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Ozet: Disk difiizyon ydntemi ve mikrodilusyon ydntemini kullanan otomatik sistemler son yillarda mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin vazgegilmez pargalari olmuslardir. Ancak, in vitro 6lgiim yapan bu sistemler bakterilerin dogal ortaminda
degil laboratuvar kosullarindaki hassasiyetlerini 6lgmektedirler. Bu g¢alismanin amaci antibiyotiklerin etkisinin floresans
absorbansin 6lgim yontemiyle belirlenmesini saglayacak yontem gelistirmektir. Bu ¢alismada iglerinde floresan isima yapan
protein iceren bakteriler olusturmak amaciyla rekombinant plazmidler hazirlanmistir. Floresans kaynak olarak yesil floresans
protein (GFP) pUC18 ve pAT392 plazmidlerine klonlanmistir. Elde edilen rekombinant plazmidleri iceren bakterilerde
konvansiyonel minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) &lcimii yapilmistir. Béylece besi yerindeki canli hiicrelerin yaydigi
1s1gin dlglilmesi esasina dayanarak alternatif bir MiK dlgiim yéntemi gelistirilmeye calisilmistir. Her bir antibiyotik grubu igin
pUC18-gfp ve pAT392-gfp plazmidlerini iceren ve icermeyen E. coli DH10B bakterisi kullaniimistir. gfp genini icermeyen
bakteriler florometrik 6lgim yapabilen cihazda 24 saatlik 6lgim boyunca isima vermemis grafikleri dogrusal bir ivmeyle
izlenmistir. Ancak sadece canli hiicrelerde 1sima yapabilecek olan pUC18-gfp ve pAT392-gfp plazmidini iceren bakteriler
antibiyotigin hi¢ uygulanmadigi kontrol grubuna gére oldukga yiiksek pik yaptiklari gézlenmistir. inhibe edici dozlarda grafik
dogrusal bir yapi kazanmistir. Isimanin alindigi konsantrasyonda en az 10 isik birimi azalmanin okundugu yere denk gelen
antibiyotik dillisyonu MiK degeri olarak kabul edilmistir. Konvansiyonel MiK degerleri ile florometrik MIK degerleri
karsilastiriimis en ok 2 diliisyon fark saptanmistir. Isimanin dlgiilmesiyle MiK diizeyinin belirlenebilecegi bu calisma ile
gosterilmistir. Gelistirilmeye calisilan bu yéntem antibiyotiklerin bakterisidal/bakteriostatik etkilerinin saptanmasinda,
antibiyotiklerin biyofilm igindeki bakterilere etkilerinin gézlenmesinde kullanim potansiyeli vardir. Ayrica yeni antibiyotik
gelistirmede kullanilabilecek basit, ucuz ve kolay bir yontem adayi olarak denenecek molekiillerin daha hizl ve etkin sekilde
degerlendirilmesini saglayabilme potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: Floresans protein, MIK, Antibiyotik direnci, Klonlama.

Determination of Minimal Inhibition Concentration (MIC) by Fluorometry-based Method

Abstract: Automatic systems using the disc diffusion method and microdilution method have become indispensable parts
of microbiology laboratories in recent years. However, these systems measure the sensitivity of bacteria in laboratory
conditions, not in their natural environment. This study aims to develop a method that will determine the effect of
antibiotics using the fluorescence absorbance measurement method. In this study, recombinant plasmids were prepared to
create bacteria containing fluorescent protein in them. The fluorescence source was cloned into the green fluorescence
protein (GFP) plasmids pUC18 and pAT392. Conventional minimal inhibition concentration (MIC) measurement was
performed on bacteria containing recombinant plasmids obtained. Thus, an alternative MIC measurement method was
developed based on measuring the light emitted by living cells in the medium. E. coli DH10B bacteria with and without
pUC18-gfp and pAT392-gfp plasmids were used for each antibiotic group. Bacteria that do not contain the gfp gene were
monitored with a linear acceleration in the device capable of fluorimetric measurement that did not emit radiation during
the 24-hour measurement. However, bacteria containing pUC18-gfp and pAT392-gfp plasmids, which can only radiate in
living cells, have been observed to have a very high peak compared to the control group in which the antibiotic was not
applied at all. The graphic gained a linear structure at inhibitory doses. The antibiotic dilution corresponding to where the at
least 10 light units decrease in the concentration at which the irradiation was taken was accepted as the MIC value.
Conventional MIC values were compared with fluorimetric MIC values and a maximum of 2 dilution differences were found.
It has been shown in this study that the level of MIC can be determined by measuring the radiation. This method, which is
tried to be developed, has the potential to be used in determining the bactericidal/bacteriostatic effects of antibiotics and
in monitoring the effects of antibiotics on bacteria in the biofilm. It also has the potential to enable faster and more
efficient evaluation of the molecules to be tried as a simple, inexpensive, and easy method candidate that can be used in
developing new antibiotics.

Keywords: Fluorescence protein, MIC, Antibiotic resistance, Cloning.

Giris
Yesil Floresan Protein (GFP) ilk olarak 1960’h denizanasindan elde edilmis ve floresans protein
yillarda Aequorea victoria olarak tanimlanmis olarak adlandiriimasiyla  Uzerinde c¢alisiimaya
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baslanmistir (Shimomura ve ark., 1962). A.
victoria‘nin GFP proteini dogal floresandir yani
disardan herhangi bir substrat ya da kofaktore
gereksinim olmadan floresans Isima
yapabilmektedir (Collins ve ark., 1998). GFP
proteinini kodlayan gfp geninin marker bir gen
olarak kullanilmaya baslanmasi model organizma
olan Escherichia coli’'ye 1994 yilinda ilk kez
klonlanmasi ile baslamistir (Chalfie ve ark., 1994).
Bu tarihten sonra gfp geni cesitli organizmalarda
(bakteri, maya, sinek, c¢esitli memeliler...vb.)
raportor gen olarak kullanilmaya baslamis ve
glinimiize kadar tim dinyada bitki, hayvan ve
mikrobiyolojik arastirma laboratuvarlarinda ¢ok
genis bir kullanim alani bulmustur. 2008 vyilinda
Nobel Komitesi tarafindan “GFP gelistirilmesi ve
kesfi icin” GFP bilim diinyasi tarafindan tamamen
taninir olmustur (Anonim, 2020). GFP yirmi birinci
ylzyilin molekiiler mikroskobu olarak
nitelendirilmektedir. Cinkl GFP ile, bir proteinin ne
zaman Uretildigini ve nerede (retildigini izleme ve
gorme imkani dogmaktadir. GFP proteini, 238
aminoasit molekilinden meydana gelmektedir.
GFP genellikle toksik etkisi az olan bir proteindir ve
farkli organizmalarda fizyolojilerini etkilemeden
yuksek dilizeyde ifade olabilmektedir (Chalfie ve
ark., 1994). GFP’nin en yaygin kullanimi, GFP ile
birlikte flzyon olan eksprese olmus proteinlerin
lokasyon, hareket ve kimyasal reaksiyonlarini da
kapsayan bir izlemeye olanak saglamasidir.
Hicrelerin ~ farkli  bélimlerindeki GFP  flizyon
proteinlerinin  lokalizasyonlari  6rnegin  hiicre
dongisl slresince veya logaritmik artis siresindeki
durumlari genis Olgide calisiimaktadir (EIf ve ark.,
2007). Hucreler igindeki  kinetik  fenomen
calismalarini detaylandirmak igin diger bir pencere,
GFP floresan temelinde tek molekil mikroskopisi ve
tek hiicre olarak tedarik edilmesidir (Xie ve ark.,
2008). Daha ¢ok organizmalardaki hiicre canhhgini
gostermek icin, herhangi bir maddenin istenilen
bolgeye veya hiicreye ulasip ulasmadiginin tespiti
icin  kullanilmaktadir.  Mikrobiyolojinin  temel
gorevlerinden birisi dogrudan veya dolayl olarak
mikroorganizmalarin varligini géstermek ve ayirici
tanilarini yapmaktir. Saghk alanindaki diger bir
calisma alani ise tedaviye yon verebilmek amaciyla
mikroorganizmalarin antibiyotiklere olan
hassasiyetlerini belirlemektir.

Calismamizda floresans isik yayan sistem igeren
bakteri olusturmak amaciyla iki farkli rekombinant
plazmid hazirlanmis  ve bunlarin  aktarildig
bakterilerdeki farkh antibiyotiklerin etkisiyle 151ma
miktarinda olusan degisim ile minimal inhibe edici
konsantrasyon (MiK) belirlenmesi ve konvansiyonel

yontem ile karsilastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bakteri izolatlari, plazmidler ve iireme
kosullari: Bu c¢alismada, bakteri igerisinde GFP
iceren rekombinant plazmid hazirlanmistir. GFP
proteinini kodlayan genin ¢ogaltilip klonlanmasi igin
DNA materyali Dr. Leclercq tarafindan
laboratuvarimiza (REF-M1) gonderilmistir
(Clarebout ve Leclercq, 2002). Bakteriyel suslar, 37
°C'de Tryptik Soy Broth (TSB) ve/veya Tryptik Soy
Agar (TSA) besiyerlerinde blayutilmustdr.
Plazmidlerin saflastirilmasinda plazmid miniprep kiti
(Thermo) (retici talimatlarinda belirtildigi protokole
gore kullanilmistir. Transformasyon igin alici sus
olarak E. coli DH10B kullanilmistir. pUC18 ve mekik
(shuttle) vektor pAT392, klonlama vektorleri olarak
kullaniimistir.

gfp geninin pUC18 ve pAT392 plazmidlerine
klonlanmasi ve plazmid konstriiksiyonu: gfp genini
¢ogaltmak ve dogru yénde klonlayabilmek igin Gen
Bankasinda M62653 erisim numarali sekans
Gzerinden Kpnl ve BamHI restriksiyon kesim yerleri
eklenerek primer dizayn edildi. Dizayn edilen Grekpni-
Forward:5'-AAGGTACCAGATGAGTAAAGGAGAAGAAC-3' ile GFPBamHI-
Reverse:5’-TTGGATCCTTTATTTGTATAGTTCATCCAT-3'  primer  ifti
kullanilarak PCR yoluyla ¢ogaltildi. pUC18 plazmidi
ve cogaltilmis olan gfp geni Kpnl ve BamHI
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Amplikonlarin
restriksiyonu igin, 10 pl gfp amplikonu, 2 pl 10X
buffer ve 1 ul Kpnl, 1 pul BamHI enzimi ve 6 ul steril
su kullanilmistir. pUC18 plazmidi de ayni kosullarda
kesilmis ve bu iki restriksiyon {(rliniu fenol-
kloroform-isoamil alkol (25:24:1) saflastirmasi
sirasinda birlestirilmistir. Presipitasyondan sonra
ligasyon reaksiyonu amaciyla, kesilmis pUC18
plazmidi ve gfp genini iceren pellet 17 pl distile suda
restispanse edilmis ve 2 ul 10X T4 DNA ligaz
tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5 Weiss U) eklenerek
22°C'de gece boyu inklibasyona birakilmistir.
pUC18::gfp ligandi E. coli DH10B susuna transforme
edilmistir ve final konsantrasyonu 100 pg/ml
ampisilin, 1 mM izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozit
(IPTG) ve 50 pg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-D-
galacktosidaz  (X-gal) olan TSA besiyerinde
secilmistir. Elde edilen rekombinant kolonilerin
floresansi UV 15181 altinda transilliiminator cihaz
kullanarak kontrol edilerek, yesil floresans i1sima
yapan kolonilerden, gfp genine spesifik primerlerle
PCR vyoluyla c¢ogaltilmistir (Salih ve ark., 2020).
Sekans analizi ile dogrulanmasinin ardindan pUC18-
gfp olarak isimlendirilmistir. pAT392 plazmidine
aktarmak icin yine ayni primer cifti kullanilmis ve
segici besiyeri kismina kadar ayni protokoller
uygulanmistir. pAT392 plazmidi Gzerinde var olan
aac(6)-aph(2) geni nedeniyle 20 ug/ml gentamisin
antibiyotigi iceren TSA agar segici besiyerinde
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secilmistir. Transilluminatér cihazinda UV 15181
altinda yesil 1sima yapan kolonilerden alinarak PCR
yoluyla genin varligi dogrulanmistir. Ayrica elde
edilen amplikon sekansa gonderilerek gfp geninin
varligi konfirme edilerek pAT392-gfp olarak
isimlendirilmistir.

MiK ol¢iimii: E. coli DH10BQpUC18-gfp
rekombinant bakterisi icin kloramfenikol ve
gentamisin ile, ve E. coli DH10BQpAT392-gfp
recombinant bakterisi i¢in ise kloramfenikol ve
ampisilin antibiyotikleri kullanilarak CLSI rehberi sivi
mikrodilusyon method ile duyarliliklari belirlenmistir
(CLSI Rehberi, 2014). MIK &l¢imi icin antibiotik
konsantrasyonlari 0.06 pug/ml - 128 pg/ml araliginda
kullanilmigtir. Herhangi bir antimikrobiyal ajanin ve
bakterinin eklenmedigi Mueller Hinton broth
kontaminasyon varlig testi icin negatif kontrol
olarak, sadece bakteri slispansiyonun eklendigi
herhangi antimikrobiyal ajanin eklenmedigi besiyeri
ise ireme kontroli olarak kullanilmistir.

Florometrik MiK tayini: Oncelikle E. coli
DH10BQpUC18-gfp bakterisi igin deneme
gerceklestirilmistir. Mikroplaka okuyucu cihazda
okuma yapilabilecek seffaf renkli 96 kuyucuklu
pleytte 0.06 pg/ml - 128 pg/ml arasinda antibiyotik
seri seyreltmeleri hazirlanmistir.  Sivi ortamdaki
antibiyotik seyreltileri igerisinde sonraki asamalarda
bakteri kiltirinden 5x10° cfu/ml olacak sekilde
ilave edilerek hazirlanmistir. Birinci seride pUC18-
gfp plazmidini icermeyen E. coli DH10B bakterisi
negatif kontrol grubu olarak hazirlanmistir. ikinci
seride pUC18-gfp plazmidini iceren E. coli
DH10BQpUC18-gfp bakterisi hazirlanmistir. Uglincii
seride  kloramfenikol, dordiincii  seride ise
gentamisin antibiyotik dilisyonu 0.06 pg/ml - 128
pug/ml konsantrasyonlari arasinda olacak sekilde
hazirlanmistir.  Sonrasinda, Uglincii ve dordinci
serilerdeki her bir antibiyotik dilisyonu Uzerine E.
coli DH10BQpUC18-gfp bakterisi eklenmistir.
Olgtimler icin, transilluminator (Multiskan FC
Mikroplaka Okuyucu, Thermo) Ex:485/Em:538 nm
olarak ayarlanmis ve 37 °C'de 24 saatlik inklibasyon
sirasinda  saatte  bir 6lgim almak Gzere
programlanmistir.

E. coli DH10BOpAT392-gfp bakterisi
kullanilarak gergeklestirilen deneme icin de 96
kuyucuklu pleytte 0.06 pg/ml - 128 pg/ml arasinda
antibiyotik seri seyreltmeleri hazirlanmis ve sonraki
asamalarda bakteri kiiltiiriinden 5x10° cfu/ml olacak
sekilde ilave edilerek hazirlanmigtir. Birinci seride
pAT392-gfp plazmidini igcermeyen E. coli DH10B
bakterisi negatif kontrol grubu olarak hazirlanmistir.
ikinci seride pAT392-gfp plazmidini iceren E. coli
DH10BQpAT392-gfp bakterisi hazirlanmistir. Uglincii
seride  kloramfenikol, dordincli seride ise

siprofloksasin olacak sekilde 0.06 pg/ml - 128 pg/ml
arasinda antibiyotik diltsyonlari hazirlanmistir.
Ardindan uglinci ve dordiincu serilerdeki her bir
antibiyotik  dillisyonlarinin  Gzerine E.  coli
DH10BOpAT392-gfp  bakterisi olacak  sekilde
eklenmistir. pAT392 plazmidinde aacaph geni
varhigindan dolayl gentamisine direngli oldugundan
gentamisin antibiyotigi icin 6lgim yapilmamigtir.
Olglimler icin, transilluminator (Multiskan FC
Mikroplaka Okuyucu, Thermo) 37 °C'de 24 saatlik
inklibasyon sirasinda saatte bir 6lcim almak Uzere
programlanmistir.

BULGULAR

gfp geninin  klonlanmasi ve plazmid
konstriiksiyonu: Bu ¢alismada, green floresan
proteini (GFP) kodlayan gfp geni, pUC18 ve pAT392
plazmidlerine klonlanmistir. Klonlama sonrasinda
elde edilen petride gfp genini alan rekombinant
bakteriler Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1: gfp genini almig rekombinant bakteriler transilluminator
cihazinda UV altinda yesil renkte gériinmektedir.

gfp+pUCI18

2686 bp 2838 bp

772bp 805 bp

Sekil 2: Plazmid restriksiyonu sonrasi insert ve plazmidin
incelenmesi. L1: pUC18-gfp plazmidinin kesilmeden elektroforez
gbruntist. L2: pUC18-gfp plazmidinin Kpnl ve BamHI
enzimleriyle kesimi sonrasi olusan elektroforez goriintisi. M:
Lambda-Pstl marker gortntisu.
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Elde edilen rekombinant bakterilerden plazmid
Uzerindeki insertin gosterilmesi amaciyla Kpnl ve
BamH| enzimleriyle kesim sonrasinda olusan
elektroforez gorintisiinde, Sekil 2’de goraldugia
gibi 772 bp olarak gfp geni, 2686 bp olarak
gosterilen ise pUC18  plazmididir. pAT392
plazmidine gfp geninin klonlanmasi icin de
restriksiyon, ligasyon, transformasyon ve segici
besiyerinde recombinant kolonilerin secimi islemleri
tekrarlanmistir.  Ardindan  elde edilen ve
transilluminator cihazinda UV isig1 altinda yesil 1sima
yapan kolonilerden PCR yoluyla genin varligi ve
restriksiyon analiziyle insertin varhgi dogrulanmstir.

Konvensiyonel MiK ve floresans absorbansa
dayali MiK élgtimleri: E. coli DH10BQpUC18-gfp ve
E. coli DH10BQOpAT392-gfp bakterileri igin CLSI
rehberindeki protokole goére sivi mikrodiliisyon
yontemi ile  konvansiyonel MiK  8lgiimi
gerceklestirilmistir. Buna gore, E. coli
DH10BQpUC18-gfp bakterisinde kloramfenikol igin
2 pg/mL, siprofloksasin igin <0,06 pg/mL,
gentamisin icin 1 pug/mL olarak bulunmustur (Tablo
1). E. coli DH10BQpAT392-gfp bakterisinde ise
kloramfenikol igin 2 pug/mL, siprofloksasin icin <0,06
pg/mL olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Konvansiyonel MiK degerleri

Konvensiyonel MiK

E. coli E. coli
Antibiyotikler DH10BQpUC18- DH10BQpAT392-
afp afp
(ng/ml) (ng/ml)
Kloramfenikol 2 2
Siprofloksasin <0,06 <0,06
Gentamisin 1 (Belirlenmedi)
Konvansiyonel MiK 6l¢limlerinin
gerceklestirilmesinin ardindan florometrik

absorbans &lgiimiine dayali MiK belirlenmesi igin
mikroplak  okuyucuda  Ex:485/Em:538  4lglim
araliginda 37 °C'de 24 saatlik inkiibasyon sirasinda
saatte bir olgim alinmistir. Bu islemde E. coli
DH10BQpUC18-gfp ve E. coli DH10BQpAT392-gfp
icin ayri ayri elde edilen sonugclar Sekil 3a ve Sekil 3b
‘de  gosterilmistir.  Cihaza  yiklenen plakda
antibiyotik icermeyen on iki kuyucukdaki seride 24.
saatte plazmid icermeyen E. coli DH10B bakterisinin
inokile  edildigi  kuyucuklardaki  florometrik
absorbans degerleri sirasiyla 19,58; 18,37; 18,46;
18,41; 18,71; 18,72; 18,76; 18,68; 18,67; 18,64;
18,57; 19,26 olarak olculmustir (Sekil 3a).
Antibiyotik icermeyen kuyucuklara floresans 6l¢cim
suresince pozitif control olarak kullanilan E. coli
DH10BQpUC18-gfp rekombinant bakterisi icin elde
edilen florometrik absorbans degerleri sirasiyla

57,22; 45,98; 47,38; 46,84; 45,18; 43,52; 46,76;
46,09; 47,09; 50,13; 52,79; 58,99 olarak ol¢lilmustiir
(Sekil 3a). Kuyucuklarda hazirlanmis olan 0.06
pg/ml'den 128 pug/ml konsantrasyona kadar
kloramfenikol antibiyotigini ve inokule edilmis E. coli
DH10BQpUC18-gfp rekombinant bakterisi icin elde
edilen floresans absorbans degerleri sirasiyla 18,58;
18,49;18,75;19,05; 19,77; 23,85; 41,53; 55,81;
50,37; 46,14; 45,6; 50,36 olarak olgllmustir (Sekil
3a). Gentamisin antibiyotigi i¢in ayni antibiyotik
konsantrasyon araliginda sirasiyla 18,76; 18,92;
18,9; 19,36; 22; 25,5; 40,47; 38,03; 40,95; 42,23;
44,75; 49,06 olarak 6lclilmus, Siprofloksasin igin ise
florometrik absorbans degerleri 12,85; 17,26; 19,45;
20,85; 21,25; 20,82; 21,34; 21,76; 21,71; 21,24,
21,1; 21,33 olarak 6lgulmustir (Sekil 3a).

E. coli DH10BQOQpAT392-gfp i¢in gergeklestirilen
Olcimlerde  florometrik  absorbansin  negatif
kontroli olarak plazmid icermeyen E. coli DH10B
bakterisi kullaniimis ve 24. Saat sonunda elde edilen
Olciim degerleri 22,72; 21,54; 21,95; 21,68; 21,64;
29,56; 21,39; 21,45; 21,34; 21,26; 20,84; 21,3 olarak
Olctilmustur (Sekil 3b). Antibiyotiksiz ortamda pozitif
control olan rekombinant E. coli DH10BQpAT392-
gfp icin florometrik absorbans ol¢iimleri 62,25;
49,09; 45,73; 43,74; 40,42; 39,27; 42,06; 39,91;
43,5; 40,05; 39,46; 52,6 olarak gerceklesmistir (Sekil
3b). Kloramfenikol antibiyotigi icin 0.06 pug/ml’den
128 pg/ml araliginda antibiyotik  dillisyonu
hazirlanmis kuyucuklara E. coli DH10BQpAT392-gfp
eklenerek gergeklesen olgiim sonrasi 20,71; 20,73;
20,85; 20,19; 21,41; 23,54; 39,53; 40,24; 41,08;
44,5; 41,48; 47,41 florometrik absorbans degerleri
elde edilmistir (Sekil 3b). Siprofloksasin icin dlgilen
degerler 21,36; 21,83; 22,23; 22,37; 22,72; 22,74;
22,83; 22,74; 21,81; 22,2; 22,06; 22,05 olarak
gerceklesmistir (Sekil 3b).

Florometrik absorbans ile MIK belirlenmeye
calisilirken ayrica 0. saat ile 24. saat absorbans
degerlerinin pozitif kontrol ile birlikte, antibiyotik
konsantrasyonlarina gore olusturdugu degisimin
grafiksel durumundan da faydalanildi. Buna goére
Sekil 4’de E. coli DH10BQpUC18-gfp icin ve Sekil
5’'de ise E. coli DH10BOQpAT392-gfp icin florometrik
absorbansin keskin bir sekilde en az 10 151k birimi
azaldigi yer MiK degerini vermektedir.

Florometrik absorbans oOl¢iimiine dayal
yontem ile elde edilen verilere gore E. coli
DH10BQpUC18-gfp bakterisi icin floresans MIK (FL-
MiK) degerleri kloramfenikol icin 2 ug/ml,
gentamisin icin 4 pg/ml ve siprofloksasin igin <0,06
pg/ml olarak bulunmustur. E. coli DH10BQpAT392-
gfp bakterisi icin floresans MiK (FL-MIK) degerleri
ise kloramfenikol igcin 2 pug/ml ve siprofloksasin igin
<0,06 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 3a, Sekil 3b,
Sekil 4, Sekil 5 ve Tablo 2).
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B N I B [ B E. coliDH10B
| - - - - - - - | Antibiyotik yok
| 19,26 | 18,57 | 18,64 18,67 18,68 18,76 1872 e 18,41 18,46 18,37 19,58
I | I / /// // / / E. coli DH10BApUC18-grp
I~ [~ ~ - Antibiyotik yok
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Sekil 3. Mikroplak okuyucu cihazinda florimetrik absorbans giktilarinin alinmasi. Mavi renkle ilerleyen cizgi 24 saat suresince Isigin absorbansina gore sekillenmektedir. Kirmizi renkli rakamlar absorbans degerlerini

gostermektedir. Ayrica her bir kuyucugu temsil eden kareler icerisinde yer alan antibiyotigin konsantrasyonu da belirtilmistir. a: Kloramfenikol, gentamisin ve siprofloksasin antibiyotikleri igin E. coli DH10BQpUC18-gfp

bakterisinde mikroplak okuyucu cihazinda konsantrasyona bagl olarak elde edilen degerler b: Kloramfenikol, ve siprofloksasin antibiyotikleri icin E. coli DH10BQpAT392-gfp bakterisinde mikroplak okuyucu cihazinda

konsantrasyona bagli olarak elde edilen degerler *: Florimetrik absorbansa gore elde edilen MiK degerini gostermektedir.
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Sekil 4: E. coli DH10BQpUC18-gfp bakterisi igin antibiyotik

konsantrasyonlarina gére florimetrik absorbans degerlerinin izlenmesi. 24.
saatte meydana gelen en az 10 isik birimi diisiis MiK degerini vermistir. a:
Kloramfenikol igin konsantrasyona bagli florimetrik absorbans degerleri. b:
Gentamisin igin konsantrasyona bagh florimetrik absorbans degerleri. c:
Siprofloksasin igin konsantrasyona bagli florimetirk absorbans degerleri *:
MiK degeri, PK**: Pozitif kontrol absorbans degerleri (E. coli
DH10BQpUC18-gfp).
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Sekil 5. E. coli DH10BQpAT392-gfp bakterisi igin antibiyotik
konsantrasyonlarina gore florimetrik absorbans degerlerinin
izlenmesi. 24. saatte meydana gelen en az 10 isik birimi dusus
MiK degerini vermistir. a: Kloramfenikol icin konsantrasyona
bagh florimetrik absorbans degerleri b: Siprofloksasin igin
konsantrasyona bagli florimetrik absorbans degerleri *: MiK
degeri , PK**: Pozitif kontrol absorbans degerleri (E. coli
DH10BQpAT392-gfp).
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Tablo 2. Konvansiyonel ve FL-MiK karsilastiriimasi

Konvensiyonel MiK FL-MiK Konvensiyonel MiK FL-MiK
E. coliDH10BQpUC18-  E. coli DH10BQpUC18- E. coli E. coli
Antibiyotikler afp afp DH10BQpAT392-gfp DH10BQpAT392-gfp
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kloramfenikol 2 2 2 2
Siprofloksasin <0,06 <0,06 <0,06 <0,06
Gentamisin 1 4 (Belirlenmedi) (Belirlenmedi)

Tartisma ve Sonug

Calismamizda, gfp geni pUC18 ve pAT392
plazmidlerine klonlanmis ve aktarildigi E. coli DH10B
bakterisinde konvansiyonel ve florometrik MiK
Olcimleri  yapilmistir.  Florometrik  absorbans
temelindeki MK ydntemiyle konvansiyonel MiK
Olcimu karsilastinldiginda benzer sonuglar elde
edilmistir.  Konvansiyonel ve florometrik MiK
Olgimlerinin  maksimum 2 dilisyon fark oldugu
bulunmustur.

GFP ve benzeri floresans 6zellikli proteinlerden
yararlanilarak  hicrelerin  fizyolojisinin  farkli
kosullardaki cevaplari, hiicre ici proteinlerin varhgi,
ekspresyonu gibi birgok uzun vyillardir konuda
calisilmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, kimyasal
birtakim maddeler uygulandiginda bakterilerin
flagellalari gibi blylik molekiler makinelerinin
formasyonlarindaki degisimlerin belirlenebilmesi
amaciyla  GFP  ‘nin  floresans  0zelliginden
yararlaniimistir (Kalir ve ark., 2001).

Hiicre icindeki farkli protein gruplarinin
dinamiklerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen baska bir c¢alismada, bazi protein
gruplari GFP ile isaretlenerek, normal ve degisken
kosullardaki kimyasal inhibitorler, mutasyonlar ve
gen inhibisyonlarindaki durumlar incelenmistir
(Ellenberg ve ark., 1998). Makrolid antibiyotikle ile
yapiimis bir calismada da gfp geninin aktarildigi
bakteride farkh grup makrolidlerin indiikleme
kapasiteleri disk difiizyon metodu kullanilarak UV
altindaki 1sima ile  gozlenmeye calisiimistir
(Clarebout ve Leclercq, 2002). GFP tabanh
florometrik yontem kullanilarak T4 ve T7
endolizinlerinin bakteri hicreleri {izerinde etkili
oldugu optimal pH, tuz ve metal iyonlar
konsantrasyonlarini belirlemeye yonelik calismada
da florometrik absorbans Olcimiinden
yararlaniimistir. Hicre lizisini hassas bir sekilde
Olcebilecek bir yontem olarak GFP isimasinin
florometrik tabanh 6lgiminin  kullaniimasinin
uygulanabilir oldugu belirtilmistir (Sharma ve ark.,
2019). Biyofilm igindeki bakterilerin antibiyotik
hassasiyetlerini belirlemek 6nemli bir sorundur.
Mozioglu yaptigi calismada MK degerini saptamak

icin floresans absorbansa dayali yontem ve GFP
floresans emisyon &lgimlerini  kullanmiglardir.
Sonug olarak biyofilm iginde veya disinda, P.
aeruginosa igin antibiyotik MIK &lcimlerinin farkl
olmadigl gosterilmistir (Mozioglu, 2019). Yapilan
diger bir calismada arastiricilar, floresans isima
yoluyla nikleaz aktivitesini belirlemislerdir. Tagman
tarzi prob olusturmuslar ve nukleaz aktivitesiyle
floresan madde quencherdan ayrilinca artan
isimanin  nukleaz  aktivitesini  ifade  ettigini
gostermislerdir. Ayni arastiricilar kiltir ortaminda
MiK belirlenmesi icin floresans tabanli bir yontem
kullanilabilecegini de vurgulanmistir (Mozioglu ve
ark., 2019).

Konvansiyonel MIiK belirlenmesine dayall
metotlarda sivi besiyerinde olusan bulanikhlik ya da
agarda olusan bakteri kolonileri
degerlendirilmektedir. Bizim ¢alismamizda ise 1sigin
absorbansini saptama yoluyla 485/535 nm dalga
boyu araliginda florometrik absorbans oOlgiim
yontemi kullaniimustir. iki farkh plazmid kullanilmis
ancak MIK sonuglarinda farkhihk saptanmamustir.
Kullanilmis olan bu iki plazmidde ekspresyon
miktarlarinin farkhgina bagh MIK degisikligi olup
olmadig test edilmis ancak test edilen antibiyotikler
icin belirgin bir farka rastlanmamustir.

Antibiyotik gelistirmede en 6nemli
asamalardan birisi aday molekiliin bakteriler
Gzerindeki etkilerinin goézlenmesidir. Bu asamada
kullanilabilecek basit, ucuz ve kolay bir yontemin
ortaya konulmasi aday molekiillerin daha hizli ve
etkin gsekilde degerlendirilmesini saglayacaktir.
Yalnizca molekiillerin degil bakteriler lzerinde,
hayvanlardan, mikroorganizmalardan ve bitkilerden
elde edilecek 6zltlerinde etkilerinin ¢cabuk ve kolay
bir yontemle test edilmesi saglanabilecektir. Bu
calisma ile antimikrobiyal maddelerin MiK degerinin
dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde belirlenmesini
saglayan, kullanimi kolay bir yontem gelistirilmistir.
Bu yontem konvansiyonel metotla karsilastiriimistir.
Yeni gelistirilecek antimikrobiyallerin ya da
bakteriler tizerine etkisi test edilecek farkh triinlerin
gfp geni gibi floresans genlerin aktarildigl test
organizmalarina karsi etkisi olduk¢a hassas olarak
Olgulebilecektir. Yontemin sinirlayici yoni, floresan
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genlerle donustlriilmis bakterilerin kullanilacak
olmasidir.
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