kullamlmasi” adli proje
kapsaminda toprak oOrneklerinden QS inhibitorii iceren ve icermeyen besiyerlerinde
kiltiir islemleri gerceklestirildi. O galismada bakteriler QS inhibitorlii ve kontrol SEA,
AlA ve R2A besiyerlerinde kiiltiir edildi ve sadece inhibitorlii besiyerlerinde gozlenen
suslardan sekiz tanesinin 16S rRNA dizi analizi yapildi. Elde edilen diziler gen bankasi
(www.ncbi.nlm.nih.gov) ile niikkleotit BLAST programi kullanilarak karsilagtirild: ve
homolojileri belirlendi. Cikan sonuglarin degerlendirilmesinde en diisiik E-degerine
sahip, maksimum benzerligi ve sorgulama kapsami en yiiksek olan sonuglara 6ncelik
verildi. Sonugta dizilenen sekiz bakteriden ikisinin %99 benzerlik oraninda daha Once

kiiltiir edilmemis bakteri klonlari ile homoloji gosterdikleri tespit edildi.

Her ne kadar kiiltiir edilemeyen bakteri sayisinin orani dogaya ve cevre
orneklerine kiyasla agiz boslugunda daha az olsa da 6rnekleme kolayligi ve medikal
oneminden dolay1 bu tez calismasinda agiz mikrobiyotasi hedef alindi. Caligmada
kullanilan QS inhibitdrleri literatiirden segildi. Bu ¢alismada literatiire gore bakterilerde
QS sistemi ile diizenlenen cesitli fenotipik yapilar1 ve fizyolojik 6zellikleri (pigment
olusumu, viriilans faktorlerinin sentezlenmesi, biyofilm olusumu vb) hedef alan

maddeler kullanildi. Literatiirlerde gecen bu inhibitorlerden QS mekanizmasinin
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diizenlenmesinde gorev alan LuxR, LuxP/Q ve oligopeptit sistemlerini inhibe eden ve
test edildikleri bakterilerde iireme ve gelismeyi baskilamadan QS ile diizenlenen c¢esitli
fenotipik ve fizyolojik olusumlar1 engelleyen inhibitorler ¢alismaya dahil edildi. Bu tez
calismasinda kullanilan QS inhibitorlerinin bakterilerde QS ile diizenlenen c¢esitli
fenotipik ve fizyolojik davranislar1 inhibe ettigine yonelik yapilan ¢alismalar su sekilde

Ozetlenebilir:

Ponnusamy ve ark. (47) vanilinin, Mukherji ve ark. (44) ksilitoliin C.violaceum
CV026 susunda Vviyolasin iiretimini belli oranlarda inhibe ettiklerini gostermislerdir.
Bandara ve ark. (43) salisilik asitin P. aeruginosa’ya karst subinhibitor
konsantrasyonlarda QS ile diizenlenen viriilans faktorleri sentezini azalttigini, Rudrappa
ve arkadasi (74) kurkuminin P. aeruginosa PAOIl susunda biyofilm olusumu,
piyosiyanin sentezi, elastaz ve proteaz aktivitesini engelledigini, Smith ve ark. (80)
AHL analogu olan siklohekzanon bilesiginin P. aeruginosa’da biyofilm olusumu ve
virtilans faktorlerinin sentezini engelledigini gostermislerdir. Paul ve ark. (34) agilaz 1
enziminin A. hydrophila ve Pseudomonas putida suslarinda biyofilm olusumunu inhibe
ettiklerini gdstermislerdir. Norizan ve ark. (46) kafeinin C. violaceum CV026 susunda
viyolasin, P. aeruginosa PAO1 susunda swarming hareketini inhibe ettiklerini tespit

etmislerdir.

Jones ve ark. (81) tannik asitin Proteus mirabilis’de QS ile diizenlenen biyofilm
olusumunu engelledigini gostermislerdir. Vikram ve ark. (50) naringenin, kamferol,
kuersetin ve apigeninin V. harveyi ve E. coli O157:H7 suslarinda biyofilm olusumunu,
naringeninin V. harveyi’de tip III sekresyon sistemi sentezini baskiladigini, Ni ve ark.
(52) fenotiyazinin V. harveyi’de biyoliiminesan iiretimini engelledigini gostermislerdir.
Bodini ve ark. (40) sarimsak ekstraktinin E.coli pSB401 ve pSB536 biyosensor
suslarinda biyoliiminesan, A. tumefaciens NTL4 susunda beta-galaktosidaz tiretimini
baskiladigini gostermislerdir. P-kumarik asitin ise C. violaceum 5999 susunda viyolasin,

A. tumefaciens NTL4’de beta-galaktosidaz iiretimini inhibe ettiklerini gostermislerdir.

Kim ve ark. (82) indoliin Acinetobacter oleivorans DR1 susunda QS bagimli
biyofilm olusumu ve motiliteyi inhibe ettigini saptamislardir. Kiran ve ark. (55)
hamamelitannin bilesiginin S. aureus’da QS ile iligkili viriilans faktorleri sentezini

baskiladigini gostermislerdir. Chevrot ve ark. (37) GABA’nin A. tumefaciens suslarinda
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AHL sinyal molekiillerini yikimlayan laktonaz enzim iretimini arttirdigini
gostermislerdir. Huber ve ark. (33) EGCG, ellagik asit ve tannik asitin konsantrasyona
bagl E. coli pSB403’de biyoliiminesan, P. putida pKR-C12 susunda floresan tiretimini
baskiladigini, yine konsantrasyona bagl olarak EGCG ve ellagik asitin B. cepacia’da
biyofilm olusumunu ve swarming hareketini inhibe ettiklerini gostermislerdir. Parsek ve
ark. (39) S-adenozilhomosisteinin AHL molekiilliniin yapitaslarindan olan SAM yerine

gecmesiyle P. aeruginosa’da AHL sentezini engelledigini gostermislerdir.

Hanzelka ve ark. (38) luxI geni insert edilmis plazmit igeren E. coli susunda
siklolgsinin AHL sentezinin ana basamagini olusturan S-adenozilmetiyonin sentezini
engelledigini tespit etmislerdir. Niu ve ark. (42) sinnamaldehidin E. coli ATCC 33456
pJBA89 ve pMHLAS suslarinda yesil floresan yapida protein iiretimini, V. harveyi
BB886 ve BBI170 suslarinda biyoliiminesan {iiretimini inhibe ettiklerini tespit
etmislerdir. Girennevar ve ark. (51) bergamottinin V. harveyi BB886 ve BB170
suslarinda biyoliiminesan {iretimini, E. coli O157:H7, S. Typhimurium ve P. aeruginosa
suslarinda biyofilm olusumunu baskiladiklarini gostermislerdir. Yadav ve ark. (49) 5-
azasitidinin Streptococcus pneumoniae susunda QS ile diizenlenen biyofilm olusumunu
engelledigini goéstermislerdir. Brackman ve ark. (83) p-benzokinon, sinnamaldehit,
kurkumin, EGCG, indol ve farnesoliin test edilen Burkholderia tiirlerinden en az birinde

biyofilm olusumunu inhibe ettiklerini tespit etmislerdir.

Rasmussen ve ark. (32) 2,4,5-tribromoimidazol, sarimsak ekstrakti, p-benzokinon,
4-NPO ve indoliin anti-QS o6zelliklerini tasarladiklar1 bir sisteme karsi test etmis ve
bahsi gecen maddelerin QS inhibisyonu gergeklestirdigini = gostermislerdir.
Tasarladiklar1 sistemde plazmit iizerine QS mekanizmasinin diizenlenmesinden sorumlu
promotdr genini, letal toksin kodlayan bir gen ile birlestirmislerdir. Normalde ortamda
bulunan AHL molekiilii hedef hiicrede plazmit ile kodlanan LuxR reseptoriine
baglanacak ve baglanma sonucunda olusan kompleks letal toksin kodlayan gen igin
transkripsiyon aktivatdr gorevini Ustlenecektir ve neticesinde plazmit igeren E. coli
toksik etkiye maruz kalacagi icin besiyerinde iireyemeyecektir. Fakat QS inhibitorleri
varhiginda LuxR proteini bloke olacagindan letal protein kodlayan genin ekspresyonu

gerceklesemeyerek E. coli besiyerinde iiremesine devam edecektir.
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Calismada kullanilan inhibitdrlerin agiz mikrobiyotasi ilizerine antibakteriyel etki
gostermemesi igin kullanilan konsantrasyonlar biiyiik bir titizlikle belirlendi. Agiz
mikrobiyotasini temsil etmesinden dolay1 saglikli iic bireye ait tiikiirtik Ornekleri
kombine edilerek inhibitorlerin bakteri iireme ve gelismesini baskilamayan
konsantrasyonlar1 belirlendi. Bunun yaninda, literatiirler taranip inhibitorlerin hedef
bakteride iiremeyi baskilamadan QS inhibisyonu sagladigi konsantrasyonlar dikkate
alindi. Ancak, olusturulan gruplardan 6zellikle grup 1 ve 3’iin bireylerde canli bakteri

sayisinda azalmaya yol agtig1 goriilmiistiir.

QS inhibitdr gruplarinin hazirlanmasinda, inhibitorlerin etki mekanizmalar1 basta
olmak iizere coziiciileri ve her bir maddenin kullanilacak son konsantrasyonlar1 ve
hazirlanan stok konsantrasyonlart gibi faktorler g6z Oniine alindi. Gruplar
olusturulurken bir grup sadece AHL inhibitorleri igeren, bir grup sadece AI-2
inhibitorlerini i¢ceren maddelerden olusturulabilirdi, fakat bunun yerine heterojen bir
grup olusturuldu. Yine de calismamizda kullanilan inhibit6rlerin cogu AHL sinyal
molekiil inhibitérii oldugu igin olusturulan gruplarda AHL inhibitérleri daha fazla
sayida olmus oldu. Gruplarda AHL sinyal molekiilleri agirlikli oldugu i¢in bu
calismadaki Ongoriimiize gore sadece QS inhibitdr besiyerlerinden izole olan suslarin
gram negatif agirlikli olmasi1 beklenmekteydi, fakat ¢alisma sonunda sadece QS
inhibitorlii  besiyerlerinde izole olan suslarin %86’sin1 gram pozitif bakterilerin
olusturdu tespit edildi. Bu sonug, agiz mikrobiyotasinda gram pozitif bakterilerin

negatiflere gore daha fazla oranda bulunmasi ile agiklanabilir.

Hazirlanan gruplarin QS inhibitor etkileri C. violaceum ve P. aeruginosa
biyoindikator suslarmma karst test edildi. Bu bakteriler ¢esitli AHL sinyal
mekanizmalarin1 ~ kullanarak sirasiyla viyolasin ve piyosiyanin  pigmentlerini
uretmektedirler. Ag1z mikrobiyotasinda gram pozitif bakteriler gram negatiflere gore
daha fazla oranda bulunur (7). Bu nedenle inhibitér gruplarin gram pozitif bakterilerin
kullandiklar1 AI-2 ve AIP sinyal mekanizmalarini engelledigini gosteren biyoindikator
suslarin kullanilmas1 daha degerli olabilirdi. Fakat bu sinyal molekiillerini kullanan
biyoindikator suslara sahip olmamamiz ve laboratuvarimizda viyolasin ve piyosiyanin
inhibisyonu test etme yontemlerine hakim olmamizdan dolay1 olusturulan gruplarin

anti-QS etkileri gram negatif bakterilerin kullandiklar1 AHL sinyal molekiillerinin
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inhibisyonuna yonelik oldu. Grup 1, 3 ve 4 i¢in viyolasin iiretiminde, grup 4 icin P.

piyosiyanin iiretiminde kontrole gére anlamli bir inhibisyon tespit edildi.

Bir maddenin QS inhibitorii olmas i¢in hedef hiicrede herhangi bir toksik etkiye
ve QS ile ilgili olmayan fenotipik o6zelliklerinde bir degisiklige yol agmamasi,
transkriptomik analiz ile sadece QS ile diizenlenen genlerin baskilandiginin gosterilmesi
ve/veya QS inhibitdr adaymin bakteride hedef molekiiliiniin gosterilmesi gerekir (84).
QS sinyal molekiil yogunlugu ortamda bulunan bakteri sayisi ile orantilidir (3). Bu
nedenle viyolasin ve piyosiyanin konsantrasyonundaki azalma ortamda bulunan bakteri
sayisindaki azalmadan kaynaklanabilir. Bir maddenin neden oldugu inhibisyonun QS
inhibisyonundan m1 yoksa toksik etkiden mi kaynaklandigini belirlemek igin
maddelerin hedef hiicrelerde minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlenebilir, “end point” olarak deney gruplari ile kontrol grubu arasindaki bakteri
konsantrasyonu karsilastirilabilir veya tireme egrisi yapilabilir. Bu yontemler igerisinde
ireme egrisi QS inhibitor adaymin toksik etki gosterip gostermediginin tespit
edilmesinde en duyarli yontemdir (84). Bu g¢alismada biyoindikator suslarda pigment
inhibisyonu yapan gruplarin susglar iizerine toksik etki gosterip gdstermedikleri lireme
egrisi grafigi olusturularak tespit edildi. Grup 4’tin P. aeruginosa’nin iireme egrisinde
canlt hiicre sayis1 bakimindan kontrole gdre bir baskilamaya neden olmadigi tespit
edilirken; grup 1, 3 ve 4’iin C. violaceum’un iireme egrisi grafiginin ¢esitli evrelerinde
canl hiicre sayisinda baskilamaya neden olduklar1 goriildii. Grup 1, 3 ve 4’1 olusturan
maddelerin kullanim konsantrasyonlar1 yar1 yariya indirilerek deneyler tekrarlandi.
Grup 3 ve 4’1 olusturan maddelerin normalde kullanildiklar1 konsantrasyonlar ancak 8
kata kadar azaltildiginda tiremede baskilamaya neden olmadiklar1 tespit edildi, fakat
viyolasin {iretim inhibisyonununda ortadan kalktig1 gorildi. Grup 1’1 olusturan
maddeler 16 kat sulandirildiktan sonra bile viyolasin tiretimindeki baskilanma kontrole
gbre anlamli bir sekilde devam etti. Ureme egrisinin ise sadece iigiincii saatinde
(logaritmik faz) kontrole gore baskilanma tespit edildi. Sonu¢ olarak grup 3 ve 4’iin
neden oldugu viyolasin inhibisyonu canli hiicre sayisindaki azalmadan, grup 1’in ise
tiremedeki baskilanmadan ziyade QS inhibisyonundan kaynaklandig diistintilmektedir.
Viyolasin iiretiminin en fazla oldugu donem olarak bilinen iireme egrisinin duragan

fazinda (56) grup 1 ile kontrol arasinda bakteri konsantrasyonu bakimindan farkin
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olmamasi, inkiibasyon siiresinin 48 saate kadar wuzatildiginda bile viyolasin

inhibisyonunun %100’e yakin devam etmesi gibi veriler bu diistinceyi desteklemektedir.

C. violaceum AHL sinyal molekiilinii kullanarak viyolasin iiretimini
diizenlemektedir. Calismada kullandigimiz C. violaceum ATCC 12472 LuxI/R
mekanizmasinin homologu olan Cvil/R sisteminde uzun zincirli (C10-16) AHL sinyal
molekiillerini kullanarak viyolasin iretimini diizenler (15, 56). Grup 1’in C.
violaceum’da QS inhibisyonu ile viyolasin iiretimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Grup
1; apigenin, 5-azasitidin, ellagik asit, vanilin, agilaz I ve fenotiyazin kimyasallarindan
olusmaktadir. 5-azasitidin (49) Al-2; ellagik asit (33), vanilin (47) ve agilaz I (34) AHL;
apigenin (50) ve fenotiyazin (52) ise LuxM ile sentezlenen AHL ve Al-2 sinyal
inhibitoridiir. Ponnusamy ve ark. (47) vanilinin C. violaceum CV026’da kisa zincirli
AHL sinyal molekiillerini degisen oranlarda, Truchado ve ark. (85) ellagik asidin C.
violaceum CECT 494’de viyolasin iiretimini hiicre iiremesini baskilamadan inhibe
ettiklerini, Park ve ark. (86) Streptomyces tiirlerinden elde ettikleri agilaz enziminin
C10-AHL sinyal molekiiliinii yikimladiklarini gostermislerdir. Grup 1’in neden oldugu
viyolasin inhibisyonu vanilin, ellagik asit ve agilaz 1 enzimlerinden kaynaklanmis
olabilir. Inhibisyon tek basina ellagik asit ve agilaz I enzimi ile gerceklestigi gibi bu
kimyasallarin additif etkisinden de kaynaklanmis olabilir. Ciinkii viyolasin inhibisyon
deneyinde kontrol olarak vanilin kullanildi ve vanilinin pigment {iiretimi {izerine
etkisinin grup 1 kadar olmadigi goriilmektedir (Sekil 3 ve 4). Bunun yaninda C.
violaceum ATCC 12472 susunun viyolasin iiretiminde uzun zincirli AHL sinyal
molekiillerini kullanmasi ve vanilinin diisiik konsantrasyonlarda uzun zincirli sinyal
molekiil reseptoriine sinerjistik etki gostermesi esas alindiginda grup 1°de goriilen
viyolasin inhibisyonunun kimyasallarin additif etki gostermesinden kaynaklanmis
olabilir. Calismada kullanilan P. aeruginosa PAO1 LuxI/R mekanizmasinin homologu
olan RhlII/R sisteminde C4-AHL sinyal molekiiliinii kullanarak piyosiyanin pigmentini
tiretmektedir (16). Bu calismada grup 4’tin kontrole goére canli hiicre sayisini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baskilamadan piyosiyanin iiretimini inhibe ettigi
tespit edilmistir.  Grup 4; kuersetin, hamamelitannin, siklohekzanon, S-
adenozilhomosistein, p-benzokinon ve indol maddelerini igermektedir. Kuersetin (50)
LuxM ile sentezlenen AHL ve Al-2; hamamelitannin (55) AIP; siklohekzanon, S-

adenzilhomosistein  (30), p-benzokinon ve indol (32) AHL sinyal molekiilii
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inhibitoriidiir. Lee ve ark. (87) indoliin, Vasavi ve ark. (88) Psidium guajava
ekstraktinin flavanoid fraksiyonlarimin konsantrasyona bagli olarak piyosiyanin
tiretimini baskiladiklarini ve bu fraksiyonlarin kuersetin ve Kkuersetin-3-O-arabinoz
yapisinda oldugunu saptamislardir. Grup 4’iin neden oldugu piyosiyanin iiretimindeki
baskilanma indol, p-benzokinon, S-adenozilhomosistein ve kuersetin kimyasallarindan
biri veya kombine etkisinden kaynaklanmis olabilir. Fakat indol tek basina
kullanildiginda grup 4’den daha fazla piyosiyanin iiretimini inhibe etmektedir (Sekil 5
ve 6). Bu durum grup 4’te bulunan diger kimyasallarin indoliin etkisine zit bir etki
olusturdugunu gostermektedir. Siklohekzanon analoglarinin P. aeruginosa’da LasR
inhibisyonu yaparken piyosiyanin iiretimini diizenleyen RhIR reseptorii i¢in aktive edici
ozellige sahip oldugu bilinmektedir (30). Grup 4’te goriilen piyosiyanin iiretim
inhibisyonunun, tek basina indole gore az olmasinin nedeni siklohekzanon kimyasalinin
RhIR reseptoriine agonist etki gostermesinden kaynaklanabilir. Diger gruplar igerisinde
literatiire gore viyolasin ve piyosiyanin iiretimini inhibe eden maddeler bulunmasina
ragmen bu gruplarda pigment iiretim inhibisyonu ger¢eklesmedi. Bu durum maddelerin
inhibisyon i¢in yeterli konsantrasyonda kullanilmamalari, gruplari olusturan maddeler

arasindaki uyumsuzluk gibi nedenlere baglanabilir.

A1z mikrobiyotasinin QS inhibitorlii ve kontrol besiyerlerindeki kiiltiirleri BHIA,
TPSA ve R2A agar besiyerlerinde gercgeklesti. Tamponlanmis peptonlu su normalde
gida Orneklerinden Salmonella izolasyonu igin kullanilan bir 6n zenginlestirme
besiyeridir. Gida katki maddelerinden strese girerek hiicresel hasara ugrayan ve kiiltiir
olma yetenegini kaybeden Salmonella tiirlerinin izolasyonu i¢in kiiltiir edilmeden 6nce
hiicresel hasarinin giderilmesi ve tekrar lireme yetenegini kazanmasi gerekir. Bunun i¢in
tamponlama mekanizmas1 iyi olan ve bakterinin yasamasi i¢in optimal pH araligini
olusturan tamponlanmig peptonlu su kullanilir (89, 90). Besiyeri iceriginde bulunan
pepton bakterilerin karbon, nitrojen, vitamin ve mineral ihtiyaglarin1 karsilar, sodyum
kloriir ozmotik dengeyi, tamponlar besiyeri pH’sinin dengelenmesini saglar. R2A
besiyeri daha ¢ok igme sularindaki total bakteri sayisinin tespit edilmesi i¢in kullanilan
bir besiyeridir. Diigiikk besin igerigi ile hizli iireyen bakterilerin yavag {reyenleri
maskelemesini engeller (91). BHIA zengin besin igerigi ile nazli iireyen bakterilerin
kiltiiriinde kullanilan segici olmayan bir besiyeridir. Bu ¢alismada agiz boslugunun

ekolojisinde bakterilerin kars1 karsiya kaldig1 ve kiiltiir olmalarin1 engelleyebilecek stres
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faktorlerinin ortadan kaldirilmasi, kiiltirde hizli iireyen bakterilerin yavas treyenleri
baskilamamasi ve nazli iireyen bakterilerin kiiltiir edilme oranini artirmak i¢in ti¢ farkli
besiyeri kullanildi. Bireylerden alinan agiz bosluguna ait 6rnek kombinasyonlarindan
QS inhibitorlii ve kontrol besiyerlerine direkt ekimler yapildigi gibi QS inhibitorli ve
inhibitorsiiz %0.1 peptonlu su besiyerinde 24 saat 6n zenginlestirme isleminden sonrada
ekimler yapildi. On zenginlestirme isleminde amag bakterilerin s1v1 ortamda inhibitorler
ile daha iyi temasa gegmesini saglamakt1. Inkiibasyon sonunda her gruba ve kontrole ait
tiiplerden hazirlanan diliisyonlar ile QS inhibitorlii ve kontrol agar besiyerlerine ekimler
yapildi. Peptonlu su (%0.1) bakteriler i¢in izotonik bir ortam olusturmasi ve minimal

diizeyde besin maddesi icermesi nedeniyle tercih edildi.

Kiiltiirler mikroaerofilik kosullarda gergeklesti. Agiz mikrobiyotasinin geneli
anaerobik bakterilerden olusmaktadir (12). Fakat kiiltiirler ilk dort, yedi, 14. ve 35.
giinlerde oOrneklerdeki canli hiicre sayisinin tespit edilmesi ve izole olan bakteriler
yoniinden detayli bir sekilde analizininin yapilmasi i¢in etiivden ¢ikartilip biyogiivenlik
kabini altina alindi. Bu kosullarda kiiltiirler atmosfer havasina maruz kalacagi ve
laboratuvarimizda anaerobik kosullar saglanamadigi igin kiiltiirlerin mikroaerofilik

kosullarda yapilmasina karar verildi.

QS inhibitorlii besiyerlerinin hazirlanmasinda ¢ift katli agar besiyeri teknigi
kullanildi. Petri plaginda alt kat %1.5 konsantrasyonunda agar icerecek ve 20 mL
hacminde olacak sekilde dokiildii. Ust kat %0.9 agar konsantrasyonunda, 5 mL
hacminde ve gruplar i¢in inhibitér madde, kontrol (hi¢bir inhibitér igermeyen) i¢in
gruplardaki maddelerin hacmi kadar steril distile su igerecek sekilde hazirlandi. Ust kat,
donmus alt kat iizerine dokiildi. Calismanin madde igeren tek katli %1.5 agar
konsantrasyonlu besiyerleri ile siirdiiriilmesi istendi. Fakat bir petri plagina ortalama 20
mL agar besiyeri dokiilecegi géz oniine alinirsa ¢alismada kullanilan besiyeri cesitliligi
(lic besiyeri), birey sayist (alt1 kisi) ve drneklerin diliisyonlar ile beraber fazla miktarda
inhibitér maddeye ihtiyag olacakti. Inhibitér maddelerin maliyetide gdz 6niine almarak

cift katli agar besiyeri tekniginin kullanilmasina karar verildi.

Agiz bosluguna ait 6rneklerden direkt QS inhibitorlii ve kontrol besiyerlerine
yapilan ekimler sonrasi gruplar ile kontrol arasinda canli hiicre sayisi bakimindan

anlaml bir fark olmadigi, 6n zenginlestirme sonrasinda ise grup 1 ve 3’iin kontrole gore
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anlamli bir sekilde liremeyi baskiladigr tespit edildi. Gruplari olusturan inhibitorler
tikiirik mikrobiyotasinda tiremeyi baskilamayan konsantrasyonlarda kullanilmis
olmasma ragmen gruplar olusturulduktan sonra maddelerin additif etki gdstererek
popiilasyon iizerine antibakteriyel etki gosterdikleri diisiiniilmektedir. Bununla birlikte
sadece On zenginlestirme sonrasi goriilen baskilanmanin sivi ortamda maddeler ile

bakterilerin daha etkin karsilagsmasi ve toksik etkiye maruz kalmalar ile agiklanabilir.

Biyoindikatdr suslarda pigment inhibisyonu ve tiim kiiltiirlerde canli hiicre
sayilarinin gruplar ile kontrol arasinda istatistiksel anlamliliginin belirlenmesinde
Mann-Whitney U testi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygun olmamasi ve deney
tekrar sayis1 ve/veya orneklem sayisinin az olmasindan dolay1 bu istatistik testi secildi

(92).

Calisma sonunda total olarak QS inhibitorlii besiyerinde gozlenen fakat kontrol
besiyerlerinde gozlenmeyen 121 bakteri susunun izole edildigi tespit edildi. Bu
bakterilerin izole olduklar1 inhibitér gruplari arasinda en fazla grup 1 ve grup 2
inhibitdrlerini igeren besiyerlerinin oldugu goriildi. Bireyler arasinda en fazla OM1, en
az OM4 bireyinden sus secildi. Besiyerleri arasinda en fazla susun TPSA’dan secildigi,
BHIA ve R2A besiyerlerinden ise esit sayida sus seciminin yapildigi goriildi.
Besiyerleri arasinda izole olan canli hiicre sayis1 bakimindan kalitatif olarak bir fark

tespit edilmedi.

Sadece inhibitdr iceren besiyerlerinde izole olan 121 sus saflastirildiktan sonra
gram, katalaz, oksidaz reaksiyonlari ve hemoliz 6zelliklerine gore 29 ana gruba ayrildi.
gram pozitif kok zincirleri, katalaz ve oksidaz reaksiyonlari negatif, y hemolitik
grubunun 28 sus ile en kalabalik grup oldugu goriildi. Agiz mikrobiyotasinda
Streptococcus tiirlerinin daha baskin oldugu (7) goz oniine alindiginda bu durumun

beklenen bir sonu¢ olmasi normaldir.

Gozlenen 121 sustan 28 tanesi 16S rRNA dizi analizi yapilmak iizere segildi.
Diziler insan agiz mikrobiyomu (www.homd.org) “16S rRNA BLAST Sequence”
programi kullanilarak karsilastirildi. HOMD, agiz mikrobiyotasinin 16S rRNA dizi

analizinde referans bir sayfadir. HOMD’a gore eslestirilen dizilerin homoloji gosterdigi
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taksonlar ile identik olmasi i¢in karsilastirilan bazlarin en az %98.5 oraninda homoloji

gostermesi gerekir (7, 8).

Bakterilerde 16S rRNA bolgesi yiiksek derecede korunmus bir bolgedir. Bunun
yaninda dokuz tane yiiksek derecede degisken bolgeler bulunur. Bu degisken bolgeler
tiirler aras1 farkliligin ortaya ¢ikmasindan sorumludur. 16S rRNA bdlgesinin universal
primerler kullanilarak ¢ogaltilmasi ve DNA dizi analizinin yapilmasi1 bakterilerin
filogenetik ¢aligsmalarinda standart yontem olarak kullanilmaktadir (93). Bu c¢alismada
bakterilerin 16S rRNA dizi analizi once 27F primeri ile yapildi. Bir reaksiyonda
yaklasik 1500 bazlik 16S rRNA bolgesinin ortalama 750 bazi dizilendi. Diziler
Chromas programui ile kontrol edildi. Eksik ve/veya hatali niikleotitler el ile diizeltildi.
Blast analizi sonrasi listede ¢ikan taksonlar ile eslesmeyen niikleotit sayis1 >23 baz olan
orneklerin ikinci bir primer ile dizilemesinin yapilmasina gerek duyulmadi. Ciinkii bu
orneklerde kalan bazlar tam olarak eslesse bile benzerlik yiizdesinin %98.5’a ulagsmasi
imkansizdi. Calisma sonunda dizi analizi yapilan 28 sustan 20 tanesinin homoloji
gosterdikleri taksonlar ile en az %98.5, sekiz tanesinin %98.5’dan az benzerlik

gosterdigi tespit edildi.

En az %98.5 oraninda eslesme gosteren taksonlarin 17 tanesinin daha once kiiltiir
edilen ve adlandirilan, ii¢ tanesinin kiiltiir edilen fakat adlandirilmamis taksonlar ile
homoloji gosterdikleri tespit edildi. Adlandirilmayan taksonlarin Streptococcus sp. ile
homoloji gosterdikleri belirlendi. Bu taksonlardan Streptococcus sp. HOT 061°in daha
once kiiltiir edildigi fakat takson dosyasinda Kkiiltiir statiisiiniin kayip olarak gectigi
goriildii. Bu durum oOnceden Kkiiltiir edilmis bu taksonun Kkiiltiir koleksiyonunun
kaybolmasindan veya tekrar canlandirilamamis olmasindan kaynaklanmis olabilir.
Calisma sonunda bahsi gegen bu susu sadece QS inhibitorlii besiyerinde izole ederek
anabilim dalimizin kiiltiir koleksiyonuna kazandirmis olduk. Diger adlandirilmamis

Streptococcus taksonlarinin HOT 431 ile homoloji gosterdikleri tespit edildi.

HOMD f{izerinde 35000 nin {izerinde klonun 16S rRNA dizi analizi ger¢eklesmis
ve yaklasik 700 taksona ait 800’den fazla tam uzunlugunda 16S rRNA dizi kiitiiphanesi
olusturulmustur. Simdiye kadar agiz boslugunda tespit edilmis tiim taksonlarin
taksonomik smiflandirmasi ve verilerine HOMD’ un sayfasindan ulasilabilir. Benzerlik

yiizdesi HOMD’a gore %98.5’dan kiiciik ¢ikan sekiz sus i¢in HOMD veritabaninda
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homolojilerinin ~ bulunmadigr  diisiiniilerek  bagka  bir gen  bankasinin

(www.ncbi.nlm.nih.gov) niikleotit BLAST programi kullanildi. HOMD’a gére:

A. bolidensis ile %93.5 oraninda benzerlik gosteren 16S rRNA dizisinin NCBI’a
gore %99 oraninda C. flaccumfaciens ile homoloji gosterdigi, B. anthracis ile %96.5
oraninda benzerlik gosteren dizinin NCBI’a gore %99 oraninda Bacillus sp. TR7 susu
ile homoloji gosterdigi tespit edildi. C. diphteria ile %96.1 oraninda ile benzerlik
gosteren 16S rRNA dizisinin NCBI’a gore %99 oraninda C. argentoratense ile
homoloji gosterdigi saptandi. C. durum ile %98.1 orani ile benzerlik gosteren iki farkli
bireye ait 16S rRNA dizilerinin NCBI’a gore >%98 oraninda kiiltiir edilmemis bakteri

klonlar1 ile homoloji gosterdikleri tespit edildi.

Yiizde 93.2 ve %98 oraninda daha 6nce kiiltiir edilmemis Kocuria sp. HOT 189
filotipi ile benzerlik gosteren OM1-2-21 ve OM1-1-48 suslarinin NCBI’a gore sirasiyla
%98 oraninda Micrococcus sp. ve %99 oraninda Kocuria rhizophila ile homoloji
gosterdikleri belirlendi. N. bacilliformis ile %98.4 oraninda benzerlik gosteren dizinin
NCBI’a gore %98 oraninda yine N. bacilliformis ile homoloji gosterdigi tespit edildi.
Chromas programu ile diziler dikkatlice kontrol edilse bile dizi analizi i¢in reaksiyona
yeterli ve/veya tam piirifiye PCR amplikonu saglanmadik¢a dizi kalitesi ¢ok iyi
olmayabilir. Bu nedenle HOMD’a goére tiir tanist i¢in siir degerde eslesme

gostermeyen dizimiz gercekte de N. bacilliformis olmasi muhtemeldir.

QS inhibitorlii besiyerlerinden secilen suslarin homoloji gosterdikleri taksonlar ile
olusturulan filogenetik agacta Actinobacteria, Firmicutes ve Proteobacteria
subelerinden olusan ii¢ ana dalin bulundugu goriilmektedir. Dizi analizi yapilan 28
susun %50’nin Actinobacteria, %35.7’nin Firmicutes, %14.3’niin Proteobacteria

subesinde yer aldig1 belirlendi. Filogenetik analiz sonunda (Sekil 28);

OM1-2-11, OM1-1-27, OM3-2-15 ve OM4-2-12 suslarmin Proteobacteria
subesinden Neisseria tiirleri ile homoloji gosterdikleri saptandi. OM1-2-11 ve OM4-2-
12 suslar1 gram negatif kok morfolojisi gosteren sirasiyla N. flavescens ve N. sicca
tirleriyle, OM1-2-27 ve OM3-2-15 suslar1 gram negatif basil olan N. bacilliformis ile

ayni dalda olduklar1 gériilmektedir.
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OM1-3-24 ve OM1-3-25 suslariin sirasiyla homoloji gosterdikleri Firmicutes
subesi, Bacilli smifini, Bacillaceae takiminda bulunan S. epidermidis ve Bacillus sp.

TR7 suslari ile ayn1 dalda olduklar1 goriilmektedir.

OM1-3-32, OM2-1-43, OM3-1-22, OM3-2-25, OM4-1-47, OM5-2-35, OM5-3-58
ve OM6-3-31 Firmicutes subesi, Bacilli siifini, Lactobacillales takiminda bulunan
Streptococcus tiirleri ile ayn1 dalda bulunduklar1 goriilmektedir. Bunlarin igerisinden
OM3-1-22, OM3-2-25, OM4-1-47, OM5-3-58 ve OMG6-3-31 suslarinin diger
Streptococcus tiirlerine gore birbirleri ile daha yakin bir soyda olduklar1 goriillmektedir.
OM2-1-43 susunun, S. australis taksonu ile %99 oraninda homoloji gdstermesine
ragmen S. australis ile filogenetik agagta farkli dallarda bulunmasi ve monofilatik bir

grup olusturmasi goze ¢arpmaktadir.

OM2-1-14, OM2-2-33, OM3-2-34, OM5-2-29, OM6-2-32 ve OMG6-2-41
suslarinin  Actinobacteria subesi, Actinobacteria smnifi, Actinomycetales takimi,
Micrococcaceae ailesinde bulunan Rothia tiirleri ile ayn1 dalda olduklart gériilmektedir.
OMG6-2-32 disindaki tiirlerin R. aeria, OM6-2-32’nin R. dentocariosa ile ayni soydan
olduklar1 goriilmektedir. Filogenetik agaca bakildiginda OM2-2-33’iin  konumu

dolayisiyla R. aeria’nin yeni bir alt tiirti olmas1 miimkiindjir.

OM1-2-21 ve OM1-1-48 HOMD veritabanina gore sirastyla %93.2 ve %098
oraninda daha once kiiltir edilmemis Kocuria sp. HOT 189 filotipi ile homoloji
gosterdigi tespit edilmistir. Fakat homoloji oranlart <%98.5 oldugu icin bu suslarin
eslesen bu takson ile identik oldugu kanisina varilamazdi. Bunun {izerine bu iki susa ait
diziler NCBI veritabaninda bulunan taksonlar ile karsilastirildi. Filogenetik agacta da
goriildiigli iizere OMI1-2-21 ve OM1-1-48 suslarinin sirastyla %98 oraninda
Micrococcus sp. ve %99 oraninda Kocuria rhizophila taksonlar1 ile homoloji

gosterdikleri tespit edildi.

OM2-2-28, OM4-2-27, OM5-2-31 ve OMG6-2-30 suslarmin Corynebacteriales
takimi altinda Corynebacterium tiirlerine ait olduklari goriilmektedir. OM2-2-28 ve
OMb5-2-31 suslart HOMD veritabanina gore %98.1 oraninda C. durum HOT 595 ile
homoloji gosterdikleri tespit edilmisti. NCBI veritabanina gore ise OM2-2-28 ve OM5-

2-31 sirastyla %98 ve %99 oraninda farkli erisim numaralarina sahip kiiltiir edilmemis
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bakteri klonlar1 ile homoloji gosterdikleri belirlendi. Filogenetik agaca gore kiiltiir
edilmemis bu bakteri klonlarmm C. durum’a yakin soylar olduklari goriilmektedir.
OM5-2-31’in ise filogenetik agagtaki konumuna gore Corynebacterium tiirleri

i¢cerisinde farkli bir alt tiir olmas1 ihtimaldir.

OM6-2-42, Actinomycetales takimi, Actinomycetaceae ailesi iginde bulunan A.
naeslundii tiiri ile ayn1 dalda bulunan bir sustur. OM6-3-14 ise HOMD’a gore %93.5
oraninda Micrococcales takimi, Intrasporangiaceae ailesinden A. bolidensis ile
benzerlik gostermesine ragmen filogenetik agaca bakildiginda Actinomycetales
takiminda Microbacteriaceae ailesinde bulunan ve NCBI’a gore %99 oraninda
benzerlik gosteren C. flaccumfaciens ile ayni soyda olduklart net bir sekilde

goriilmektedir.

Suslarimizin dizi analizleri sonucu homoloji gosterdikleri taksonlarim HOMD
veritabanina gore molekiiler yontemler ile saglikli ve hasta bireylerin agiz boslugundan
saptanma oranlaria bakildiginda S. sanguinus, %2.44; S. gordonii, %1.37; S. infantis,
%0.596; R. dentocariosa, %0.593; S. tigurinus, %0.542; S. australis, %0.513; C.
matruchotii, %0.485; Streptococcus sp. HOT 431, %0.401; N. flavescens, %0.33; N.
sicca, 9%0.281; A. naeslundii, %0.226; N. bacilliformis, %0.155, Streptococcus sp. HOT
61, %0.14, C. durum, %0.0803; R. aeria, %0.0602, S. epidermidis, %0.0086; Kocuria
sp. HOT 189, %0.00573 olduklar1 goriilmektedir. B. anthracis, A. bolidensis ve C.
diphteria taksonlari ise %0 oraninda tespit edilmistir (8). OM1-2-21, OM1-3-25, OM1-
1-48, OMG6-3-14, OMG6-2-30 suslarmin  NCBI’a gore homoloji gosterdikleri
Micrococcus sp., Bacillus sp. TR7, K. rhizophila, C. flaccumfaciens, C. argentoratense

taksonlarinin HOMD veritabaninda bulunmadiklari goriildii.

Bu suslar sadece QS inhibitdrlii besiyerlerinde izole olduklari i¢in potansiyel daha
once kiiltliir edilmemis bakteriler veya yeni tiir/alt tiirler olarak degerlendirilmisti.
Ancak, goriildiigii lizere sectigimiz suslarin daha once kiiltiir edilmis taksonlar ile
homoloji gosterdikleri gériilmektedir. Besiyerlerine katilan QS inhibitorleri bakterilerin
koloni konfigiirasyonunda morfolojik degisiklige neden olmus olabilirler. Bu yiizden
sectigimiz suslar1 sadece QS inhibitorli besiyerlerinde gézlemlemis olabiliriz. Buna
ilaveten inhibitorler mikrobiyotada bazi spesifik popiilasyonlarin tiremelerini baskilamig

olabilirler. Boylece baskilanan popiilasyonlardan dolayi, liremesi nazli veya yavas olan
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tiirlerin kendilerini gostermeleri i¢in firsat dogmus olabilir. Ayrica inhibitorler secici
etki gosterip bazi popiilasyonlarin iiremesini tesvik ederek onlart 6n plana ¢ikarmisg
olabilirler. QS inhibitorii igermeyen besiyerlerinde bu bakteriler hizli lireyenler ya da
dominant tiirler tarafindan baskilanacagi i¢in c¢alisilan diliisyonlarda izole olmamis
olabilirler. Bunun disinda gerek direkt, gerekse 6n zenginlestirmeli kiltiirlerden iig
dilisyonlu (direkt ekimler igin 103-10°, 6n zenginlestirme sonrasi igin 102-10™
dilisyonlarindan) ekimler yapildi. Bu nedenle inhibitorlii besiyerinde bazi
poplilasyonlarin baskilanmasiyla veya inhibitorlerin liremeyi tesvik etmesiyle secilen
suslar daha alt diliisyonlardan yapilan ekimlerde gozlenirken kontrol besiyerlerinde

calisilmayan tist dilisyonlarda kalmis olabilirler.

Bu ¢alismada sadece QS inhibitorlii besiyerlerinde izole olan ve 16S rRNA dizi
analizine gore R. aeria ile homoloji gosteren bes susun farkli zamanlarda galisilan dort
bireyden izole olmasi ve R. aeria’nin HOMD’a gore agiz boslugunda bulunma oraninin

%0.0602 olmas1 goze carpmaktadir.

R. aeria, Li ve ark. (94) tarafindan 2004 yilinda tamimlanms bir bakteridir. Tlk
olarak Rusya’nin Mir uzay istasyonunun hava ve su Orneklerinden izole edilmistir.
Haraszthy ve ark. (95) tarafindan saglikli bireylerin agiz boslugunda tespit edilmistir.

Ayrica, insanlarda sepsis, bronsit, pneumoni ve endokardite neden olabilirler (96).

Tsuzukibashi ve ark. (97) Rothia tiirleri igin gelistirdikleri segici bir besiyeri
(trypton, sodyum glukonat, Lab-Lemco tozu, sodyum florid, notral akriflavin,
linkomisin, kolistin ve agar) ile 20 kisiye ait tiikiiriik 6rneginden bakteri izolasyonu
yapmislar ve mikrobiyotadaki bakterileri baskilayarak sadece Rothia tiirlerinin izole
olmasina olanak saglamiglardir. Nebuka ve arkadasi (96) trypton, sodyum glukonat,
Lab-Lemco tozu, aztreonam ve agar igeren bir besiyeri hazirlayarak Actinomyces,
Neisseria, Corynebacterium, Rothia dentocariosa ve Rothia mucilaginosa tiirlerinin
tiremelerini baskilayan fakat R. aeria izolasyonunu kolaylastiran segici bir besiyeri

gelistirmislerdir.

Bu calisma sonunda da 6zellikle grup 1 ve 2 inhibitorlerini igeren besiyerlerinde
mikrobiyotadan R. aeria izolasyonunun 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir (Resim 4, 7 ve
11).
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Sonu¢ olarak, QS inhibitérlerinin agiz mikrobiyotasinin  popiilasyon
yogunluklarin1  degistirdigini ve kontrol besiyerlerine gore farkli bakterilerin
izolasyonuna olanak sagladigini gosterdi. Bu ¢alisma sonunda QS inhibitorlerinin
ornekte disik yogunlukta bulunan bakterilerin “lireme veya iiremeyi yavaslat”
sinyallerini  engelleyerek bu bakterilerin daha kolay kiiltiir edilmelerinin
saglanabilecegine dair bulgular elde edilmistir. Herhangi bir ekosistemden ve diger
viicut bolgelerinden yapilacak bakteri izolasyonu c¢alismalarinda biyogesitliligi artirmak
adima klasik besiyerleri ile birlikte QS inhibitorlerini igeren besiyerlerinin de

kullanilmasi Onerilir.
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. SONUC ve ONERILER

Calismaya dahil edilen QS inhibitorlerinin ileri ¢aligmalarda kullanilmak {izere
tiklirlik miikrobiyotasinda iiremeyi baskilamayan maksimum konsantrasyonlari

tespit edildi.
QS inhibitorlerinden her grupta alti madde olacak sekilde bes grup olusturuldu.

Olusturulan gruplarin anti-QS 6zellikleri C. violaceum’da viyolasin ve P.
aeruginosa’da piyosiyanin pigmentlerinin iiretimi iizerine test edildi. Grup 1’in
viyolasin, grup 4’lin piyosiyanin pigment iiretimlerini QS inhibisyonu yaparak

inhibe ettikleri belirlendi.

Saglikli alt1 bireyin agiz boslugu 6rnekleri QS inhibitorlii ve kontrol besiyerlerinde
kiiltiir edildi. Direkt ekimler sonrasi canli hiicre sayis1 bakimindan inhibitor gruplari
ve kontrol besiyeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmezken, 6n

zenginlestirme sonrast grup 1 ve 3’lin kontrole gdére canli hiicre sayisini anlamli bir

sekilde baskiladiklari tespit edildi.

QS inhibitorlii besiyerlerinde izole olan fakat kontrol besiyerlerinde izole olmayan
121 sus tespit edildi. Kontrol besiyerlerinde gdzlenmeyen bu suslarin agirlikli
olarak grup 1 ve grup 2 inhibitorlerini igeren besiyerlerinden izole olduklari
gortldii.

Secilen 121 susun standart bakteriyolojik yontemlere gére 29 ana gruba ayrildig
belirlendi. Segilen suslarin agirlikli olarak katalaz ve oksidaz reaksiyonlar: negatif,
o hemolitik, gram pozitif kok zincir yapisinda olduklar1 goriildii. Sadece QS
inhibitorlii besiyerlerinde izole olan 121 sustan 28’inin 16S rRNA dizi analizi
yapildi. Dizi analizi sonunda 20 susun HOMD veritabaninda bulunan taksonlar ile

>9%98.5, sekiz susun <%98.5 oraninda homoloji gosterdikleri belirlendi.

HOMD veritabaninda bulunan taksonlar ile >%98.5 oraninda homoloji gosteren
taksonlarin ii¢ tanesi adlandirilmamis Streptococcus sp., bes tanesi R. aeria,
digerleri A. naeslundii, C. matruchotii, N. bacilliformis, N. flavescens, N. sicca, R.
dentocariosa, S. epidermidis, S. australis, S. gordonii, S. infantis, S. sanguinus ve S.
tigurinus olarak tespit edildi. HOMD’a gore bu taksonlarin hepsinin daha 6nce

kiiltiir edildikleri, ancak adlandirilmamis Streptococcus sp. tiirlerinden HOT 061
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10.

adli taksonun kiiltiir statiisiiniin kayip olarak gectigi goriildi. HOMD veritabaninda
bulunan taksonlar ile <%98.5 oraninda homoloji gdsteren suslarin iki tanesinin
daha Once kiiltiir edilmemis Kocuria sp. HOT 189 taksonu ile digerlerinin A.
bolidensis, B. anthracis, C. diphteria ve N. bacilliformis taksonlar1 ile homoloji
gosterdikleri tespit edildi. Ancak, bu taksonlarin homoloji oranlar1 <%98.5 oldugu
icin diziler NCBI'in gen bankasinda bulunan taksonlar ile de karsilagtirildi. Buna
gore sekiz susun >%98 oranlarinda iki tanesi daha once kiiltiir edilmemis bakteri
klonlar1 ile, digerleri Bacilus sp., C. flaccumfaciens, C. argentoratense,

Micrococcus sp. ve Kocuria rhizophila ile homoloji gosterdikleri tespit edildi.

Olusturulan filogenetik agagta suslarin homoloji gosterdikleri taksonlar ile olan
yakinliklar1 gosterildi. Ancak, HOMD’a gore S. australis ile %99 oraninda
homoloji gosteren OM2-1-43 kodlu susun S. australis ile farkli dalda bulunmasi ve
bulundugu dalda bagka taksonlarin olmamasi bu susun Streptococcus cinsi altinda
yeni bir tiir veya alt tiir olma ihtimalini gostermektedir. Bunun yaninda R. aeria ile
%99 ve C. durum ile %98.1 oraninda homoloji gosteren OM2-2-33 ve OM5-2-31
kodlu suslarin filogenetik agactaki konumlarma gore yeni bir alt tiir olma
olasiliklar1 vardir. Bunlarin teyit edilmesi i¢in 23s rRNA, ITS (Internal transcribed
sequences), groEl, rpoB, recA ve gyrB gibi bolgelerin ve hatta tiim kromozomal

DNA’nin dizilenmesi Onerilir.

Bu ¢alismada sadece QS inhibitdrlii besiyerlerinde izole olan ve 16S rRNA dizi
analizine gore R. aeria ile homoloji gosteren bes susun farkli zamanlarda caligilan
dort bireyden izole olmasi ve R. aeria’nin HOMD’a gore agiz boslugunda bulunma
oraninin %0.0602 olmas1 goze carpmaktadir. Bu sonug¢tan dolay1 R. aeria tiirlerinin
izolasyonu i¢in QS inhibitorleri ile segici bir besiyeri gelistirilmesine yonelik

caligmalarin yapilmasi onerilir.

QS inhibitorlii besiyerlerinden izole edilen ve dizi analizi gerceklesmeyen 93 susun
16S rRNA dizi analizlerinin yapilmasi ve homoloji gosterdikleri taksonlarin
belirlenmesi onerilir. Boylece bu tez caligmasinin 6n gordiigii hipotezin yerine
ulagsmast adma bu taksonlarin daha once kiiltiir edilip edilmediklerinin tespit

edilmesi gerekir.

86



11. Herhangi bir 0rnekten yapilacak bakteri izolasyonu c¢alismalarinda biyogesitliligi
artirmak adina kullanilan standart besiyerlerine ilave olarak QS inhibitorleri ile

hazirlanmis besiyerlerinin de kullanilmasi 6nerilir.

87



9. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

Kuhner CH, Marrs B, Romesser JA. (2009). Method for accessing microbial
diversity. United States Patent No: 7,494,810.2.

McClean KH, Winson MK, Fish L, Taylor A, Chhabra SR, Camara M, Daykin M,
Lamb JH, Swift S, Bycroft BW, Stewart GS, Williams P (1997). Dec. Quorum
sensing and Chromobacterium violaceum: exploitation of violacein production and
inhibition for the detection of N-acylhomoserine lactones. Microbiology 143 (12):
3703-3711.

Gonzalez JE, Keshavan ND (2006). Messing with bacterial quorum sensing.
Microbiol Mol Biol Rev 70(4): 859-875.

Williams P (2007). Quorum sensing, communication and cross-kingdom signalling
in the bacterial world. Microbiology 15 (12): 3923-3938.

Lade H, Paul D, Kweon JH (2014). Quorum quenching mediated approaches for
control of membrane biofouling. Int J Biol Sci 10(5): 550-565.

Aas JA, Paster BJ, Stokes LN, Olsen I, Dewhirst FE (2005). Defining the normal
bacterial flora of the oral cavity. J Clin Microbiol 43(11): 5721-5732.

Dewhirst FE, Chen T, lzard J, Paster BJ, Tanner AC, Yu WH, Lakshmanan A,
Wade WG (2010). The human oral microbiome. J Bacteriol 192(19): 5002-5017.
Chen T, Yu WH, Izard J, Baranova OV, Lakshmanan A, Dewhirst FE (2010). The
Human Oral Microbiome Database: a web accessible resource for investigating oral
microbe taxonomic and genomic information. Database 2010.

Arathi K, Prasad G, Shetty SJ, lype AK (2015). Uncultivable bacteria in the oral
cavity: A review. Int J Adv Med Health Res 11(1): 16-109.

Siqueira Jr JF, Rogas IN (2013). As-yet-uncultivated oral bacteria: breadth and
association with oral and extra-oral diseases. J Oral Microbiol 5(1): 21077.

Puspita ID, Kamagata Y, Tanaka M, Asano K, Nakatsu CH (2012). Are
uncultivated bacteria really uncultivable? Microbes Environ 27(4): 356-366.

Bhat KG (2014). Recent advances in periodontal microbiology: An update on
cultivation techniques. J Int Clin Dent Res Organ 6(1): 16.

Saragli MA (2006). “Quorum sensing”: mikroorganizmalar iletisim mi kuruyor?

Giilhane Tip Derg 48(4): 244-250.

88



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Loh J, Carlson RW, York WS, Stacey G (2002). Bradyoxetin, a unique chemical
signal involved in symbiotic gene regulation. Proc Natl Acad Sci 99(22): 14446-
14451,

Morohoshi T, Kato M, Fukamachi K, Kato N, Ikeda T (2008). N-acylhomoserine
lactone regulates violacein production in Chromobacterium violaceum type strain
ATCC 12472. FEMS Microbiol Lett 279(1): 124-130.

Kalia M, Yadav VK, Singh PK, Sharma D, Pandey H, Narvi SS, Agarwal V (2015).
Effect of cinnamon oil on quorum sensing-controlled virulence factors and biofilm
formation in Pseudomonas aeruginosa. PLoS One 10(8): e0135495.

Swift S, Karlyshev AV, Fish L, Durant EL, Winson MK, Chhabra SR, Williams P,
Macintyre S, Stewart G (1997). Quorum sensing in Aeromonas hydrophila and
Aeromonas salmonicida: identification of the LuxRl homologs AhyRI and AsaRl
and their cognate N-acylhomoserine lactone signal molecules. J Bacteriol 179(17):
5271-5281.

Callahan SM, Dunlap PV (2000). LuxR-and Acyl-Homoserine-Lactone-Controlled
Non-luxGenes Define a Quorum-Sensing Regulon in Vibrio fischeri. J Bacteriol
182(10): 2811-2822.

Sokol P, Sajjan U, Visser M, Gingues S, Forstner J, Kooi C (2003). The CepIR
quorum-sensing system contributes to the virulence of Burkholderia cenocepacia
respiratory infections. Microbiology 149(12): 3649-3658.

Sperandio V, Torres AG, Girén JA, Kaper JB (2001). Quorum sensing is a global
regulatory mechanism in enterohemorrhagic Escherichia coli O157: H7. J Bacteriol
183(17): 5187-5197.

Wood TK (2009). Insights on Escherichia coli biofilm formation and inhibition
from whole-transcriptome profiling. Environ Microbiol 11(1): 1-15.

Rader BA, Wreden C, Hicks KG, Sweeney EG, Ottemann KM, Guillemin K
(2011). Helicobacter pylori perceives the quorum-sensing molecule Al-2 as a
chemorepellent via the chemoreceptor TIpB. Microbiology 157(9): 2445-2455.
Ahmed NA, Petersen FC, Scheie AA (2007). Al-2 quorum sensing affects
antibiotic susceptibility in Streptococcus anginosus. J Antimicrob Chemother 60(1):
49-53.

89



24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Yarwood JM, Bartels DJ, Volper EM, Greenberg EP (2004). Quorum sensing in
Staphylococcus aureus biofilms. J Bacteriol 186(6): 1838-1850.

Ni N, Li M, Wang J, Wang B (2009). Inhibitors and antagonists of bacterial quorum
sensing. Med Res Rev 29(1): 65-124.

Nazzaro F, Fratianni F, Coppola R (2013). Quorum sensing and phytochemicals.
Int J Mol Sci 14(6): 12607-12619.

Adak S, Upadrasta L, Kumar SJ, Soni R, Banerjee R (2011). Quorum quenching—
an alternative antimicrobial therapeutics. Science against microbial pathogens:
communicating current research and technological advances (Ed: Mendez-Vilas,
A). Badajoz: 586-593.

Guo M, Gamby S, Zheng Y, Sintim HO (2013). Small molecule inhibitors of Al-2
signaling in bacteria: state-of-the-art and future perspectives for anti-quorum
sensing agents. Int J Mol Sci 14(9): 17694-17728.

Ivanova K, Fernandes M, Tzanov T (2013). Current advances on bacterial
pathogenesis inhibition and treatment strategies. Microbial pathogens and strategies
for combating them: science, technology and education (Ed: Mendez-Vilas, A).
Badajoz: 322-336.

Kalia VC (2013). Quorum sensing inhibitors: an overview. Biotechnol Adv 31(2):
224-245.

Vasavi HS, Arun AB, Rekha PD (2013). Inhibition of quorum sensing in
Chromobacterium violaceum by Syzygium cumini L. and Pimenta dioica L. Asian
Pac J Trop Biomed 3(12): 954-9509.

Rasmussen TB, Bjarnsholt T, Skindersoe ME, Hentzer M, Kristoffersen P, Kote M,
Nielsen J, Eberl L, Givskov M (2005). Screening for quorum-sensing inhibitors
(QS1) by use of a novel genetic system, the QSI selector. J Bacteriol 187(5): 1799-
1814.

Huber B, Eberl L, Feucht W, Polster J (2003). Influence of polyphenols on bacterial
biofilm formation and quorum-sensing. Z Naturforsch C 58(11-12): 879-884.

Paul D, Kim YS, Ponnusamy K, Kweon JH (2009). Application of quorum
quenching to inhibit biofilm formation. Environ Eng Sci 26(8): 1319-1324.

90



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Watson WT, Minogue TD, Val DL, von Bodman SB, Churchill ME (2002).
Structural basis and specificity of acyl-homoserine lactone signal production in
bacterial quorum sensing. Mol Cell 9(3): 685-694.

Dagorn A, Hillion M, Chapalain A, Lesouhaitier O, Poc CD, Vieillard J, Chevalier
S, Taupin L, Le Derf F, Feuilloley MG (2013). Gamma-aminobutyric acid acts as a
specific virulence regulator in Pseudomonas aeruginosa. Microbiology 159(2): 339-
351.

Chevrot R, Rosen R, Haudecoeur E, Cirou A, Shelp BJ, Ron E, Faure D (2006).
GABA controls the level of quorum-sensing signal in Agrobacterium tumefaciens.
Proc Natl Acad Sci 103(19): 7460-7464.

Hanzelka BL, Greenberg E (1996). Quorum sensing in Vibrio fischeri: evidence
that S-adenosylmethionine is the amino acid substrate for autoinducer synthesis. J
Bacteriol 178(17): 5291-5294.

Parsek MR, Val DL, Hanzelka BL, Cronan JE, Greenberg E (1999). Acyl
homoserine-lactone quorum-sensing signal generation. Proc Natl Acad Sci 96(8):
4360-4365.

Bodini S, Manfredini S, Epp M, Valentini S, Santori F (2009). Quorum sensing
inhibition activity of garlic extract and p-coumaric acid. Lett Appl Microbiol 49(5):
551-555.

Brackman G, Celen S, Hillaert U, Van Calenbergh S, Cos P, Maes L, Nelis HJ,
Coenye T (2011). Structure-activity relationship of cinnamaldehyde analogs as
inhibitors of Al-2 based quorum sensing and their effect on virulence of Vibrio spp.
PLoS One 6(1): €16084.

Niu C, Afre S, Gilbert E (2006). Subinhibitory concentrations of cinnamaldehyde
interfere with quorum sensing. Lett Appl Microbiol 43(5): 489-494.

Bandara MB, Zhu H, Sankaridurg PR, Willcox MD (2006). Salicylic acid reduces
the production of several potential virulence factors of Pseudomonas aeruginosa
associated with microbial keratitis. Invest Ophthalmol Vis Sci 47(10): 4453-4460.
Mukbherji R, Joshi-Navare K, Prabhune A (2013). Crystalline xylitol production by
a novel yeast, pichia caribbica (HQ222812), and its application for quorum sensing
inhibition in gram-negative marker strain chromobacterium violaceum CV026.
Appl Biochem Biotechnol 169(6): 1753-1763.

91



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Bjarnsholt T, Jensen PO, Rasmussen TB, Christophersen L, Calum H, Hentzer M,
Hougen HP, Rygaard J, Moser C, Eberl L, Hoiby N, Givskov M (2005). Garlic
blocks quorum sensing and promotes rapid clearing of pulmonary Pseudomonas
aeruginosa infections. Microbiology 151(12): 3873-3880.

Norizan SN, Yin WF, Chan KG (2013). Caffeine as a potential quorum sensing
inhibitor. Sensors (Basel) 13(4): 5117-5129.

Ponnusamy K, Paul D, Kweon JH (2009). Inhibition of quorum sensing mechanism
and Aeromonas hydrophila biofilm formation by vanillin. Environ Eng Sci 26(8):
1359-1363.

Choo J, Rukayadi Y, Hwang JK (2006). Inhibition of bacterial quorum sensing by
vanilla extract. Lett Appl Microbiol 42(6): 637-641.

Yadav MK, Chae S-W, Song J-J (2012). Effect of 5-azacytidine on in vitro biofilm
formation of Streptococcus pneumoniae. Microb Pathog 53(5): 219-226.

Vikram A, Jayaprakasha G, Jesudhasan P, Pillai S, Patil B (2010). Suppression of
bacterial cell-cell signalling, biofilm formation and type Il secretion system by
citrus flavonoids. J Appl Microbiol 109(2): 515-527.

Girennavar B, Cepeda ML, Soni KA, Vikram A, Jesudhasan P, Jayaprakasha G,
Pillai SD, Patil BS (2008). Grapefruit juice and its furocoumarins inhibits
autoinducer signaling and biofilm formation in bacteria. Int J Food Microbiol
125(2): 204-208.

Ni N, Choudhary G, Li M, Wang B (2009). A new phenothiazine structural scaffold
as inhibitors of bacterial quorum sensing in Vibrio harveyi. Biochem Biophys Res
Commun 382(1): 153-156.

Cugini C, Calfee M, Farrow JM, Morales DK, Pesci EC, Hogan DA (2007).
Farnesol, a common sesquiterpene, inhibits PQS production in Pseudomonas
aeruginosa. Mol Microbiol 65(4): 896-906.

Brackman G, Breyne K, De Rycke R, Vermote A, Van Nieuwerburgh F, Meyer E,
Van Calenbergh S, Coenye T (2016). The quorum sensing inhibitor
hamamelitannin increases antibiotic susceptibility of Staphylococcus aureus
biofilms by affecting peptidoglycan biosynthesis and eDNA release. Sci Rep 6:
20321.

92



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Kiran MD, Adikesavan NV, Cirioni O, Giacometti A, Silvestri C, Scalise G,
Ghiselli R, Saba V, Orlando F, Shoham M (2008). Discovery of a quorum-sensing
inhibitor of drug-resistant staphylococcal infections by structure-based virtual
screening. Mol Pharmacol 73(5): 1578-1586.

Duran N, Justo GZ, Duran M, Brocchi M, Cordi L, Tasic L, Castro GR, Nakazato
G (2016). Advances in Chromobacterium violaceum and properties of violacein-Its
main secondary metabolite: A review. Biotechnol Adv 34(5): 1030-1045.

Kwan JC, Meickle T, Ladwa D, Teplitski M, Paul V, Luesch H (2011). Lyngbyoic
acid, a “tagged” fatty acid from a marine cyanobacterium, disrupts quorum sensing
in Pseudomonas aeruginosa. Mol Biosyst 7(4): 1205-1216.

Kiilek¢i G (2013). Agiz saghigmin yeni tanimi: Agiz mikrobiyomu. Ankem Derg
27(3): 167-172.

Ruby J, Goldner M (2007). Nature of symbiosis in oral disease. J Dent Res 86(1):
8-11.

Kiilek¢i G, Gokbuget A (2009). Agiz mikroflorasinin genel sagliga etkisi. Ankem
Derg 23(3): 137-145.

Zaura E, Keijser BJ, Huse SM, Crielaard W (2009). Defining the healthy" core
microbiome™ of oral microbial communities. BMC microbiol 9(1): 259.

Jenkinson HF (2011). Beyond the oral microbiome. Environ Microbiol 13(12):
3077-3087.

Paster BJ, Olsen I, Aas JA, Dewhirst FE (2006). The breadth of bacterial diversity
in the human periodontal pocket and other oral sites. Periodontol 2000 42(1): 80-
87.

Aas JA, Paster BJ, Stokes LN, Olsen I, Dewhirst FE (2005). Defining the normal
bacterial flora of the oral cavity. J Clin Microbiol 43(11): 5721-5732.

Ahn J, Yang L, Paster BJ, Ganly I, Morris L, Pei Z, Hayes RB (2011). Oral
microbiome profiles: 16S rRNA pyrosequencing and microarray assay comparison.
PloS One 6(7): e22788.

Sizova M, Hohmann T, Hazen A, Paster B, Halem S, Murphy C, Panikov N,
Epstein S (2012). New approaches for isolation of previously uncultivated oral
bacteria. Appl Environ Microbiol 78(1): 194-203.

93



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Vartoukian SR, Palmer RM, Wade WG (2010). Strategies for culture of
‘unculturable’bacteria. FEMS Microbiol Lett 309(1): 1-7.

Oliver JD (2010). Recent findings on the viable but nonculturable state in
pathogenic bacteria. FEMS Microbiol Rev 34(4): 415-425.

Juven B, Cox N, Bailey J, Thomson J, Charles O, Shutze J (1984). Recovery of
Salmonella from artificially contaminated poultry feeds in non-selective and
selective broth media. J Food Prot 47(4): 299-302.

Tian Y, He X, Torralba M, Yooseph S, Nelson KE, Lux R, McLean JS, Yu G, Shi
W (2010). Using DGGE profiling to develop a novel culture medium suitable for
oral microbial communities. Mol Oral Microbiol 25(5): 357-367.

Kili¢ AO, Pavlova SI, Alpay S, Kili¢ SS, Tao L (2001). Comparative Study of
Vaginal Lactobacillus Phages Isolated from Women in the United States and
Turkey: Prevalence, Morphology, Host Range, and DNA Homology. Clin Diagn
Lab Immunol 8(1): 31-39.

Chen WP, Kuo TT (1993). A simple and rapid method for the preparation of gram-
negative bacterial genomic DNA. Nucleic Acids Res 21(9): 2260.

Damte D, Gebru E, Lee S, Suh J, Park S (2013). Evaluation of anti-quorum sensing
activity of 97 indigenous plant extracts from Korea through bioreporter bacterial
strains Chromobacterium violaceum and Pseudomonas aeruginosa. J Microb
Biochem Technol 5(2): 42-46.

Rudrappa T, Bais HP (2008). Curcumin, a known phenolic from Curcuma longa,
attenuates the virulence of Pseudomonas aeruginosa PAOL in whole plant and
animal pathogenicity models. J Agric Food Chem 56(6): 1955-1962.

Adonizio A, Kong KF, Mathee K (2008). Inhibition of quorum sensing-controlled
virulence factor production in Pseudomonas aeruginosa by South Florida plant
extracts. Antimicrob Agents Chemother 52(1): 198-203.

Tan LY, Yin WF, Chan KG (2013). Piper nigrum, Piper betle and Gnetum gnemon-
-natural food sources with anti-quorum sensing properties. Sensors (Basel) 13(3):
3975-3985.

94



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Mclnnes P, Cutting M (2010). Manual of procedures for human microbiome
project: Core microbiome sampling, protocol A, HMP protocol no. 07-001, version
11. 2010. Current version: http://hmpdacc
org/doc/HMP_MOP_Version12_0_ 072910 pdf.

Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S (2013). MEGAG: molecular
evolutionary genetics analysis version 6.0. Mol Biol Evol 30(12): 2725-2729.
Saitou N, Nei M (1987). The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Mol Biol Evol 4(4): 406-425.

Smith KM, Bu Y, Suga H (2003). Induction and inhibition of Pseudomonas
aeruginosa quorum sensing by synthetic autoinducer analogs. Chem Biol 10(1): 81-
89.

Jones SM, Dang TT, Martinuzzi R (2009). Use of quorum sensing antagonists to
deter the formation of crystalline Proteus mirabilis biofilms. Int J Antimicrob
Agents 34(4): 360-364.

Kim J, Park W (2013). Indole inhibits bacterial quorum sensing signal transmission
by interfering with quorum sensing regulator folding. Microbiology 159(12): 2616-
2625.

Brackman G, Hillaert U, Van Calenbergh S, Nelis HJ, Coenye T (2009). Use of
quorum sensing inhibitors to interfere with biofilm formation and development in
Burkholderia multivorans and Burkholderia cenocepacia. Res Microbiol 160(2):
144-151.

Defoirdt T, Brackman G, Coenye T (2013). Quorum sensing inhibitors: how strong
is the evidence? Trends Microbiol 21(12): 619-624.

Truchado P, Tomas-Barberan FA, Larrosa M, Allende A (2012). Food
phytochemicals act as quorum sensing inhibitors reducing production and/or
degrading autoinducers of Yersinia enterocolitica and Erwinia carotovora. Food
Control 24(1): 78-85.

Park SY, Kang HO, Jang HS, Lee JK, Koo BT, Yum DY (2005). Identification of
extracellular N-acylhomoserine lactone acylase from a Streptomyces sp. and its

application to quorum quenching. Appl Environ Microbiol 71(5): 2632-2641.

95



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Lee J, Attila C, Cirillo SL, Cirillo JD, Wood TK (2009). Indole and 7-
hydroxyindole diminish Pseudomonas aeruginosa virulence. Microb Biotechnol
2(1): 75-90.

Vasavi HS, Arun AB, Rekha PD (2014). Anti-quorum sensing activity of Psidium
guajava L. flavonoids against Chromobacterium violaceum and Pseudomonas
aeruginosa PAOL. Microbiol Immunol 58(5): 286-293.

Sadovski A (1977). Acid sensitivity of freeze injured salmonellae in relation to
their isolation from frozen vegetables by pre-enrichment procedure. J Fd Technol.
12(1): 85-91.

Thomason BM, Dodd DJ, Cherry WB (1977). Increased recovery of salmonellae
from environmental samples enriched with buffered peptone water. Appl Environ
Microbiol 34(3): 270-273.

Reasoner DJ, Geldreich E (1985). A new medium for the enumeration and
subculture of bacteria from potable water. Appl Environ Microbiol 49(1): 1-7.

Kul S (2014). Uygun Istatistiksel Test Segim Kilavuzu. Istatistik Kosesi 28.
Chakravorty S, Helb D, Burday M, Connell N, Alland D (2007). A detailed
analysis of 16S ribosomal RNA gene segments for the diagnosis of pathogenic
bacteria. J Microbiol Methods 69(2): 330-339.

Li Y, Kawamura Y, Fujiwara N, Naka T, Liu H, Huang X, Kobayashi K, Ezaki T
(2004). Rothia aeria sp. nov., Rhodococcus baikonurensis sp. nov. and Arthrobacter
russicus sp. nov., isolated from air in the Russian space laboratory Mir. Int J Syst
Evol Microbiol 54(3): 827-835.

Haraszthy VI, Zambon JJ, Sreenivasan PK, Zambon MM, Gerber D, Rego R,
Parker C (2007). Identification of oral bacterial species associated with halitosis.
The J Am Dent Assoc 138(8): 1113-1120.

Nebuka K, Tsuzukibashi O (2013). A Novel Selective Medium for the Isolation of
Rothia aeria in Oral Cavities. J Microbiol Methods 12(2): 79-84.

Tsuzukibashi O, Uchibori S, Kobayashi T, Umezawa K, Mashimo C, Nambu T,
Saito M, Hashizume-Takizawa T, Ochiai T (2017). Isolation and identification

methods of Rothia species in oral cavities. J Microbiol Methods 134: 21-26.

96



10. EKLER
Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!!!

Bu calismaya katilmak uzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu c¢alismada yer
almay! kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size 0&zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIiR?

Bu caligmada Quorum Sensing olarak bilinen bakteriler arasi haberlesme
sisteminin ¢esitli kimyasal, dogal madde ve enzimler ile kesilerek agiz i¢inde bulunan
ve daha oOnce laboratuvar sartlarinda iretilemeyen bakterilerin iiretilmesi

amaclanmaktadir.
KATILMA KOSULLARI NEDiR?
Bu ¢alismaya dahil edilebilmeniz i¢in;

- 18-60 yas araliginda olmaniz gerekir.

- Sigara ve/veya alkol kullanmamis olmaniz gerekir.

- Son 6 ay igerisinde herhangi bir nedenle sistemik bir antibiyotik kullanmamis
olmaniz gerekir.

- Kemoterapi ve/veya 1sin tedavisi almamis olmaniz gerekir.

- Gebelik durumunuzun olmamas1 gerekir.

- Diyabet, bobrek yetmezligi gibi metabolik bir hastaliginizin olmamasi gerekir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Bu aragtirma kapsaminda tiikiirlik 6rnegi, ag1z i¢inizden stiriintii 6rnegi ve dis plak

ornegi aliacaktir.

Tukiirik toplanmasi i¢in, agiz iginizde biriken tiikliriiglinlizii 1 dak boyunca
yutmamaniz ve temin edilen kaba tlikiirmeniz istenecektir. Bu islem yeterli miktarda

tiikiiriik 6rnegi toplanana kadar bir kag defa tekrarlanabilir.
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Ek 1. (Devam) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Siirlintii 6rnegi i¢in, ucunda pamuk bulunan ¢ubuklar agiz icinizde yanak, dil,

damak ve diseti bolgelerinize siiriilecektir.

Plak 6rnegi ise belirli diglerinizin {ist kism1 hafif hava ile kurutularak, el aleti
disinizin tizerinden plak 6rnegini siyirarak alacaktir. Toplam 6 disinizden plak 6rnegi

alinacaktir.
SORUMLULUKLARIM NEDIiR?

Arastirma ile ilgili olarak sorulacak sorulara dogru cevap vermek, agiz i¢inizden
stiriintii, tiikiiriik ve dis plak 6rnegi alinmasi esnasinda hekiminizin talimatlarina uymak

sizin sorumluluklarinizdir.

Bu kosullara uymadiginiz durumlarda arastirict sizi uygulama dis1 birakabilme

yetkisine sahiptir.
KATILIMCI SAYISI NEDIR?

Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 3 kadin, 3 erkek olmak tizere toplam 6

kisidir.
KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Aragtirma toplam 2 yillik bir arastirmadir. Ancak sizin bu aragtirmada yer almaniz

bir kereye mahsustur. Ayiracaginiz zaman ise yaklasik yarim saattir.
CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirmada vereceginiz ornekler kaynak olarak kullanilarak agiz boslugunda
varligi bilinen fakat in vitro ortamlarda iiretilemeyen bakterilerin iiretilmesine yonelik
yeni bir yontem gelistirilmeye calisilacaktir. Eger yontem basarili olursa varlig bilinen
ama lretilememis ve tanimlanmamis bir¢ok bakterinin tanimlanmasina imkan dogacak
ve bunlarin hastalik olusturmadaki rollerinin arastirllmas1 igin yapilacak diger

calismalara 151k tutacaktir.
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Ek 1. (Devam) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RISKLER NEDIiR?

Bu arastirmada agiz iginizden siiriintii o6rnegi, dis plak 6rnegi ve tlkiiriik 6rneginiz

aliacaktir. Bu uygulamanin istenmeyen bir etkisi bulunmamaktir.
GEBELIK

Bu uygulamanin dogmamis fetiis ya da anne siiti emen c¢ocuk ig¢in riskleri
bulunmamaktadir. Ancak arastirma sonuglarini etkileyebileceginden gebe ya da ¢ocuk
emziren kadinlar bu ¢alismaya katilamazlar. En iyisi gebe olmadiginizdan ve ¢alisma
boyunca gebe kalmamaya niyetli oldugunuzdan emin olmalisiniz. Cocuk dogurma
potansiyeliniz varsa c¢alisma doktoru sizinle uygun dogum kontrol ydntemlerini
konusacaktir. Calisma sirasinda gebe kaldiginizdan siiphelenirseniz, hemen c¢alisma
doktoruna haber vermelisiniz. Gebe iseniz izniniz alinmadan arastirmadan

cikarilacaksiniz.
HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini
aksatmaniz, gebelik sliphesi varsa doktorunuz sizin izniniz olmadan sizi ¢alismadan

cikarabilir.

HERHANGI BiR ZARARLANMA DURUMUNDA
YUKUMLULUK/SORUMLULUK KIiMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?

Uygulamadan kaynaklanacak herhangi bir hasar s6z konusu degildir.
YENI BULGULAR

Arastirma stirecinde yapilan tedavi/uygulamaya yonelik sizi ilgilendirebilecek
herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal
bildirilecektir.
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Ek 1. (Devam) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tiir tetkik ve diger arastirma masraflar1 size veya giivencesi altinda

bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR ?

Calisma Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

kapsaminda desteklenmektedir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIiYLE HERHANGI BiR ODEME
YAPILACAK MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢cbir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer
almayr reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz;
reddetme veya vazgecme durumunda bile sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir.
Aragtirici, uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma
programini aksatmaniz veya tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle isteginiz
disinda ancak bilginiz dahilinde sizi aragtirmadan ¢ikarabilir. Bu durumda da sonraki

bakiminiz garanti altina alinacaktir.

Arastirmanin sonuglar1 bilimsel amagcla kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya
da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse

bilimsel amagla kullanilabilecektir.

100



Ek 1. (Devam) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

KATILMAMA ILISKIN BiLGILER KONUSUNDA GIZLILIK
SAGLANABILECEK MiDiR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz

de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.
Caliymaya Katilma Onayr:

Bazen islem sonrasinda doktorlarin yaptiklari operasyona ek olarak gerektiginde
degisik medikal/cerrahi islemleri gerceklestirmek zorunlulugu olabilecegini anladim.
Bu gibi bir durumda Karadeniz Teknik Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis,
Cene Cerrahisi doktorlarinin yetkili kilinmasini istiyorum. Agzimdan alinan 6rneklerin
gereken sekilde saklanmasi, patolojik 6rnek olarak kullanilmasi, manipiile edilmesi i¢in
gerekeni yapmak lizere calismada gecen doktorlari onlarin yetkilendirdigi arastirma
asistanlarini, doktora Ogrencilerini teshis ve tedavimin tiim asamalarina katilmalari

yoniinden yetkili kiliyorum.

Tip ve Dis Hekimligi Bilimlerinde yapilan tedavilerin kesin basarili olacagi
sOylenemez. Muhtemel basari ile ilgili bilgilendirilmis olmama ragmen uygulanacak
islemlerin garantisi yoktur ve bu konuda kesin yargilarla s6z vermek miimkiin degildir.

Bu durumu anlamis bulunuyorum.

"Agiz Mikrobiyotasinda Bulunan Canli Fakat Kiiltir Edilemeyen Bakterilerin
Uretilmesinde Quorum Sensing Inhibitdrlerinin Kullanilmas1" arastirmasi kapsaminda

alian biyolojik 6rneklerimin
( )"Sadece yukarida bahsi gecen aragtirmada kullanilmasina izin veriyorum”
( )“Ileride yapilmas1 planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum”

( )“higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum”
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Ek 1. (Devam) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan Once goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri gosteren 3 sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima
gelen tim sorular1 arastirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim
aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip
istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana
ait tibbi bilgilerin gézden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda
arastirma yiiriitiicisiine yetki veriyor ve so6z konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan
katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliikk igerisinde
kabul ediyorum. Bu risklerin bilincinde ek olarak gerekli goriilecek her tiirlii iglemin

yapilmasina izin veriyorum.

Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi

biliyorum.

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH
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Ek 1. (Devam) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR
ICIN VELI VEYA VASININ

IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBI DISINDAN YETKIN BiR HEKIM

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

RIZA ALMA iSLEMINE BASINDAN SONUNA KADAR
GEREKTIiGI DURUMLARDA TANIKLIK EDEN
KURULUS GOREVLISININ

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVi

TARIH
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11. ETiK KURUL ONAYI

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR

ETiK KURULU KARAR FORMU

[

Karar No: 7

Tarih: 05/10/2015

KARAR BILGILERI

Prof.Dr.Ali Osman KILIC in sorumlulugunda yiiriitillen Ars.Gor.Enis Fuat TUFEKCI'ye ait “Agiz Mikrobiyomunda
Bulunan Canli Fakat Kiltir Edilemeyen Bakterilerin Uretilmesinde Quorum Sensing Inhibitorlerinin Kullanilmasi”
baglikli 2015/107 no.lu ve yukarida bagvuru bilgileri verilen araghirma/tez bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler
arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gergeklestirilmesinde etik sakinca
bulunmadigma; toplantiya katilan etik kurul ilyelerinin oy birligi ile karar verilmigtir.

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

GCALISMA ESASI

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof.Dr.Faruk AYDIN
Unvani/Adi/Soyad Uzmanhk Kurumu Cinsiyet iligki * Katihm ** imza
Alam
KTU Tip EX [KO [EQd [HX [EX |HO
Prof.Dr.Faruk AYDIN Tibbi Fakiiltesi D,
| Bagkan: Mikrobiyoloji <
KTU Tip EQ [KX [EO [HX |EQ |HX
Prof.Dr.Gamze CAN Halk Saghg Fakiiltesi
Bagkan Yrd. iZINLI
KTU Tip EX [KO [E0O [HX [EX |HOQ A
Prof.Dr.S.Caner KARAHAN | Tibbi Fakiiltesi \(
Uye: Biyokimya 4‘ L /
KTU Tip EX (KO [EO [HW [EX |[HO .
Prof.Dr.S. Murat KESIM Farmakoloji Fakiiltesi
Raportor:
KTU Tip EX [KO EQD |HX [EX HO 5
Prof.Dr.Yiimaz BULBUL Gogiis Fakilltesi C
Uye: Hastaliklar)
\ J
KTU Tip EX KO [E0d [HK [EQ |[HKX \X
Dog.Dr. Murat LIVAOGLU | Plastik, Rekons. | Fakiiltesi
Uye: ve Estetik Cer iZINLi
|
KTU Tip E [KX [EOQ |HX [EQ |HKX
Dog.Dr.Safak ERSOZ Patoloji Fakiiltesi o
Uye: IZINLI
N
KTU Tip EQ] (KX [0 [HX [EXR [HO )
Dog.Dr. Evrim Ruh Saghgi ve | Fakiiltesi /
OZKORUMAK Hastaliklari
Uye:
KTU Tip EX (KO [eE0d [HK [EX |[HO
Prof.Dr.Murat CAKIR Cocuk Saghg Fakiiltesi
Uye: ve Hastaliklari
3
* :Aragtirma ile Iligki
** :Toplantida Bulunma
Sayfa 2
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